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Au cours d'études sur la polyadénylation alternative (APA), des transcrits courts terminant dans un exon final
alternatif ont été découverts, on parle de polyadénylation intronique (IPA). L'IPA est régulée par des facteurs de
I'épissage (dont U1 snRNP), de polyadénylation, et d'élongation de la transcription (dont CDK12). Les isoformes
IPA sont régulées par des agents génotoxiques (induisant des dommages a 'ADN), dont les rayonnements UV
et la doxorubicine. Les inhibiteurs de CDK12 augmentent I'lPA dans des genes de réparation de I'ADN et la
sensibilité cellulaire a des génotoxiques.

L'IPA a souvent lieu dans la région codante des genes, générant des protéines altérées en carboxy terminal.
Cependant, des transcrits IPA sont aussi générés dans les premiers introns des génes, on parle alors de 5'IPA.
Des transcrits 5'IPA sont dégradés par |'exosome nucléaire, mais certains sont abondants et ont un faible
potentiel codant. Deux d'entre eux, issues des génes ASCC3 et CDKN1A, ont des fonctions non codantes. Par
ailleurs, des études montrent par Ribo-seq et spectrométrie de masse (MS) I'existence, dans des ARNm et des
IncRNA, de petits cadres de lecture ouverts (sORF) codant des microprotéines (miP, protéines de moins de 100
aa) qui peuvent étre fonctionnelles. Aucune miP n’'a été rapportée dans des isoformes 5IPA.

Le cisplatine (CisPt) est un agent pontant de I'ADN tres utilisé dans les cancers du poumon non a petites cellules
(NSCLC). Mon équipe a observé par 3'-seq dans des cellules NSCLC que le CisPt augmente |'expression des
isoformes IPA par rapport aux ARNm canoniques (ratio IPA:LE) dans de nombreux geénes, et que certaines
isoformes IPA sont peu engagées dans les polysomes lourds et sont issues de la région en amont du site
d'initiation de la traduction annoté du gene (isoformes 5'UTR-IPA).

Mes objectifs étaient de déterminer le réle de I'lPA dans la réponse cellulaire au CisPt. Je me suis intéressé
premierement au role des isoformes 5'UTR-IPA. Pour deux d’entre elles, issues des genes PRKAR1B et PHF20,
j'ai montré que leur déplétion par siARN augmente la survie de cellules NSCLC au CisPt. Ces deux isoformes
sont engagées dans des fractions polysomiques légeres. Des analyses de bases de données de Ribo-seq et de
MS ont révélé |'existence de sORF dans ces deux isoformes. Par transfection de vecteurs contenant ces isoformes
5'UTR-IPA et en balisant leurs sORF, j'ai observé en ImmunoFluorescence (IF) et Western Blot que I'isoforme
5'UTR-IPA de PRKAR1B code une miP. La délétion de cette isoforme IPA endogéne ou la mutation de 'ATG de
sa sORF par CRISPR ont donné un phénotype similaire au siARN. Il s'agit de la premiére isoforme 5'UTR-IPA
codant une miP (miP-5'UTR-IPA). Par croisement de nos données de 3'-seq avec des données de Ribo-seq et
de MS, nous avons identifié une centaine d'isoformes miP-5'UTR-IPA potentielles induites par le CisPt.

Deuxiemement, je me suis intéressé a la possibilité de sensibiliser des cellules NSCLC au CisPt en ciblant U1
snRNP par un oligonucléotide (U1-AMO) qui induit I'lPA dans de nombreux génes. Dans plusieurs lignées
cellulaires NSCLC, j'ai pu montrer une sensibilisation par U1-AMO au CisPt en termes d'inhibition de croissance
cellulaire et d'induction de dommages a I'ADN (foyers yH2AX). Cette sensibilisation est liée a une réduction (en
3’-seq et RT-gPCR) de I'expression des ARNm canoniques dans des génes de réparation des pontages de I'ADN
(voies de Fanconi et de I'excision de nucléotides). Cependant, U1-AMO prévient les blocages de cycle cellulaire
induits par le CisPt, ainsi que les effets du CisPt sur le ratio IPA:LE de nombreux genes.

Mes travaux montrent I'impact de I'lPA sur la réponse des cellules cancéreuses au CisPt, et révélent un nouveau
paradigme génétique, appelé miP-5'UTR-IPA, dans lequel des genes produisent par IPA des transcrits courts
codant des miP.
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During studies on alternative polyadenylation (APA), short transcripts ending in an alternative last exon were
discovered, known as intronic polyadenylation (IPA). IPA is regulated by splicing factors (including U1 snRNP),
polyadenylation factors and transcription elongation factors (including CDK12). IPA isoforms are regulated by
genotoxic agents (inducing DNA damage), including UV radiation and doxorubicin. Conversely, CDK12
inhibitors increase both IPA in DNA repair genes and cellular sensitivity to genotoxic agents.

IPA often occurs in the coding region of genes, generating carboxy-terminally altered proteins. However, IPA
transcripts are also generated in the first introns of genes, known as 5'IPA. Many 5'IPA transcripts are degraded
by the nuclear exosome, but some are abundant and have a low coding potential. Two of these, derived from
the ASCC3 and CDKN1A genes, have non-coding functions. In addition, studies using Ribo-seq and mass
spectrometry (MS) are showing the existence -in mMRNAs and IncRNAs- of small open reading frames (sORF)
encoding microproteins (miP, proteins of less than 100 aa) which can be functional. No miP has been reported
in 5'IPA isoforms.

Cisplatin (CisPt) is a DNA-crosslinking agent widely used in non-small cell lung cancer (NSCLC). My team
observed, by 3'-seq in NSCLC cells, that CisPt increases the expression of IPA isoforms compared to canonical
mMRNAs (IPA:LE ratio) in many genes, and that some IPA isoforms are poorly associated with heavy polysomes
and are derived from the region upstream of the annotated translation initiation site of the gene (5'UTR-IPA
isoforms).

My objectives were to determine the role of IPA in cell response to CisPt. | first looked at the role of 5'UTR-IPA
isoforms. For two of them, derived from the PRKAR1B and PHF20 genes, | showed that their depletion by siRNA
increased the survival of NSCLC cells to CisPt. These two isoforms are associated with light polysomal fractions.
Analyses of Ribo-seq and MS databases revealed the existence of SORFs in these two isoforms. By transfecting
vectors containing these 5'UTR-IPA isoforms and by tagging their sORFs, | observed by ImmunoFluorescence
(IF) and Western Blot that the 5'UTR-IPA isoform of PRKAR1B encodes a miP. Deletion of this IPA isoform or
mutation of the SORF ATG endogenously by CRISPR gave a phenotype similar to the siRNAs. This is the first
5'UTR-IPA isoform encoding a miP (miP-5'UTR-IPA). By cross-referencing our 3'-seq data with Ribo-seq and MS
data, we identified around a hundred potential miP-5'UTR-IPA isoforms induced by CisPt.

Secondly, | investigated the possibility of sensitizing NSCLC cells to CisPt by targeting U1 snRNP with an
antisense oligonucleotide (U1-AMO), that induces IPA in many genes. In several NSCLC cell lines, | showed
sensitization to CisPt by U1-AMO in terms of cell growth inhibition and DNA damage induction (yH2AX foci).
This sensitization is linked to a reduced expression of the canonical mMRNAs of DNA crosslinks repair pathways
(Fanconi and nucleotide excision repair), as shown by 3'-seq and RT-qPCR. However, UT-AMO prevented CisPt-
induced cell cycle block and the effects of CisPt on the IPA:LE ratio of many genes.

My work shows the impact of IPA on the response of cancer cells to CisPt, and reveals a new genetic paradigm,
called miP-5'UTR-IPA, in which genes produce short miP-encoding transcripts by IPA.
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Epissage et polyadénylation des ARN pré-messagers

.1 Epissage

Il existe chez 'Homme trois types d’ARN polymérases nommeées respectivement ARN
polymérase |, Il et |l pouvant débuter un événement de transcription. Ces trois polymérases
possedent des caractéristiques propres leur permettant de s'associer a des facteurs régulant
la transcription a différentes étapes, de I'initiation jusqu’a la terminaison (Calvo et al. 2003;
Shatkin et al. 2000; Kwak et al. 2013). Ces polymérases reconnaissent des promoteurs
différents sur I’ADN, guidées notamment par des séquences ADN favorisant la liaison de la
polymérase (Chalkley et al. 1999; Vannini 2013). Les ARN polymérases synthétisent différents
types d’ARN. Il est notamment admis que I'ARN polymérase | synthétise tous les ARN
ribosomiques a I'exception de I’ARN 5S alors que I’ARN polymérase Il polymérise les ARN de
transfert, I’ARN ribosomique 5S et certains snARN. Nous nous focaliserons pour cette partie
sur ’ARN polymérase Il qui elle synthétise les ARN messagers (ARNm) et de petits ARN tels que
les snARN, microARN, siARN et snoARN (Carter et al. 2009).

Les ARN pré-messagers subissent plusieurs modifications dues a des facteurs
accompagnant I'ARN polymérase Il durant la transcription (Shatkin et al. 2000; Calvo et al.
2003) au cours de leurs maturations en ARN messagers. Trois principales modifications sont
couplées respectivement a l'initiation, I'élongation et la terminaison de la transcription : le
coiffage en 5, I'épissage des introns et la maturation en 3’(Calvo et al. 2003; Shatkin et al.
2000). Il existe d’autres modifications des ARN pré-messagers comme la méthylation (Zaccara
et al. 2019). Le coiffage ou capping fait intervenir plusieurs enzymes qui vont modifier
I'extrémité 5’ de I'ARN en ajoutant une guanosine méthylée au triphosphate du premier
nucléotide transcrit. LARN est ainsi protégé des ribonucléases 5'-> 3’. La coiffe favorise plus
tard I'export de la molécule dans le cytoplasme et la lecture de I'ARN par les ribosomes

(Ramanathan et al. 2016).

L'épissage, deuxieme modification, consiste en l’excision d’'une partie de I'’ARN
synthétisé appelée intron et de la ligation des deux parties restantes appelées exons. Ce
phénomeéne se produit en moyenne huit fois par gene (Sakharkar et al. 2004) et I'on peut alors
définir des exons et des introns répartis de facon alternée pour un géne donné. L'identification

des exons ou introns a été notamment possible historiqguement grace aux travaux sur I’'ARNm



maturé de quelques genes puis plus tard par RNA-seq sur I'ensemble du génome (Jacob et al.
2017). Uétude des facteurs d’épissage formant un complexe appelé spliceosome a aussi permis
de mieux comprendre la cinétique de ce processus. Lépissage fait intervenir 5 snRNPs et plus
d’une centaine de protéines, nécessitant plusieurs étapes consécutives (Wilkinson et al. 2020).
Par I'étude du spliceosome, les critéres déterminant si une séquence d’ARN donnée est un

exon ou un intron ont pu étre identifiés.

Des régions en 5’ des introns nommées sites 5’ d’épissage ou sites donneurs ont été
montrées comme recrutant un facteur essentiel a I'épissage, U1 snRNP. Ce recrutement se fait
notamment par la présence d’un motif de liaison sur I’ARN, GU. En 3’ de I'intron se trouve le
site 3’ d’épissage ou site accepteur (typiquement AG), précédé d’une région riche en
pyrimidines (U/C) et du point de branchement ; cette région 3’ recrute U2snRNP. Une fois la
région 3’ liée a U2snRNP, une interaction entre U1 snRNP sur la région 5’ et U2snRNP sur la
région 3’ a lieu. La formation de ce complexe favorise ensuite le recrutement de U4snRNP et
U6snRNP recrutant a leur tour USsnRNP. Le spliceosome alors complet va dans un premier
temps se séparer de Ul snRNP et rapprocher les extrémités de l'intron. Une réaction de
transestérification catalysée par U2snRNP et U6snRNP va alors couper I'extrémité 5’ de l'intron
etlareliguer surune adénosine (point de branchement) de larégion U/G riche en 3’ de I'intron.
Cette structure en « lasso » est appelée lariat. Une deuxiéme réaction de transestérification se
produit alors séparant I'extrémité 3’ de l'intron de I'extrémité 5’ de I'exon 2 et reliant les deux
exons ensemble. Le spliceosome se dissocie alors et I'intron sous forme de lariat est dégradé
(Figure 1). Ce processus va étre répété au cours de la transcription autant de fois que le
spliceosome reconnaitra conjointement un site donneur et un site accepteur. A noter qu'il
existe aussi un autre spliceosome dit mineur faisant intervenir d’autres facteurs (a I'exception
de U5snRNP, commun aux deux complexes) dont nous ne détaillerons pas le processus, mais

dont le fonctionnement est similaire (Bai et al. 2021).
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Figure 1 : Reconnaissance des Exons/Introns par le spliceosome et cinétique de I’épissage (adaptée
de Grange 2016)

A. Signaux de I'épissage reconnus par les complexes ribonucléoprotéiques du spliceosome. B. La
réaction d’épissage Le complexe U1 s’associe au site donneur et U2 se fixe sur le point de branchement.
(2) Les complexes U4/U5/U6 interviennent : le complexe U6 se fixe sur le complexe U2 tandis que le
complexe U5 va se fixer sur I'extrémité 3’ de I'exon (proche du site donneur d’épissage) a proximité du
complexe U1. (3) Les complexes U1l et U4 sont libérés, le complexe U5 glisse sur I'intron et le complexe
U6 se fixe sur le site donneur qui est coupé. (4) L'extrémité 3’ de I'intron est coupée, ce qui libére
I'intron (forme d’un « lasso ») et les exons sont liés. Enfin, le complexe se dissocie

-
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La troisieme modification de 'ARNm se déroule en fin de transcription. Il s'agit de la

maturation en 3.
.2 Maturation 3’ : Clivage et Polyadénylation

La maturation en 3’ est divisée en deux étapes couplées: le clivage et la
polyadénylation, qui comportent une machinerie d’environ 80 protéines. Quatre régions
flanquantes au site de clivage sont importantes pour permettre le recrutement des facteurs
de clivage/polyadénylation réalisant ces deux étapes (Figure 2). La principale se nomme le
signal de polyadénylation (signal polyA). Elle est constituée d’une séquence conservée
(AAUAAA pour 56% des sites ou AUUAAA pour 16% des sites) 15 a 30 nucléotides en amont
du site de clivage/polyadénylation (site polyA) et recrute le complexe CPSF. Le complexe CPSF
possede une endonucléase, CPSF3, effectuant le clivage et FIP1L1, un facteur recrutant avec
CPSF1 la polyA polymérase. En aval du site de clivage (généralement CA) se lie le complexe
CstF a une séquence G/U ou U riche appelée le Downstream Element Sequence (DES). Le

rapprochement entre le complexe CPSF et CstF connectés par SYMPK est essentiel pour la



sélection du site de clivage. |l existe une variabilité du site de coupure (entre 20-30 nts) malgré
un signal polyA précis, mais la fonction n’est a I’heure actuelle pas clairement définie (Tian et
al. 2012). La troisieme séquence en amont du signal polyA, U(G/A)UA, dite upstream sequence
element (USE) liant le complexe CFIm (MacDonald et al. 2010) ainsi que la quatrieme séquence
Griche en aval de DES liant des facteurs inconnus ne participe qu’a améliorer la reconnaissance
du site de clivage (Millevoi et al. 2006; Tian et al. 2012). En cas de dégénérescence du signal
polyA, il a cependant été montré que les 3 autres séquences devenaient plusimportantes pour
une coupure correcte (Millevoi et al. 2006; Tian et al. 2012; Di Giammartino et al. 2011). Aprés
clivage, laqueue polyA, d’environ 250 nucléotides, est rajoutée par la polyA polymérase guidée
par les autres facteurs (Millevoi et al. 2006; Eckmann et al. 2011). Cette longueur est limitée
notamment par des facteurs d’export, des RNA binding protein (RBP) tel que PABN1 et NAB2

jouant par la suite un réle dans I'export (Charlesworth et al. 2013; Nourse et al. 2020).

'étape de clivage/polyadénylation est généralement couplée a la terminaison de la
transcription par deux mécanismes principaux : un ralentissement/pause de I’ARN pol Il dans
desrégions GCriches en aval du site polyA etle « torpillage » de I’ARN pol Il par Xrn2 dégradant
le transcrit en aval du site de clivage a partir de son extrémité 5’ (Proudfoot 2016). Mais il
existe aussi le cas du clivage cotranscriptionnel « CoTC », permettant une polyadénylation
post-transcriptionnelle dans le nucléoplasme apres clivage au niveau d’un site CoTC en aval du
site polyA (Dye et al. 2001; West et al. 2008; Nojima et al. 2013). Il peut arriver dans des
conditions particulieres que le dernier signal polyA canonique du gene ne soit pas utilisé
aboutissant a des événements de transcription dit « read-through ». Ce read-through peut
aboutir a la génération de transcrit dit de fusion/chimérique avec un autre géne (Grosso et al.

2015; Peck et al. 2019).

A noter que ’événement de clivage au niveau du site polyA (ou du site CoTC) permet
le relargage de I'ARNm de la chromatine (Nojima et al. 2013; Dutertre et al. 2021). Le
détachement des complexes de clivage et de polyadénylation permet ensuite de continuer le

processus d’export (Dutertre et al. 2021).



Figure 2 : Interaction des facteurs de la machinerie de terminaison 3'aux éléments de séquence du
pré-ARNm (Tian et al. 2017)

Localisation des cis éléments régulateurs en amont et en aval du site de coupure souvent localisés apres un ACA
(ici éclair). Les éléments en amont incluent une séquence A[A/U]JUAA et d’autres variants dites séquences polyA,
des séquences U-riche et UGUA. Les séquences en aval incluent des séquences U et GU riches. La fréquence de
ces séquences peut varier suivant la localisation du site APA (moins de UGUA et séquences GU riches dans les
APA proximal). 4 complexes protéiques ainsi que des protéines seules lient ces séquences. Cleavage and
polyadenylation specificity factor (CPSF) se lie a la séquence polyA et aux régions U riches flanquantes. Le
Cleavage Factor | (CFl) se lie au UGUA et Cleavage stimulating Factor (CstF) aux séquences U et GU riche en aval
du site de coupure. Lactivité endonucléase est portée par le complexe CPSF. D’autres protéines comme |’ARN pol
Il (queue CTD) ou la symplekin assurent un réle de support a la machinerie.

La queue polyA protége les ARNm de la dégradation par liaison avec des protéines
telles que PABP empéchant la déadénylation (Nourse et al. 2020; Eckmann et al. 2011). La
polyadénylation est connue depuis longtemps comme améliorant la traduction par formation
de close loop complex entre PABP liée a la queue polyA et elF4G qui fait partie du complexe
elF4F, facteur d’initiation de la traduction liant la coiffe (Eckmann et al. 2011). Elle est aussi
impliquée dans la stabilité de 'ARNm, I'export du noyau, et peut aussi étre la cible de

régulation (Nourse et al. 2020).

Sur un ARN pré-messager, il peut exister plusieurs sites polyA ainsi que plusieurs sites
accepteurs ou donneurs d’épissage. On parle alors de polyadénylation alternative et d’épissage

alternatif, respectivement.



1.3 Epissage alternatif

L'épissage alternatif se définit comme l'utilisation facultative de sites d’épissage au
cours de la maturation des transcrits d’'un gene donné, générant des isoformes d’ARNm avec
un contenu exonique différent. En effet, au sein d’un géne, plusieurs sites donneurs (en 5’) ou
plusieurs sites accepteurs (3’) peuvent rentrer en compétition. Cela conduit a des exons
alternativement inclus ou exclus, ou a des variations de longueur d’exon. De plus, I'excision

d’un intron peut étre facultative, on parle de rétention d’intron (Figure 3).

0,7 O 47D Exon cassette
o000

W mutuellement exclusifs
0:)—0 Site &’ alternatif

€)—C P Site ¥ alternatif

o— —@) Rétention de Iintron

Figure 3 : Les principaux types d’épissage alternatif (de Dujardin et al. 2016)

Certains exons peuvent suivant les transcrits étre inclus ou exclus (exon cassette). D'autres exons,
peuvent s’exclure mutuellement d’un transcrit. Lorsqu’un exon posséde un site d’épissage 3’ ou 5’
faible, ce dernier peut ne pas étre utilisé et un site d’épissage plus en amont ou en aval respectivement
peut étre pris (site 5’ et 3’ alternatif). Dans certains cas, la totalité d’un intron peut étre inclus dans un
transcrit ARNm (intron rétention).

Chez ’'Homme, I’épissage alternatif concerne 95% des génes connus avec en moyenne
guatre transcrits par gene (Pan et al. 2008; E. T. Wang et al. 2008; Yates et al. 2016). L'épissage
alternatif est régulé physiologiqguement en fonction du tissu, type cellulaire, stade de
développement, des stimuli et stress, et dans diverses maladies telles que le cancer (Marasco

et al. 2023; Anczukdéw et al. 2016; Cherry et al. 2020).

Le taux d’utilisation d’un site d’épissage alternatif (par exemple par rapport a un site
compétiteur) dépend en partie du degré de conservation des motifs reconnus par le
spliceosome (jonctions Exon/intron [sites 5’ et 3’ d’épissage], point de branchement, région
riche en pyrimidines). De nombreux facteurs d’épissage (protéines régulatrices) se lient a des

motifs ARN régulateurs (activateurs ou répresseurs) situés a proximité des sites d’épissage,
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dans les exons ou les introns, et modulent le recrutement ou l’activité locale du spliceosome
(Marasco et al. 2023). Les dérégulations de I’épissage dans les maladies sont souvent dues a
des mutations des sites d’épissage ou de motifs régulateurs, ou a des variations d’expression
des facteurs d’épissage (Grange 2016; Marasco et al. 2023; Anczukéw et al. 2016; Cherry et al.
2020).

L'épissage intervenant en général de fagon cotranscriptionnelle, I'épissage alternatif est
aussi régulé par la vitesse de transcription de I’ARN polymérase Il, qui peut étre modulée
(Moehle et al. 2014). Une vitesse lente tend a favoriser I'inclusion d’exons alternatifs, mais
peut aussi favoriser I'exclusion de certains exons (Marasco et al. 2023). De plus, des marques
d’histone peuvent moduler l'inclusion d’exons alternatifs, soit en modulant la vitesse

d’élongation de la transcription, soit en recrutant des facteurs d’épissage (Luco et al. 2010).

Un cas particulier de I'épissage alternatif est la rétention d’un intron normalement
excisé dans la séquence finale de 'ARNm maturé. Cette rétention d’intron est favorisée
notamment lorsque les motifs ARN des sites donneurs et accepteurs sont trés dégénérés ou

lorsque les introns sont courts avec un fort taux en GC (Jacob et al. 2017).

L'épissage alternatif a été montré pour de nombreux génes comme générant des
isoformes protéiques différentes modulant I'activité de la protéine, sa stabilité, ses interactions
moléculaires et/ou sa localisation subcellulaire (Kelemen et al. 2013). Avec environ 20 000
génes connus, I'épissage alternatif permettrait une génération estimée de plus de 100 000
protéines différentes (Grange 2016) bien que cette diversité n’a pas encore été montrée a
I’échelle du protéome in vivo. Cette absence de détection peut s’expliquer par les limitations
techniques en protéomique (sensibilité de détection, etc.) et a l'instabilité possible de
certaines isoformes protéiques. Par ailleurs, de nombreux variants d’épissage sont instables
au niveau ARN du fait de la présence d’un codon stop prématuré, situé en amont du dernier
exon du transcrit, conduisant a sa dégradation (nonsense-mediated RNA decay [NMD])

(Powers et al. 2020).
1.4 Polyadénylation alternative

De la méme facon qu’il existe des sites d’épissage alternatifs dans un ARN pré-
messager, il peut y avoir plusieurs sites polyA (Di Giammartino et al. 2011). La sélection d’un

site polyA plut6t qu’un autre se nomme polyadénylation alternative (APA). Les différents sites



polyA peuvent étre situés soit dans un méme exon (sites polyA en tandem, 3’"UTR-APA) soit
dans des exons différents, appelés exons terminaux alternatifs (alternative last exons, ALE, voir
Figure 4), on parle dans ce dernier cas de polyadénylation intronique (IPA) (Tian et al. 2012).
Chez I’'Homme, des isoformes 3’UTR-APA et IPA ont été détectées pour environ 60% et 20%

des génes codants, respectivement. Les isoformes 3’"UTR-APA ont été les plus étudiées.

Le choix entre deux sites polyA en tandem a été montré comme pouvant étre di au
niveau d’expression des facteurs de polyadénylation (Tian et al. 2017). Par exemple, une faible
guantité de la protéine CstF promeut l'usage du site polyA distal alors qu’une faible quantité
de CFl favorise les sites proximaux (Tian et al. 2017). Les modifications post-traductionnelles
des protéines du complexe polyA peuvent aussi influencer I’'APA (Di Giammartino et al. 2011).
Par ailleurs, la vitesse d’élongation de transcription influence le choix du site polyA (Devany et
al. 2016; Tian et al. 2017). Une élongation ralentie favorise les sites polyA proximaux. Des
interactions entre facteurs d’épissage et complexes polyA ont aussi été décrites (Tian et al.

2017) comme médiant une modulation réciproque des deux mécanismes.

Des promoteurs alternatifs (Alfonso-Gonzalez et al. 2023) et des enhancers peuvent
participer a la régulation de sites polyA alternatifs (Kwon et al. 2022). Des marques
épigénétiques pourraient aussi jouer un role dans la régulation de I’APA et de la terminaison
de latranscription (Di Giammartino et al. 2011). Récemment, I’APA a pu étre montrée comme
régulée par la méthylation de I'ADN et les boucles chromatiniennes (Nanavaty et al. 2020;
Terrone et al. 2022). Une forte déplétion de nucléosome a aussi été observée au niveau des

sites polyA (Tian et al. 2017).

Pre-mRNA mRNAisoforms Protein isoforms
ALE — — (P>
m7G mc ! — ) / [Li_f {:'
S emm — (O
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eP Encoding same protein
' : provimal polyadenylation site

T : diswl polyadenyiationsite

Figure 4 : Représentation des ALE et 3’UTR-APA (modifiée de Di Giammartino et al., 2011)
Les ALE donnent des isoformes protéiques avec des régions C-terminal distinctes la ol les 3’UTR-APA produisent
des ARNm avec des 3'UTR différentes donnant la méme protéine. Les 3’UTR plus longues contiennent en général
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plus de sites de liaisons aux protéines et aux miARN pouvant déstabiliser et réprimer post-transcriptionnellement
les ARNm. ALE, alternative last exon ; UTR-APA, 3’UTR-alternative polyadenylation. Boite verte : régions non
traduites ; Boite bleu clair : régions codantes partagées ; Boite bleu foncé et jaune : régions codantes non
exclusives ; lignes : introns.

D’un point de vue fonctionnel, les événements d’APA en tandem changent la longueur
de la 3’'UTR d’'un ARNm (d’ou son autre appellation de 3'UTR-APA), ce qui altére la présence
(et la position) de sites de liaison aux miARN ou a des protéines liant les ARN (RNA Binding
Protein, RBP). Cela peut aboutir a réguler la stabilité, latraduction ou la localisation des ARNm
mais aussi le recrutement d’une protéine interagissant avec la protéine codée, pouvant ainsi
affecter sa fonction (par exemple sa localisation) (Di Giammartino et al. 2011; Mayr 2019). En
général, une 3’UTR plus longue est plus susceptible de régulation négative par les miARN
(Di Giammartino et al. 2011; Mayr 2019), toutefois la taille de la 3’UTR en elle-méme pourrait
aussi jouer un role dans cet effet répressif (Mayr et al. 2009). Contrairement au 3'UTR-APA,
I'IPA a souvent lieu au sein de la région codante des genes, on parle alors de coding region
alternative polyadenylation, CR-APA (S.-H. Lee et al. 2018). Nous utiliserons les appellations ;
isoformes canoniques, isoformes pleine longueur, isoformes longues et isoformes « last
exon », pour faire référence dans un géne comportant un IPA a ’'ARNm transcrit n’utilisant pas
I'IPA. Dans la partie suivante, je discuterai du cas de I'IPA qui a été le centre d’intérét de ma

these.



. La polyadénylation intronique (IPA) et les exons terminaux

alternatifs (ALE)

1.1 Définition et catégorisation

Documentés d’abord pour seulement quelques genes codant les génes codant les IgM
(F. W. Alt et al. 1980) ou la calcitonine (Amara et al. 1984), les ALE se sont montrés plus étendus
a I’échelle du génome. En effet, en 2007 en utilisant des bases de données de cDNA/ESTs, une
étude a montré qu’environ 20% des génes contiennent au moins un événement d’ALE (Tian et
al. 2007). Les puces exons et le RNA-seq classique (Illumina) ont permis I'étude de la régulation
des ALE (Kaida et al. 2010), mais c’est le développement de méthodes de RNA-seq focalisés
sur I'extrémité 3’ des transcrits (3’-seq, PAS-seq, 3P-seq, 3’READS) qui a permis de découvrir
systématiquement les sites IPA dans différents tissus et lignées cellulaires. En 2013, une étude
par 3’-seq chez la souris a trouvé qu’environ 40% des génes avaient des événements de
polyadénylation dans les introns ou les exons internes (Hoque et al. 2013). Une étude sur plus
de 46 échantillons de tissus humains sains, lignées primaires et des extraits de myélome
multiple (MM) a permis de mettre en évidence 4927 événements d’IPA avec un niveau de
confiance élevé (Singh et al. 2018). Prises ensemble, ces études montrent donc I’étendue du
processus d’IPA a travers le génome, les tissus et les mammiferes. Ces 3’-seq ont permis la
publication de bases de données en ligne répertoriant les événements d’IPA fiables a travers
les différents tissus, stress, pathologies et espéces étudiées (Gruber et al. 2019; R. Wang et al.

2018).

Des algorithmes ont aussi été développés afin d’identifier plus facilement les
événements d’IPA. D’autres essaient d’égaler le 3’-seq en utilisant des bases de données de
RNA-seq déja disponibles et plus communes pour trouver des IPA. Ils se basent sur les
caractéristiques identifiées des introns générant des IPA, mais restent cependant limités avec
notamment une difficulté a identifier les IPA De Novo. Un nouvel algorithme permet leur
identification en se basant sur des changements de nombres de reads pour une séquence
donnée en RNA-seq témoignant d’'une terminaison de transcription prémature (Z. Zhao, Xu,

Wei, Wang, et al. 2021).

De facon plus générale, les introns associés aux IPA sont plus longs que les introns n’en

générant pas et sont enrichis dans les génes longs (Tian et al. 2007; Singh et al. 2018). Deux
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principaux types topologiquement différents d’ALE générés par IPA sont décrits : le composite
terminal exon correspond a une extension alternative d’exon (allant du site 5’ d’épissage au
site polyA) ; le skipped terminal exon correspond a un exon entier alternatif (allant d’un site 3’
d’épissage a un site polyA ; Figure 5). Il est a noter que la polyadénylation intronique permet
comme observé sur la figure « d’exoniser » une partie de l'intron qui ne se retrouve
habituellement pas dans 'ARNm maturé. Nous discuterons plus tard des éventuelles
conséquences qui en découlent.

PA PA PA
5'ss 3’'ss 3’ss

Location of /
polyadenylation
e S
terminal exon: AAA
Sioved /A~
terminal exon:

Figure 5 : Polyadénylation intronique - les différents ARNm générés par IPA dans les génes
(modifiée de Tian et al., 2007)
pA ; site de polyadénylation, 5’SS ; site 5’ d’épissage, 3’SS ; site 3’ d’épissage, AAA ; queue polyA

Les facteurs déterminant si un signal polyA dans un intron va aboutir a un skipped
terminal exon ou un composite terminal exon sont nombreux. Labsence de conservation du
site 5’ d’épissage a par exemple pu étre associée au composite terminal exon ; alors qu’un
signal polyA conservé (AAUAAA) et plus proche de I'extrémité 5’ du géne s’est montré corrélé
au skipped terminal exon (Tian et al. 2007; Singh et al. 2018). En contradiction, une étude a
montré que les skipped terminal exon se produisaient dans des introns plus longs que les
composite terminal exon tandis que l'inverse a été conclu par une autre (Tian et al. 2007; Singh
et al. 2018). Par ailleurs, une étude des mutations ponctuelles (SNPs) dans 4998 tumeurs de
patients a mis en évidence trois caractéristiques orientant la maturation de I’ARN associées
aux genes mutés en IPA plutét qu’en intron rétention : les introns générant de I'IPA sont plus
longs, plus pauvres en GC et contiennent un signal polyA plus fort comparés aux introns

générant de I'intron rétention (Z. Zhao, Xu, Wei, Huang, et al. 2021).

Ces caractéristiques permettant a des introns de générer préférentiellement de I'IPA
supposent des mécanismes de régulations comme causes ou conséquences de ces

caractéristiques observées sur ces introns. L'IPA est en effet régulée par de nombreux acteurs.
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1.2 Mécanismes de régulation de la polyadénylation intronique

Les isoformes issues d’IPA sont régulées par des facteurs a différentes étapes de la
genese et de la maturation de ’ARNm au moment de la transcription, de I'épissage et de I'étape

de clivage/polyadénylation.
11.2.1 U1 snRNP

La Ul snRNP, qui est plus abondante dans les cellules que les autres snRNP du
spliceosome, s’est révélée avoir un réle majeur dans la répression des sites IPA, notamment
de nombreux sites « cryptiques » (Berg et al. 2012; Kaida et al. 2010). Le terme « Cryptiques »
se rapporte aux sites visibles seulement lorsque l'on induit de fagon exogéne une
répression/inhibition d’un facteur donné. Il a été montré dans ces études dans les lignées
cellulaires Hela que l'inhibition de U1 snRNA, composant de U1 snRNP, entrainait I'induction
de transcrits courts issus d’événements d’IPA. Les auteurs ont pu inhiber I'activité de liaison de
Ul snRNA au site 5’ d’épissage par électroporation d’un morpholino oligomer (ADN
chimiguement modifié) complémentaire appelé « U1I-AMO »(Berg et al. 2012; Kaida et al.
2010). D’abord par puce exon sur les chromosomes 5, 7 et 16 puis par HIDE-seq, un
séguencage comparant les niveaux d’expressions entre deux conditions (pan-génomique),
avec une dose tres forte de U1-AMO (7,5 uM) a un temps de 8 h, les auteurs ont bien s(r
observé que U1-AMO réprimait I'épissage des ARNm. Mais aussi qu’il induisait des transcrits
finissant a moins de 5 kb du site d’initiation de la transcription annoté du géne et dus a un
évenement d’IPA. Cet effet semble dose-dépendant, plus on inhibe Ul snRNP plus les
événements d’IPA sont précoces et nombreux (a faible dose, U1-AMO induit un
raccourcissement des régions 3’"UTR des transcrits, appelé 3’UTR shortening). En inhibant
d’autres facteurs d’épissage tels que SF3B1, du complexe U2 snRNP, a l'aide d’un inhibiteur
chimique (spliceostatin A) ou par U2-AMO, les auteurs n‘ont pu observer le méme phénotype
vis-a-vis de cette terminaison prémature, concluant a un effet de U1 snRNP indépendant de sa
fonction d’épissage. Par séquencage HIDE-seq, ce serait plus de 6548 genes présentant des
différences de séquences de transcrits a la suite du traitement U1-AMO a 7,5 uM (clivage et
polyadénylation prémature (PCPA) et intron rétention inclus). Ces résultats ont été étendus a
des cellules murines (3T3) et de drosophile (S2). Par construction d’'un minigéne NR3C1, les
auteurs ont déterminé que U1 snRNP protege les ARNm de I'lPA jusqu’a une distance de 3,5

kb en aval du site 5’ d’épissage. L'existence de sites 5’ d’épissage cryptiques a I'intérieur des

12



introns longs permettrait d’étendre la portée de cette protection. Cette hypothése a été
confirmée par expérience de crosslink ultraviolets (UV) avec U1 snRNP par RAP-RNA (Engreitz
et al. 2014). La surabondance de U1l snRNP par rapport aux autres snRNPs du spliceosome
dans les cellules, alors que le complexe s'assemble de fagon équimolaire, permettrait cette

protection efficace des génes contre le PCPA (Kaida et al. 2010).

A I'échelle du génome, I'inhibition par U1-AMO touche préférentiellement les génes
longs (39 kb) et affecte peu les génes de taille faible (6,8 kb) voire favorise leur transcription
(Oh et al. 2017). Cette étude indique que les 3590 genes réprimés au niveau IPA par U1-AMO
sont enrichis dans certaines fonctions, telles que la réplication de I'ADN et la réponse aux
dommages a I’'ADN (Oh et al. 2017). Cette étude ne valide toutefois pas cette observation dont

je discuterai plus tard.

Ces effets de U1 snRNP sur I'IPA ont été confirmés dans des cellules endothéliales de
veines ombilicales sur 31 isoformes IPA induites dans des génes de récepteurs a la tyrosine
kinase (Vorlova et al. 2011). Par la suite, ces effets ont aussi été validés dans des cellules de
myoblaste C2C12, avec environ 100 génes terminant dans les 2 kb autour du site d’initiation
de la transcription (TSS) et 700 avec une CDS tronquée par répression modérée de U1 snRNA

avec des siARN (une inhibition importante étant létale) ou U1-AMO (Wencheng Li et al. 2015).

La fagon dont U1 snRNP réprime I'IPA est pour le moment mal comprise. In vitro dans
des extraits de cellules Hela, la protéine U1-70k (qui fait partie de U1 snRNP) peut interagir
avec la poly(A) polymérase a, responsable majeur de la polyadénylation des ARNm
(Gunderson et al. 1998). Cette interaction inhibe alors la polymérase. Elle n‘empéche
cependant pas le recrutement des facteurs de clivage et polyadénylation au site polyA par
géne stérique et n'est pas impliquée dans I'inhibition de clivage observée. De plus, la position
relative du site 5’ d’épissage recrutant U1 snRNP par rapport au site de clivage/polyadénylation
se révele aussi importante (Vagner et al. 2000). Dans des cellules Hela, il a été noté qu’U1l
snRNP peut former un complexe avec CFIm, CPSF et CstF, des facteurs de PCPA, sans étre
associée aux autres éléments du spliceosome. Ce complexe s’associerait avec notamment des
facteurs d’élongation de la transcription et d’export des ARNm. Cette étude montre également
gue U1-AMO modifie la conformation du complexe permettant le recrutement par ce dernier
d’autres facteurs activateurs du PCPA expliquant en partie |'effet de U1-AMO sur I'IPA (So et al.
2019). Plus récemment, une étude a montré que U1 snRNP était responsable dans des cellules

de mammiferes de I'accélération de la transcription de I’ARN polymérase Il dans les introns.
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L'association de U1 snRNP avec le complexe d’élongation aux sites 5’ d’épissage est nécessaire
pour stimuler I'élongation et réduire ainsi lafréquence de terminaison prémature et d’arrét de
transcription. U1 snRNP médierait I'accélération dans les introns longs AT riches évitant ainsi

les problemes de transcription (Mimoso et al. 2023).

La déplétion d’autres facteurs du spliceosome tels que SF3B1, du complexe U2 snRNP,
et U2AF65, associé a ce complexe, ont été montrés dans des myoblastes comme pouvant
favoriser des événements d’IPA dans des introns qui sont normalement efficacement épissés
(Wencheng Li et al. 2015). Cet effet de siARN SF3B1 contredit la précédente étude utilisant la
spliceostatin A présentée plus tot. Une autre étude utilisant la spliceostatin A sur des cellules
Hela, observe une induction d’IPA modérée dans 168 introns, doublant le nombre d’IPA en
moyenne. Cette étude montre toutefois que la spliceostatin A piege Ul snRNP et limite son
renouvellement. Le r6le d’inducteur d’IPA par cet inhibiteur pourrait donc étre en partie dd a
un effet sur U1 snRNP (Yoshimoto et al. 2021) Grace a des RNA-seq, il a été aussi montré un
lien corrélatif entre induction d’IPA et déplétion des facteurs U2AF1 et U2AF2 dans des

fibroblastes chez ’'Homme (Z. Zhao, Xu, Wei, Wang, et al. 2021).

1.2.2 CDK12/CDK13

CDK12 est connu pour réguler I'élongation de la transcription de I’ARN pol Il en
phosphorylant avec I'aide de la cycline K le domaine C-ter, la plus grande sous-unité de ’'ARN
pol Il (Davidson et al. 2014; Tellier et al. 2020). Une déplétion de CDK12 dans des cellules de
neuroblastome et des cellules de cancer du célon HCT116 par un inhibiteur CDK12 a été
montrée comme induisant une inhibition de I'élongation et de la processivité de I’ARN pol Il
(Krajewska et al. 2019; Chirackal Manavalan et al. 2019). D’abord décrite par Dubbury dans des
cellules murines ES, une terminaison prémature de la transcription associée a une IPA a été
observée suite aux traitements avec cet inhibiteur. Cette polyadénylation s’est montrée
comme ciblant préférentiellement les génes longs (> 45 kb). Une corrélation entre la longueur
du géne et sa répression par l'inhibiteur a notamment été montrée, plus les genes étaient
longs, plusils étaient susceptibles d’étre réprimés (Krajewska et al. 2019). Nous reparlerons de

facon détaillé de la régulation de I'lPA par CDK12 en partie IV.

11.2.3 Facteurs du complexe de clivage/polyadénylation

De nombreux facteurs du complexe de clivage/polyadénylation ont été montrés
comme impliqués dans la modulation de polyadénylation alternative (Dharmalingam et al.
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2021; Xiang et al. 2018; Wencheng Li et al. 2015). Des exemples ont aussi pu étre documentés
en ce qui concerne I'IPA. Récemment, la diminution du complexe CPSF dans des cellules de
kératinocytes a été montrée comme induisant des événements d’IPA notamment dans GRHLS3,
diminuant ainsi I'expression de 'ARNm pleine longueur (X. Chen et al. 2021). Par ailleurs, une
étude a accompli un criblage en siARN de nombreux facteurs du complexe
clivage/polyadénylation, suivi d’'un séquencgage profond dans les cellules C2C12. Ils ont
notamment trouvé que la répression de PABPN1, CFI-68, CFI-25 et Pcf11 pouvait induire de
I'IPA terminant dans les 2 kb apres le TSS dans une centaine de genes (Wencheng Li et al. 2015;
R. Wang et al. 2019). Etonnamment, la répression de PABPN1, protéine liant et protégeant la
gueue polyA, induirait aussi de I'IPA dans les 2 kb apreés le TSS lui aussi dans une centaine de
genes. Les chercheurs font alors I’hypothése que cela pourrait étre liée a son réle dans la
dégradation de I’ARN (Wencheng Li et al. 2015). En paralléle de cette étude, la distance entre
les sites polyA alternatifs s’est révélée importante dans leur régulation notamment pour CFI-
25 et CFI-68. Un autre facteur, CstF-77, pourtant compris dans ce criblage de siARN mais ne
donnant pas de résultats remarquables s’est révélé dans une autre étude comme pouvant
induire un événement d’IPA au sein méme de son gene (W. Luo et al. 2013). Il semblerait que
la polyA polymérase non canonique (star-PAP) réprime aussi I'IPA dans des cellules HEK

(Weimin Li et al. 2017).
I.2.4 Motifs ADN/ARN

Comme nous avons pu le voir, de nombreux facteurs liant 'ARN favorisent les
événements d’IPA. De ce fait, la conservation des motifs ARN de liaison a ces facteurs est un
élément important pour réguler I'IPA (Z. Zhao, Xu, Wei, Huang, et al. 2021). La présence de
motifs de sites 5’ d’épissage plus ou moins conservés est par exemple trés importante pour le

réle protecteur de U1 snRNP vis-a-vis de I'IPA (Berg et al. 2012; Kaida et al. 2010; Figure 6).

Par ailleurs, des motifs ADN lus par I’ARN pol Il peuvent aussi favoriser I'utilisation d’IPA de par
leur influence sur la vitesse d’élongation. C’'est notamment le cas des flots CpG, favorisant les
pauses de pol Il, montrés comme corrélés a 'utilisation des sites polyA en 5’ dans les introns
(Chiu et al. 2018). Une autre étude corrélative en cellules murines 3T3/NIH et humaines a
également montré que les flots CpG intragéniques associés a H3K4me3 favorisent I'IPA

(Amante et al. 2020).
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Figure 6 : Motifs ARN régulant I'IPA

Lors de la synthese d’'un ARNm par 'ARN pol Il, des motifs ARN vont émerger comme des sites
d’épissage en 5’ ou en 3’ ou des signaux polyA. Ces motifs vont étre reconnus par différents facteurs
appartenant au spliceosome ou contribuant a la polyadénylation. Ces facteurs modulent 'utilisation
des signaux polyA. Certains facteurs du splicecosome comme U1l snRNP répriment les signaux polyA
situés dans les introns. Les facteurs de polyadénylation peuvent favoriser ou réprimer certains sites
polyA. PAS : signal polyA; 5SS : site 5’ d’épissage ; 3'SS: site 3’ d’épissage; 5'SS en gris : site 5’
d’épissage dégénéré ; EJ : Jonction d’exon ; Noms en bleu : Facteurs réprimant I'IPA ; Noms en violet :
Facteurs réprimant ou activant I'lPA

[1.2.5 Taux d’élongation et pauses d’ARN polymérase Il

Le taux d’élongation désigne la vitesse a laquelle une ARN polymérase synthétise. En
général pour I’ARN pol Il, il dépend du contenu en GC et se situe aux alentours de 1000 pb/min
(Zamft et al. 2012). Il est a distinguer de deux événements : le backtracking de ’ARN pol Il qui
lui permet de corriger des erreurs de complémentarité de séquences ADN-ARN lors de la
synthése ; et la pause de I'ARN polymérase, qui est un événement de blocage de I'’ARN
polymérase sur I’ADN. Les causes d’un blocage sont multiples comme les dommages sur I’ADN,
des ARN ou ADN polymérases actives sur le passage, des nucléosomes ou encore des
structures secondaires de I’ARN (Noe Gonzalez et al. 2021). Intrinséquement, un blocage d’ARN
polymérase ou le backtracking suivis tous deux d’une reprise de transcription sens peuvent
étre interprétés comme une diminution du taux I’élongation par des méthodes de séquencage
sur 'ARN naissant (GRO-seq ou PRO-seq). Le backtracking est d’ailleurs considéré comme
mineur dans les études a I'échelle du génome. Pour discerner blocage et perte de vitesse, des

méthodes existent comme le ChlIP-seq avec des anticorps dirigés contre les sérines
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phosphorylées correspondant a I’ARN polymérase a I'arrét, mais elles sont peu répandues et
I'lamalgame est souvent fait entre ces deux événements. Une des raisons est que,
fonctionnellement, ces deux mécanismes auraient les mémes conséquences. En effet, le
modele derriére cette idée, le « kinetic coupling model », serait qu’une polymérase bloquée
ou en perte de vitesse donnerait I'avantage a des facteurs liant I’'ARN naissant plus en 5’ par
rapport a ceux se liant plus en 3’ (par exemple pour deux sites 3’ d’épissage en compétition)
(Naftelberg et al. 2015; Figure 7). Dans le cas de I'IPA, un blocage ou ralentissement dans

I'intron en 3’ d’un site polyA favoriserait un événement d’IPA.

Une technique appelée CRISPRpas utilisant une deadCas9 se base justement sur de tels
blocages de I’ARN pol Il pour générer de I'lPA (Shin et al. 2021). En ciblant la région en 3’ d’'un
site polyA par sgARN, il est en effet possible de recruter une protéine Cas9 guidée qui va
bloquer la progression de I’ARN pol Il et induire une pause. Cette pause va alors promouvoir
I'utilisation du site polyA en amont et générer une isoforme IPA au détriment de la forme

longue de 'ARN.

Certains facteurs vus précédemment tels que CDK12 ou U1 snRNP tireraient leurs effets
sur I'IPA en partie via une augmentation du taux d’élongation (Mimoso et Adelman 2023;
Krajewska et al. 2019). Dans une étude sur cellules de sarcome d’Ewing d{ a 'oncogéne de
fusion EWS-FL1 (un facteur de transcription), ce dernier a été montré comme régulant
I'expression d’une isoforme IPA de la cycline D1 via une modulation de I’élongation de la
transcription (G. Sanchez et al. 2008). D’autres facteurs tels que SCAF4 et SCAF8 ont été
montrés comme interagissant avec la queue CTD bi-phosphorylée en ser 2 et ser 5 de 'ARN
pol Il arrétée et I'ARN naissant. Cette liaison a I'ARN naissant se fait préférentiellement pres
des jonctions exons/introns dans les introns. Ce site de liaison corréle ala localisation générale
des sites polyA dans lesintrons. La liaison de SCAF4 et 8 empéchent les événements de clivage
et polyadénylation précoces (Gregersen et al. 2019). De fagon inattendue, dans le cadre de la
réponse au choc thermique dans les cellules humaines Cugusi et al. ont montré par PRO-seq
gu’un accroissement intensif du taux d’élongation augmentait les événements d’IPA, allant a
I'encontre du « kinetic coupling model » énoncé ci-dessus. Plusieurs explications sont
proposées par les auteurs. En premier, une augmentation du mouvement brownien des
complexes pourrait favoriser préférentiellement I'IPA. En second, une trop grande vitesse
d’élongation ne laisserait pas a Ul snRNP le temps de se lier aux sites 5’ d’épissage moins

conservés pour protéger les introns ce qui favoriserait I'IPA. De telles hypotheses semblent

17



cependant trés complexes a démontrer dans les faits car il s'agirait de pouvoir prouver pour
au moins un groupe de geénes in vivo que les facteurs de clivage/polyadénylation en soi

interagissent mieux avec I’'ARN que U1 snRNP dans un contexte d’ARN polymérase Il accélérée.

Facteurs
U1snRNP 'd’épissage

\

5’SS \Z\
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[ ]
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Taux d’élongation

Facteurs de
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ARN pol Il
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Contexte de polymérase lente Contexte de polymérase rapide

Figure 7 : Kinetic coupling model

Modele de couplage cinétique. LARN pol Il peut voir son taux d’élongation varier par interactions avec
des facteurs pouvant l'activer tels que U1 snRNP, des facteurs d’élongations tels que SCAF4 et SCAFS,
de méme que certaines kinases comme CDK12 pouvant la phosphoryler sur son domaine CTD. Cette
activation du taux d’élongation favorise des mécanismes tels que I'épissage et réprime I'IPA par un
acces plus rapide a la machinerie du splicecosome aux sites 3’ d’épissage. En revanche, un
ralentissement du taux d’élongation de I’ARN pol Il favorise I'induction d’IPA. Les pauses de 'ARN pol Il
provoquées par des flots CpG favorisent I'lPA. En grisé, les facteurs désavantagés ; 5'SS: site 5’
d’épissage ; 3'SS : site 3’ d’épissage ; PAS : signal polyA ; -> : active ; -l : inhibe <-> : interaction/liaison

1.2.6 Marques épigénétiques et épitranscriptomiques

Tres peu d’études décrivent a ce jour des cas d’IPA régulés par des marques
épigénétiques ou épitranscriptomiques. Dans des lignées murines ESC, par déplétion siARN de
I’'exosome Exosc3, une équipe a montré par ChIP-seq une colocalisation entre les nucléosomes
stables, les sites d’IPA proche du TSS et les sites de pauses de I’ARN pol Il (Chiu et al. 2018).
Cette colocalisation entre ces 3 événements est aussi montrée comme supprimée par Ul
snRNP. En inhibant PRMT1, une méthyltransférase, par siARN dans des cellules
d’adénocarcinome ductale pancréatique, une équipe a montré une augmentation des
événements d’APA dont une partie correspondrait a de I'lPA (Giuliani et al. 2021). Une étude
citée précédemment a trouvé un lien entre boucle chromatinienne, méthylation de I'ADN et
régulation polyadénylation alternative avec un exemple mentionné d’IPA régulée dans le gene

HEATR2 (Nanavaty et al. 2020).
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Dans des cellules de lymphocytes et de cancer du poumon, une étude a montré par
adaptation d’un protocole de cross-link immunoprecipitation par les UV que des milliers de
marques m°A étaient déposées au niveau des derniers exons de transcrits. Lorsqu’ils réduisent
le niveau de méthylation au niveau des sites polyA proximaux par déplétion de méthylases,
I'utilisation de ces sites augmente pour certains. Les auteurs ne se focalisent cependant pas
sur ce type de régulation pour les IPA (Ke et al. 2015). Une étude in silico analysant un RNA-
seq de cellules Hela déficientes en YTHDC1, un des seuls facteurs lecteurs de marque m°A dans
le noyau (Xiao et al. 2016), a pu établir une corrélation entre cette répression et la régulation
d’événements d’IPA (Z. Zhao, Xu, Wei, Wang, et al. 2021). Ces résultats restent cependant
hypothétiques, car I'équipe développait un algorithme permettant d’utiliser des données de

RNA-seq pour trouver des événements de novo d’IPA.
I.2.7 Exosome et dégradation des ARN

Un grand nombre d’isoformes IPA sont détectées et dégradées dans le noyau par
I'exosome nucléaire. En effet, une étude déplétant des facteurs clés de I'exosome par siARN
(Exosc3) montre une augmentation des transcrits IPA (Chiu et al. 2018). La déplétion de Mtr4
appartenant au complexe NEXT associé a I'exosome mais aussi a un complexe unique
Mtr4/ZFC3H1 stabilise aussi des ARN terminés prématurément souvent par IPA (Ogami et al.

2017).
1.3 Régulation cellulaire des isoformes de polyadénylation intronique

Une régulation a grande échelle et un réle des isoformes IPA (ou ALE) ont été décrits a
travers différents tissus, stress, processus de différenciation ou de développement,

d’activation cellulaire ou encore de maladies.
[1.3.1 Régulation développementale et physiologique

LIPA est un processus se produisant dans une grande diversité de modeles comme
I'Homme, la souris, le rat et le poulet (R. Wang et al. 2018). Comme mentionné
précédemment, le premier exemple d’IPA caractérisé concernait le géne de I'immunoglobuline
M dans la différenciation des lymphocytes (F. W. Alt et al. 1980) puis étendu a I’échelle du
génome et dans d’autres processus de différenciation et de développement des cellules
immunitaires (Singh et al. 2018). LIPA se retrouve dans lactivation neuronale, la

spermatogénése (H. Wang et al. 2006). Pour citer quelques exemples, une étude a en effet
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montré dans des lignées murines qu’environ 200 genes présentés un changement d’expression
de l'isoforme IPA par rapport a I'isoforme longue au cours du développement embryonnaire
(11 jours vs 14 jours), de la différenciation des cellules 3T3-L1 et C2C12 (Hoque et al. 2013).
Dans des lignées de kératinocytes non différenciées, une équipe a montré qu’une IPA dans
GRHL3, régulée notamment par CPSF, diminuée I'expression de son géne hote, un activateur
de la différenciation (X. Chen et al. 2021). Un cas d’IPA dans le gene sgp130 dans les cellules
sanguines mononucléaires périphériques humaines a été décrit comme produisant une
protéine tronquée jouant probablement un roéle dans la signalisation trans-cellulaire (Sommer

et al. 2014).

11.3.2 Stress et maladies

Divers stress régulent les isoformes IPA comme la réponse au choc thermique déja
mentionnée (Cugusi et al. 2022). Lexposition a certaines molécules toxiques a un certain seuil
peut aussi moduler I'IPA.

Lanisomycine est un inhibiteur de l'activité peptidyl transférase des ribosomes
provoquant un stress ribotoxique. Une étude, en l'utilisant dans les HEK, a observé une
augmentation de la taille des transcrits corrélée avec une diminution de l'utilisation de I'lPA et
site polyA proximaux et une augmentation de l'utilisation des sites polyA distaux (Hollerer et
al. 2016). Le mécanisme n’a cependant pu étre résolu.

Des stress induits par des agents occasionnant des dommages directs a I’ADN, appelés
agents génotoxiques, ont aussi été documentés comme générant de I'IPA. Je détaillerai

cependant ces agents dans la 4éme partie de cette introduction.

De nombreux événements d’'IPA sont associés a des maladies (X. Ma et al. 2023),
certains sont décrits comme corrélés ou conséquences de la maladie tandis que d’autres
peuvent étre du moins en partie cause de celle-ci. Lee et al ont par exemple découvert que
des isoformes IPA sont spécifiquement exprimées dans des lignées de leucémie chronique
lymphocytaire (CLL). Elles sont enrichies dans des génes suppresseurs de tumeurs et codent
des protéines tronquées dont certaines possédent des propriétés oncogéniques (S.-H. Lee et
al. 2018). La méme équipe dans des tissus de myélomes multiples a également noté une
tendance inverse avec une perte des événements d’IPA dans certains groupes de ces
myélomes en comparant avec des tissus sains (Singh et al. 2018). Une étude a aussi montré
gu’environ 30% des sites polyA proximaux régulés dans les tumeurs du poumon sont localisés

danslesintrons (Zingone et al. 2021). En utilisant des bases de données de RNA-seq sur 6 types
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de tumeurs différents par rapport a des cellules saines, une étude a montré que plus de 490
événements d’IPA étaient régulés et récurrents dans ces tumeurs (Z. Zhao, Xu, Wei, Wang, et
al. 2021). Certains de ces événements sont localisés dans des génes connus pour étre
impliqués dans le cancer comme TSC1, SPERD2 ou CCND2. En comparant 4998 cancers de
patients en RNA-seq et exome, 152 mutations somatiques déclenchant des événements d’IPA
ont pu étre identifiés (Z. Zhao, Xu, Wei, Huang, et al. 2021). La plupart d’entre elles se
produisent la aussi dans des genes suppresseurs de tumeurs, générant possiblement des

protéines tronquées perdant en partie au moins leurs fonctions.

Souvent ces événements d’IPA, comme nous avons pu le voir, sont le fruit d'une
mutation/changement d’expression de facteurs les régulant et sont corrélés aux maladies. De
plus en plus de papiers tendent a montrer que ces isoformes IPA peuvent étre directement

impliguées dans des fonctions de la cellule voire dans des pathologies.
1.4 Fonctions de I'IPA et des isoformes IPA

Deux fonctions distinctes sont apportées par I'IPA : une fonction due a la terminaison
prémature de la transcription et une fonction due a l'action de I'isoforme IPA par elle-méme.

A noter que ces deux fonctions ne sont pas exclusives.
I.4.1 Fonction de I'IPA comme événement de terminaison prémature de la transcription

Lors de I'expression d’un géne, l'utilisation de site(s) polyA intronique(s) (et/ou la
terminaison précoce de la transcription) implique, a priori, une moindre production de
transcrit pleine longueur (canonique). Ainsi, une hypothese serait que I'induction d’IPA dans
un gene donné diminuerait I'expression ARNm de sa forme pleine-longueur (canonique). Une
variété de modulation des isoformes IPA et longues ont pu étre décrites dans la littérature.
Déja en 2012 en 3’-seq, suite aux traitements U1-AMO dans les cellules Hela, Berg et al.
pouvaient décrire 3 groupes de génes: Un groupe avec augmentation de l'isoforme IPA
associée a une diminution de I'isoforme longue, un groupe avec augmentation de I'isoforme
IPA mais sans changement dans |’expression de l'isoforme longue, et un groupe sans
augmentation de l'isoforme IPA mais avec une diminution de I'isoforme longue (Berg et al.
2012). D’autres études ont pu montrer que l'expression d’isoformes IPA participaient a la
répression de l'expression de I'isoforme longue du géne correspondant. En effet, dans des

kératinocytes, il a été montré que I'expression de I'IPA de GRHL3 faisait suite a la diminution
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du niveau de CPSF pendant la différenciation. Cette augmentation de I'IPA réprime ensuite
fortement l'expression de l'isoforme longue codant la protéine fonctionnelle médiant la
différenciation (X. Chen et al. 2021). Dans plusieurs lignées de lymphocytes B, il a été observé
gue quand l'isoforme IPA augmente I'isoforme longue correspondante diminue (Singh et al.
2018). Dans un contexte d’inhibition par U1-AMO dans des cellules Hela, il a été montré que
les génes longs étaient préférentiellement touchés par des événements d’IPA (Clivage et
polyadénylation) empéchant la production de I'isoforme canonique (Oh et al. 2017). Dans un
contexte d’inhibition de CDK12 cette fois-ci, il a 1a aussi été observé qu’une induction d’IPA

empéchait la génération d’isoformes canoniques dans les génes longs (Dubbury et al. 2018).

De fagon intéressante, un événement de polyadénylation dans I'intron 3 du géne CstF-
77 dans les cellules Hela a été reporté comme étant favorisé par I'expression de CstF-77 lui-
méme. Lisoforme IPA posséde un fragment de I’ORF CstF-77 non détecté avec des anticorps
dirigés contre la partie N-ter. Cette interaction serait donc responsable d’un rétrocontréle
négatif. Une augmentation d’expression de CstF-77 aboutit a la transcription de I'isoforme IPA
de CstF-77 diminuant ainsi I'expression de l'isoforme longue et donc de la protéine (W. Luo et

al. 2013).

Un autre type de fonction locale, proposé par Chiu et al., supposerait que les sites IPA
proches du TSS sont pour certains des points de controle de I'élongation de la transcription
lorsqu’ils sont associés avec un nucléosome stable. || permettrait d’éviter la transcription de

transcrits 5’ UTR antisens (uaARN).
I1.4.2 Fonctions des isoformes IPA

Les isoformes IPA peuvent avoir deux types de fonctions : codante ou non codante (voir

Figure 8).

De nombreuses isoformes IPA sont connues pour coder des isoformes protéiques
tronquées ou avec une extrémité carboxy-terminale (C-ter) alternative. Lun des tout premiers
cas reportés était celui touchant le géne de I'immunoglobuline M dans les lymphocytes B. Cet
événement génére une protéine tronquée ne possédant plus de domaine transmembranaire
permettant ainsi I’excrétion dans le milieu extracellulaire de I'anticorps (Rogers et al. 1980). A
la suite de cela, des dizaines d’études font mention de protéines tronquées issues d’IPA (H.
Wang et al. 2006; Rogers et al. 1980; Benech et al. 1985; Edwalds-Gilbert et al. 1997; Vorlova
etal. 2011; S.-H. Lee et al. 2018). Manquant d’une partie de leurs domaines, cette perte peut
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changer leurs fonctions, localisations, interactions par rapport a la protéine complete. Elles
peuvent méme acquérir des propriétés oncogéniques (G. Sanchez et al. 2008; S.-H. Lee et al.

2018) ou étre des dominants négatifs (Vorlova et al. 2011).

A I’échelle du génome, dans une étude récente, mon équipe a observé que la plupart
des isoformes IPA détectées par 3’-seq dans le cytosol, sont aussi bien détectées que les
isoformes « last exon » dans les fractions polysomales lourdes (Chakraborty et al. 2022),

suggérant qu’elles sont traduites.

Une étude dans bioRxiv (pour I'instant non relue par les pairs) tend aussi a montrer
gue des isoformes IPA sont induites dans le cas de cancers puis traduites. Mais ces protéines
seraient alors dégradées et les peptides issus de ce processus se retrouveraient présentés sur
le complexe CMH a I'extérieur de la cellule. Létude montre aussi une grande immunogénicité
pour certaines séquences peptidiques spécifiquement exprimées par IPA dans le cadre de

cancers, cibles de potentielles nouvelles immunothérapies (Ren et al. 2022).

Certaines isoformes IPA ont une fonction non codante. A la suite de I'export dans le
cytoplasme des isoformes IPA induites par la déplétion de Mtrd du complexe NEXT de
I'exosome, Ogami et al ont noté que ces isoformes IPA se retrouvent par la suite engagées dans
les ribosomes. Une corrélation entre cet événement et une répression globale de latraduction
dans la cellule a pu étre observée (Ogami et al. 2017). Une équipe a découvert que le géne
ASCC3 en cellules humaines MRC5VA dans le contexte de I'irradiation aux UV-C produisait une
isoforme IPA. Bien que se terminant dans la CDS, les auteurs n’ont pas pu détecter de protéine
tronquée avec un anticorps liant normalement la partie N-ter d’ASCC3. Cette isoforme IPA a
été montrée comme ayant un réle antagoniste avec la protéine ASCC3 en favorisant le
rétablissement de la transcription apres dommages a I’ADN alors que la protéine ASCC3, elle,
I'inhibe. La délétion du codon STOP de I’ORF ne reproduit pas le phénotype apporté par la
déplétion de I'isoforme IPA (Williamson et al. 2017). Récemment, Murphy et al ont montré
gu’une isoforme IPA, nommeée SPUD, était induite en contexte génotoxique (irradiation UV-C)
en début de géne CDKN1A (le géne codant la protéine p21, qui a un réle clé dans la réponse
aux dommages a I'ADN). Les auteurs montrent que SPUD sous sa forme épissée peut étre
exportée dans le cytoplasme et se retrouve par la suite dans les polysomes mais ils ne
détectent pas de protéine traduite issue de SPUD bien qu’une ORF soit présente. En revanche,
ces derniers montrent une interaction de ’ARN SPUD avec les protéines CRT et CUGBP1,

respectivement inhibiteur et activateur de la traduction de ’ARNm canonique de CDKN1A. Ils
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montrent par des tests de RNA binding immunoprecipitation (RIP), permettant de détecter des
interactions ARN-protéines, sur des cellules HCT116 que SPUD se lie préférentiellement en
contexte de dommage a I’ADN CRT alors que l'isoforme longue, elle, lie plutét CUGBP1. Ce
mécanisme permet notamment une activation de la traduction de p21 dans la réponse aux

stress génotoxiques.

Enfin, une étude a identifié un ensemble d’isoformes IPA trés courtes, terminant pres
de I'extrémité 5’ du gene (5’IPA), qui sont abondantes dans certains tissus ou types cellulaires,
mais qui ont un faible potentiel codant prédit d’apres I'analyse de leur séquence (Singh et al.

2018). Cependant, ni le statut traductionnel ni la fonction de ces isoformes n‘ont été étudiés.

De facon intéressante, depuis plusieurs années, un nombre croissant de publications
montrent que des petites ORF au sein d’ARN annotés comme non codants ou au sein de
régions ARN annotées comme non traduites (UTR), codent en fait des petites protéines
(typiquement, moins de 100 acides aminés) appelées microprotéines. Aucune étude n’a
cependant rapporté d’isoformes IPA comme porteuses d’alt-ORF ou comme génératrices de

microprotéines.
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Figure 8 : Devenir et fonctions des isoformes IPA

1. Certains genes utilisent des sites polyA dans les introns (IPA) sous certaines conditions permettant la
génération d’isoformes ARNm IPA différentes de 'ARNm canonique. Parmi ces isoformes IPA, on
compte des isoformes 5’IPA terminant dans la 5’'UTR ou comprenant la CDS et des isoformes CR-APA
comprenant une partie de la CDS qui sont en opposition avec les ARNm canoniques en comprenant la
totalité. Dans un gene, lorsqu’un transcrit termine de fagon prémature, il génére une isoforme IPA ne
devenant pas ainsi un ARNm canonique. Dans certains génes l'augmentation de l'expression de
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I'isoforme IPA (fleche verte) défavorise I'expression de FARNm canonique (fleche rouge). 2. Les ARNm
sont généralement exportés dans le cytoplasme afin d’étre traduits. Certains CR-APA (en jaune) sont
aussi traduits et générent une isoforme protéique modifiée en C-ter. Cette modification en C-ter altere
les interactions et fonctions de la protéine. 3. Les isoformes IPA peuvent étre la cible de 'exosome ou
du complexe Mtr4/ZFC3H1 induisant leur dégradation. 4. Une CR-APA du géne ASCC3 (en noir) est
connue pour avoir une fonction non codante dans le noyau en permettant le rétablissement de la
transcription dans un contexte d’irradiation aux UV. 5. Une 5’IPA du géne CDKNIA nommée SPUD (en
vert) est connue pour étre notamment exportée dans le cytoplasme et engagée avec les polysomes.
Cependant, aucune protéine n’est traduite de cet événement. SPUD se lie préférentiellement a CRT
lorsqu’il est en compétition avec CDKN1A dans les polysomes qui lui lie CUGBP1. CRT est un inhibiteur
de traduction de CDKN1A tandis que CUGBP1 lui l'active. Ainsi, SPUD favorise la traduction de CDKN1A
codant p21.
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Petites ORF et microprotéines

Les microprotéines chez |’lHomme se définissent comme des protéines de moins de 100
aa issues de petites ORF (sORF) ayant été exclues des premiéres annotations de séquences

codantes du génome notamment dans le cadre du Human Genome Project.

Lancé en 1988 et finalisé en 2003, le Human Genome Project avait pour but de
séquencer entierement le génome humain et de définir les séquences codantes du génome.
Lidentification de ces séquences codantes était basée sur les connaissances et les moyens
analytiques de I'’époque. De ce fait, ces connaissances et moyens ont notamment orienté
I'annotation du génome codant avec 3 conjectures principales pensées comme inhérentes aux

eucaryotes (Brunet et al. 2020).

Premiérement, les ARNm ont été supposés comme ne portant qu’une seule séquence
codante, plus précisément ils sont dits monocistroniques. Cette idée repose sur le modele du
ribosome scanning validé par de nombreuses études (Pestova et al. 1999). Il propose
notamment pour la traduction coiffe-dépendante que la sous-unité 40S du ribosome scanne
les ARNm en partant de la coiffe en 5’ et s'arréte au premier codon d’initiation AUG possédant
une séquence de Kozak optimale (la plus conservée)(Mouilleron et al. 2016). Il s’agit de |'étape
de reconnaissance du site d’initiation de la traduction (TIS). Cette identification permet ensuite
la formation, par recrutement de la sous unité 60S, du ribosome 80S et du recrutement des
facteurs d’initiation de la traduction. Apres initiation puis élongation, la traduction s’arréte au
codon stop en phase et le ribosome se décroche de 'ARNm. Nous savons maintenant que des
mécanismes tels que le leaky scanning, la réinitiation et les IRES permettent la lecture d’au
moins deux ORF sur un méme ARNm (Orr et al. 2020; Mouilleron, Delcourt, et Roucou 2016;
Figure 9). Le leaky scanning correspond a une absence de reconnaissance systématique du TIS
lors du ribosome scanning. Cette absence de reconnaissance a été montrée comme
notamment favorisée lorsque la séquence de Kozak entourant le TIS n’est pas conservée
(Mouilleron et al. 2016). Il est notamment connu que seulement 37,4% des ARNm de I’'Homme
ont une séquence Kozak optimale et que cette derniére n’est pas suffisante pour arréter tous
les ribosomes (Mouilleron et al. 2016). La réinitiation, quant a elle, permet a un ribosome
ayant terminé la traduction d’une ORF d’étre réengagé en aval du méme ARNm (Orr et al. 2020;
Brunet et al. 2020). D’abord montré principalement chez les ARNm de virus, I'existence

d’internal ribosome entry site (IRES) sur des ARNm humains a par la suite été observé bien
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gu’il n’y ait pour le moment de consensus établi (Ray et al. 2006; Mouilleron et al. 2016). Les
IRES sont des structures secondaires d’ARNm permettant le recrutement de la machinerie de
traduction de facon indépendante de la coiffe. De ce fait, ce mécanisme outrepasse le scanning
effectué par la sous-unité 40S du ribosome (Mouilleron et al. 2016). Par ces trois mécanismes,

plusieurs ORF distinctes sur un méme ARNm peuvent étre traduites.
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Figure 9 : Modéle du ribosome scanning et cas particuliers

Ribosome scanning model : La sous-unité 40S (protéine verte) scanne un ARNm coiffé jusqu’a
rencontrer un codon d’initiation avec une séquence Kozak. La sous-unité 60s (protéine bleue) est alors
recrutée et la traduction débute. Leaky scanning : Le scanning de la sous-unité 40S ne s’arréte pas
systématiquement au premier codon d’initiation avec une séquence Kozak. Elle reconnaft alors une
deuxieme ORF située en aval. Internal Ribosome entry site : cette structure d’ARN permet le
recrutement des sous-unités 40 et 60S du ribosome et permet la traduction d’'une ORF de facon coiffe
indépendante. Réinitiation : A la fin de la traduction d’une ORF sur un ARNm la machinerie de
traduction peut étre réengagée sur une seconde ORF située en aval de la premiere.

Deuxiemement, pour des raisons de puissance statistique, un seuil arbitraire de 300
nucléotides (ou 100 acides aminés) avait été fixé pour définir une ORF comme statistiquement
significative par rapport a un codon start AUG en phase de lecture de fagon aléatoire avec un
des trois codons stop possibles (Trotta 2016). Or, il était connu que des protéines telles que
MYC pouvaient commencer par un CUG, un des codons d’initiations non canoniques (Wright

et al. 2022). Il est en effet rapporté que plusieurs codons d’initiations alternatifs moins
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efficaces que AUG existent dans de nombreux modeles tels que CUG (chez 'Homme et la
bactérie), GUG (chez 'Homme, la souris et la bactérie), TUG, et plus rarement ACG (chez la
levure), UUG (chez la bactérie et la levure), AUU (chez ’'Homme, la levure la bactérie) et AUC
(chez la bactérie) (Kearse et al. 2017; Cao et al. 2020). Entre autres, la longueur minimale de
100 acides aminés s’est retrouvée comme limitante, car des exemples connus de protéines
fonctionnelles comme RPL41 de 25 aa avaient été découvertes la aussi (Wright et al. 2022;

Leong et al. 2022).

Troisiemement, les pseudogénes détectés ont été annotés de fagcon systématique
comme non codants. Or, on sait aussi que 10% des pseudogénes seraient altérés dans le cancer
avec des changements d’expression ou des mutations ponctuelles (Brunet et al. 2020). Cela

suggere d’éventuelles fonctions dans ces pathologies.

A cause de ces 3 hypothéses, comme dit précédemment beaucoup d’ORF ont été
exclues des bases de données Refseq car ne respectant pas notamment la 1" et la 2¢me
hypothese. Toutes ces ORF se nomment ORF alternatives (alt-ORF), et les alt-ORF exclues par
la 2¢™e hypothése de moins de 300 nts peuvent étre nommées small ORF (sORF) (Orr et al.
2020). Si une protéine de moins de 100 aa est générée par une alt-ORF ou une sORF, on parle

alors de microprotéines.

La premiere étude faisant mention de microprotéine décrivait en réalité une protéine
de 120 acides aminés catégorisée maintenant comme neuropeptide (Grubb et al. 1982). Les
études font maintenant la distinction entre les neuropeptides et peptides hormonaux clivés
par réaction protéolytique (Makarewich 2020; Bhati et al. 2018) donnant des fragments
peptidiques plus petits et les microprotéines issues de la traduction d’'une ORF sans
modification post-traductionnelle. Bien que de tailles comparables, |la biologie de ces deux
catégories de peptides est bien différente. Nous ferons donc I'impasse sur les neuropeptides

et les peptides hormonaux car n’ayant pas été exclus des annotations Refseq.

Trois approches indispensables ont permis d’énormes progrés notamment ces 20

derniéres années dans I'identification d’une multitude d’alt-ORF codant des microprotéines.
[1l.1 Méthodes de détection

Ces trois approches sont le séquencage sur ribosome (ribosome profiling ou Ribo-seq),

la spectrométrie de masse (MS) et I'analyse bioinformatique (Brunet et al. 2020).
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II.L1.1 LeRibo-seq

Mis en place par Ingolia et al. en 2009, le Ribo-seq étudie les séquences ARNm
interagissant avec les ribosomes et supposément donc traduites (voir Figure 10). Ce
séguencgage permet de connaitre avec une précision nucléotidique les séquences ARNm qui
sont lues. Pour se faire, la technique consiste a fixer de fagon covalente les ribosomes aux
ARNm avec lesquels ils interagissent et a digérer les nucléotides non protégés par les
interactions avec les ribosomes fixés. On séquence ensuite les régions ARNm non dégradées.
Pour un ARNm donné, une population de fragments de 30 nts correspondant a I'empreinte
ribosomique va pouvoir étre lue et alignée sur les transcrits ou le génome. Le ribosome lisant
des codons de 3 nucléotides a la suite, ce séquencage permet de savoir quel codon était en
cours de lecture. En compilant I'ensemble des codons en cours de lecture, on peut déterminer

guelle ORF était lue avec son « pas » de lecture associé.
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Figure 10 : Protocole du ribo-seq (adapté de Hsu et al. 2016)

Les ribosomes sont fixés par réaction chimique et les ARNm sont digérés par des nucléases. Apres
purification des fragments d’ARN non digérés correspondant aux empreintes des ribosomes, ils sont
séquencés. Les fragments ont une taille d’environ 30 nts correspondant a la taille du ribosome. Il est
possible de savoir quel codon était en cours de lecture par le ribosome par rapport a la séquence d’ARN
protégée. Une analyse bioinformatique permet ensuite un alignement au génome ou transcriptome de
la population de fragments d’ARN. En comptabilisant le nombre de read pour chaque codon, on peut
calculer la fiabilité du « pas » du ribosome traduisant 'ARNm.

Cette technique montre rapidement des résultats étonnants. Plus de 40% des

événements d’initiation de la traduction sont localisés dans des ORF non annotées (Brunet et
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al. 2020). Le Ribo-seq s’est amélioré avec le temps devenant de plus en plus fiable et sensible
(Hsu et al. 2016). La multiplication des études I'utilisant a permis une augmentation du nombre

d’alt-ORF documentées.

[11.L1.2 Spectrométrie de masse

Globalement, cette technique permet d’identifier par leurs masses et leurs charges des
molécules ionisées, projetées a travers un champ magnétique. Elle est notamment utilisée en
biologie pour obtenir la séquence en acides aminés d’extraits protéiques. Cette technique a
obtenu de nombreuses améliorations et variantes au cours des années permettant de regarder
des molécules possédant des groupements, interactions ou partenaires spécifiques. Dans le
cas de I'étude des protéines, la MS ale plus souvent recours a des enzymes protéolytiques afin
d’analyser chaque fragment issu de la digestion. Pour qu’un fragment soit reconnu par le
capteur, il faut qu’il soit en concentration suffisante a travers plusieurs réplicats. Une des
difficultés majeures pour I'étude des microprotéines en spectrométrie de masse était que ces
derniéres de par leur petite taille peuvent étre dépourvues de sites de digestion protéolytique.
Elles peuvent aussi étre perdues la aussi a cause de leur petite taille pendant les différentes
étapes de préparation et de purification de I’échantillon avant analyse sur le spectromeétre.
Récemment, des innovations ont permis d’accroitre la sensibilité des spectrometres de masse

et de diminuer ce probleme de purification (Hassel et al. 2023).

Plus récemment, une nouvelle méthode appelée immunopeptidome a été créée. Elle
permet I'analyse en MS de fragments de protéines présentés par le complexe CMH1 en tant
gu’antigenes. Cette méthode permet d’identifier des microprotéines plus enclins a étre

dégradées (Chong et al. 2020).

[11.1.3 Analyse Bioinformatique

De nombreux logiciels ont vu le jour afin de pouvoir distinguer les ORF d’intérét du
simple bruit de fond. Ces derniers tentent d’établir des liens entre niveau de conservation des
séquences, composition intrinséque et pertinence traductionnelle (Tableau 1). D’autres
essayent de prévoir la structure, les interactions et les fonctions des microprotéines.
Récemment, de nouveaux logiciels utilisant la technologie des réseaux neuronaux ont vu le
jour afin de prédire la traductibilité d’'une ORF sans forcément essayer de comprendre derriere

la logique de cette traductibilité.
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Tableau 1 : Listes des outils bioinformatiques de prédiction d’alt-ORF/sORF (adapté de Leong et
al. 2022)

Prediction tool

References Website

Description

Coding Non-Coding Identifying Tool (CNIT)  [126] http//cnit.noncode.org/CNIT/ Distinguishes between coding and non-
coding regions based on intrinsic sequence
compositions

Coding Region Identification Tool Invoking  [127] http//rdpwww.life.uiuc.edu/ Analyses nucleotide sequence composition

Comparative Analysis (CRITICA) and conservation at the amino acid level

Coding Potential Calculator (CPC)/CPC2 [128,129]  http//cpc.cbipku.edu.cn Assess protein-coding potential based on

http//cpc2.gao-lab.org/ important features (ORF size, coverage, integ-
rity); CPC2 improves run speed and accuracy

Coding Potential Predictor (CPPred) [130] http//www.rnabinding.com/CPPred/ Predicts the coding potential of RNA tran-
script

CPPred-sORF [131] http//www.rnabinding.com/CPPred-sORF/  Addition of 2 new features from CCPred i.e,,
GCcount, mRNN-11codons and CUG, GUG
start codons

MicroPeptide Tool (MiPepid) (21) https//github.com/MindAl/MiPepid Identifies coding sORFs based on existing
microproteins subpopulation set

sORF Finder [52) http//evolverpsc.riken.jp/ Identifies SORF with high coding potential
based on nucleotide composition bias and
potential functional constraint at the amino
acid level

smORFunction [132] https//www.cuilab.cn/smorfunction/home  Provides function prediction of SORFs/micro-
proteins

miPFinder (133] https//github.com/DaStraub/miPFinder Identifies and evaluates microproteins func-
tionality using information on size, domain,
protein interactions and evolutionary origin

PhastCons [134] http//compgen.cshl.edu/phast/ Based on conservation scoring and identifica-
tion of conserved elements

PhyloCSF [135] http//compbio.mit.edu/PhyloCSF Determines a conserved protein-coding
region based on formal statistical comparison
of phylogenetic codon models

uPEPperoni [136] http//upep-scmb.biosci.ug.edu.au/ Specifically for 5’'UTR sORFs, based on con-
servation

ANABLAST 34] http//www.bioinfocabd.upo.es/ab/ Identifies putative protein-coding regions in
DNA regardless of ORF length and reading
frame shifts

Small Peptide Alignment Discovery Applica- [137] https//github.com/orionzhou/SPADA Homology-based gene prediction pro-

tion (SPADA) gramme

Deep Neural Network for coding potential ~ [138] https//github.com/yuuuuzhang/DeepCPP  Effective on RNA coding potential prediction,

prediction (DeepCPP) spefically SORF mRNA prediction

11.L1.4 Bases de données

De nombreuses bases de données ont vu le jour (Tableau 2), compilant les Ribo-seq,
analyses protéomiques et apportant de nouveaux outils bioinformatiques. Certaines sont
spécialisées dans une seule méthode, tandis que d’autres et de plus en plus combinent au
moins deux approches in vivo a travers divers modeles biologiques. Certaines sont méme
spécialisées dans des pathologies ou immunologie (X. Luo et al. 2022), tandis que d’autres ont

pu étre reliées a des fonctions par crible CRISPR in vivo (J. Chen et al. 2020).
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Tableau 2 : Listes des bases de données de alt-ORF (adapté de Leong et al. 2022)

Database References Website

Type

Description

sORFsorg  [14] http//www.sorfs.org

SORF repository

Obtains experimental data from RIBO-seq with
conservation analyses and rescanning MS data
from PRIDE for updated small peptide validation

SmProt [109] http://bioinfo.ibp.ac.cn/SmProt/ SORF repository Database on small proteins specifically from
IncRNA, obtains data from RIBO-seq, literature
mining and MS data, integrates conservation
analyses

OpenProt  [111,112]  https//www.openprot.org/ altORF resource Contains information on protein isoforms and
altORFs with experimental evidence, intergrates
RIBO-seq, MS, conservation analyses and func-
tional domains

ARA-PEPs  [108] http//fwww.biw.kuleuven.be/CSB/ARA-PEPs - sORF repository Repository of putative SORF-encoded peptides
specifically in Arabidopsis thaliana, data
obtained from in-house Tiling arrays and RNA-
seq data

PsORF [107] http//psorfwhu.edu.cn/ SORF repository Database of sORF across different plant species,
incorporating genomic, transcriptomic, RIBO-
Seq and MS data

MetamORF [110] http//metamorf.hb.univ-amu.fr/ SORF repository A repository of unique sORFs in H. sapiens and
M. musculus genomes by experimental and
computational methods

nORFsorg  [113] https://norfs.org/ novel ORF (nORF) repository - Provides aggregated information from data-
bases such as sORFs.org, OpenProt and OpenCB

111.1.5 Pertinence des ORF

Une des raisons pour lesquelles les études recoupent les différentes méthodes pour
générer ces bases de données est la fiabilité modérée des alt-ORF potentielles trouvées par
ces méthodes. Ainsi, SORFs.org et OpenProt recensent respectivement plus de deux millions
et plus de 400000 alt-ORF par analyse de Ribo-Seq, mais seulement quelques dizaines de
milliers de microprotéines sont détectées en MS (respectivement 89 459 et 30 096) (Brunet et
al. 2020). Il faut alors trouver des criteres pour pouvoir étre plus restrictif afin de pouvoir
éliminer les faux positifs. La nouvelle difficulté n’est donc plus d’identifier de nouvelles ORF
comme cela a été le cas durant les deux derniéres décennies, mais bien de distinguer les ORF

fonctionnelles.

Grace a ces bases de données, il est possible de dégager des caractéristiques
communes aux alt-ORF ainsi que de déterminer les ARN et régions d’ARN dont elles

proviennent.

[11.2 Localisation des alt-ORF dans les ARN

Les bases de données obtenues par Ribo-seq, MS et analyses bioinformatiques ont
permis de mettre en évidence deux types d’ORF non canoniques, mentionnées
précédemment : il s'agit des alt-ORF et de son sous-groupe associé les sORF. Les alt-ORF

désignent I'ensemble des ORF présentes sur un ARNm avec une CDS déja annotée ou sur un
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ARN annoté comme non codant (voir Figure 11). Ces alt-ORF d’/ARNm sont nommées en
fonction de leurs positions relatives a la séquence canonique, main ORF en anglais que nous
nommerons ici ORF canonique. Il y a donc le groupe des alt-ORF en 5’UTR aussi nommées
upstream ORF ou UORF, les alt-ORF chevauchantes a la CDS et décalées de son cadre de lecture,
dit alt-ORF out-of-frame, les alt-ORF prolongeant ou raccourcissant la CDS dans le cadre de
lecture ou alt-ORF in-frame et les alt-ORF en 3’UTR (Figure 11A). Ce dernier groupe est celuile
moins enrichi biologiquement représentant 2,8% des alt-ORF identifiées sur OpenProt et
SmProt (Wright et al. 2022). Il a cependant été montré que ce faible nombre d’alt-ORF
identifiées dans les 3’ UTR pouvait étre due a une faible efficacité inhérente au Ribo-seq vis-a-
vis de cette région de ’'ARNm (Miettinen et al. 2015). Dans cette thése, nous ne détaillerons
pas les régulations apportées par les alt-ORF sur 'ARNm, mais nous utiliserons certaines
microprotéines issues de ces alt-ORF comme exemples fonctionnels. Ces alt-ORF sont
cependant notamment connues pour pouvoir réguler la traduction et la stabilité/temps de
demi-vie de leur ARNm de par leur action direct en Cis (Wright et al. 2022). Nous exclurons de
nos analyses et raisonnements les alt-ORF in frame prolongeant ou raccourcissant laCDS d’'une
protéine déja connue grace a l'utilisation de codon d’initiation non canonique mentionné ci-
dessus. Ces alt-ORF différent en effet, des autres alt-ORF de par la taille des protéines qu’elles
peuvent produire, ajoutant ou supprimant un domaine en N-ter supplémentaire a une

protéine canonique de fonctions et de régulations connues.

D’autres alt-ORF présentes sur des ARN non codants n’avaient pas été trouvées, car
d’une taille inférieure a 300 nts. Mentionnées précédemment, on les appelle small ORF (sORF
ou smORF) et elles codent des microprotéines car d’une taille inférieure a 100 acides aminés
(certains auteurs sont moins stricts et disent environ 100 ou moins) (Orr et al. 2020). Les
protéines de sORF ont une taille moyenne de 54-57 aa ou 29 aa dans les régions intergéniques
(Wright et al. 2022; Cardon et al. 2019; Neville et al. 2021).Les alt-ORF d’ARNm comprises dans
les séquences UTR ou chevauchant I'ORF canonique codent des protéines de 39 aa et 27 aaen
moyenne respectivement (Neville et al. 2021). Pour comparaison, les protéines Refseq ont une
taille moyenne de 344 aa (Cardon et al. 2019) ou 557 aa sur UniProtkB/Swiss-Prot (Neville et
al. 2021).
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Figure 11 : Origines des Alt-ORF chez I’ Homme (modifiée de Orr et al. 2020)

A : Les alt-ORF sont localisées sur les ARNm au niveau des UTR (5’ et 3’), chevauchantes (5’ et 3’) ou en
décalage de phase (en interne de I'ORF). B : Les alt-ORF ont été reportées comme localisées dans un
ensemble d’ARN non codant comme les IncARN, lincARN, ARNr, pri-miARN et circARN. Gris : ORF
canonique (CDSannotée) ; Bleu : ORF non canonique ; triangle plein : AUG annoté de I'ORF canonique ;
Triangle creux : codon d’initiation de 'ORF non canonique ; Blanchies : les alt-ORF de grande taille

Les alt-ORF d’ARN non codants ont été montrées comme pouvant étre localisées dans
des lincARN, IncARN (S. Zhang et al. 2020). Il a méme été montré chez la Drosophile, puis chez
I’'Homme que des pri-miARN, ARN précurseurs des miARN, pouvaient contenir des alt-ORF
traduites (Montigny et al. 2021; Ormancey et al. 2023). Des alt-ORF ont pu aussi étre
découvertes dans des ARN circulaires, transcrits alternatifs issus de back-splicing (Zheng et al.
2019; M. Zhang et al. 2018; Legnini et al. 2017). Le back-splicing est un cas particulier
d’épissage liant I'extrémité 3’ d’'un exon a I'extrémité 5’ d’un exon situé en amont dans 'ARN
primaire. LARN circulaire monocaténaire créé peut comporter un ou plusieurs exons du gene
dont il est issu ainsi que des introns par rétention d’introns (Ebbesen et al. 2017). Par ailleurs,
le génome des mitochondries a été montré comme porteur d’alt-ORF. Le gene de I'ARNr 12S
s’est révélé coder une microprotéine de 16 aa appelée MOTS-C (C. Lee et al. 2015). Aucune
étude ne rapporte d’isoformes IPA comme vecteurs d’alt-ORF. L'idée est mentionnée de facon
hypothétique par Singh et al. lors de I’'analyse de ses isoformes IPA courtes, 5’IPA, et dans une
revue (Kamieniarz-Gdula et al. 2019) mais aucune analyse de traduction ou de fonction n’a été

réalisée. On pourrait en effet anticiper que les sections d’introns exonisées par IPA, séquences
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d’ARN uniques et absentes totalement de 'ARNm canonique, puissent étre des sources
potentielles d’alt-ORF. De méme, des UORF pourraient se retrouver isolées de leur ORF

canonique associée sur ’ARNm en raison de sites polyA entre, leur permettant d’étre traduites.

Avec toutes ces données sur les alt-ORF ainsi que leur localisation, des études se sont

intéressées a l’évolution et a la conservation de ces derniéres.

111.3 Evolution et conservation

En sappuyant sur une étude appliquant des filtres stricts et découvrant 7264 alt-ORF
jugées de haute fiabilité (Mudge et al. 2022), une équipe a montré d’importants résultats
concernant |'histoire évolutive de ces alt-ORF en regardant notamment leur séquence en
acides aminés, leurs structures prédites et leurs interactions (Sandmann et al. 2023). En effet,
I'article montre que plus de 90% des alt-ORF de microprotéines humaines ont émergé
récemment dont 4101 de régions non codantes. On parle alors de microprotéines de novo. Au
niveau de la structure des microprotéines, certaines de ces émergences sont trés récentes,
1370 structures ont émergé a la séparation Homme-macaque et 222 sont spécifiques a
I’'Homme. Les auteurs notent aussi un phénomeéne de pression de sélection pour conserver
I'ATG de I'ORF mais pas forcément la structure de la microprotéine. Grace a la méthode
PRISMA, accrochant a une matrice des peptides d’intérét de 14 acides aminés qu’on incube
avec des extraits protéiques avant d’effectuer une MS sur les interactants, ils trouvent plus de
266 interactions avec leurs 45 microprotéines dont 30 ont été détectées en endogene par MS.
L'étude compléte par ailleurs la précédente étude de Mudge en allant au-dela de la limite de
16 aa définie dans I’étude. Ils détectent en effet, 221 alt-ORF traduites de taille allant de 15

jusgu’a 3 aa dont 38 avec preuve de détection endogéne (Sandmann et al. 2023).

Une étude in silico, s'appuyant sur un recoupement de bases de données de J. Chen et
al. 2020 et Hon et al. 2017 d’alt-ORF fonctionnelles, pour certaines réalisées chez I’'Homme, a
aussi voulu comprendre I'histoire évolutive de ces ORF. Pour eux, de par leur petite taille, les
auteurs supposent qu’il est beaucoup plus probable qu’une alt-ORF émerge de séquences non
codantes par le hasard. En comparant avec différents génomes d’autres organismes, I'étude
observe que sur les 715 alt-ORF que compte le recoupement, 155 auraient émergé de novo
dont 2 au moment de la séparation Chimpanzé-hominidés. En comparant les alt-ORF qu’ils
gualifient de jeunes avec les plus anciennes, les auteurs observent que les alt-ORF jeunes sont

moins GC riches a I'exception des alt-ORF de novo chevauchant les ORF canoniques et
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bénéficiant ainsi de la conservation du géne codant (Vakirlis et al. 2022). |l est en effet connu

gue les ORF de genes canoniques sont plus GC riches (Oliver et al. 1996).

Une réponse a cet article, écrite par Bozorgmehr 2023, nuance cependant les
conclusions et observations des auteurs. En effet, Bozorgmehr note que cette étude n’a pas
tenu compte de I'impact des divers éléments transposables que le génome humain posséde.
De plus, certains transcrits porteurs d’alt-ORF considérées par I'auteur comme non codants
sont en réalité des pseudogenes. Or, nous en avons déja parlé, les pseudogénes peuvent étre
réactivés dans certains cas particuliers (Brunet et al. 2020). Par ailleurs, si un pseudogene était
acquis au cours de I'évolution humaine, la détection d’une « alt-ORF » ne serait pas le fruit
d’une émergence de novo. Il souligne aussi que méme dans une étude comme celle de J. Chen
des faux positifs existent dans les expérimentations de crible. D’autre part, des auteurs
s’'interrogeaient si nous avions a disposition les bons outils analytiques pour pouvoir mesurer
la conservation d’ORF si petites (Wright et al. 2022). Vakirlis et al. 2022, regardant la séquence
en acides aminés et en ADN ont, en effet, au cours de leur étude in silico, du modifier de fagon
plus ou moins arbitraire les seuils de significativité et de conservation attendus pour pouvoir
en extraire des alt-ORF. Wright et al.se demandent notamment si ces séquences codantes sont
réellement de novo et s’il ne faudrait pas plutdt regarder la conservation de conformation
comme testé par Sandmann et al. 2023. Il est notamment connu pour les microprotéines
fonctionnellement homologues associées a SERCA que bien qu’elles aient des séquences en
acides aminés différentes, ces derniéres conservent la méme conformation (Makarewich

2020).

Vakirlis et al. 2022 prédisent aussi que les alt-ORF de novo sont plus spécifiques a des
tissus, plus sensibles a I'exosome et ont plus de régions avec hélices moins intrinsequement
désordonnées. lls trouvent aussi que les alt-ORF de novo ont plus de résidus aromatiques,
prédisent une plus grande accessibilité au solvant et avec des propriétés d’agrégation plus
marquées. Toutes ces caractéristiques potentielles déduites permettent d’établir les modes

d’actions possibles des alt-ORF et microprotéines.
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1.4 Mécanismes d'action des alt-ORF et microprotéines
[11.4.1 Réservoir évolutif

Les résultats de |'étude in silico de Vakirlis et al. sont a mettre en paralléle avec une
étude récente. En effet, des auteurs ont notamment étudié les différences de stabilité des
parties C-ter de protéines (Kesner et al. 2023). IlIs ont greffé en C-ter d’une protéine rapportrice
12 000 séquences ADN de 90 nts différentes appartenant a divers groupes génomiques
(introns, CDS, IncARN, 5’UTR et 3’UTR) et plus de 500 000 de séquences aléatoires de 39 nts a
ce méme systeme rapporteur. lls montrent notamment que I’hydrophobicité moyenne des
séquences d’acides aminés en C-ter favorise la dégradation protéosomale des protéines. La
gueue greffée aurait cependant une influence moindre lorsque cette derniere fait moins de 13
aa. Un lien anti-corrélatif est aussi établi entre dégradation et région intrinsequement
désordonnée et anti-corrélant aussi avec [I’hydrophobicité moyenne. Les régions
intrinsequement désordonnées seraient moins hydrophobes et donc protégées de la
dégradation. Ils observent aussi que dans les protéines connues, il y a une diminution du
nombre d’acides aminés hydrophobes dans les 30 derniers aa en C-ter. En comparant les
groupes annotés, ils trouvent que le groupe terminal CDS et 5’UTR ont le score de dégradation

le plus bas et le groupe intron le plus haut.

Un biais existerait dans le code génétique entre enrichissement des codons en uracile
et traduction d’acides aminés hydrophobes. En comparant la conservation des CDS a travers
les espéces, ils ont montré que les CDS estimées comme jeunes étaient AT riches comparées
aux CDS anciennes plus GC riches. Pour eux un modéle se dégage dans lequel, les nouvelles
ORF émergeant de séquences non codantes AT riches seraient plus enclins a coder des acides
aminés hydrophobes ou aromatiques. Ce biais dans le code génétique favoriserait la
dégradation de ces microprotéines. Cependant, les auteurs révelent aussi un mécanisme dans
lequel les nouvelles microprotéines plus hydrophobes pourraient étre engagées dans les
membranes justement grace a leurs structures hydrophobes en hélice et ainsi échapperaient
a la dégradation. lls trouvent que sur 64 microprotéines de novo 74% seraient membranaires
et seulement respectivement 14 et 12% seraient cytoplasmiques ou nucléaires (Kesner et al.
2023). Ce double destin antagoniste des microprotéines hydrophobes reste pour le moment
mal compris. Les auteurs suggerent qu’un complexe BAG6 médierait la localisation des

microprotéines aux membranes tout en jouant un role dans leur dégradation par le
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protéasome. Le choix entre les deux voies reste la aussi mal compris et des validations sont

nécessaires afin de confirmer le r6le dual de BAG6.

Une étude bioinformatique compilant plus de 80 protéomes du cceur humain, trouve
et valide in vivo un bon nombre de microprotéines issues de circARN et IncARN comme
associées aux mitochondries, plus précisément les membranes des mitochondries. Ces
auteurs suggerent que les mitochondries pourraient étre un terrain de jeu évolutif permettant
a des microprotéines d’étre stabilisées (van Heesch et al. 2019). Nous nous alignerons ici a un
point de vue plus global ol les membranes de cellules et d’'organelles pourraient servir de base
a I’émergence de nouveaux genes fonctionnels. Ces alt-ORF stabilisées par les membranes
pourraient par la suite s’enrichir en GC et ainsi échapper a la dégradation protéosomale. De
plus ces alt-ORF peuvent par la suite gagner des domaines fonctionnels. Chez les rongeurs, il a
par exemple été documenté que I'alt-ORF NOXA ayant émergé de novo a, par la suite, doublé

de taille avec la duplication du domaine BH3 (Schlesinger et al. 2022).

[11.4.2 Mode d’action des microprotéines et des alt-ORF

Tres peu d’études a ce jour ont identifié la structure précise de microprotéines. De plus,
les algorithmes actuels ont des difficultés a pouvoir prédire une structure du fait qu’ils ont été
entrainés ou congus pour résoudre des structures peptidiques beaucoup plus longues

(Mohsen et al. 2023).

Il a déja été décrit ci-dessus qu’une composition riche en acides aminés hydrophobes
favorise la dégradation ou la localisation des microprotéines aux membranes cellulaires ou des
organelles (Kesner et al. 2023). Des études récentes ont montré que les microprotéines sont
plus enrichis que les protéines en régions intrinsequement désordonnées (Mohsen et al.
2023). Ces microprotéines peuvent alors médier leurs fonctions (détaillées dans la Figure 12)
et leursinteractions avec d’autres facteurs par de courts motifs d’interaction linéaires ou short

linear interaction motif (SLIMs).

111.4.3 Interactions avec facteurs

Suggéré pour la premiére fois par Staudt et Wenkel, les microprotéines de par leur
faible taille (54-57 aa en taille moyenne (Cardon et al. 2019; Wright et al. 2022)) auraient la
capacité d’interagir de facon précise sur de grands complexes protéiques sans avoir

nécessairement de difficulté a accéder au site de liaison. Diverses études, dont plusieurs a
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grande échelle, montrent maintenant des interactions de microprotéines avec des protéines
ou complexes plus ou moins grands (Cardon et al. 2019; Wright et al. 2022). Ces interactions
microprotéines-protéines peuvent perturber une interaction déja existante et agir comme un
inhibiteur/dominant négatif. La microprotéine STORM, homologue au domaine de
reconnaissance de SRP19, rentre en compétition avec elle pour se lier sur un site de I’ARN 7S.
Cette compétition perturbe aussi l'interaction de 'ARN 7S avec d’autres sous-unités SRP et
perturbe ainsi I'assemblage du complexe SRP (Min et al. 2017). D’autres interactions se sont
révélées comme des facteurs manquants a des complexes. C'est le cas de ASDUREF,
microprotéine et sous-unité manquante du complexe chaperon PAQosome (Mohsen et al.
2023). Les microprotéines, de par leurs interactions, ont aussi été montrées comme favorisant
la formation de complexes dont elles font partie. En effet, des évidences biochimiques et
génétiques suggéreraient que POLR2L est requis pour l'assemblage et 'activation des ARN
polymérases eucaryotes (Schlesinger et al. 2022). POLR2L de par sa conformation en 4 hélices

joindrait les autres sous-unités ensemble.

Les microprotéines peuvent aussi agir comme régulatrice d’activité de facteurs ou de
complexes protéiques. Un exemple bien documenté chez ’'Homme est celui de la régulation
de l'activité de I’ATPase du réticulum sarco/endoplasmique Ca2+ (SERCA). En effet, deux
microprotéines Sarcolipin et phospholamban ont été montrées comme maintenant le
complexe SERCA dans une conformation intermédiaire qui ralentit ainsi I'activité enzymatique
(Schlesinger et al. 2022). Il est a noter qu’une étude a décrit qu’en plus de son role sur SERCA,
Phospholamban pouvait aussi s’autoassembler en une structure homopentamérique
(Wawrzynow et al. 1992) se fixant a la membrane. Cette structure a une architecture similaire
aun canal aion transmembranaire pouvant étre dynamique. La fonction de cette structure n’a

cependant pu étre élucidée pour le moment (Oxenoid et al. 2005; Maffeo et al. 2009).

[1.4.4 Excrétion/ligands

Pour l'instant peu étudiées chez I'Homme, deux microprotéines fonctionnelles
excrétées ont pu étre identifiées. Lhumanin est une microprotéine de 24 aa qui a été retrouvée
dans le sérum humain. Elle semble protéger la mort cellulaire des neurones dans un contexte
de maladie d’Alzheimer avec prévalence génétique. Cette derniere interagirait avec des
facteursintracellulaires et a lamembrane jouant doncle réle d’un ligand. Le mécanisme global
d’action n’est cependant pas résolu pour le moment (Mohsen et al. 2023). LUApelin est une

microprotéine de 77 aa pouvant étre clivée en des isoformes multiples (Y. Ma et al. 2017;
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Tatemoto et al. 1998). Sa ligation acidifie les cellules réceptrices (Tatemoto et al. 1998). Elle a
été montrée comme pouvant se lier au récepteur a I'apelin, récepteur couplé aux protéines G.
Saligation peut s’effectuer par deux sites sur un méme récepteur ce qui est une caractéristique
unique pour ce type de récepteur (Y. Ma et al. 2017). Entre autres, une étude focalisée sur le
traductome dans des tissus de cceur humain suggére que beaucoup de microprotéines

sécrétées non caractérisées pourraient exister (van Heesch et al. 2019).

[1.4.5 Microprotéines membranaires

Les protéines membranaires représentent 1/3 des genes codants et environ la moitié
de la masse en protéines de la cellule. Bien que ces derniéeres soient trés documentées pour
leurs fonctions, leurs modalités de régulation, d’assemblage et de localisation restent mal
comprises. Certains auteurs suggerent que les microprotéines permettraient de comprendre
ce vide bibliographique (Makarewich 2020). Une étude a notamment caractérisé une
microprotéine nommée MOXI enrichie au niveau des mitochondries des muscles. Elle se situe
sur la membrane interne de la mitochondrie et a été observée comme interagissant avec
plusieurs complexes régulant ainsi le r6le métabolique de la mitochondrie notamment au
niveau de l'oxydation des acides gras, la respiration et le potentiel membranaire. La
précédente étude fait aussi la supposition, de par les multiples réles des microprotéines dans
les membranes, que ces dernieres pourraient participer a une communication interorganelles.
Elle s'appuie notamment sur une étude chez ’'Homme avec I'exemple de PIGBOS présent a la
mitochondrie, mais interagissant avec le réticulum endoplasmique déclenchant ainsi la

unfolded protein response (Chu et al. 2019).

I1.4.6 Réponses antigéniques et perspectives thérapeutiques

Certaines alt-ORF telles que des uORF ont récemment été montrées comme traduisant
des peptides se retrouvant présentés par le complexe CMH1 et pouvant déclencherlaréponse

immunitaire des lymphocytes T (Wright et al. 2022).

De par leur localisation aux membranes, ces microprotéines pourraient aussi faire
l'objet de cible thérapeutique. En effet, plusieurs articles de revue le mentionnent, les
microprotéines pourraient étre imitées ou ciblées dans le but de déclencher une réponse
souhaitée dans le cadre d’une thérapie. Il serait aussi possible de cibler plus facilement des
organismes pathogenes arborant des microprotéines spécifiques (Mohsen et al. 2023; Yeasmin
et al. 2018; Makarewich 2020).
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I11.4.7 Fonctions doubles ARN et protéines

Dans le cas des alt-ORF d’/ARNm, il a été montré que ces derniéres pouvaient de par
leur traduction régulerlatraduction de I’'ORF canonique. Les uORF peuvent soit favoriser I'ORF
canonique soit laréprimer a plus de 80% (Wright et al. 2022). Entre autres, les uORF sont aussi
connues pour favoriser en majorité la dégradation de I’ARNm par Nonsense-mediated decay
(NMD), un mécanisme éliminant les ARNm porteurs de codons STOP prématures (Orr et al.

2020).

Il est a noter qu’un IncARN peut a la fois coder une microprotéine et avoir une fonction
non codante. Dans des cellules aortiques endothéliales humaines, il a été montré qu’un
IncARN C150RF48 servait a la fois a produire un miARN (miR-147b) et une microprotéine
(MOCCI), qui exerceraient tous deux une activité anti-inflammatoire en réduisant la production
de cytokines (C. Q. E. Lee et al. 2021). Dans d’autres cas, les deux fonctions peuvent étre
éloignées I'une de l'autre. Chez la souris, le IncARN Linc-RAM interagit avec MyoD pour
promouvoir la myogenése alors que la microprotéine produite par sa alt-ORF, elle, régule

I'activité du facteur SERCA (Wright et al. 2022).

41



Functional microproteins Translational regulation

W) Repressing
OLO/\QO /\

Complex Protein regulation —r’—*—‘

stabilization UuORF Canonical ORF
S
Upregulating .‘
Autonomous Signalling

activity -
/v

| e |

Source of novel proteins

sORF translation

Source of antigenic
peptides
T Cell

& &y
0\%/ O“Qo/’
—=—p— =P T

oQ /'L“fj Random sORF
1 ’
translation
Assembly

> onto MHC I
. -

Presentation
to T Cell

&

a— Pool of neutrally

evolving peptides

Acquisition of
function

Figure 12 : Modes d'actions des microprotéines, alt-ORF et sORF (adapté de Schlesinger et
Elsasser 2022)

De haut en bas et de gauche a droite. Les microprotéines portent un ensemble de fonctions variées.
Elles participent en tant que sous-unité a la formation/stabilisation de complexe. Elles régulent I'activité
de protéines, peuvent étre engagées dans des mécanismes de signalisation intra ou extra cellulaire.
Elles peuvent méme posséder leur propre activité indépendamment des autres protéines comme
Phospholamban. Les alt-ORF, en majorité les uORF du fait de leur proximité avec une autre ORF,
agissent en Cis et peuvent moduler la traduction de cette derniere ou la stabilité de 'ARNm. Les alt-
ORF sont des réservoirs évolutifs permettant I'émergence de nouvelles protéines pouvant étre neutres
et non fonctionnelles mais apportant de nouvelles fonctions au cours de I'évolution. Un certain nombre
de microprotéines sont la cible des voies de dégradation. Les fragments de ces microprotéines
dégradées peuvent étre par la suite présentés aux lymphocytes T en tant qu’antigenes et
déclencheraient des réactions immunitaires. Ces antigénes et les microprotéines plus généralement
peuvent étre sources de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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II.5 Preuves Fonctionnelles des alt-ORF et microprotéines

[11.5.1 Détection de la microprotéine

En utilisant des approches a spectre large (MS, Ribo-seq et analyse bioinformatique),
beaucoup d’alt-ORF potentielles sont trouvées (voir partie Ill.1). Il faut cependant pouvoir
valider ces candidats a I’échelle individuelle. De nombreuses études utilisent des vecteurs
exogenes (plasmides) pour montrer la détection d’une microprotéine (Meng et al. 2023).
Néanmoins, ces résultats sont a prendre avec précaution, car une surexpression de protéine
peut perturber le repliage de la protéine en saturant le systeme de repliage, déréguler le
dosage du gene, I'assemblage de complexe et les régulations en aval de ce géne. Une mauvaise

localisation de la protéine peut alors avoir lieu (Gibson et al. 2013).

Pour prouver I'existence de la microprotéine au niveau endogene, il faut soit créer un
anticorps spécifique a la microprotéine soit mettre une balise (« tag ») sur cette derniére
(Hassel et al. 2023). La création d’anticorps est I'approche en théorie optimale pour pouvoir
détecter la microprotéine native. Cependant, certaines microprotéines possédent un tres
faible potentiel immunogénique et la création de I'anticorps est donc trés complexe. De plus,
trouver un épitope spécifique unique est moins probable dans le cas d’'une microprotéine du
fait de sa petite taille (Hassel et al. 2023). Certaines microprotéines possedent aussi beaucoup
de régions intrinsequement désordonnées la aussi problématiques pour obtenir un bon
épitope (Sormanni et al. 2015). Pour le balisage, ce dernier peut étre réalisé en N-ter ou en C-
ter de la microprotéine avec une influence toutefois possible de ce positionnement. Il est en
effet connu que les balises en N-ter peuvent influer sur la localisation de la protéine tandis que
le balisage en C-ter rend moins soluble la protéine (Makarewich et al. 2017). Par ailleurs, la
guestion se pose quant a la stabilité apportée a la microprotéine par le balisage. Kesner et al
ont en effet montré que les 30 derniers acides aminés influencaient la stabilité d’une protéine
rapportrice. Cependant, il a aussi noté que I'ajout d’'une balise d’une taille inférieure a 13 aa
n’influencait pas en moyenne la dégradation de sa protéine rapportrice. Dans la littérature, les
balises mises en C-ter de microprotéines pour détection en endogene ont une taille pouvant
étre comprise entre 6 (Histidine-tag) a 22 aa (3x-Flag) pour les plus grands. Certaines balises
en C-ter pourraient donc favoriser une certaine stabilisation de la microprotéine a I'étude. Le
balisage reste cependant une solution généraliste pratique sans avoir besoin de développer

un anticorps pour chaque nouveau candidat.
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I11.5.2 Abondance, stabilité et purification

Comme mentionné précédemment, les alt-ORF peuvent étre associées a la dégradation
de I'ARN par I'exosome et la voie de dégradation NMD. Au niveau de la microprotéine, une
étude mentionnée précédemment a montré que les microprotéines pouvaient étre dégradées
par le protéasome. Les microprotéines sont plus facilement dégradées si elles sont
hydrophobes bien que cette hydrophobicité puisse aussi les localiser aux membranes les

protégeant de la dégradation (Kesner et al. 2023).

Tres peu d’études font état de I'abondance relative des microprotéines dans la cellule.
Dans une étude peptidomique travaillant sur 90 microprotéines, les auteurs avaient estimé
gue chacune des microprotéines a I'étude possédaient entre 10 et 1000 molécules dans la
cellule. Cette concentration est similaire a certains niveaux de protéines canoniques (Slavoff

et al. 2013).

La difficulté de la détection de la microprotéine va donc résider dans la difficulté a
pouvoir I'extraire sans perte trop importante en quantité notamment due a sa petite taille (voir

partie 111.1.2).

[11.5.3 Implications physiologiques prouvées

De fagon générale, il semblerait que les microprotéines puissent al'instar des protéines
en fonction de I'ORF étre spécifiques a des tissus ou exprimées de fagcon ubiquitaire. En effet,
il a été montré par exemple que la modulation de I'activité du complexe SERCA pouvait
s'effectuer par 5 microprotéines différentes, mais de conformations structurelles similaires.
Parmi ces 5 microprotéines, 3 sont spécifiques aux tissus musculaires tandis que les 2 restantes

sont exprimées dans les tissus non musculaires (Anderson et al. 2016)

Les alts-ORF ont été montrées comme impliquées dans la traduction de microprotéines
directement engagées dans le complexe CMH 1 jouant ainsi un réle dans I'immunité et la
réponse immunitaire (Schlesinger et al. 2022). Entre autres, pour les alt-ORF, comme
mentionné précédemment, ces derniéres sont connues pour pouvoir moduler I'expression de

I’ORF canonique et touchent ainsi une multitude de fonctions cellulaires.

Les microprotéines ont été montrées comme impliquées dans divers processus tels que

la maturation des ARN et des protéines, I'expression des génes, le métabolisme, la signalisation
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et le trafic cellulaire (Schlesinger et al. 2022). Elles sont aussi impliquées dans les mécanismes
de réparation dans les voies NHEJ et de la recombinaison homologue (stress génique) (Slavoff
et al. 2014; Arnoult et al. 2017; Hung et al. 2018) ainsi que de réponses au stress du réticulum
endoplasmique (Chu et al. 2019). Elles auraient aussi des fonctions dans la prolifération et la
survie cellulaire (Prensner et al. 2021), la régénération et la fonction musculaire (Matsumoto
etal.2017), la mort cellulaire. De méme, des microprotéines ont pu étre découvertes dans des
processus mitochondriaux. Elles ont aussi été montrées comme impliquées dans I'immunité
(Schlesinger et al. 2022) dans différentes pathologies humaines telles que le cancer (Prensner
et al. 2021; Hassel et al. 2023), I'obésité et les maladies du cceur (Hassel et al. 2023). Le
domaine des microprotéines, bien qu’étant peu documenté et émergent chez 'Homme,
semble déja toucher une grande diversité de processus cellulaires importants. D’autres

exemples sont notamment mentionnés ci-dessous.

Human Human Mouse Mouse
Microprotein  Function Human gene  AA length UniProt ID Mouse gene  AA length UniProt ID
ALN Negative regulator of SERCA Cdorf3 66 Q8WVX3 1810037117Rik 65 Q99MO08
APPLE Regulator of translation ASHIL-AS1 90 NR NR NR NR
initiation through promotion
of elF4A initiation complex
assembly
ASAP Positive regulator of mitochondrial ~ LINC00467 94 NR NR NR NR
ATP production through interaction
with ATP synthase
BRAWNIN Electron transport chain complex uQccs n Qé9YUS Ugecé 67 Q8BTC1
1l assembly factor
CASIMO1 Regulator of cytoskeletal SMIM22 83 K7EJ46 Smim22 86 VIGXA9
organization, cell migration
and proliferation
CIP2A-BP Negative regulator of PI3K/AKT/ LINC00665 52 NR NR NR NR
NFkB pathway through interaction
with CIP2A
CYREN-1/MRI-1  Regulator of non-homologous CYREN 157 Q9BWKS-1 Cyren 157 Q8BHZS
end-joining
CYREN-2/MRI-2 Regulator of non-homologous CYREN 69 Q9BWKS-4 NR NR NR
end-joining
DWORF Postive regulator of SERCA2a STRIT1/DWORF 35 PODN84 Strit1/Dworf 34 PODN83
in heart and slow-twitch skeletal
muscle fibers
ELN Negative regulator of SERCA3 SMIMé6 62 PODIBO Smimé 56 Q3u016
Humanin Anti-apoptotic activity MT-RNR2 24 Q8IVGY Gm20594 37 J3QJy3
MIAC Negative regulator of actin RP11-469H8.6/ 51 NR NR NR NR
cytoskeleton through regulation AQP5-AS1T
of SEPT2/ITGBA4 signaling
NR miPEP133 Regulator of p53 transcription MIR34A 133 NR Mir34a NR NR
and mitochondrial HSPA9
activity
MLN Negative regulator of SERCA1 MRLN 46 PODMTO Mrin 46 Q9CVv60
MOTS-c Regulator of insulin sensitivity MT-RNR1 16 ADAOCS5B5G6 mt-Rnr1 n NR
and glucose metabolism
MP31 Negative regulator of lactate- ENSG000002 3 COHLV8 ENSMUSG0000 35 COHLVY
pyruvate conversion through 89051 0121574
interaction with mitochondrial 5’ UTR of PTEN 5’ UTR of Pten
lactate dehydrogenase (uORF) (uORF)
Mtibn Regulator of electron transport STMP1/C70rf73 47 EOCX11 Stmp1/ 47 PODP99
chain complex Ill assembly 1810058124Rik
and function
Mtin Regul of fatty acid oxidation, MTLN 56 Q8NCU8 Mtin 56 Q8BT35
lipid metabolism and respiratory
chain activity
Myomerger/ Regulator of myoblast fusion MYMX 84 AOA1BOGTQ4 Mymx 84 Q2QsT5
Myomixer
NEMEP Regulator of glucose transport SMIM43 63 Q4aW5P6 Smim43 63 ADA286YD83

and mesendoderm development
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Figure 13 : Diversité des microprotéines caractérisées chez I'Homme avec leur homologue chez la
souris (Hassel et al. 2023)

De gauche a droite par colonne: nom de la microprotéine ; fonction(s) associée(s); gene chez
'Homme ; taille en acide aminé; UniProtID; géne; gene chez la souris ; taille en acide aminé;

UniProtID ; NR : not reported, pas de données

Dans cette thése, nous nous intéresserons aux isoformes IPA comme sources de

répression de génes clés, mais aussi vecteurs d’alt-ORF, sources potentielles de nouvelles

microprotéines. Nous nous sommes plus particulierement concentrés a un contexte

biologique particulier, la réponse des cellules cancéreuses du poumon dites non a petites

cellules (NSCLC) au cisplatine. Il est intéressant de noter qu’aucune étude ne fait pour le

moment mention de microprotéines impliquées dans le stress génotoxique.

46



IV. Lesagentsgénotoxiques et la réponse aux dommages a '’ADN : focus

sur le cisplatine

IV.1 Les agents génotoxigues

Les agents génotoxiques sont des agents (physiques, chimiques ou métabolites
endogenes) qui peuvent entrainer la mort ou la sénescence cellulaire via I'induction de
dommages a I’ADN. llIs sont a différencier des agents non génotoxiques carcinogénes
s‘appuyant sur d’autres types de mécanismes que les dommages a ’ADN ou ne provoquant
gu’indirectement des dommages a I’ADN ; ces agents sont souvent dits « promoteurs de
tumeur » et possédent un seuil supposé pour lequel ils n"auraient pas d’effet (Hartwig et al.
2020). Les agents génotoxiques peuvent étre des rayonnements ionisants (rayons gamma et
X) ou ultraviolets (UV), les sels de platine (Cisplatine etc...) ou encore des agents chimiques tels
gue la doxorubicine, la camptothécine, le 5-fluorouracile,etc...(Ismailov et al. 2023). De
nombreux agents génotoxiques sont utilisés dans le cadre de chimiothérapie ou radiothérapie

pour leurs propriétés antiprolifératives et pro-apoptotiques a dose modérée.
IV.2 Le Cisplatine

Comme mentionné précédemment, les agents génotoxiques provoquent des
dommages directs a I’'ADN. Ces derniers doivent cependant arriver a l'intérieur des cellules
pour pouvoir y accéder. Dans le cas du cisplatine, aprés administration intraveineuse (Ghosh
2019) ce dernier arrive dans les cellules par diffusion passive ou en utilisant les voies de
transport du cuivre CTR1 (H. H. W. Chen et al. 2015). A I'intérieur des cellules, un changement
chimique s’‘opére sur le cisplatine du fait de la faible concentration en ion chlore. Les deux
groupements contenus dans le Cisplatine sont substitués par deux molécules d’eau et forment

un hydrate de cisplatine chargé positivement (Dasari et al. 2014; Davies et al. 2000).

Ces hydrates de cisplatine vont attaquer bon nombre de complexes protéiques, induire
de l'apoptose et activer des voies cellulaires variées telles que la voie du calcium, la voie
mitochondriale et des récepteurs de signalement de mort indépendamment de son action sur

I’ADN (Florea et al. 2011).

Entre autres, certains agents génotoxiques dont le cisplatine peuvent générer des

espéces réactives a I'oxygene (ROS) en fonction du temps et de la concentration (Zhou et al.
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2019; Brozovic et al. 2010). Ces ROS tres réactifs peuvent a leur tour endommager des
molécules/complexes dont I’ADN. Les ROS provoquent notamment des suppressions de bases
ou une oxydation des guanines (8-hydroxy-deoxyguanosine ou 8-oxo-dG) provoquant un
appariement non conventionnel avec I'adénine (Hartwig et al. 2020). lls vont étre vecteurs de

stress cellulaire, déclenchant une réponse antioxydante face a eux (Kanwal et al. 2014).

Les hydrates de cisplatine chargés positivement vont aussi étre attirés et réagir
principalement avec les acides nucléiques de charge négative (Ghosh 2019)(Figure 14A). Les
agents génotoxiques peuvent créer différents types de lésions a I'ADN. Dans le cas du
cisplatine, ce dernier va se liera ’'ADN et former des adduits (Todd et al. 2010). Montré in vitro,
le cisplatine se lie préférentiellement a la position N7 de la guanine mais il peut aussi se lier
plusrarement au N7 de I'adénine (Fichtinger-Schepman et al. 1985). Trois topologies d’adduits
différents a ’ADN peuvent étre formées par le cisplatine. Les pontages intrabrins, formés par
les liaisons guanine-cisplatine-guanine ou une guanine-cisplatine-adénine d’un méme brin,
représentent 90-95% des adduits cisplatine a 'ADN. Les pontages interbrins beaucoup plus
minoritaires (~2% des adduits totaux) se forment par liaisons guanine-cisplatine-guanine entre
deux brins d’ADN. Les pontages interbrins peuvent dans les conditions physiologiques devenir
des pontages intrabrins aprés passage sous une forme transitoire de mono-adduits (Malinge
etal. 1999). lIs peuvent aussi induire des cassures simple brin avec la machinerie de réplication
(Noll et al. 2006) ou double brin lors de leur prise en charge par la voie de réparation Fanconi
en phase S sur des fourches de réplication bloquées (Long et al. 2011; Raschle et al. 2008;
Knipscheer et al. 2009) dont nous reparlerons plus tard. Il est aussi important de noter que la
machinerie de réplication rencontrant une cassure simple brin peut générer une cassure
double brin (Hanaoka et al. 2016). Le dernier groupe topologique lui aussi minoritaire (~2%

des adduits totaux) correspond aux mono-adduits de cisplatine (Figure 14B).

Enfin, les agents génotoxiques (y compris le cisplatine) déforment la conformation
native de I’ADN en hélice (Rabik et al. 2007). Globalement, les modifications de I’ADN
lorsqu’elles sont détectées permettent le déclenchement de laréponse aux dommages a ’ADN

(DDR).
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Figure 14 : Modalités d’entrée et formation d'adduits du cisplatine (adapté de Song et al. 2022 ;
Ghosh 2019)

A : Par diffusion passive ou a l'aide de la pompe a cuivre CTR1, le cisplatine rentre dans la cellule. Due
a une concentration faible en ion Chlore dans la cellule, le cisplatine est modifié en hydrate de cisplatine
chargé positivement. Ce dernier interagit avec bon nombre de protéines et génere des ROS toxiques
pour la cellule. Ces ROS ainsi que les hydrates de cisplatine peuvent interagir avec 'ADN et induire des
dommages. Dans le cas des hydrates de cisplatine, ces derniers forment des pontages intra ou
interbrins sous formes d’adduits. B : Les différents types d’adduits cisplatine. Le cisplatine forme
majoritairement des pontages intrabrins (95%). Ces pontages peuvent étre entre N7 de guanines
situées l'une a coté de l'autre (1,2-d(GpG)) ou a un nucléotide d’écart (1,3-d(GpG)). Un pontage
intrabrin entre N7 de guanine et N7 de I'adénine cbte a cb6te peut aussi se former. De fagon plus
minoritaire, le cisplatine peut former des monoadduits a 'ADN liés ou non avec une protéine au niveau
des guanines (2%). lls forment aussi des pontages interbrins entre deux guanines. Ces pontages
interbrins peuvent se transformer en pontages intrabrins ou induire des cassures simple ou double brin
par la suite.

IV.3 Laréponse aux dommages a 'ADN

A la suite de dommages a ’ADN pouvant provenir de plusieurs sources, ici les ROS et

les agents génotoxiques, une détection (« sensing ») de ces dommages est tout d’abord
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essentielle. Elle s’effectue par la reconnaissance de plusieurs types de lésions de I’ADN
(délétions, modifications de bases, coupures simple ou double brin) par un ensemble de
facteurs appelés senseurs. Cette identification va déclencher une cascade de signalisations
transduit a travers d’autres facteurs (transducteurs, médiateurs). Cette cascade permet la
modulation d’effecteurs de divers processus, notamment de la réparation, du cycle cellulaire,
de voies de survie et de mort cellulaire, ainsi que de régulation de I'expression des genes.
Lensemble des interactions de ce réseau de facteurs et des régulations de genes qui en

découlent forment la réponse aux dommages a I’ADN (Figure 15).

Single-stranded breaks Double-stranded
/ stalled replication forks breaks (DSBs)

b

PCNA-like _  (RPA)

Key:

RFC-like oé’
Sensors

Mediators TopBP1

Transducers
DNA repair

~ proteins

O Sensing protein
kinases

Cell cycle/  Apoptosis Chromatin Genome Gene
senescence remodeling maintenance expression

Figure 15 : Réponses aux dommages a ’ADN (DDR) de cassures doubles brins, dommages simples
brin et blocages de fourches de réplication (de Dutertre, Lambert, et al. 2014)

Les senseurs (en bleu) reconnaissent lesdommages a ’ADN et peuvent reconnaitre les cassures doubles
brins ou les cassures simples brins générées pendant la réparation de dommages simples brins. Parmi
ces senseurs, on compte des protéines kinases (facteurs en rouges) comme ATR, ATRIP, ATM et DNA-
PKcs phosphorylant localement plusieurs cibles amplifiant le signal. Une aide sera effectuée a l'aidede
médiateurs (en vert) permettant I'activation des transducteurs (en violet). Ces transducteurs activent
par la suite énormément d’autres facteurs impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire, la réparation de
I'ADN, le remodelage de la chromatine, I'expression des genes et la mort cellulaire. Les facteurs en bleu
correspondent aux protéines impliquées dans la réparation de 'ADN.

IV.3.1 Les voies de réparation

Selon le type de dommage a I’ADN et selon la phase du cycle cellulaire, différentes voies

de réparation et de tolérance des lésions d’/ADN peuvent étre engagées (Figure 16).
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Figure 16 : Les voies de réparations et leurs dommages associés dus au stress génotoxique (de
Hartwig et al. 2020)

Les rayons X, agents alkylants et les ROS peuvent provoquer des pertes de bases, des cassures simple
brin (rayons X uniquement), des oxydations de guanine provoquant un mésappariement avec l'adénine.
Ces dommages seront réparés par le Base Excision Repair (BER). Les erreurs de réplication provoquent
des mésappariements A-G, T-C qui peuvent étre réparées par le MisMatch Repair (MMR). Les UV-C
provoquent des pontages entre deux thymines formant des diméres. Le cisplatine peut provoquer des
pontages intrabrins entre guanines ou entre guanines et adénines. Ces paquets vont étre réparés par
le Nucleotide Excision Repair (NER). Le cisplatine, les rayons X et la mitomycine C peuvent générer des
pontages interbrins ainsi que des cassures double brin. Les pontages interbrins seront réparées par la
suite par la voie Fanconi ou le Transcription-coupled Nucleotide Excision Repair couplé aux polymérases
de translésion (TLS) (voir ci-dessous). Les cassures double brin sont résolues par le Non-Homologous
End Joining (NHEJ) et la Homologous Recombination (HR).

Réparation par excision de nucléotides (NER ; Figure 17) — Le NER élimine une grande
variété de dommages a I’ADN affectant un seul des deux brins comme ceux induits par les UV-
C et les pontages intrabrins du cisplatine par exemple. Le NER peut étre divisé en deux voies
alternatives divergeant par la fagon dont sont reconnus les dommages a ’ADN mais similaires
pour le traitement de ces dommages par la suite. Lune est généraliste appelé Global Genome
repair (GGR) et |'autre se retrouve couplée a la transcription et se nomme le transcription
coupled nucleotide excision repair (TC-NER) (Hanaoka et al. 2016). Le GGR reconnait les
dommages a I’ADN par XPC qui reconnait les déformations de ’'ADN (Sugasawa et al. 2001). Il
est aussi connu que DDB2 peut assister XPC dans la reconnaissance des dommages (Wakasugi
et al. 2002; Q.-E. Wang et al. 2004). Pour le TC-NER, la reconnaissance des dommages se fait a
la suite de l'arrét de I'ARN pol Il face aux dommages (Fousteri et al. 2008). Cette derniére est

accompagnée par le complexe TFIIH (comportant les sous-unités XPD et XPB) (Drapkin et al.
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1994). TFIIH dans le cas du GGR est recruté grace a sa sous-unité XPB par XPC (Bernardes de
Jesus et al. 2008). Les deux voies de réparation se rejoignent donc a cette étape. La sous-unité
XPD de TFIIH modulée par les activités ATPase et hélicase portées par XPB (Oksenych et al.
2009) participe a une deuxieme reconnaissance du site de dommage a I’ADN en le liant et le
scannant (Hanaoka et al. 2016). XPA, dont le role est pour le moment mal compris, est recruté
par XPC (Nishi et al. 2013). Des études indiguent néanmoins qu’elle aiderait I'activité d’hélicase
de XPB, ainsi qu’a la reconnaissance du site endommagé (Coin et al. 2008) et stabiliserait le
complexe (Hanaoka et al. 2016). TFIIH recrute ensuite XPG stabilisant lui aussi le complexe
(Zotter et al. 2006) et enlevant XPC (Riedl et al. 2003). XPA recrute ensuite le complexe XPF-
ERCC1 (Riedl et al. 2003). Une premiére coupure simple brin est alors entreprise par le
complexe XPF-ERCC1 puis une seconde par XPG (Tapias et al. 2004; Staresincic et al. 2009)
permettant I'excision d’un ADN simple brin de 30 nts environ comportant le site endommagé
(Cleaver et al. 1991). Les polymérases réplicatives (6 et €) avec PCNA et la ligase | peuvent
ensuite remplir le trou laissé par le NER et complémentant I’ADN simple brin en double brin
(Araudjo et al. 2000; Shivji et al. 1995). Il a aussi été montré que la polymérase TLS k peut aussi
intervenir in vivo a cette étape (Ogi et al. 2006). En outre, le TC-NER a aussi été montré comme
pouvant réparer les pontages interbrins du cisplatine a I'aide de polymérase de translésion

(Revl ou Pol ) (Enoiu et al. 2012).
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Figure 17 : Réparation par excision de nucléotides (NER) (modifiée de Scharer 2013)

52



A : Pontage intrabrin. B : Recrutement de XPC-RAD23B reconnaissant le dommage et se liant au brin
opposé au pontage. Dans le cas du TC-NER (non montré ici) la reconnaissance s’effectue par le blocage
de I'ARN pol Il recrutant ensuite CSA et CSB. C : TFIIH interagit avec XPC et ouvre 'ADN avec sa sous-
unité XPB permettant a XPD une deuxiéme reconnaissance du site de dommage. D : Le blocage de XPD
au site de dommage permet la formation du complexe de pré-incision en recrutant XPA, RPA et XPG.
E : Recrutement par XPA de XPF-ERCC1 permettant une premiére incision par ce facteur en 5. F:
Recrutement des facteurs de réparation de synthése Pol 6/¢/k et de leurs facteurs associés. La
deuxieme incision a lieu a la suite. G : Terminaison de la synthése a l'aide de la ligase I.

Réparation par excision de bases (BER) — Le BER répare principalement les dommages
causés par les ROS et les agents alkylants altérant les bases de I'ADN. Il agit sur les sites
abasiques et les guanines modifiées (8-oxo-dG). C’est une voie a haute-fidélité couvrant un
petit nombre d’altérations de I’ADN. Le BER se divise en deux voies appelé short-patch (SP) et
long-patch dépendant de PCNA (LP) réparant respectivement 1 et 2 a 8 nucléotides. Le BER
implique 4 enzymes que sont la DNA N-glycosylase aidée par XRCC1 reconnaissant et excisant
les bases endommagées, I'AP endonucléase excisant le brin, ’ADN polymérase B synthétisant
les nucléotides manquants et la DNA ligase (I ou Ill) reliant le 3’0OH du dernier nucléotide

synthétisé au 5’ du brin d’ADN (Robertson et al. 2009; Sattler et al. 2003).

Réparation de mésappariement (MMR) — Le MMR est responsable de la réparation
des mésappariements causés principalement par des erreurs de I’'ADN polymérase pendant la
réplication (Hartwig et al. 2020). La reconnaissance de ces mésappariements se fait grace a
différents hétérodimeres MSH (Hanaoka et al. 2016). Ces divers hétérodimeres permettent
d’accroitre le type de mésappariement et de déformation de I’ADN reconnue (Fishel et al.
1997). Uhétérodimere MSH2-MSH6 reconnait les mésappariements uniques entre deux bases
ainsi que les indels uniques (Mazurek et al. 2009; Marsischky et al. 1999) tandis que
I’hétérodimere MSH2-MSH3 reconnait les indels plus larges mais reconnait moins facilement
les mésappariements de bases uniques (Harrington et al. 2007; Wilson et al. 1999). D’autres
hétérodimeres (MSH4-MSH5) reconnaissent les jonctions Holliday présentes notamment dans
les événements de recombinaison (Snowden et al. 2004). La reconnaissance de ces
mésappariements par les hétérodimeéres MSH peut étre assistée du complexe PCNA/Beta
clamp (Lau et al. 2003). Deux types de réactions d’excision peuvent alors avoir lieu
principalement en fonction de quel brin synthétisé est touché par un mésappariement
(lagging strand ou leading strand). L'excision en 5’ a lieu en général dans le lagging strand au
niveau des fragments d’Okazaki. La reconnaissance des mésappariements dans ce brin
entraine le recrutement de EXO1 une 5’->3’ exonucléase enlevant la région du

mésappariement. EXO1 est inhibé par RPA et s'arréte lors de rencontre avec un ADN simple
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brin protégé par RPA (Hanaoka et al. 2016). La synthése (Pol d) et ligation (ligase |) de |la région
tronquée est assurée par la machinerie de réplication en phase S (Yanbin Zhang et al. 2005).
Pour l'excision en 3’, se produisant sur le leading strand, cette derniére nécessite le
recrutement du complexe MLH/PMS (MLH1 et PMS2 principalement) porteur de l'activité
endonucléase (Yanbin Zhang et al. 2005). Cette excision est actuellement encore mal comprise.
On sait que, I'activation de l'activité endonucléase s’effectue notamment via une interaction
avec PCNA. Un recrutement de EXO1 dans le cas de I'excision 3’ est nécessaire aussi pour
enlever les fragments d’ADN clivés par l'activité endonucléase de MLH/PMS (Goellner et al.
2014). La synthése et ligation sont ici de nouveau assurées par la machinerie de réplication de

phase S (Hanaoka et al. 2016).

Réparation par la voie Fanconi (Figure 18)— Cette voie comptant plus de 16 genes est
engagée dans la réparation des pontages interbrins notamment lors de blocages de fourches
de réplication (phase S). Le blocage de fourche active alors FANCM/FAAP24 qui recrute a son
tour le complexe centrale FA (FANCA, B, C, E, F, G, L et M) pouvant étre associé avec d’autres
protéines appelées protéines associées a FA (FAAPs) (Kim et al. 2012). FANCM va alors activer
ATR (Kim et al. 2012). Ce complexe, et plus particulierement FANCL, participe a la mono-
ubiquitination de I’"hétérodimere FANCD2-FANCI phosphorylé préalablement par ATR activé.
Cette modification active I’"hétérodimere FANCD2-FANCI permettant la liaison du complexe au
site de dommage et servant de support pour recruter des nucléases (Kim et al. 2012). ll recrute
notamment soit FAN1, soit SNM1A, soit SLX4 associé avec ERCC1-XPF, MUS81-EME1 ou SLX1
(Kim et al. 2012; Kottemann et al. 2013). Dans toutes les configurations, cela aboutit a la
conversion du pontage interbrin en cassure double brin pour un brin et la présence d’un adduit
sur l'autre. Des mécanismes de polymérases de translésion (REV1, pol {) permettent alors (Kim
etal.2012) de passer outre I'adduit. La HR activée préférentiellement répare ensuite la cassure
double brin. Le NER peut enlever les adduits restants et finit de synthétiser des trous restants

(Kottemann et al. 2013; Kim et al. 2012).
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Figure 18 : Interactions des protéines de la voie de réparation Fanconi pour réparer un pontage
interbrin en phase S (de Kim et D’Andrea 2012).

A : 2 fourches de réplications convergent vers le pontage. B : Le complexe FANCM-FAAP24-MHF1
reconnait le blocage de fourche de réplication et recrute les autres facteurs du Fanconi au pontage.
FANCM initie I'activation de la voie ATR-Chk1l qui phosphoryle en retour des facteurs de Fanconi C :
Mono-ubiquitinylation du complexe FANCD2-FANCI permettant son activation. D : FANCD2 ubiquitinylé
jouele role de plateforme pour de multiples nucléases telles que SNM1A, FAN1 ou encore SLX4/FANCP
associé a XPF-ERCC1 ou MUS81-EME1 ou SLX1. E : Apres clivage, le complexe se décroche laissant un
des brins en cassures doubles brins et le brin complémentaire avec I'adduit. Les polymérases TLS (Rev1
ou {) synthétisent au travers de I'adduit. La cassure double brin est réparée principalement par le HR
via un recrutement de RAD51 par certains facteurs Fanconi. Le NER enléve I'adduit simple brin. G :
FANCD2-FANCI est inactivé par USP1-UAF1 finalisant la réparation.

Non-Homologuous End-Joining (NHEJ) — Le NHEJ est une des deux voies de réparation
impligué dans la résolution des cassures double brin. Il a lieu dans toutes les phases du cycle
cellulaire, 1a ou la voie alternative, sans perte d’information génétique, de réparation des
cassures double brin, larecombinaison homologue, alieu durant laréplication et en G2 (Lieber
2010). Les cassures double brin font partie des types de cassures les plus |éthales pour une
cellule, aboutissant a la perte de bras de chromosome ou a de sévéres réarrangements
chromosomiques (Durante et al. 2013). La reconnaissance des cassures double brin se fait par

I’hétérodimere Ku70/80 se liant aux deux extrémités créées par la cassure (Walker et al. 2001).
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Ku70/80 recrute ensuite la DNA-PKcs (Gottlieb et al. 1993) qui s’active par
autophosphorylation aprés fixation a I’ADN (Chan et al. 1996; Weterings et al. 2003)
permettant le recrutement des facteurs suivants (Ding et al. 2003). Si les extrémités sont
franches avec un phosphate en 5’ et un groupement OH en 3, la ligase IV en complexe avec
XRCC4 lie les deux extrémités (Critchlow et al. 1997; Grawunder et al. 1997). Si les extrémités
ne sont pas compatibles, des nucléotides ou des groupements phosphates peuvent étre
ajoutés ou enlevés pour rendre ces extrémités compatibles (Lieber 2010). Il existe une voie
alternative au NHEJ, appelée Alternative End-Joining ou Microhomology Mediated End Joining
(MMEJ), indépendante des facteurs NHEJ, se basant sur des microhomologies allant jusqu’a 10

nts. Cette voie est plus propice aux réarrangements chromosomiques (Deriano et al. 2013).

Recombinaison homologue (HR) — Deuxieme voie réparant les cassures doubles brins,
la recombinaison homologue a lieu durant la réplication, en phase G2 (Lieber 2010) et Ia
méiose (Hanaoka et al. 2016) dont nous ferons I'impasse dans cette introduction. Permettant
de ne pas générer d’erreurs, ni perdre d’informations génétiques, la HR nécessite cependant
la disponibilité du brin homologue non endommagé présent sur le chromosome sceur (Krejci
et al. 2012; Renkawitz et al. 2014). Mal réalisée la HR peut toutefois générer des
réarrangements chromosomiques créant de I'instabilité génétique pour la cellule (Hoanget al.
2010; Putnam et al. 2009). Une digestion des brins 3’ des deux extrémités de la cassure va
avoir lieu d’abord par le complexe MRN régulé par Sae2 (Lengsfeld et al. 2007), puis par la
Dna2 et le complexe STR ou Exo1 seul étendant cette digestion (Mimitou et al. 2008; Zhu et al.
2008). Le brin d’ADN rendu simple brin permet la fixation de RAD51 (Krejci et al. 2012). La
recombinaison homologue se divise alors en 3 sous-voies de réparation en fonction de la
topologie ou du locus de la cassure double brin. Elle est a distinguer du single-strand annealing
(SSA) pouvant alors, indépendamment de la fixation de RAD51 (Mimitou et al. 2008), réparer
la cassure double brin si elle se produit dans une région de séquence répétée par homologie
avec ces séquences. Le SSA géneére en effet une perte d’information génétique par rabotage
de séquences répétées (Hanaoka et al. 2016). RAD51 est capable d’aller chercher la séquence
complémentaire correspondant a 'ADN rendu simple brin au niveau du site de cassure,
formant ainsi une D-loop (Krejci et al. 2012; Renkawitz et al. 2014). Les trois voies qui suivent
alors sont le Break-induced replication (BIR), le synthesis-dependant strand annealing (SDSA)
et le double-strand break repair (DSBR). Le BIR est notamment utilisé lorsqu’un bout de bras
chromosomique est perdu (Malkova et al. 2013). Le SDSA correspond lui a un enléevement de

la structure D-loop créée lorsque la synthese du brin complémentaire est terminée. Cette
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disparition de la structure D-loop se fait notamment par des hélicases (Paques et al. 1999;
McMahill et al. 2007). Le DSBR lui correspond a une stabilisation de la structure D-loop par
I'invasion de la deuxieme extrémité simple brin du chromosome endommagé sur le
chromosome sceur. Dans le cas du BIR et du SDSA on note la formation d’une seule jonction
d’Holliday alors que le DSBR lui en compte deux (Llorente et al. 2008). La synthése des brins
complémentaire dans tous les cas a été montrée comme assurée par PCNA, Dpb1l et les
polymérases réplicatives (6 et €) (Germann et al. 2011; Maloisel et al. 2008). Le choix entre
SDSA et DSBR a été montré comme influencé par des hélicases telles que Mph1, Srs2, Sgs1 et
Irc20 promouvant le SDSA en enlevant notamment le brin envahissant (Ira et al. 2003; Prakash
et al. 2009; Miura et al. 2012; Burkovics et al. 2013). Le DSBR lui est favorisé par Rad52

promouvant I’invasion du second brin (Bi et al. 2004).

Synthése de translésion — Dans |'idéal, tous les dommages a I’ADN sont réparés avant
le passage en phase S de la cellule. Cependant, de par leur nombre ou leur complexité
(pontages interbrins) certains dommages persistent jusqu’en phase S. Ces dommages peuvent
alors bloquer les ADN polymérases haute-fidélité en charge de la réplication (pol 6 et pol &)
avec leur complexe associé. On parle alors de blocage de fourche de réplication. Ces
dommages peuvent étre réparés avec (NHEJ) ou sans perte d’information génétique (HR) aidé
par la voie de réparation Fanconi (voir ci-dessus). Dans le cas de la HR, on parle alors de
tolérance aux dommages a I’ADN, car elle permet la copie de ’'ADN méme si des dommages
sont encore présents dessus. Il existe toutefois une autre voie de tolérance aux dommages a
I’ADN, appelée synthese d’ADN en translésion (TLS), utilisant le brin endommagé comme
support de réplication. Cette synthese en translésion s’effectue notamment par le biais d’ADN
polymérases spécifiques. Il est a noter que ces polymérases peuvent étre employées
ponctuellement notamment dans la voie Fanconi et NER décrites plus tot. Il existe chez
I"'Homme trois familles de polymérase avec des capacités de TLS, la famille-Y (POLH, POLI, POLK
et REV1) (W. Yang 2014), la famille-B (pol a, pol 8, pol € et pol {) (Kazlauskas et al. 2020) et la
famille-A (pol 6 and pol v) (Arana et al. 2008; Takata et al. 2006). La famille-Y est engagée
exclusivement pour du TLS (Hanaoka et al. 2016) alors que la famille B compte des polymérases
réplicatives, mais dotées d’activité TLS (Kazlauskas et al. 2020). Du fait de leur nombre
conséquent, nous nous concentrerons ici sur les polymérases participant a la réparation des
dommages induits par le cisplatine ou les ROS générés par celui-ci.

Pour la famille-Y, ces polymérases sont moins fideles que les polymérases réplicatives

pour synthétiser I’'ADN non endommagé, car dépourvues pour la plupart d’activité de
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relecture. Elles possédent aussi une processivité réduite, mais arrivent a synthétiser ’ADN
complémentaire en translésion de facon fidéle (W. Yang 2014). Pour la POLH, cette derniére a
été montrée comme réparant efficacement et de facon fidéle les pontages intrabrins (1,2-
d(GpG)) générés par le cisplatine (Y. Zhao et al. 2012; A. Alt et al. 2007). A I'inverse, elle génére
des erreurs en passant a travers les 8-oxoG générées par des ROS (McCulloch et al. 2009). Elles
possedent une faible processivité, synthétisant ainsi de faibles portions d’/ADN (Pavlov et al.
2001). La POLI quant a elle passe moins bien au travers des |ésions traitées par la POLH comme
les 8-0x0G (Yanbin Zhang et al. 2001) mais passe a travers d’autres types de Iésions, dont nous
ne traiterons pas ici (Hanaoka et al. 2016). La POLK est capable de passer a travers beaucoup
de lésions dont 8-oxoG générées par les ROS incorporant des A en complément et plus
rarement des C (Y. Zhang et al. 2000). Elle fait des syntheses plus longues que POLH et POLI de
25nts en pouvant insérer ou supprimer des nucléotides (Ohashi et al. 2000). REV1 insére
préférentiellement des dCTPs plutot que les autres nucléotides (Nelson et al. 1996) réparant
ainsi les sites apuriques ou apyrimydiques, et passant a travers les mutations de guanines dont
les 8-0xoG induites par ROS mais de fagon inefficace (Nelson et al. 1996).

Pour la famille-B, la pol T a la capacité de fagon inefficace de passer a travers beaucoup
de dommages dont les sites apuriques/apyrimidiques et la modification de guanines, 8-o0xoG,
générés par les ROS (Haracska et al. 2001). Elle pourrait aussi déclencher des cascades de
signalisation de par sa mauvaise fidélité (Hanaoka et al. 2016).

Pour la famille-A, il est a noter que cette famille est dotée d’une processivité modérée
et ne possede pas, comme la famille-Y, d’activité de relecture exonucléase leur donnant ainsi
une faible fidélité (Arana et al. 2008; Takata et al. 2006). Il a été montré que la pol v pouvait
passer a travers des pontages interbrins causés par le psoralen sans erreur (Zietlow et al.
2009). Ce passage translésionnel de la pol v dans un pontage interbrin n’a pas été montré

cependant pour d’autres génotoxiques.

Liens entre voies - Ces différentes voies de réparations ne sont pas complétement
séparées, ni dans le temps ni dans les facteurs qu’elles utilisent, et forment en réalité un réseau
dense qui interagit. En effet, beaucoup de facteurs d’une voie se retrouvent aussi impliqués
dans une autre. C’est notamment le cas comme cité ci-dessus des polymérases TLS avec le NER
et Fanconi. Des facteurs de NER interviennent aussi dans la voie Fanconi. XRCC1 a par exemple
était montré comme un composant essentiel pour le BER et le NER ainsi que pour la réparation
de cassures simple brin (Moser et al. 2007). Entre autres, lorsqu’un systéme de réparation

n‘arrive pas a réparer un site endommagé voire occasionne méme d’autres dommages ou des
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mésappariements de nucléotides (comme avec les polymérases TLS), une autre voie peut alors
s’en charger. Certaines voies peuvent néanmoins étre en compétition comme la HR et le NHEJ
parexemple ou il a été montré que le complexe Ku70/80 a la base de la voie NHEJ pouvait étre
enlevé par le complexe HR chez la levure (Shim et al. 2010; Mimitou et al. 2010). Entre autres,
les régulations de ces deux voies sont opposées, car dépendantes de facteurs pouvant agir en
tant qu’inhibiteur d’une voie et activateur de l'autre. C’est notamment le cas pour BRCA1
favorisant la HR et réprimant le NHEJ et 53BP1, TP53 et RIF1 a l'inverse (Hanaoka et al. 2016).
Cette opposition permet de faire le choix entre ces deux voies de réparation en charge de

réparer toutes deux les cassures double brin.

Cas du cisplatine - Dans le cas du cisplatine, il a été montré que les pontages intrabrins
sont préférentiellement réparés par le NER associé ou non a I’'ARN polymérase Il (Moggs et al.
1997). Cette réparation a été montrée comme 15 a 20 fois plus rapide pour les pontages
intrabrins 1,3 par rapport aux pontages intrabrins 1,2. Elle passe par une coupure minimale de
29 nts autour du site du pontage suivi d’'une synthése de la séquence manquante par
polymérase (Moggs et al. 1997). Entre autres, il a aussi été reporté que le MMR pouvait réparer
de fagon non robuste certains pontages intrabrins (Vaisman et al. 1998). Pour les pontages
interbrins, certes moins abondants, ces derniers ont été observés comme plus difficilement
réparable parle NER. En effet, il a été montré chez|’Homme que des facteurs du TC-NER couplé
a REV1 et a la pol { pouvaient enlever des pontages interbrins induits par le cisplatine, et cela,
en dehors de la phase S (Enoiu et al. 2012). Ces pontages persistent donc en partie jusqu’a la
réplication de la cellule et peuvent contribuer au stress réplicatif bloquant les fourches de
réplication (Long et al. 2011; Raschle et al. 2008; Knipscheer et al. 2009). lls sont pris alors en
charge par la voie Fanconi, puis par préférentiellement la HR ou le NHEJ (voir ci-dessus).

Dans le cadre des dommages des ROS générés par le cisplatine, ces derniers peuvent

étre pris en charge par des polymérases TLS, le BER, NER et MMR.

IV.3.2 Voies de signalisation et activation des points de contréle du cycle cellulaire

Tout au long de ces voies de réparation, des facteurs vont étre responsables de la
signalisation des dommages de la cellule. Les facteurs clés médiant cette signalisation
appartiennent au groupe des phosphatidylinositol 3’ kinase (PI3K)-related kinases (PIKKs) et
comprennent une sous unité de la DNA-PKcs, ATM et ATR (Lanz et al. 2019). lls vont étre activés
en étant recrutés par des facteurs des voies de réparation. Dans le cas d’ATR, ce dernier est

activé grace a son partenaire ATRIP (Blackford et al. 2017). Dans le NER et la HR, I’excision de
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la partie endommagée et la digestion de l'extrémité 3’ respectivement laissent la partie
complémentaire en simple brin, permettant le recrutement de RPA. Ce recrutement serait
notamment reconnu par ATRIP activant donc ATR (Hanaoka et al. 2016). De facon générale,
ATR reconnait ainsi ’ADN simple brin, dont les fourches de réplication a I'arrét (Lanz et al. 2019)
mais aussi une grande variété d’autres dommages. En effet, le recrutement par RPA n’est pas
suffisant pour activer totalement ATR et de nombreux coactivateurs ont pu étre décrits dans
la littérature (Blackford et al. 2017). C’est notamment le cas de FANCM dans la voie Fanconi

gui a été montrée comme participant a I’activation d’ATR (voir ci-dessus).

Pour ATM et la DNA-PKcs, ces derniers reconnaitraient plus spécifiguement les cassures
double brin. Pour la DNA-PKcs, cette derniere est recrutée au niveau des cassures par le
complexe Ku (voir ci-dessus). Pour ATM, NBS1 sous unité de MRN permettrait |a aussi son
recrutement aux cassures double brin (Blackford et al. 2017). Entre autres, il a été montré que

XPC pouvait aussi participer au recrutement d’ATM (Basu et al. 2010).

Il est aussi a noter que les PIKK peuvent aussi exercer un contrble sur les voies de
réparation en étant par exemple nécessaires a l'activation de certains facteurs de la voie. C’est
notamment le cas d’ATR-ATRIP qui participe a la phosphorylation de FANCD2 (Shigechi et al.
2012) dans le complexe FANCD2-FANCI permettant ultérieurement sa mono-ubiquitination
I'activant. Un facteur central, P53, va s’activer par phosphorylation a l'aide d’ATR, ATM, Chk2
ou la DNA-PKcs (J. Yang 2003). P53 est a l'interface de nombreuses voies cellulaires comme le
cycle cellulaire, I'apoptose, la réponse au stress, la différenciation cellulaire, la prolifération,
I'autophagie, la réponse antioxydante et joue donc un role extrémement important dans la
réponse aux dommages a I’ADN (Kastenhuber et al. 2017). Comme dit précédemment, P53 est
aussi déterminant dans le choix s’'opérant entre une réparation par NHEJ ou HR. Dans le cas du
cisplatine, il a notamment été montré que l'activation de P53 et la signalisation s’effectuaient

notamment via une signalisation par ATR et non pas par ATM (Pabla et al. 2008)

Cette signalisation va lors déclencher une cascade de régulation touchant en premier
lieu le cycle cellulaire a différentes étapes (Figure 19). Une part importante de la signalisation
DDR est I'activation des points de contrdle (« checkpoints ») du cycle cellulaire, qui conduisent
a un arrét transitoire du cycle. Ces arréts transitoires du cycle doivent étre distingués de la
guiescence, de la différenciation terminale et de la sénescence. La quiescence est un état non
prolifératif transitoire (sortie du cycle cellulaire en GO) induit par divers stimuli comme la perte

d’adhésion ou I'inhibition par contact, mais elle est réversible lorsque ces stimuli disparaissent.
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La différenciation terminale correspond a une sortie permanente du cycle cellulaire sans stress
persistant. La sénescence correspond a un état physiologique non prolifératif permanent
combiné a un stress persistant comme le raccourcissement des téloméres ou l'activation
d’oncogenes. Elle agit comme garde-fou pour la cellule (Pack et al. 2019). Larrét du cycle
cellulaire est un événement ponctuel pouvant conduire a la quiescence, la différenciation
terminale, la senescence, 'apoptose ou le redémarrage du cycle cellulaire. Cet arrét permet
notamment de laisser le temps de réparer les dommages a I’ADN a l'aide des différentes voies
de réparation. Il est a noter que l'arrét de cycle cellulaire se produit tout au long de lavie de la
cellule notamment a cause de la réplication, qui est une étape complexe (Pack et al. 2019). Ce
stress réplicatif endogéne multifactoriel (Zeman et al. 2014) peut alors étre accentué grace

aux agents génotoxiques.
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Figure 19 : Cycle cellulaire et points de contréle du cycle contr6lé par le DDR (du the Cancer
Research Product Guide Edition 3, 2015)

Les dommages a ’ADN peuvent étre détectés a tout moment du cycle. Les senseurs et protéines kinases
ATM et ATR ainsi que la DNA-PKcs sont recrutés au site de dommage. Les kinases Chk1 et Chk2 sont a
l'origine de la cascade de signalisation qui active les points de contréle en phase G1 et G2. De
nombreuses autres kinases et cyclines sont impliquées a divers points de contréle du cycle.

La voie ATR est essentielle a la cellule, car impliquée dans la réplication de I’ADN, sa
réparation et le contréle du cycle. Chk1 est un des facteurs cible de ATR qui va médier une

grande partie de ses fonctions (Hanaoka et al. 2016). ATR peut aussi activer Chk2 de fagon plus
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minoritaire (Pabla et al. 2008). Comme mentionné précédemment, I’activation d’ATR se fait
principalement parla détection d’ADN simple brin lié a RPA résultant soit de dommages a ’ADN
soit d’une fourche de réplication a l'arrét durant la réplication (voir ci-dessus). Dans cette
these, nous supposerons que les arréts de fourches sont principalement dus a la présence de
dommages a ’ADN non réparés bloquant les polymérases réplicatives, bien qu’il existe d’autres
causes d’arrét de fourche di a des causes endogénes (Zeman et al. 2014). U'activation de Chk1
se fait par polyphosphorylation médiée par ATR (Shimada et al. 2008; Liu et al. 2000). Chk1
phosphoryle ensuite les phosphatases CDC25A et C (Y. Sanchez et al. 1997; Jin et al. 2003)
réprimant I'activité des CDK 1 et 2 en phase S et G2 (Jin et al. 2003). Cette répression inhibe la
transition de la phase G2 a la mitose et bloque la phase S. Les blocages en phase S se nomment
aussi points de contréle intra-S. lls sont principalement dus a des blocages de fourches de

réplication dus aux dommages activant ATR/ATRIP-Chk1 (lyer et al. 2017).

La voie ATM est, elle aussi, importante permettant notamment I'activation de Chk2 en
détectant notamment les cassures double brin (Blackford et al. 2017). Ce dernier agit
également sur CDC25A et C et médie un blocage en S et un blocage de transition entre phase

G2 et mitose (J. Yang 2003).

ATM, ATR, CHK2 ainsi que la DNA-PKcs permettent aussi une activation de P53 (via une
activation de Mdm?2) entrainant un blocage de la cellule en phase G1 via une activation de
CDKN1A/p21 (J. Yang 2003; Murray et al. 2020). Les PIKK permettent aussi une signalisation
des dommages sur les nucléosomes via notamment une phosphorylation de I’histone H2AX
(on parle de yH2AX). La DNA-PKcs n’est pas connue pour interagir avec Chk1 et 2 mais participe

néanmoins a cette signalisation sur I’histone H2AX (Blackford et al. 2017).

Dans le cas du cisplatine, il est documenté dans différents types cellulaires que ce
dernier peut bloquer les cellules en phase G2/M et en phase S en activant Chk1 et Chk2.
L'activation de ces kinases serait médiée essentiellement par ATR induisant aussi une activation

de P53 (Pabla et al. 2008).

IV.3.3 Régulation de I'expression des génes

Il est a distinguer deux types de régulation génique en réponse aux dommages de
I’ADN. D’une part, pour certains agents génotoxiques (UV-C, camptothécine, cisplatine), les
dommages induits dans les génes induisent des pauses de I'’ARN polymérase Il et inhibent
I’élongation de la transcription (Mufioz et al. 2009; Cullinane et al. 1999). D’autre part, la
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cascade de signalisation DDR active des facteurs régulateurs de la transcription, notamment le
facteur de transcription p53 (Lanz et al. 2019). Dans le cas du cisplatine, il a été montré une
forte activation de p53 par phosphorylation liée a I'activation d’ATR et médiant un réle central
dans I'induction de I'apoptose. P53 va activer une série de génes impliqués dans la réparation,

le cycle cellulaire et I'apoptose (Ghosh 2019).

IV.3.3.1 Régulation co- et post-transcriptionnelle des ARN

En ce qui concerne les régulations géniques apportées par les agents génotoxiques, ces
derniers peuvent réguler I'épissage alternatif, le clivage/ polyadénylation, la stabilité et la
traduction des ARNm en modulant l'activité (ou I'expression) de facteurs impliqués dans ces
processus ou dans leur régulation (protéines liant ’'ARN ou miARN par exemple) (Dutertre,
Lambert, et al. 2014; Dutertre et al. 2021). Il est notamment documenté que les UV peuvent
affecter I'épissage alternatif (Munoz et al. 2009). La camptothécine (inhibiteur de
topoisomérase | induisant des cassures d’ADN) a été montrée comme perturbant I'épissage
alternatif de genes clés comme MDM?2 via une inhibition de I'interaction entre les facteurs
EWS et YB-1 (qui sont associés a I’ARN pol Il). Cet effet se produit également avec la
doxorubicine (inhibiteur de topoisomérase Il) et le cisplatine (Dutertre et al. 2010). Plus tard,
dans le cadre d’un traitement a la doxorubicine, une régulation d’exons terminaux alternatifs
d’un groupe de genes a pu étre notée. Cette régulation passe en partie par une inhibition d’une

protéine liant I’ARN et régulant I'épissage, HUR (Dutertre, Chakrama, et al. 2014)

Dans le cas du cisplatine, il a notamment été montré dans le carcinome du sein une
altération de 717 événements d’épissage dont 245 touchant des exons cassettes. Les genes
dans lesquels cette altération prend place sont des genes de cycle cellulaire, de maturation
des ARNm et d’épissage des ARN pré-messagers. Cette altération a été montrée comme
dépendant de P110pB, une PI3K mais aussi de SRSF4 un régulateur de I'épissage. Lorsque ce
facteur est déplété, une partie des altérations de I'épissage de méme que la mortalité induite
par le cisplatine sont perdues (Gabriel et al. 2015). Publié récemment dans un autre article sur
le cancer du sein, une équipe a confirmé I'impact du cisplatine a I'échelle du génome sur
I'épissage des ARN pré-messagers. Elle s'est notamment concentrée sur un gene, COASY,
impligué dans le métabolisme mitochondrial. Elle a notamment observé qu’en réponse au
cisplatine, une isoforme de ce géne excluant les exons 4 et 5 était générée. Cette régulation de
I'isoforme passerait par I'inactivation de RBM39, un effecteur de I'épissage via une interaction

avec c-Jun en réponse au cisplatine. Expérimentalement, les régulations apportées par
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I'inhibition de RBM39 recoupent celles induites par le cisplatine, sans toutefois toutes les
expliquer. Le cisplatine induirait donc par d’autres mécanismes son role sur I’épissage.
Lisoforme COASY délétée des exons 4 et 5 augmenterait la sensibilité au cisplatine en
entravant lafonction mitochondriale (Lemaitre et al. 2022). Dans ces deux études, il semblerait
gue ce soit I'action du cisplatine sur des facteurs impliqués dans la maturation des ARN pré-
messagers qui soit responsable de son effet sur I"épissage des genes. Entre autres, une
traduction différentielle des ARNm semble aussi impliquée dans la résistance au cisplatine.
Dans des cellules NSCLC, il a notamment été observé que la traduction de 'ARNm du géne
USP1, impliqué dans les voies de réparation, était inhibée en réponse au cisplatine dans les
cellules sensibles, mais pas dans les cellules résistantes au cisplatine. Cette absence
d’inhibition de traduction a été montrée comme médiant la résistance en resensibilisant les

cellules par inactivation ou inhibition de la protéine USP1 (Sourisseau et al. 2016)
IV.4 Cisplatine et cancer

Le cisplatine est principalement utilisé dans 3 types de cancer : les cancers du poumon,

les cancers de l'ovaire et les cancers du testicule.

Dans le cas des cancers du poumon, le cisplatine est utilisé pour les deux types de
cancer les pluscommuns, le cancer du poumon a petites cellules (SCLC : Small cell lung cancer)
et le cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC : non small cell lung cancer), qui est le
plus fréquent. Traitement le plus efficace pour un SCLC, le cisplatine est utilisé
systématiquement apres diagnostic (Abrams et al. 2003). Etant plus agressif en se développant
rapidement et générant facilement des métastases, le diagnostic d’un SCLC est posé en général
alors qu’il y a déja plusieurs tumeurs disséminées dans le patient (Ghosh 2019). Dans le cas du
NSCLC, le cisplatine est utilisé sur les stades précoces de la maladie apres une ablation

chirurgicale de la tumeur supposée unique (Ghosh 2019).

Pour les cancers épithéliaux de l'ovaire, ces derniers sont en général traités par ablation
chirurgicale de la tumeur suivie d’un traitement au cisplatine dans le but de tuer les
potentielles cellules restantes de I'opération (Dasari et al. 2014). Pour éviter les rechutes dues
a la résistance, des thérapies combinant le cisplatine avec d’autres agents chimiques peuvent

étre utilisées (Ghosh 2019).
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Dans le cas des cancers du testicule, le cisplatine est aussi utilisé pour les deux
principaux types de cancers, le cancer du testicule séminome et non séminome (Ghosh 2019).
Le cisplatine est le traitement le plus efficace pour les patients avec cancer du testicule
séminome avec 85% de guérison (Motzer 1993). Pour les cancers du testicule non séminome,
le cisplatine est utilisé en combinaison avec d’autres drogues en fonction du sous-type
tissulaire avec au moins 90% de patients guéris dans le cas de tératome par exemple

(Dearnaley et al. 1991).

Le cisplatine peut aussi étre utilisé de facon moins systématique dans d’autres types de
cancers tels que les cancers du cerveau chez I'enfant, les cancers gastriques, du colon, du sein,
de la téte et du cou, de la vessie et certains lymphomes et leucémie (Wiltshaw 1979; Khan et
al. 1982; Koizumi et al. 2008; Previati et al. 2006; Ajani et al. 2008; Decatris et al. 2004;
Tsimberidou et al. 2009; Dhar et al. 2011). Il n’est cependant pas le traitement de prédilection,

car n’étant pas pour ces cancers le traitement le plus optimal existant.

Bien que le cisplatine soit une drogue trés utilisée en chimiothérapie, ce dernier est

aussi connu pour sa grande toxicité.
IV.4.1 Toxicité

Bon nombre d’effets secondaires indésirables apparaissent lors du traitement au
cisplatine. Une corrélation a pu étre établie entre la sévérité des effets secondaires
indésirables observée et la dose de cisplatine utilisée (Astolfi et al. 2013), montrant
I'importance d’éviter le surdosage. Cependant, un équilibre doit étre trouvé entre efficacité du
traitement et tolérance a la toxicité du cisplatine par le patient. La palette des effets
indésirables du traitement cisplatine est tres large allant de symptomes de nausées et de
vomissements (Kosmas et al. 2001) a une importante toxicité sur les organes notamment vis-

a-vis des reins (Tang et al. 2023).

Lors d’un traitement au cisplatine, plus de 90% du cisplatine est éliminé du corps par
excrétion rénale (Tsang et al. 2009). Une accumulation de cisplatine dans les reins peut avoir
lieu. Cette accumulation cause des dommages séveres aux reins et provoque des maladies
chroniques du rein. A I’échelle des tissus et des cellules tubulaires du rein, cette accumulation
provoque des dommages a I’ADN, des pathologies mitochondriales, du stress oxydatif et du
stress du réticulum endoplasmique (Tang et al. 2023). Cela provoque par la suite de
I'autophagie, de l'apoptose, de la nécrose et inflammation programmée, de I'arrét de cycle
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cellulaire et de la sénescence. Cette toxicité rénale est observée lors d’un traitement cisplatine

unique pour 28 a 36% des patients (Ghosh 2019).

D’autres organes peuvent étre touchés par des lésions notamment le foie, I'appareil
gastrointestinal et I'oreille interne. Dans le cas du foie et de l'oreille interne, cette toxicité est
principalement médiée parla génération de ROS (Ghosh 2019). Pour l'oreille interne, cet exces
de ROS dans les cellules de la cochlée peut provoquer des pertes auditives permanentes,
bilatérales dans les hautes fréquences (McKeage 1995; Sheth et al. 2017). Pour |'appareil
gastrointestinal, le cisplatine peut provoquer des diarrhées, perte de go(t et de nombreuses
inflammations notamment au niveau du pancréas, des muqueuses. Une toxicité touchant un
nombre de patients plus faible a aussi été observée notamment au niveau du systéme

cardiovasculaire et nerveux ainsi qu’au niveau des yeux (Ghosh 2019).

Pour éviter ces effets de toxicité, différentes stratégies sont mises en ceuvre. Pour
contrer les effets dus aux ROS générées par le cisplatine, des antioxydants sont prescrits aux
patients. Entre autres, il a été noté qu’une hydratation importante des patients limitait les
phénoménes de néphrotoxicité (Tsang et al. 2009; Skinner 1995). Des équipes tentent aussi de
synthétiser des analogues basés sur du platine moins toxiques mais tout aussi efficaces pour
substituer le cisplatine, une partie de la toxicité du cisplatine reposant sur les doses utilisées.
D’autres équipes essayent de combiner le cisplatine avec d’autres agents chimiques afin de
diminuer la quantité de cisplatine utilisée tout en gardant la méme efficacité thérapeutique

(Ghosh 2019).

La toxicité du cisplatine n’est cependant pas le seul probleme apparaissant lors des
chimiothérapies. En effet, comme mentionné ci-dessus malgré la grande efficacité des
premiers traitements cisplatine d’un patient, permettant méme une guérison pour certains, il
est souvent observé l'apparition de cellules résistantes au cisplatine. Ces cellules moins
sensibles aux doses thérapeutiques provoquent la rechute des patients traités et sont tres

souvent le signe d’'un mauvais pronostic de survie sur le long terme (Ghosh 2019).

IV.4.2 Résistance

De facon générale, certains types de cancers sont plus résistants a des agents
génotoxiques que d’autres. Pour le cisplatine, il a été notamment observé que les cancers des
testicules, des ovaires, SCLC, de latéte et du cou y sont sensibles alors que les cancers du colon
et NSCLC y sont plus résistants (Fuertes et al. 2003; Muggia et al. 1993).
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La résistance au cisplatine survient aux différentes étapes d’action du cisplatine (Figure
20). Une résistance au cisplatine peut notamment étre acquise en limitant la concentration de
cisplatine dans la cellule. Pour ce faire, il peut y avoir une diminution de I'import actif du
cisplatine par répression des canaux de transport CTR1, le plus souvent associée a un mauvais
pronostic. A I'inverse, la résistance peut aussi étre due a une augmentation du nombre et de
I'activité des pompes responsables de I'export du cisplatine telles que les transporteurs du
Cuivre ATP7A et B ou encore le transporteur de cassette liant 'ATP MRP2 et MXR (Song et al.
2022). Globalement, la concentration de cisplatine dans la cellule est corrélée au pronostic a

long terme du patient (S.-H. Chen et al. 2019).

Une fois entrés dans la cellule, certains agents génotoxiques peuvent étre rendus
inactifs grace a divers processus. Dans le cadre du cisplatine, cela passe par de fortes réactions
chimiques avec des molécules chargées négativement ciblées par le cisplatine comme le
glutathion réduit et les protéines metallothionein. Dans le cas de la liaison glutathion réduit-
cisplatine, cette liaison est notamment catalysée par la glutathion-S-transférase (GST). En liant
le cisplatine, ces molécules neutralisent |'effet du cisplatine sur ’ADN, mais aussi son effet sur

I'induction de stress oxydatif (Song et al. 2022).
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Figure 20 : Mécanismes de résistances au cisplatine (de Song et al. 2022)
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Des mécanismes de résistance au cisplatine peuvent intervenir avant I'action du cisplatine sur 'ADN ou
des ROS qu’il génere (Pre-target), lors des dommages a 'ADN induit par le cisplatine ou les ROS qu’il
génere (On-target) ou lors du déclenchement de la cascade de signalisation des dommages pouvant
aboutir a I'induction de mort cellulaire ou a des arréts de cycle (Post-target). Eventuellement, certains
états physiologiques particuliers participent indirectement a la résistance au cisplatine par des
changements de processus cellulaires ou de voies de signalisations majeurs. Des marques
épigénétiques peuvent aussi participer a ce processus (Off-target).

La résistance au cisplatine passe aussi par la capacité de la cellule a réparer rapidement
les dommages a I’'ADN occasionnés par le cisplatine ou les ROS générés par ce dernier. Comme
mentionné précédemment, la grande majorité des dommages cisplatine est réparée par le
NER. On observe de ce fait une surexpression de ERCC1, protéine clé du NER, dans les cellules
résistantes (S.-H. Chen et al. 2019), augmentant |'activité réparatrice de la voie NER. Il est
également connu que le cisplatine est plus efficace sur des cellules déficientes en polymérases
TLS (Y. Zhao et al. 2012; Hanaoka et al. 2016), en HR et dans les voies de réparation (Fanconi
et TC-NER couplées aux polymérases TLS) des cassures double brin induites notamment par
les pontages interbrins du cisplatine, telle que BRCA1 et 2 (S.-H. Chen et al. 2019; Hanaoka et
al. 2016; Enoiu et al. 2012). D’autres voies de réparation, telles que le MMR, ont été
documentées comme favorisant une résistance au cisplatine. Cette résistance par le MMR
passe par des mutations ou répressions notamment vis-a-vis des facteurs en amont de la voie
telles que MSH2 et MLH1 (Galluzzi et al. 2012). Pour certains, I’hypothese admise serait que
le MMR tenterait de réparer les pontages cisplatine, mais en y insérant beaucoup d’erreurs.
Ces erreurs seraient alors reconnues et déclencheraient une cascade de signalisation pro-
apoptotique arrétant le cycle et tuant les cellules (Galluzzi et al. 2012). Cependant, d’autres
études tendent a montrer que le réle de sensibilisation apportée par les facteurs de MMR ne
serait pas lié a leurs roles sur la réparation en elle-méme (Basu et al. 2010). Au niveau des
polymérases TLS, I'expression de la polymérase H a par exemple était montrée comme
associée a la survie de patients atteints de cancer du poumon. La surexpression de REV3 sous-
unité catalytique de la polymérase Tinduirait aussi une résistance au cisplatine (Galluzzi et al.
2012). Par ailleurs des cellules acquiérent une résistance face au cisplatine en contrant la
génération de ROS. Elles favorisent I'expression de facteurs de transcription telles que Nrf2
médiant le contréle transcriptionnel de genes impliqués dans I’homéostasie cellulaire de

I'oxydo-réduction (S.-H. Chen et al. 2019).

Comme mentionné précédemment, si la cellule cancéreuse n’arrive pas a réparer a
temps certains pontages, des mécanismes de signalisation apoptotique se déclenchent. Dans

le cas de cellules résistantes, ces dernieres modulent notamment ces cascades de signalisation
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responsables de I'induction de I'apoptose ou d’autres formes de mort. Globalement, dans le
cadre de la résistance au cisplatine, les cellules résistantes vont favoriser I'expression
d’oncogénes comme c-myc, c-abl, c-fos et H-ras et réprimer par inhibition, mutation ou
diminution de I'expression les genes suppresseurs de tumeur tels que TP53 (Ghosh 2019). Une
activation de la voie NF-kB est aussi responsable d’'une augmentation de la prolifération et une
diminution de I'apoptose. Plusieurs facteurs de la voie MAPK ont pu aussi étre reliés aux
phénomeénes de résistance sans pour autant conclure sur le réle pro ou anti-apoptotique
(Galluzzi et al. 2012). Des membres de la famille de BCL2 ainsi que de nombreuses caspases
ou ligands de caspases ont pu étre montrés comme régulés dans le cadre de la résistance au
cisplatine (Galluzzi et al. 2012). Il a aussi été rapporté que des cellules tiraient leur résistance
al’apoptose induite parle cisplatine de certains facteurs de la voie NER. Une diminution d’XPC
pourrait empécher le recrutement d’ATM, bloquant la cascade de signalisation (Colton et al.

2006).

La résistance des cellules cancéreuses aux traitements génotoxiques est déterminée
par la mutation ou la régulation d’expression de nombreux genes impliqués dans les processus
mentionnés ci-dessus. Outre les régulations transcriptionnelles, un grand nombre de miARN
et circARN agissant sur la stabilité ou la traduction ont été impliqués dans la résistance au

cisplatine (F. Li et al. 2023; S. Wang et al. 2020).

D’autres caractéristiques telles que le microenvironnement cellulaire de la tumeur,
I'immunogénicité et la topologie de la tumeur (comprenant l’irrigation sanguine et
I'accessibilité aux cellules immunitaires) en elle-méme ont été montrés comme impliqués dans
la résistance (S.-H. Chen et al. 2019). Cependant, ne travaillant que sur des modeles de lignées
cellulaires immortalisés ou d’origine tumorale, nous ferons I'impasse sur de telles régulations

dans le cadre de mon projet.

Certains mécanismes de résistance passent par des changements majeurs dans les
processus cellulaires et voies de signalisations qui perturbent indirectement l'action du
cisplatine ou qui bloquent l'induction de mort cellulaire. C’est notamment le cas de
l'autophagie, de la transition epithelio-mesenchymale, de la réponse aux chocs thermiques et
a certains cancers acquérant des propriétés proches des cellules souches (stemness, en
anglais) (Song et al. 2022). Des modifications épigénétiques telles que les méthylations M6A
ou encore certaines marques d’histones sont aussi connues pour altérer I'expression de génes

impliqués dans la résistance au cisplatine (F. Li et al. 2023). La résistance aux génotoxiques
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peut aussi impliquer des régulations de I’épissage alternatif. Dans des modeles de cancer du
sein résistant a la doxorubicine, plus d’'une quarantaine de facteurs d’épissage et des milliers
d’événements d’épissage alternatif ont pu étre montrés comme régulés. Deux facteurs
d’épissage, ZRANB2 et SYF2, ont été montrés comme contribuant a cette résistance en
modulant I’épissage alternatif de gene (ECT2) participant a la résistance (Tanaka et al. 2020).
Dans le carcinome épidermoide buccal, il a été montré que le géne CD44 était épissé
difféeremment dans les cellules résistantes au cisplatine (Qiao et al. 2023). Cette différence
d’épissage permet par la suite une activation des cellules dendritiques médiant cette

résistance.

IV.5 Liens entre IPA et DDR

IV.5.1 Régulation des genes de DDR au niveau de I'lPA

Au cours des différentes études définissant le réle de CDK12 et U1l snRNA a l'aide
d’inhibiteurs comme répresseurs de I'IPA, les auteurs ont noté un enrichissement en genes

impligués dans la DDR.

IV.5.1.1 Régulation par CDK12

Plusieurs moyens ont été développés pour inhiber ou réprimer I'expression de CDK12,
qui agit en complexe avec la cycline K (Dixon-Clarke et al. 2015). Des papiers utilisent
notamment des approches avec des siARN/shARN contre CDK12 (Blazek et al. 2011; Tien et al.
2017; Krajewska et al. 2019) ou la cycline K (Tien et al. 2017; Sun et al. 2022). Certains auteurs
ont développé a l'aide de systeme CRISPR-cas9 des cellules présentant une mutation
homozygote de CDK12 sensible a des analogues d’ATP |'inhibant lorsque délivrés a la cellule
(Chirackal Manavalan et al. 2019). Cela permet d’étre le plus spécifique possible a CDK12 tout
en gardant les avantages d’utilisation des inhibiteurs. Plusieurs types d’analogues sont utilisés
dans la littérature, mais le fonctionnement est similaire (Chirackal Manavalan et al. 2019;
Tellier et al. 2020; Fan et al. 2020). Par ailleurs, des études ont réalisé des inactivations par
CRISPR des génes CDK12 et/ou CDK13, qui est trées homologue a CDK12 (Dubbury et al. 2018;
Quereda et al. 2019). Une série d’inhibiteurs de CDK12 a été développée dont le plus utilisé
est THZ531 (T. Zhang et al. 2016; Krajewska et al. 2019; Fan et al. 2020), qui inhibe aussi CDK13.
D’autres auteurs utilisent le dinaciclib mais celui-ci inhibe aussi CDK 1, 2, 5 et 9 (Johnson et al.

2016). Une étude a développé uninhibiteur dual de CDK12 et CDK13 appelé SR-4835 (Quereda
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et al. 2019). Du fait de la spécificité variable de ces inhibiteurs, une approche complémentaire

pour réprimer CDK12 est souvent réalisée dans ces études.

Lun des premiers papiers montrant I'impact de la répression de CDK12 sur les génes
de DDR utilisait des siARN dans les HEK et les Hela. A la suite de la déplétion de CDK12 par
siARN, une diminution de I'expression de BRCA1, FANCI, FANCD2 et ATR a été observée (Blazek
et al. 2011). Dans une autre étude, a la suite d’un traitement avec THZ531, les auteurs
montrent une diminution d’expression des génes FANCF, ERCC4 et BRCA1 (Paculova et al.
2017; T. Zhang et al. 2016). Lors d’un traitement a la dinaciclib confirmé ensuite par shARN
contre CDK12, les auteurs observent une diminution du recrutement de BRCA1 et RAD51 aux
cassures doubles brins (Johnson et al. 2016). Plus tard, une équipe a montré que l'inhibition
de CDK12, cette fois-ci dans le neuroblastome, réprimait BRCA1, FAN1, RAD51, BLM, PALB2 et
EXO1 tous impligués dans le DDR et particulierement le HR (Krajewska et al. 2019). Il est a
noter que toutes les études sont en accord pour montrer la répression de BRCA1 a la suite de
la perte fonctionnelle de CDK12. Une grande partie d’entre elles mentionnent un phénotype
dit de « BRCAness », c’est-a-dire des effondrements de fourches réplicatives dus a une HR
défectueuse (Dubbury et al. 2018; H.-W. Wang 2019; Quereda et al. 2019; Sun et al. 2022). En
revanche, chaque étude trouve a chaque fois d’autres genes différents réprimés dans la voie
HR ou dans la voie Fanconi. Cette différence pourrait s’expliquer soit par la spécificité des
différentes méthodes utilisées pour réprimer CDK12, soit par une potentielle régulation tissu
spécifique du mode d’action de CDK12. Une étude a montré que la perte fonctionnelle de
CDK12 était différente d’'une perte totale de HR car présentant des marques de large

duplication en tandem témoignant d’une activité résiduelle de la HR (Popova et al. 2016).

De facon cohérente avec I'impact de l'inhibition de CDK12 sur divers génes de DDR
(notamment HR), les auteurs ont aussi montré que ces inhibitions pouvaient sensibiliser des
cellules cancéreuses aux génotoxiques. Blazek et al. ont trouvé que la déplétion par siARN de
CDK12 sensibilisait les cellules a I’étoposide, la mitomycine C et la camptothécine. Montré tout
d’abord dans le cancer du sein triple-négatif, l'inhibition de CDK12 permet aussi de
resensibiliser les cellules aux PARPi (Johnson et al. 2016). Plus tard, dans des cellules de cancer
du sein triple-négatif, une sensibilisation aux PARPi et aux agents génotoxiques (cisplatine,
doxorubicine et irinotecan) par CDK12i a pu étre validée (Quereda et al. 2019). Cette
sensibilisation passe par une meilleure induction de dommages de I'ADN, de I'apoptose et une

diminution de la croissance tumorale chez des souris xénogreffées. Une autre étude sur le
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cancer de la prostate résistant a la castration, observe qu’un traitement inhibant CDK12 ou la
cycline K permettrait aussi de sensibiliser ces cellules aux PARPi (Sun et al. 2022). Ces
sensibilisations passent notamment par l'obtention d’'une mortalité similaire face a I'agent
génotoxique, mais pour des doses de cet agent beaucoup plus modérées. Par ailleurs, il a été
montré que les cellules cancéreuses présentant des mutations rendant inactif CDK12 étaient

plus sensibles au cisplatine (Joshi et al. 2014).

En plus d’une répression de voie de DDR telle que la HR, un effet de la répression de
CDK12 sur la mortalité endogéne a pu étre noté. En effet, déja observé par Blazek et al dans
les HEK et les Hela en siARN, CDK12i a été remarqué comme provoquant par lui-méme la mort
des cellules dans des lignées Jurkat (T. Zhang et al. 2016). Cet effet a pu étre confirmé dans des
cellules de neuroblastome ou CDK12i a été montré comme cytotoxique (Krajewska et al. 2019).
Une autre étude montre par inhibition endogéne de CDK12 et/ou de CDK13 une certaine
redondance de ces kinases dans le maintien de la viabilité et de la prolifération cellulaire (Fan
et al. 2020). Ces résultats sont a mettre en paralléle avec le fait que CDK12 se retrouve muté
et sa mutation associée a un mauvais pronostic dans certains cancers. C’est notamment le cas
pour le cancer du sein (Paculova et al. 2017), le carcinome des ovaires (Ekumi et al. 2015) et le
cancer de la prostate (Sun et al. 2022). Ces mutations répriment CDK12 et affectent la HR
provoquant de la BRCAness. Ces effondrements et impossibilités de réparer de fagon fidele
une cassure double brin induisent de l'instabilité génétique favorisant la tumorigénése
(Dubbury et al. 2018). Cela permettrait aux cellules cancéreuses d’augmenter leur taux de
mutations et de réarrangements chromosomiques (Paculova et al. 2017) explorant ainsi plus
de pistes d’échappement thérapeutique. Cependant, cette instabilité est a double tranchant
et permet d’étre plus sensible aux génotoxiques comme montré ci-dessus (Dubbury et al.
2018). La mutation de CDK12 ou son inhibition a donc un double réle dans I'oncogenése et la

réponse aux traitements (Paculova et al. 2017).

En tout premier lieu, il a d’abord été observé que l'inhibition de CDK12 diminuait
I’expression de genes de DDR en diminuant I’élongation de la transcription et |la processivité. Il
a été montré que CDK12 est présent au niveau des genes actifs et des enhancers (T. Zhang et
al. 2016) et que THZ531 inhibe I'élongation de la transcription. Une corrélation a pu étre
observée entre traitement par THZ531 et une inhibition des facteurs de transcription (T. Zhang
et al. 2016). Une autre étude sur des cellules Jurkat et HEK en TT-seq et mNET-seq, des

ségquencages basés sur I’ARN pol Il en cours de transcription, mesurant les effets directs de
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I'inhibition de CDK12 (par THZ531 et des analogues d’ATP, 1-NM-PP1), a notamment montré
qgue 'inhibition de CDK12 diminue globalement I'’élongation de la transcription de I’ARN pol Il
et réduit la phosphorylation de la sérine 2, mais aussi de la sérine 5 de la queue CTD. Les
chercheurs expliquent la perte d’élongation avec une perte totale d’association entre I’ARN pol
Il et LEO1, CDC73 et partielle avec PAF1 et SPT6, des facteurs d’élongation, en interactome
(Tellier et al. 2020). Cependant, une étude basée sur des RNA-seq et ChIP-seq a montré que
I'inhibition de CDK12 ne diminuait pas le niveau global de phosphorylation de 'ARN pol Il en
sérine 2 bien qu’observant une diminution des ARN pol |l porteuses de la phosphorylation en
sérine 2 dans les genes ou une perte de processivité de I'’ARN pol Il a été montré (Chirackal
Manavalan et al. 2019). Cette non diminution de la phosphorylation de la sérine 2 observée
globalement pourrait cependant étre attribuée a un probleme de sensibilité du ChiIP-seq,
I'anticorps utilisé pourrait étre saturé sans traitement avec l'inhibiteur. Au niveau
transcriptionnel, il a été montré que I'inhibition de CDK12 provoquait des variations d’épissage
(Sun et al. 2022; Krajewska et al. 2019) et que CDK12 était de facon générale impliqué dans
I'épissage (Paculova et al. 2017). Il a été aussi montré que CDK12 régule |'épissage alternatif
du dernier exon notamment dans ATM et DNAJB6, deux génes de DDR (Tien et al. 2017). L'état
de phosphorylation de la sérine 2 de la queue CTD de I’ARN pol Il a par ailleurs pu étre relié a
la polyadénylation (Hsin et al. 2012). CDK12 a été montré comme médiant cette
phosphorylation régulant ainsi le PCPA (Davidson et al. 2014). Globalement, la perte de
processivité et I'inhibition d’élongation notées précédemment ont pu étre reliées a une
augmentation des événements d’IPA et d’utilisation des polyA proximaux (Krajewska et al.
2019; Fan et al. 2020). l'inhibition de CDK12 augmente globalement I'IPA permettant ainsi la
diminution de la production d’ARNm pleine longueur, et cela, préférentiellement dans les
génes de DDR (Dubbury et al. 2018) confirmée plus tard par d’autres études (Quereda et al.
2019; Magnuson et al. 2022). CDK12 aurait aussi des effets sur la dégradation des ARN en plus
de ses effets sur la terminaison prémature de la transcription et I'épissage (Magnuson et al.
2022). Certaines études ont voulu regarder les cibles de phosphorylation de CDK12. L'une
d’elle trouve plus d’'une cinquantaine de facteurs régulés dans les 30 min apres ajout de
CDK12i. lls sont principalement impliqués dans la transcription et la maturation des ARN. Une
autre partie, étonnamment, serait engagée dans des processus d’export nucléaire, de
différenciation cellulaire et de mitose (Bartkowiak et al. 2019). 'autre étude montre, elle aussi,
une phosphorylation par CDK12 de facteurs de maturation de I’ARN dont U1 snRNP (Krajewska
et al. 2019).
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Par ailleurs, la répression de la cycline K permettrait aussi d’induire I'lPA au niveau de
I'intron 3 du gene codant le récepteur aux androgénes dans le cancer de la prostate résistant
a la castration sans que les auteurs aient pu déterminer la fonction de cette isoforme IPA (Sun

et al. 2022).

La spécificité de CDK12 pour réguler les génes de DDR serait due aux caractéristiques
de ces génes. La premiere étude basée sur des siARN contre CDK12 avait montré que la
répression d’expression des genes de HR était notamment due au fait que ces génes sont longs
avec beaucoup d’introns (Blazek et al. 2011). Cette tendance a pu étre confirmée par la suite,
trouvant au passage que les génes régulés au niveau de leurs polyA proximaux par CDK12
contenaient plus de sites polyA (Tien et al. 2017). Une autre étude a montré par la suite que
CDK12 inhiberait, de facon dépendante de la longueur, les geénes d’une taille supérieure a 45
kb dont une bonne proportion sont effectivement impliqués dans le DDR. Ce défaut
d’élongation serait d{i aux caractéristiques propres des génes possédant plus d’introns, plus
longs avec un contenu AT riche présentant donc plus de sites IPA et moins de sites liant Ul
snRNA. La longueur du premier intron semblerait jouer aussi un role important. De par son
influence sur I'’élongation de la transcription et la polyadénylation intronique, 'inhibition de
CDK12 ciblerait donc préférentiellement les geénes longs comme les génes de DDR (Krajewska
et al. 2019). Toutefois, une autre étude montre que méme si les genes de HR sont enrichis en
sites polyA dans les introns, ils sont quand méme plus sensibles a la perte de CDK12 que

d’autres genes possédant le méme nombre de sites polyA (Dubbury et al. 2018).

En plus de son action sur le DDR, il a été montré que l'inhibition de CDK12 provoquait
une inhibition du cycle cellulaire. En effet, par RNA-seq et ChIP-seq en utilisant THZ531 ou des
analogues de I'ATP (3-MB-PP1) sur des lignées HCT116 CDK12 sensibles a lI'analogue, des
chercheurs ont bien observé que les génes de DDR étaient enrichis dans cette diminution de
I’expression, mais qu’en deuxieme position figurait le groupe des genes de réplication de 'ADN.
Ils observent qu’a la suite de cette diminution de I'expression de ces genes, les cellules se
bloquent progressivement en phase G1 ne pouvant continuer en phase S (Chirackal Manavalan

et al. 2019).

IV.5.1.2 Régulation par U1 snRNA

Il a été montré dans des expériences utilisant I'inhibiteur de U1 snRNA, U1-AMO, que

certains groupes de genes semblaient plus sensibles a I'induction d’IPA. En effet, au cours
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d’une étude décrivant les fonctions de U1 snRNA notamment vis-a-vis de son réle d’inducteur
d’IPA, les genes impliqués dans la réplication de I'ADN et les points de contréle du cycle
cellulaire ont été décrits comme subissant préférentiellement des événements d’IPA (Oh et al.
2017). Une autre étude a observé que lorsque U1l snRNP était surexprimée dans des cellules
HCT116, uneirradiation aux UV-C induisait moins de fragmentations d’ADN (phénotype associé
alamort par apoptose) et moins d’inductions d’IPA dans des genes testés (Devany et al. 2016),

mais le lien potentiel entre les deux effets n’a pas été montré.

On pourrait ici supputer d’un possible impact de U1 snRNP sur la DDR favorisant ainsi

une possible sensibilisation aux génotoxiques comme dans le cas des inhibiteurs de CDK12.

IV.5.2 Régulation des isoformes IPA par les agents génotoxiques

Les inducteurs d’IPA influencent I'expression des génes de DDR, mais a l'inverse, il a

aussi été montré que des traitements génotoxiques régulent I'expression des isoformes IPA.

Une premiere étude a I'aide de puces exons a observé une régulation a grande échelle
des isoformes ALE en réponse a la camptothécine et a la doxorubicine (inhibiteurs de
topoisomérase | et Il, respectivement) dans des cellules de cancer du sein (Dutertre,
Chakrama, et al. 2014). Les topoisomérases sont une famille de 6 protéines chez ’'Homme
permettant de désenchevétrer 'ADN par cassure simple brin-ligation lorsque ce dernier se
retrouve trop enroulé dans le cadre de la réplication, transcription, recombinaison et
compaction chromatinienne créant des torsions (Ashour et al. 2015). La doxorubicine et la
camptothécine répriment les exons ALE proximaux (utilisant un site IPA) par rapport aux exons
ALE distaux (dernier exon du gene) dans 80% et environ 50% des cas respectivement. La
régulation des exons ALE par la doxorubicine, qui a été confirmée et étendue par des analyses
des isoformes IPA par 3’-seq, est enrichie dans les génes de DDR et de cycle cellulaire et est
médiée en partie par une protéine de liaison aux ARN, HUuR/ELAVL1 (Dutertre, Chakrama, et

al. 2014; Chakraborty et al. 2022).

Deux études, par RNA-seq et 3’-seq dans des lignées cellulaires humaines, ont montré
gu’un traitement aux UV-C augmente I'expression des isoformes IPA par rapport auxisoformes
pleine-longueur dans de nombreux genes (Devany et al. 2016; Williamson et al. 2017). Selon
les études, cette régulation était médiée par une inhibition de I'élongation et de la processivité
de la transcription dans les génes longs (ce qui diminue la production des isoformes pleine-
longueur) ou par une diminution de U1 snRNA, qui est un répresseur de I'IPA (voir ci-dessus).
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La diminution d’U1 snRNA par les UV avait été précédemment décrite (Morra et al. 1986). Il
esta noter que chezlalevure S. cerevisiae, en réponse au 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) qui
mime |'exposition aux UV, plus de 2000 génes ont montré un changement d’utilisation des
sites polyA, le plus souvent une diminution des sites polyA intragéniques (a noter qu’il n'y a
pas d’intron dans la quasi-totalité des génes chez S. cerevisiae) par rapport au polyA canonique
(Graber et al. 2013). Les causes de ce changement ont été attribuées a une inhibition
d’expression protéique de la machinerie de clivage/polyadénylation ainsi qu’une différence
dans les séquences régulatrices en Cis du site polyA contrblant ainsi probablement leur

activité.

Récemment, mon équipe a observé qu’un autre agent génotoxique, le cisplatine,
régule les isoformes IPA a grande échelle dans les cellules humaines, comme nous le verrons

dans la partie suivante.
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V.

Données préliminaires et Objectifs

Avant mon arrivée dans mon équipe d’accueil, celle-ci avait pu mettre en évidence, par
des analyses de 3’-seq dans des lignées cellulaires de cancer du poumon NSCLC (H358 et
A549), qu’en réponse au cisplatine les cellules favorisaient I'expression des isoformes IPA par
rapport aux transcrits pleine-longueur (ratio IPA :LE) dans un grand nombre de genes (voir
I'article 1 ci-dessous). De plus, le statut traductionnel des isoformes IPA étant globalement peu
connu, mon équipe avait étudié I'engagement des isoformes IPA dans les polysomes, en
ségquencant par 3’-seq les ARN de fractions polysomes lourds (enrichies en ARNm activement
traduits) et cytosol total (pour comparaison). Cette analyse a révélé un groupe d’isoformes IPA
qui étaient trés peu abondantes dans les polysomes lourds par rapport au cytosol total (et par
rapport a I'isoforme LE du gene correspondant). Ces isoformes IPA étaient enrichies dans la
partie 5’ des génes (5’'IPA). Comme discuté plus haut, ce type d’isoforme IPA était tres peu
caractérisée et considérée soit comme dégradée dans le noyau (Ogami et al. 2017; Chiu et al.
2018) soit comme étant des ARN longs non-codants (Singh et al. 2018) mais un seul d’entre

eux avait une fonction montrée (Williamson et al. 2017).

Au vu de ces données, le premier objectif de ma thése a été de déterminer si les
isoformes 5’IPA induites par le cisplatine ont un réle dans la réponse cellulaire a ce
génotoxique, role qui pourrait étre dii soit a une fonction non-codante soit au codage de

microprotéines.

Par ailleurs, au vu des liens entre IPA et DDR, en particulier au vu des données
suggérant que U1 snRNA régule I'IPA (PCPA) dans des génes de DDR et de cycle cellulaire (Oh
et al. 2017) et impacte I'apoptose induite par les radiations UV-C (Devany et al. 2016), mon
deuxieme objectif a été de déterminer si le blocage de Ul snRNA avec U1-AMO pourrait

permettre de sensibiliser les cellules NSCLC au cisplatine, via une induction de I'IPA.

Globalement, ces deux objectifs permettraient de mieux comprendre le réle et I'impact
de I'IPA dans la réponse des cellules cancéreuses au cisplatine, et, pour la premiére partie, de
mieux connaitre les fonctions potentielles des isoformes IPA produites dans la partie 5’ des

genes.

77



VI.

Articles

VI.1 Les isoformes de polyadénylation intronique dans la partie 5’ des génes
constituent une source de microprotéines et sont impliquées dans la

réponse cellulaire au cisplatine
VI.1.1 Introduction

Avant mon arrivée au laboratoire, mon équipe avait démarré une analyse a grande
échelle de la régulation et de la traduction des isoformes IPA en réponse au cisplatine dans
des lignées de cancer du poumon NSCLC (Figures 1 et 2). Précédemment d’autres
génotoxiques comme les UV-C ou la doxorubicine avait été montrés comme régulant I'lPA,
mais la traduction des isoformes IPA était peu caractérisée globalement. Je me suis
notamment intéressé aux isoformes 5’IPA, qui sont générées dans la partie 5’ des genes et qui
sont souvent considérées comme non fonctionnelles et avec un faible potentiel codant. Jai
contribué a I'étude de la fonction de ces isoformes 5’IPA au regard de la réponse au cisplatine,
ainsi que leur traduction en microprotéines, classe émergente de petites protéines (moins de
100 acides aminés)(Figures 3 a 7). Les analyses bioinformatiques des séquencgages ont été
réalisées par des bioinformaticiens mais j'ai pu participer au premier essai de combinaison des
bases de données de Ribo-seq et de Spectrométrie de Masse. Une ingénieure m’a aidé a
I'obtention des résultats présentés en Figure 7. Cette étude a été déposée dans bioRxiv et est

en évaluation a review commons (une plateforme d’EMBO press) depuis le 5 décembre 2023.
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ABSTRACT

Transcript isoforms generated by intronic polyadenylation (IPA) are widely regulated in various biological
processes and often encode protein isoforms. Microproteins are small proteins translated from small
open reading frames (sORFs) in noncoding RNAs and mRNAs, but their production by IPA isoforms is
unknown. Using 3’-seq and long-read RNA-seq analyses in lung cancer cells, we show that cisplatin, a
DNA-crosslinking anticancer agent, upregulates IPA isoforms relative to full-length mRNAs in long genes.
A subset of cisplatin-regulated IPA isoforms are poorly associated with heavy polysomes and terminate
upstream of the annotated translation initiation codon of genes. Such IPA isoforms in the PHF20 and
PRKAR1B genes are associated with light polysomes, contain Ribo-Seg-supported sORFs in an
alternative last exon within the annotated 5’'UTR part of genes, and are translated into microproteins. For
PRKAR1B, the microprotein was detected by Western blot and immunofluorescence after transfection of
a tagged isoform; and siRNA depletion of the endogenous IPA isoform, CRISPR deletion of the IPA site,
or CRISPR mutation of the sORF initiation codon led to increased cell survival to cisplatin. Based on
Ribo-Seq and mass-spectrometry data sets, we identified 156 genes producing both a canonical protein-
coding mRNA and a microprotein-coding 5’UTR-located IPA isoform (coined miP-5’UTR-IPA isoform)
regulated by cisplatin. Finally, the regulation of (miP-5’UTR-)IPA versus full-length isoforms by cisplatin
involved an inhibition of transcription processivity in a FANCD2 and senataxin-dependent manner.
Altogether, these findings reveal the novel paradigm of miP-5’UTR-IPA genes and their role in cancer
cell response to a genotoxic agent.

KEYWORDS

Intronic polyadenylation — Alternative last exon — DNA-damaging agent — Small ORF — Micropeptide

HIGHLIGHTS

- Cisplatin increases intronic-polyadenylation versus full-length transcript isoforms in long genes through

a FANCD2 and senataxin-dependent decrease of transcription processivity

- A subset of cisplatin-regulated intronic-polyadenylation isoforms terminate in the annotated 5'UTR part

of genes and encode microproteins, thus we coined them miP-5’'UTR-IPA isoforms

- The miP-5’UTR-IPA isoform of PRKAR1B impacts cisplatin sensitivity and its effect is mediated by its
small ORF

- We identify 156 genes producing both a canonical protein-coding mRNA and a microprotein-coding
miP-5’"UTR-IPA transcript



INTRODUCTION

Intronic polyadenylation (IPA), sometimes referred to as splicing-dependent, upstream region- or coding
region- alternative polyadenylation (APA), corresponds to the use of a polyadenylation site (polyA site)
located upstream of the last exon (LE) of a gene and allows the production of transcripts with alternative
last exons (ALEs) (1-4). Genome-wide analyses using 3’-seq (RNA-seq focused on the 3’ end of
polyadenylated transcripts) and other approaches have revealed regulation of the IPA:LE isoform ratio in
many human genes across tissues and in various biological processes, such as cell differentiation,
proliferation, and cell responses to DNA-damaging agents and other stress inducers, with different
stressors inducing different global patterns of IPA:LE isoform regulation (5—-13). The mechanisms of IPA
regulation have been intensively studied, with many regulatory factors acting at the levels of splicing,

polyadenylation, and transcription elongation and processivity (1—4).

In contrast, relatively little is known about the translation outcome of IPA isoforms. On the one hand,
dozens of IPA isoforms were shown to encode protein isoforms (3) and a recent genome-wide analysis
showed that the majority of cytosolic IPA isoforms are associated with polysomes, suggesting they are
translated (11). On the other hand, some studies identified two IPA isoforms with noncoding RNA
functions (8, 14), IPA isoforms degraded by the nuclear exosome (15, 16), and abundant IPA isoforms
with a low predicted coding potential that were therefore classified as long noncoding RNAs (IncRNAS),
but their function and translation status were not studied (17). Microproteins, also called micropeptides or
sORF-encoded peptides, are an emerging class of proteins of less than 100 amino acids that are
encoded by small open reading frames (sORFs) found in IncRNAs, canonical mMRNAs (either upstream,
downstream, overlapping or inside the annotated canonical ORF), and circular RNAs (18, 19). An
increasing number of human microproteins are involved in biological processes (18, 20, 21). IPA

isoforms constitute a potential but unexplored source of microprotein production.

Cisplatin is a DNA-crosslinking anticancer agent that is widely used in non-small cell lung cancer
(NSCLC) treatment (22). It widely regulates alternative splicing (23, 24) but little is known about its
effects on IPA isoforms. In this study, by investigating on IPA isoform regulation by cisplatin in NSCLC
cells, we identified cisplatin-regulated IPA isoforms that terminate within the annotated 5’UTR part of
genes, encode microproteins, and impact cell response to cisplatin. These findings reveal the existence
of genes (which we call miP-5'UTR-IPA genes) producing both a canonical protein-coding mRNA and a

microprotein-coding IPA transcript.

MATERIAL AND METHODS
Plasmid construction

PHF20 sORF#1, PRKAR1B sORF#1 and PRKAR1B sORF#2, together with the ALE sequence upstream
of the SORF and with a carboxy-terminal Flag tag, were obtained by RT-PCR (using primers described in
Table S1) and cloned into the pTRIPAU3-MND-IRES-GFP plasmid (25) between the MND promoter and

an internal ribosome entry site driving the expression of green fluorescent protein (GFP).

Cell culture, transfection, and treatment



Cells were cultured in RPMI-1640-Glutamax (H358) or DMEM (A549, HelLa, HEK-293T) medium
(GibcoBRL, Life Technologies, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated
fetal calf serum (GibcoBRL), in 5% CO,at 37°C. All cell lines and CRISPR clones were authenticated by
STR analysis. Cisplatin was obtained from Selleckchem (Euromedex, Souffelweyersheim, France) and
resuspended in DMSO. Unless otherwise stated, cisplatin was used at 25 and 100 pM in A549 and H358
cells, respectively. Cell treatment with vehicle (DMSO) was always done in parallel to cisplatin treatment.
Reverse transfection of siRNAs (Eurogentec, Belgium; Table S2) was performed using Lipofectamine
RNAimax (ThermoFischer Scientific, France) and following the manufacturer's instructions. For plasmid
transfection, cells were seeded in 6-well plates containing Marienfeld Superior cover glasses; the next
day, cells were transfected for 24 hours with 5 pg of plasmid, 7.5 uL of Lipofectamine 3000 and 10 pL of
P3000 (ThermoFischer Scientific, France) in the case of HelLa cells, or with 4 ug of plasmid and 9 pL of

Lipofectamine 2000 (ThermoFischer Scientific, France) in the case of HEK-293T cells.
WST1 and FACS analysis

For cell growth and viability analysis, cells were seeded in 96-well plates. Following cisplatin treatment,
cell viability was assayed in triplicate wells using WST1 (Sigma Aldrich, France) according to the
manufacturer's instructions. For FACS analysis of DNA content, cells were fixed with 70% cold ethanol
for 30 min on ice, treated with RNase A (20 pg/ml) for 20 min and stained with propidium iodide (10
png/ml). Flow cytometric analysis of 10000 cells was performed on a FACScan flow cytometer (BD

Biosciences) and data were recovered using the CellQuest software (BD Biosciences).
Protein extraction and Western blot

For immunoblotting, cells washed three times in PBS were lysed in RIPA buffer (150mM NaCl, 50mM
Tris HCI pH 8, 0.1% SDS, 1% Nonidet P40, 0.5% Na deoxycholate, 0.1mM PMSF, 2.5ug/ml pepstatin,
10pg/ml aprotinin, 5ug/ml leupeptin, 0.2mM NasVO,) for 30 min on ice and pelleted. Protein
concentration was determined using the Pierce BCA Protein Assay kit (Biorad). Proteins were then
separated in 10-12% SDS-PAGE gels (or Tris-Tricine gel 16% gels for microproteins) and electroblotted
onto PVDF membranes. Membranes were incubated overnight at +4°C with antibodies against PRIM2
(PA5-48859; ThermoFisher Scientific), PRKAR1B (PA5-55392, ThermoFischer Scientific), actin (Sigma-
Aldrich, Lyon, France), GAPDH (G8795, Merck) or Flag (F1804, Sigma Aldrich), then for one hour with a
horse-radish peroxidase-conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit antibody (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA, USA). After washing, blots were revealed using the ECL

chemiluminescence method (Amersham, Les Ulis, France), according to the manufacturer’s protocol.
Immunofluorescence analysis

Transfected cells grown on Marienfeld Superior cover glasses were washed twice with ice-cold PBS,
fixed using 4% paraformaldehyde in PBS during 20 min, washed three times with PBS, permeabilized for
10 min with PBS-0.1% Triton-X, washed twice with PBS, blocked for 5 min with PBS-5% BSA, incubated
with Anti-Flag M2 antibody (F1804, Sigma Aldrich) at RT for 1 hour, washed twice with PBS, blocked
again, incubated with F(ab")2-rabbit anti-mouse IgG (H+L) cross-adsorbed secondary antibody, Alexa
Fluor 594 (A-21205, Invitrogen) in PBS-5% BSA for 1 hour, washed twice with PBS, incubated at RT with
PBS containing 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 0.1 pug/mL, and washed twice with PBS. Cover
glasses were mounted on slides in PBS, glycerol 15%, 1.4-diazabicyclo-(2.2.2) octane (DABCO, Sigma)
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100 mg/ml. For microscopy, acquisition was done with an exposure time of 50 ms for Trans-DIC, 20 ms
for DAPI 405, 200 ms for FITC and 600 ms for Tx2. Z stacking was used for imaging DAPI, FITC and

Tx2 with a step of 0,3um, £3 um around the acquisition point.
Preparation of cytosol and polysome fractions

Polysome profiling was performed as described previously (26). Briefly, cells treated or not with CisPt
were incubated at 37 °C with 100 pyg/mL cycloheximide in fresh medium for 5 min. Cells were then
washed, scraped into ice-cold PBS supplemented with 100 pug/mL cycloheximide, centrifuged at 3000
r.p.m. for 5 min. The cell pellets were resuspended into 400 yL of LSB buffer (20 mM Tris, pH 7.4, 100
mM NaCl, 3 mM MgCI2, 0.5 M sucrose, 1 mM DTT, 100 U/mL RNasin and 100 ug/mL cycloheximide).
After homogenization, 400 uL LSB buffer supplemented with 0.2 % Triton X-100 and 0.25 M sucrose was
added. Samples were stayed on ice for 30 min and centrifuged at 12,000 g for 15 min at 4 °C to pellet
nuclei. The supernatant (cytosolic extract) was adjusted to 5 M NaCl and 1 M MgCI2. The lysates were
then loaded onto a 5-50% sucrose density gradient and centrifuged in an SW41 Ti rotor (Beckman) at
36,000 rpm for 2 h at 4 °C. Fractions were monitored and collected using a gradient fractionation system
(Isco). RNA was extracted from the four heaviest polysomal fractions (pooled) for 3’-seq analysis or from

each fraction for RT-gPCR analysis.
RNA extraction

RNA from whole cells or fractionated cell lysates were extracted with TRIzol Reagent (TRIzol-LS for
polysomes; ThermoFischer Scientific) according to the manufacturer’s instructions, and 1 pl of GlycoBlue
(ThermoFisher Scientific) was added for RNA precipitation. RNA from whole cells was treated with
DNase | (TURBO DNA-free, ThermoFisher Scientific). RNA samples were quantified using a Nanodrop
2000 spectrophotometer (ThermoFischer Scientific). For sequencing, RNA samples were analyzed using
an RNA 2100 Bioanalyzer (Agilent).

RT-(q)PCR

Reverse transcription was performed on RNA using SuperScript Il Reverse Transcriptase
(ThermoFisher Scientific) and random primers. PCR was performed using GoTaq Flexi DNA Polymerase
(Promega), and PCR products were migrated on agarose gels. Quantitative PCR (qPCR) was performed
using Power SYBR Green PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific) on a CFX96 Real-Time PCR
Detection System (BioRad).

3’-seq experiments and bioinformatic analysis

5 ug of RNA were used for poly(A)+ RNA purification with Dynabeads mRNA DIRECT Micro Kit
(ThermoFisher Scientific). Poly(A)+ RNA was fragmented at 70°C for 5 min in RNA Fragmentation
Reagents (ThermoFisher Scientific). After ethanol precipitation, RNA was reverse transcribed using
anchored oligo-dT and SMARTScribe RT enzyme (Clontech) allowing to add adapter sequences to the 5°
and 3’ ends of RNA fragments. Libraries were amplified by 16 cycles of PCR with GoTaq Flexi DNA
Polymerase (Promega), purified using Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) magnetic beads, and
quantified with Quant-iT Picogreen dsDNA kit (ThermoFisher Scientific). A size selection step was done
using SPRIselect (Beckman Coulter) magnetic beads to obtain fragments of 150-300 bp. Purified

libraries were controlled by capillary electrophoresis (LabChip - Perkin) and quantitated by gPCR (KAPA



Library Quantification Kits lllumina Platforms - Roche). Pooled libraries (12 pM) with 30% of phiX were
subjected to single-end, 50 bp sequencing using the HiSeq 2500 machine (lllumina). Read 1 was read
with primer HP6 (lllumina) with 3 dark cycles (first 3 bases of read 1 were not read). Index i7 (6 pb

barcode) was read with primer HP8 (lllumina).

Raw reads were trimmed in their 5’ and 3’ ends to remove uninformative nucleotides due to primer
sequences, nucleotides added by SMART Scribe RT enzyme and polyA tail of mMRNAs. Trimmed reads
of 25 bp or more were aligned on the human reference genome (hg19) using Bowtie2 (version 2.2.5) (27).
Only reads with a mapping quality score (MAPQ) of 20 or more were retained (Samtools version 1.1) for
downstream analysis. Reads were then clustered along the genome using Bedtools (version 2.17.0) (28),
allowing a maximum distance of 170 bp (max library fragment length (300bp) — min fragment length
(60bp) — read length (50bp) — oligodT length (25bp)) and a minimum number of 5 reads per peak. Peaks
with a stretch of 6 consecutive As (or 8 As out of 9 nucleotides) within 150 bp downstream were filtered
out, as they are likely due to internal priming of oligo-dT. Overlapping peaks from all analyzed samples
were merged to define a common set of genomic windows corresponding to polyA sites. To annotate
peak location within genes, gene coordinates were obtained on the basis of overlapping Refseq
transcripts with the same gene symbol. Peaks overlapping any intronic region of a gene were classified
as intronic polyA (IPA) peaks. Peaks overlapping the last exon of a gene were classified as LE peaks.
Differential analyses between two conditions were done using three independent biological replicates per
condition. To compare the regulation of each IPA to the regulation of the gene’s last exon (taken as the

sum of the peaks in this exon), we used DESeq?2 (version 1.4.5) (29) and the following statistical model:
Yj=p+Li+C+(LC) + Ey

where Yj is the normalized counts of peak i in biological condition j, p is the mean, L; is the peak
localization (IPA or LE), C; is the biological condition, (LC); is the interaction between peak localization
and biological condition, and E; is the residual. P-values and adjusted P-values (Benjamini-Hochberg)
were calculated. For H358 cells, data using a false discovery rate (FDR) of 10% are shown. For A549
cells, data with p < 0.05 are shown, to avoid under-estimations of cross-comparisons between lists. The
complete bioinformatics pipeline (3-SMART package) described above can be freely downloaded at

GitHub (https://github.com/InstitutCurie/3-SMART) and can be run through a configuration file and a

simple command line. Annotated polyadenylation sites were retrieved from the Polya_DB 3 and
PolyASite 2.0 databases (30, 31).

Long-read RNA-seq (Iso-seq) and bioinformatic analysis

A starting amount of 1 pg was used for long read library preparation. The first step of cDNA synthesis
was done using the SMARTer PCR cDNA Synthesis Kit (Takara). Then, cDNA was amplified by 14 PCR
cycles and divided in two fractions to be purified with different AMPure PB beads (Pacific Biosciences)
ratio. In order to enrich for larger transcripts, a ratio of 0.4x was applied to a fraction (corresponding to 5
out of 8 of the initial volume), while the other fraction was purified with 1x ratio. For each sample, both
fractions were quantified with Qubit dsDNA high-sensitivity kit (ThermoFisher Scientific), qualified by
capillary electrophoresis (Bioanalyzer High Sensitivity DNA kit - Agilent), pooled equimolarly, and
subjected to the SMRTbell Template Prep Kit 1.0 (Pacific Biosciences). The first DNA damage and end
repair steps were applied according to the manufacturers’ recommendations. The following ligation was
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extended to 16 hours to improve efficiency. The final exonuclease treatment was applied to digest
unwanted molecules. The SMRTbells were quantified with Qubit dsDNA high-sensitivity kit
(ThermoFisher Scientific) and qualified by capillary electrophoresis as above. Complexes were prepared
following the manufacturer's recommendations using the Sequel Binding Kit 3.0 and the sequencing
Primer v3 (Pacific Biosciences). Each sample was sequenced on 4 SMRTcells 1M, on the Sequel |
system (Pacific Biosciences) using a loading molarity of 5 pM. For each SMRTcell, 10 hours of movie, 2
hours of immobilization, and 4 hours of pre-extension were set up. For bioinformatic analysis, subreads
coming from PacBio SEQUEL SMRTcells were processed via the SMRTLink’s IsoSeq v3.0 pipeline with

default parameters (https://github.com/PacificBiosciences/IsoSeg/blob/master/isoseq-clustering.md).

This pipeline is composed of the following 6 steps: Circular Consensus Sequence (CCS) calling, primer
removal/demultiplexing, refining, merging, clustering and polishing. Resulting CCS reads and HQ
transcripts were mapped with minimap2 (v2.17-r941) against hgl9 genome with the following
parameters: -ax splice -uf --secondary=no -C5 -06,24 -B4. Then, CCS reads were classified into 'last
exon (LE)' and 'intronic polyadenylation (IPA)" isoforms, depending on whether the 3'-end of the read was

located in the last exon of a gene or within a gene but upstream of the last exon.
Total-RNA-seq and analysis of transcription processivity

For total-RNA-seq, total RNA from whole H358 cells treated or not with cisplatin (2 biological replicates of
each condition) was subjected to DNAse | treatment. 500 ng of good quality RNA (RIN > 9) were used
for lllumina compatible library preparation using the TruSeq Stranded total RNA protocol allowing to take
into account strand information. A first step of ribosomal RNA depletion was performed using the
RiboZero Gold kit (Illumina). After fragmentation, cDNA synthesis was performed and resulting fragments
were used for dA-tailing followed by ligation of TruSeq indexed adapters. PCR amplification was finally
achieved to generate the final barcoded cDNA libraries. Libraries were equimolarly pooled and subjected
to gPCR quantification using the KAPA library quantification kit (Roche). Sequencing was carried out on
the NovaSeq 6000 instrument from lllumina based on a 2*100 cycle mode (paired-end reads, 100 bases)
using a S1 flow cell in order to obtain around 100 million clusters (200 million raw paired-end reads) per
sample. Fastq files were generated from raw sequencing data using bcl2fastq where demultiplexing was
performed according to barcodes. For each gene, the number of reads in the last intron was divided by
the number of reads in the first intron. Genes with at least 20% reduction of this ratio in cisplatin versus
vehicle conditions (p < 0.05) were considered to have their transcription processivity inhibited. A similar

method was used to analyze intronic probes in exon-arrays.
Other bioinformatic and statistical analyses

Intersection between lists of 3’-seq peaks were done using Bedtools (version 2.17.0) (28) allowing a gap
of 300 bp (Fig. 2C). Functional gene annotation analyses were done using the DAVID software (32, 33),
using the human genome as a reference. Genomic coordinates of sORFs were obtained from the
sORFs.org (using a FLOSS classification of ‘good’) and OpenProt databases (34, 35) and were crossed
with the genomic coordinates of cisplatin-regulated 5’'UTR-IPA (from gene start to IPA site). For each
experimental analysis, at least three independent experiments were performed. In bar charts, error bars
represent the standard error of the mean (SEM) that is the standard deviation divided by the square root

of sample number. Student's paired t-tests were considered significant if p < 0.05.
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CRISPR-Cas9 edited clones

Single guide RNAs (sgRNAs) and a donor block oligonucleotide (for the mATG design) were designed
using Integrated DNA technologies [IDT] design tool and those with the best on and off-target scores
were selected (Table S3). PAM sequences were mutated on the donor block oligo to avoid recutting. For
cell electroporation, 3.33 pg of Cas9 HiFi (IDT) in 0.5 pL of buffer R (Neon transfection Kit™,
Thermofisher) was mixed in a final volume of 1 pL with 22 picomol of sgRNA and incubated 10 to 20 min
at room temperature. 10°> A549 cells were resuspended in 9 pL of Buffer R and added. 21.9 picomol of
electroporation enhancer (IDT) and 22 picomol of donor block oligo (in the case of MATG) were added to
the mix for a final volume of 11.5 pL. Electroporation was performed on a Neon transfector
(ThermoFisher) at 1400 V with 4 pulses of 15 ms using Neon transfection kit 10 pL. Cells were seeded
into 96 well plates. For mATG, media contained HDR enhancer V2 (IDT) at 1.34 uM and were changed 1
day after transfection. For cell cloning, 100 pL of cell suspension at 0.8 cell per 100 pL of medium (half
fresh medium, half cell-conditioned medium filtered at 22 um) were seeded in 96 well plates. For
genomic DNA extraction, 25 pL of a trypsinized confluent cell plate was mixed with 25 pL of lysis buffer
(20 mM Tris HCI pH 8.3, 100 mM KCI, 5 mM MgClI2, 1% NP-40, 1% Tween-20, 1:50 proteinase K). After
10 min at 65°C and 10 min at 95°C, high fidelity PCR was performed using Phusion enzyme in 20 pL
final volume. Then, PCR products underwent either T7E1 enzymatic assay, restriction enzyme assay, or
DNA cleaning for sequencing. For T7E1 enzymatic assay, 5 pL of the PCR product was dehybridized for
10 min at 95°C, then rehybridized by decreasing temperature to 85°C at 2°C/sec and to 25°C at
0.3°C/sec, then 1 U of T7 endonuclease 1 (New England Biolabs) and NEB Buffer 2 were added,

samples were incubated for 1 hour at 37°C and analysed by electrophoresis on 1.2% agarose gel.

RESULTS
Cisplatin upregulates the IPA:LE isoform ratio in many genes

To analyze the impact of cisplatin on IPA isoform regulation, total RNA from the H358 human NSCLC
cell line treated for 24 hours with either cisplatin or vehicle were analyzed by 3’-seq, that relies on the
sequencing of regions preceding the 3’-terminal polyA tail of transcripts (36). Because 3’-seq analysis
can be flawed by internal priming of the oligo(dT) at genomic stretches of A’s, peaks ending near a
genomic stretch of A’s were discarded. We also verified that most of the selected peaks contained a
potential polyadenylation signal (AAUAAA-like motif; Fig. S1A). For each peak overlapping an annotated
intron, we analyzed the effect of cisplatin on its expression relative to the last exon (LE) of the cognate
gene. With a false discovery rate (FDR) of 10%, 2963 intronic peaks in 1987 genes were regulated by
cisplatin at 24 hours of treatment (Fig. 1A, ‘all’; Table S4). The vast majority of them (89%) were detected
at a level of at least 5% of the LE of the gene (Fig. 1A, ‘abundant’). Because internal priming artefacts
can be difficult to filter out bioinformatically, we also crossed our list of regulated intronic peaks with lists
of already published polyA sites identified in normal tissues (30, 31). Among the 2,963 regulated intronic
peaks, 1197 (40%) matched an annotated polyA site (Fig. 1A, ‘annotated’). Also, we found a similar
percentage of annotated polyA sites in our subsequent 3’-seq analyses on cytosolic fractions (see below),

which are unlikely to be subject to internal priming in introns. These data suggest that many of the



cisplatin-regulated intronic peaks that we identified may correspond to genuine polyA sites, that were not

annotated in normal tissues. We therefore decided to keep all regulated peaks for subsequent analyses.

Strikingly, about 95% of IPA regulation events by cisplatin corresponded to an upregulation of the IPA:LE
isoform ratio (Fig. 1A). This was in sharp contrast with the previously described effect of doxorubicin,
which repressed the IPA:LE ratio in the majority of cases (7, 11), but was reminiscent of the effect of
ultraviolet C (UV-C) irradiation (8, 9). Out of 84 IPA isoforms that were found to be upregulated by UV-C
by RNA-seq in a previous study (8), 34 (40%) were also upregulated by cisplatin (Fig. S1B).

Likewise, 3’-seq analysis on another human NSCLC cell line (A549 cells) treated for 16 hours with
cisplatin or with vehicle showed large-scale upregulation of IPA:LE isoform ratio (Fig. 1B and Table S7).
52% of the upregulation events in A549 cells were also found in H358 cells (Fig. S1C). Thus, large-scale
up-regulation of IPA.LE isoform ratio is a robust effect of cisplatin in two different NSCLC cell lines.
Analysis of gene functional annotation indicated that genes with cisplatin upregulation of the IPA:LE ratio
were enriched in functions related to the DNA damage response, cell cycle and cell death (Fig. 1C),
which are known to be impacted by cisplatin. Indeed, cisplatin induced cell cycle arrest and cell death in

a time and dose-dependent manner (Fig. S1D).

An example of regulated gene is PRIM2 (DNA Primase Subunit 2), which encodes a regulatory subunit
of DNA primase, a DNA replication enzyme. In PRIM2 intron 7, our 3’-seq data identified an IPA site,
which is annotated in PolyA DB_3 (chr6:57299993:+) and the expression of which was increased by
cisplatin relative to the LE of the gene (exon 14 ; Fig. 1D). Although no RefSeq transcript matched this
IPA site, long-read RNA-seq data that we generated in cisplatin-treated H358 cells showed the existence
of a spliced mRNA containing exon 7 and an ALE within intron 7, matching the regulated IPA site (Fig.
1D). This IPA isoform was confirmed by RT-PCR analysis using primers located in exon 7 and the ALE
(Fig. 1E-F). RT-gPCR analysis in both H358 and A549 cells validated the upregulation by cisplatin of the
IPA:LE ratio of PRIM2, which was mainly due to a decrease of the LE isoform, while IPA isoform levels
were maintained (Fig. 1G). This regulation by cisplatin was dose-dependent (Fig. S1E), led to decreased
PRIM2 protein levels (Fig. S1F), and preceded cell death induction (Fig. S1D-E). The upregulation of
IPA:LE isoform ratio by cisplatin was validated for additional genes by RT-PCR (Fig. S1G). In some
genes (ZFC3H1, HERC4), the IPA isoform was readily increased by cisplatin, but in most cases, the
regulation was merely due to a decrease of the LE isoform (Fig. S1G), as noted above for PRIM2 (Fig.
1G). Finally, the IPA:LE ratio was not upregulated by cisplatin in the HOMEZ gene, used as a control (Fig.
S1H).

To further assess the impact of cisplatin on IPA versus LE isoform regulation, we used single-molecule
long-read RNA-seq (Iso-Seq) in H358 cells treated or not with cisplatin. We obtained more than one
million transcripts in each condition (Fig. S1I). For each detected transcript, we determined whether it
terminated within the LE of a gene (LE transcript) or upstream of the LE (IPA transcript). Cisplatin
globally increased the proportion of IPA compared to LE transcripts by 20% (going from 12,7% to 15,3%;
Fig. 1H); this represents a substantial increase when considering that the IPA:LE isoform ratio was
upregulated in only 1875 genes in our 3-seq data. Furthermore, there were 2.53 times less LE
transcripts that were detected in cisplatin-treated cells only, when compared to vehicle-treated cells only;
meanwhile, there were 1.22 times more IPA transcripts (Fig. 11). Consistently, the fraction of genes

detected at the IPA but not LE level was increased by 2.08-fold by cisplatin treatment, going from 5.9%
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to 12.3%; meanwhile, the fraction of genes detected at the LE but not IPA level was slightly decreased,
going from 39% to 34% (1.15-fold decrease; Fig. 1J). Thus, both our 3’-seq and long-read RNA-seq data

indicate that cisplatin globally favors the expression of IPA isoforms when compared to LE isoforms.

A subset of IPA isoforms are depleted in heavy polysomes and terminate in the annotated 5'UTR

part of genes

To gain insights into the potential function of IPA isoforms, and because little is known about IPA isoform
translation on a genome-wide scale, we carried out 3’-seq analyses on the heavy polysomes fraction (HP,
corresponding to actively translated mRNASs) of cisplatin- and vehicle-treated A549 cells. As in the case
of cytosolic RNA that was analyzed in parallel (Fig. 1B), in the HP fraction cisplatin mostly upregulated
the IPA:LE isoform ratio (Fig. 2A and Table S8). These data suggested that at least a subset of cisplatin-

upregulated IPA isoforms are translated.

To compare the translation efficiency of IPA and LE isoforms, we then analyzed the relative abundance
of IPA and matched LE isoforms in HPs versus cytosol. Performing this analysis on all IPA isoforms (nhot
just those regulated by cisplatin), we observed that a subset of them exhibited a differential translation
efficiency (more often lower) relative to the corresponding LE isoform (Fig. 2B and S2A; Tables S9 and
S10). Thanks to these analyses, we identified a subset of cisplatin-upregulated IPA isoforms that were
efficiently translated: they were upregulated by cisplatin (relative to matched LE isoforms) in both cytosol
and HPs, and did not have a translation efficiency lower than the corresponding LE isoform (N=91; Fig.
2C and Table S11). These IPA isoforms likely encode protein isoforms with a truncated or distinct
carboxy-terminal domain, compared to the protein encoded by the full-length mRNA (LE isoform), as

previously shown for various genes (3).

These analyses also identified a subset of cisplatin-upregulated IPA isoforms that were inefficiently
recruited to HPs: they were upregulated by cisplatin (relative to matched LE isoforms) in the cytosol but
not in HPs, and had a lower HP:cytosol ratio than the corresponding LE isoform (N=210; Fig. 2C and
Table S11). One of these 210 IPA isoforms is produced by the ASCC3 (Activating Signal Cointegrator 1
Complex Subunit 3) gene and was previously reported to have a noncoding RNA function (8). In
agreement with our 3’-seq data, RT-qPCR analyses showed that the ASCC3 IPA isoform was
upregulated (relative to the LE isoform) by cisplatin in the cytosol (Fig. 2D, left) and had a much lower

HP:cytosol ratio than the LE isoform (Fig. 2E, left), which is consistent with its noncoding function.

When compared to the IPA isoforms that were efficiently translated (recruited to HPs), the inefficiently
translated ones were on average 2.9 times shorter (Fig. 2F). In addition, they were enriched 2.8 times in
the 5’ part of genes (Fig. 2G and S2B) and 7.3 times in the annotated 5’UTR part of genes (Fig. 2H). The
latter configuration means that the IPA isoform terminates upstream of the annotated translation initiation
site of the gene, which could explain the defect in recruitment to HPs. We thus coined such isoforms
5'UTR-IPA isoforms. (Of note, the ASCC3 IPA isoform is not a 5’UTR-IPA isoform because it is produced

from the coding region of the gene.)

For four genes with 5’UTR-IPA isoforms, namely PHF20 (PHD Finger Protein 20), PRKAR1B (Protein
Kinase cAMP-Dependent Type | Regulatory Subunit Beta), EIF4G3 (Eukaryotic Translation Initiation
Factor 4 Gamma 3) and LRRFIP2 (LRR Binding FLII Interacting Protein 2), we validated by RT-gPCR
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that the 5’UTR-IPA isoform was upregulated (relative to the LE isoform) by cisplatin in the cytosol and
had a much lower HP:cytosol ratio than the LE isoform (Fig. 2D-E). In other words, for these genes, the
IPA:LE isoform ratio was upregulated by cisplatin in the cytosol, and was much lower in HPs than in the
cytosol, in agreement with our 3’-seq data. Altogether, our 3'-seq data identify a set of IPA isoforms,
especially 5’UTR-IPA isoforms, that are upregulated (relative to the LE isoform) by cisplatin in the cytosol,

but are depleted in HPs when compared to cytosol.

The 5’UTR-IPA isoforms of the PHF20 and PRKAR1B genes impact cisplatin sensitivity

To determine whether the PHF20 and PRKAR1B 5’UTR-IPA isoforms may play a functional role in
cisplatin response, we designed two independent siRNAs that depleted each IPA isoform without
affecting the corresponding LE isoform (Fig. 3A). In A549 cells transfected with a control siRNA, cisplatin
decreased cell growth by about 60% (data not shown). siRNA-mediated depletion of both IPA isoforms
had no robust effect on cell growth in the absence of cisplatin (Fig. 3B), but reproducibly increased cell
survival to cisplatin, that is, cell growth in the presence of cisplatin normalized to cell growth without drug
(Fig. 3C). These data indicate that the PHF20 and PRKAR1B 5’'UTR-IPA isoforms, whose expression is
maintained following cisplatin treatment (Fig. 2D), inhibit cell survival to cisplatin. Because cisplatin
decreases the expression levels of the LE isoforms of these genes (Fig. 2D), we also determined the
effects of depleting these isoforms on cell growth. For both genes, two independent siRNAs that depleted
the LE but not the IPA isoform led to decreased cell growth in both the absence and presence of cisplatin
(Fig. 3D-E). Thus, for both genes, our data suggest that in response to cisplatin, cell growth is inhibited
both by the 5’UTR-IPA isoform (whose expression is maintained) and by the decreased expression of the

canonical LE isoform (Fig. 3F).

The 5’UTR-IPA isoforms of the PHF20 and PRKAR1B genes are translated into microproteins

Because the cytosolic IPA isoforms of PHF20 and PRKAR1B are depleted in HPs (Fig. 2E) and are
generated from the annotated 5’UTR part of genes, we reasoned that their depletion phenotype (Fig. 3)
could be due either to a noncoding function or to the production of microproteins encoded by sORFs (see
introduction) (18, 19). To determine whether 5UTR-IPA isoforms may contain sORFs, we first
determined their exact exon content. The PHF20 and PRKAR1B 5’UTR-IPA isoforms are not annotated.
Our long-read RNA-seq data indicated that the PHF20 5’UTR-IPA isoform starts in the first exon of the
gene, like the full-length PHF20 mRNA (Fig. 4A). In the 5’UTR-IPA isoform, exon 1 is spliced to a non-
annotated exon that is located within the first intron of the full-length transcript and that is supported by
both our long-read RNA-seq and total-RNA-seq data (that is, RNA-seq on total RNA depleted of
ribosomal RNA). This exon ends with a polyA site, that is also supported by our 3’-seq data (Fig. 4A).
The PRKAR1B gene has two alternative first exons, both of which can be used to produce the full-length
PRKAR1B mRNAs. In this gene, our long-read RNA-seq data revealed two 5’UTR-IPA isoforms that
contain either one of the two alternative first exons, which are then spliced to a non-annotated exon (Fig.
4B). This novel exon is also supported by our total-RNA-seq data and ends with a polyA site supported
by our 3’-seq data. Thus, in both genes, the 5UTR-IPA isoforms contain an ALE exon located within the

annotated first intron of the gene.
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We then searched for SORFs supported by Ribo-seq datasets and matching the PHF20 and PRKAR1B
5'UTR-IPA isoforms. In the OpenProt database (34), one such sORF (hereafter referred to as PHF20
sORF#1) was found for PHF20 and two were found for PRKAR1B (sORF#1 and sORF#2) (Fig. 4A-B
‘Ribo-Seq’, Fig. S3A-B, and Table S12). For both genes, these sORFs are entirely contained within the
ALE exon that defines the 5’UTR-IPA isoform. For PHF20, additional potential Ribo-seqg-supported
sORFs were found in the sORFs.org database (35) (Table S13). These data suggest that the PHF20 and
PRKAR1B 5'UTR-IPA isoforms are translated.

To further test whether the PHF20 and PRKAR1B 5’'UTR-IPA isoforms are translated in cisplatin-treated
A549 cells, we analyzed by RT-qPCR the sucrose density gradient fractions that were obtained from the
cytosol of these cells and that correspond to sub-, light- and heavy-polysomal fractions. For both genes,
the 5’UTR-IPA isoforms were associated with lower-density fractions when compared to matched LE
isoforms (Fig. 4C). The 5’'UTR-IPA isoforms were almost absent from the heaviest polysomal fractions,
while they were predominant in sub-polysomal fractions. Importantly, about 15% of each 5’UTR-IPA
isoform was associated with a single full ribosome (corresponding to a recognized initiation codon), and
about 45% with light polysomes (mainly 2 or 3 ribosomes; Fig. 4C). Similar results were obtained in
vehicle-treated cells (Fig. S3D). As controls, a IncRNA (SCARNA18) was scarcely found in light
polysomes (Fig. 4C, bottom), while the IPA isoform of PATZ1 was abundant in HPs in agreement with
our 3’-seq data (Fig. S3C and Table S11). These data indicate that the PHF20 and PRKAR1B 5’'UTR-
IPA isoforms are enriched in light polysomes. Altogether, these polysome profiling data and the above-
mentioned Ribo-seq data indicate that the PHF20 and PRKAR1B 5’UTR-IPA isoforms are translated.
Their association with light, rather than heavy polysomes, is consistent with the small size of their ORFs

(coding 35 to 38 amino acids), given that a ribosome covers about 30 nucleotides.

Then, we investigated whether microproteins that are predicted to be produced by sORFs in the PHF20
and PRKAR1B 5'UTR-IPA isoforms (Fig. 4D) could indeed be detected. In mass spectrometry datasets
available in OpenProt (34), we found peptide detection evidence for the microprotein corresponding to
sORF#1 of PHF20 (Fig. 4A, ‘Mass Spec’) but no such evidence for the sORFs of PRKAR1B. To further
test microprotein production, we cloned PHF20 sORF#1, PRKAR1B sORF#1 and PRKAR1B sORF#2 in
expression plasmids, with a carboxy-terminal Flag tag, the ALE sequence upstream of the sORF (the
sequence downstream of the sORF was omitted), and a separately encoded GFP. Following transfection
into HeLa cells, immunofluorescence with an anti-Flag antibody detected no signal in the case of a GFP-
only plasmid (without Flag) but a strong signal in the case of PRKAR1B sORF#2 (Fig. 4E). In the
absence of cisplatin, this signal was exclusively nuclear and mainly located in a few large nuclear areas
(Fig. 4E, bottom, ‘vehicle’). However, following cisplatin treatment, the signal became diffuse throughout
the nucleus and cytoplasm (Fig. 4E, bottom, ‘cisplatin’). We could not detect signal for PRKAR1B
SORF#1 and PHF20 sORF#1 (data not shown). The microprotein encoded by PRKAR1B sORF#2 was
also detected by Western blot analysis on transfected HEK-293T cells (Fig. 4F). Thus, multiple
approaches (i.e., polysome profiling, Ribo-Seq, mass spectrometry, immunofluorescence, and/or
Western blot) indicate that the 5’UTR-IPA isoforms of PRKAR1B and PHF20 are translated and encode
microproteins. Altogether, our data identify 5’UTR-IPA isoforms of PHF20 and PRKARI1B, that are
translated (Fig. 4) and inhibit cell survival to cisplatin (Fig. 3).
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The cisplatin survival phenotype of the PRKAR1B 5’UTR-IPA isoform is attributable to its SORF#2

To determine, whether the phenotype of the PRKAR1B 5’UTR-IPA isoform is due to its SORF#2, we
mutated by CRISPR the initiation codon of this SORF in the endogenous PRKAR1B gene in A549 cells
and we obtained 7 such homozygously mutated clones (Fig. 5A, mATG). We also generated 4
homozygous clones with CRISPR deletion of the IPA site (AIPA). As control cells, we used 8
unsuccessful CRISPR clones and parental A549 cells. We verified by RT-gPCR that the expression of
the PRKAR1B 5’UTR-IPA isoform was compromised in AIPA (but not mATG) clones, when compared to
control cells (Fig. 5B). In addition, Western blot analysis showed that the expression of the canonical
PRKAR1B protein was not altered in AIPA and mATG clones (Fig. 5C). Finally, we looked at cell growth
in the three groups of clones. In the absence of cisplatin, cell growth was slightly increased in AIPA but
not MATG clones, when compared to control cells (Fig. 5D). In conditions where cell survival to cisplatin
was about 60% in the control group, both the AIPA and mATG groups of clones survived significantly
more to the drug, when compared to the control group (Fig. 5E). This increased survival to cisplatin,
which was also observed with siRNAs targeting the PRKAR1B 5’UTR-IPA isoform (Fig. 3C), was found
in the majority of both AIPA and mATG clones (Fig. 5E; a minority did not survive more than controls,
possibly due to off-target mutations or compensatory mechanisms). These data indicate that both the
depletion of the PRKAR1B 5’UTR-IPA isoform (by either siRNA or CRISPR) and the CRISPR mutation of
its SORF#2 ATG lead to increased cell survival to cisplatin. Thus, the phenotype of the PRKAR1B
5’'UTR-IPA isoform is due at least in part to its SORF#2.

The concept of miP-5’UTR-IPA genes and their widespread regulation by cisplatin

Based on our data on the PHF20 and PRKAR1B genes, we propose to define the novel paradigm of
miP-5’"UTR-IPA genes, where an IPA isoform is generated in the annotated 5’UTR part of a canonical
protein-coding gene and encodes a microprotein (Fig. 6A). To further identify miP-5’UTR-IPA genes
regulated by cisplatin, we first identified 290 genes with 5’UTR-IPA isoforms that were upregulated
(relative to the last exon of genes) in response to cisplatin in either H358 or A549 cells (Table S14). We
found that 156 of them had, between the gene 5’-end and the IPA site, an sSORF supported by Ribo-Seq
(135 cases) and/or mass spectrometry datasets (50 cases; Fig. 6B and Table S15). These data identify a
set of 156 candidate genes with cisplatin-regulated miP-5’UTR-IPA. Looking at the annotated function of
these 156 genes, we found them to be enriched in specific functions, most notably signal transduction

and transcription regulation (Fig. 6C), as exemplified by PRKAR1B and PHF20, respectively.

Cisplatin effect on the IPA:LE ratio is mediated by decreased transcription processivity and

depends on FANCD2 and senataxin

Finally, we investigated on the molecular mechanisms underlying IPA:LE isoform regulation in response
to cisplatin. Based on our long-read RNA-seq data, the average length of detected mRNAs was 1.54
times smaller in cisplatin- treated cells than in vehicle-treated cells (1.3 versus 2.0 kb; Fig. 7A, left panel).
The cisplatin-induced decrease in transcript length was even more pronounced (1.86-fold) when introns
were taken into account (pre-mRNA length of 5.0 versus 9.3 kb; Fig. 7A, right panel). These data

suggest that cisplatin favors the expression of shorter primary transcripts. In our 3’-seq data, genes with
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IPA:LE isoform ratio upregulation by cisplatin were about 3 times longer than genes with non-regulated
IPA, indicating that the upregulation of IPA:LE isoform ratio by cisplatin is enriched in long genes (Fig.
7B). Altogether, our 3’-seq and long-read RNA-seq data indicate that cisplatin treatment favors the
expression of IPA versus full-length (LE) isoforms in long genes. (Cisplatin also seemed to favor the
expression of shorter genes, because pre-mRNA length of LE transcripts in cisplatin-treated cells was
similar to that of IPA transcripts in vehicle-treated cells [Fig. 7A, right panel]; and the length of cisplatin-

upregulated IPA transcripts was similar to the length of LE transcripts of non-regulated genes [Fig. 7B]).

Because the cisplatin-induced upregulation of the IPA:LE isoform ratio was enriched in long genes and
was accompanied by a decrease of LE isoform levels, both globally (Fig. 1I-J) and in many tested genes
(Fig. 1G, 2D, and S1G), we reasoned that this cisplatin effect may be due to an inhibition of transcription
processivity toward the 3’-end of long genes. Also consistent with this hypothesis, cisplatin was reported
to stall RNA polymerase and inhibit transcription elongation in several genes or gene constructs (37—39).
To test this hypothesis, we carried out total-RNA-seq (that is, RNA-seq on total RNA depleted of
ribosomal RNA) on H358 cells treated or not with cisplatin, and we used the ratio of intronic reads at the
3’ versus 5’ part of genes (3":5" of gene) as a proxy for transcription processivity. Cisplatin inhibited the
relative expression of the 3’ versus 5 part of genes in 1,465 (22%) out of 6,653 analyzed genes (>20%
decrease and p < 0.05) and this effect was enriched in long genes (Fig. 7C and Table S5), suggesting a
decrease of transcription processivity. Genes exhibiting IPA:LE isoform ratio upregulation by cisplatin
had more often their transcription processivity inhibited by the drug, when compared to genes with non-
regulated IPAs (81% versus 51%; Fig. 7D, middle). Conversely, IPA:LE isoform ratio upregulation was
more frequent in genes exhibiting processivity inhibition (50% versus 20%; Fig. 7D, right). Thus, the
upregulation of IPA:LE isoform ratio and the downregulation of transcription processivity in response to
cisplatin were correlated. By RT-gPCR using primers in introns at the 3’ versus 5 part of genes, we
verified that cisplatin treatment inhibited transcription processivity in 10 out of 13 tested genes with
IPA:LE isoform ratio upregulation (Fig. S4A-B and see below). More detailed analyses on the PRIM2
gene indicated that in response to cisplatin, pre-mRNA levels strongly decreased between the regulated
IPA and the last intron (Fig. S4C); the dose-dependent effects on processivity and isoform ratio were
correlated (Fig. 1H and S4D); and the processivity effect was seen at as early as 1 hour of treatment (Fig.
S4E). Thus, the cisplatin-induced decrease of processivity likely explains the selective decrease of the

LE but not IPA isoform levels and the increase in the IPA:LE isoform ratio.

We then investigated on factors that could explain the cisplatin-induced decrease of transcription
processivity and increase of IPA:LE isoform ratio. Cisplatin-DNA crosslinks in transcribed genes trigger
RNA polymerase |l stalling and transcription-coupled nucleotide excision repair (TC-NER) mediated by
CSB and XPF (XPF is also involved in other repair pathways) (40). In addition, interstrand DNA
crosslinks induced by cisplatin are repaired by the Fanconi anemia pathway involving FANCD2 (40).
Depletion of either CSB or XPF with siRNAs did not prevent cisplatin effects on processivity and IPA:LE
isoform ratio in the PRKAR1B and PHF20 genes and on PRIM2 processivity (Fig. 7E-F and S4F), thus
arguing against a role of TC-NER in these cisplatin effects. In contrast, sSiRNA depletion of FANCD2 with
two independent siRNAs partially prevented cisplatin effects on processivity and IPA.LE ratio in the
PRKAR1B and PHF20 genes and on PRIM2 processivity (Fig. 7E-F and S4F). These effects of FANCD2

are unlikely due to its canonical role in the Fanconi repair pathway, that occurs in S phase (40). FANCD2
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was also shown to interact with R-loops (41-44), which are structures made of RNA:DNA hybrids (and a
displaced DNA strand) and formed during transcription; and to colocalize with senataxin (SETX) (45), an
R-loop helicase that promotes the use of some polyA sites (46). As in the case of FANCD2, siRNA
depletion of SETX partially prevented cisplatin effects on processivity and IPA:LE ratio in the PRKAR1B
and PHF20 genes and on PRIM2 processivity (Fig. 7G-H and S4G). Thus, our data suggest that the
cisplatin-induced increase in the ratio of (miP-5’'UTR-)IPA to LE isoforms in long genes is mediated, at
least in part, by a decrease of transcription processivity, that is dependent on FANCD2 and SETX (Fig.
71).

DISCUSSION

IPA isoforms are widely regulated in various biological processes and are usually thought to encode
protein isoforms (they are sometimes referred to as coding region-APA isoforms (4, 47)). Our findings
that many cisplatin-regulated IPA isoforms are generated in the annotated 5’UTR part of genes and are
translated into microproteins provide new insights into the translation outcome and function of IPA
isoforms and reveal the novel paradigm of miP-5’UTR-IPA genes. In addition, our findings that cisplatin
upregulates the IPA:LE isoform ratio in many genes provides new insights into the effects of this
anticancer drug and suggest a role for miP-5’UTR-IPA isoform regulation in cancer cell response to

cisplatin.

The almost systematic up- (as opposed to down-) regulation pattern of the IPA:LE isoform ratio in whole
cells in response to cisplatin is distinct from the effects previously described for other genotoxic
anticancer drugs, with doxorubicin downregulating the IPA:LE isoform ratio in most cases and
camptothecin inducing both patterns in approximately equal proportions (7, 11). Our data strongly
suggest a role for transcription processivity inhibition in IPA:LE isoform ratio upregulation by cisplatin.
Previous analyses on gene constructs showed that cisplatin-DNA adducts induce RNA polymerase
stalling and inhibit transcription elongation; several mechanisms are involved, including interstrand
covalent bonds (crosslinks), RNA polymerase modifications, and reduced nucleosome mobility (37-39,
48, 49). Our analyses of intronic RNA levels by total-RNA-seq in thousands of endogenous genes and by
RT-gPCR in several genes (Fig. 7 and S4A-E) suggest that cisplatin inhibits transcription processivity in
long genes, which can directly explain the decrease of full-length mRNA (LE isoform) levels relative to
IPA isoform levels. In future studies, analyses of nascent RNA could be used to more directly assess
transcription dynamics, including elongation rate. Because cleavage/ polyadenylation is extensively
coupled to transcription, reduced elongation rate near the IPA site could favor its cotranscriptional
recognition, which in turn could favor intronic transcription termination. Upregulation of the IPA:LE
isoform ratio through elongation inhibition in long genes was proposed for UV-C (8); consistently, many
regulation events induced by UV-C were found in our cisplatin dataset (Fig. S1B; the limited dataset

available for UV-C precludes the converse analysis).

Mechanistically, our data indicate that processivity inhibition and IPA:LE upregulation by cisplatin are
dependent on FANCD2 and SETX (Fig. 7E-I and S4F-G). Both of these proteins are known to colocalize
with each other (45) and to interact with R-loops (41-44), and the effects of SETX on cleavage/
polyadenylation are R-loop dependent (46). Consistent with this, we found that depletion of RNAse H1
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(which selectively degrades RNA hybridized to DNA) prevented processivity inhibition by cisplatin in the
PRIM2 gene (Fig. S4H-1), but effects on other genes were more elusive (data not shown). Thus, the
potential role of R-loops in IPA:LE regulation by cisplatin, FANCD2 and SETX remains to be investigated.
Additional factors may contribute to IPA:LE upregulation by cisplatin, because IPA is regulated by many
factors involved in cleavage/ polyadenylation, splicing, transcription elongation and termination, and
epigenetic marks (1-4). For example, depletion or inhibition of CDK12 (a protein kinase that
phosphorylates RNA polymerase Il) inhibits transcription processivity and upregulates the IPA:LE isoform
ratio preferentially in long genes (13, 50). Finally, IPA:LE isoform ratio upregulation in several genes
upon UV-C irradiation was shown to be mediated by downregulation of the U1 snRNA, which as part of
the U1l snRNP is a widespread repressor of IPA (9). Although we found a significant overlap between
cisplatin and UV-C regulated IPA events (Fig. S1B), U1 snRNA levels did not seem to be decreased by

cisplatin treatment (data not shown).

Our findings also provide new insights into the translation outcome and function of IPA isoforms,
especially those produced from the 5 part of genes (5’IPA isoforms) and more specifically from the
annotated 5’UTR part of genes (5’'UTR-IPA isoforms). First, while two studies identified 5’IPA isoforms
that were degraded in the nucleus, thereby preventing their export and translation (15, 16), our data
identify a set of IPA isoforms that are found in the cytosol but are lowly associated with HPs (Fig. 2C)
and this set is enriched in 5’IPA, more precisely 5’UTR-IPA (Fig. 2F-H and S2B). Some of these 5’IPA
isoforms may have a noncoding function, as shown for the IPA isoform of ASCC3 (8), which is one of the
cisplatin-upregulated 5’'IPA (but not 5’UTR-IPA) isoforms that we found to be inefficiently associated with
HPs (Fig. 2D-E). Along these lines, a 5’UTR-IPA isoform (called SPUD) with a noncoding function was
recently described in the CDKN1A gene (14).

Second, while a study identified immune cell-enriched 5’IPA isoforms that have a low coding potential
and were therefore classified as IncRNAs (17), their translation status and potential function were not
determined, and to date, IPA isoforms were not shown to encode microproteins. Here, we provide
evidence that many 5’UTR-IPA transcripts, including those in PHF20 and PRKAR1B, contain sORFs that
are translated into microproteins, as indicated by our analyses of Ribo-seq and mass-spectrometry
datasets and by our polysome profiling, immunofluorescence and Western blot data (Fig. 4, 6B and S3).
Thus, our findings reveal 5’UTR-IPA isoforms as a novel source of microproteins. In the case of PHF20
sORF#1, the fact that the microprotein is supported by mass spectrometry data but not by our
immunofluorescence analysis might be due to diffusion out of permeabilized cells, secretion or instability.
Alternatively, the additional SORFs (detected by sORFs.org; Table S13) upstream or 5’-overlapping the
sORF#1 of PHF20 might inhibit its translation in some biological conditions (they might also encode their

own microproteins but we have not tagged them).

Third, our data reveal the novel paradigm of miP-5’UTR-IPA genes, that produce -from the same
promoter but through an IPA switch- a canonical protein-coding full-length mRNA and a microprotein-
coding miP-5’UTR-IPA isoform (Fig. 6A). This paradigm is distinct from the case of SORFs located within
mRNAs along with the canonical ORF, as in the case of upstream ORFs (21). Indeed, in miP-5’UTR-IPA
genes, the sORF and the canonical ORF lie in distinct transcript isoforms. Such a situation has only been
shown for some microproteins encoded by circular RNAs, which are alternative transcripts generated by

backsplicing (51).
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Our data support the functional relevance of miP-5’'UTR-IPA genes. Our data indicate that the miP-
5UTR-IPA isoforms of the PHF20 and PRKAR1B genes are functional, because their depletion
decreases cisplatin toxicity (Fig. 3). CRISPR editing of the initiation codon of SORF#2 in the PRKAR1B
miP-5’"UTR-IPA isoform shows that the role of this isoform in cisplatin survival is mediated at least in part
by sORF#2 (Fig. 5). The cisplatin-induced relocalization of the microprotein encoded by this sORF (Fig.
4E) also argues for its functionality. In addition, for both the PHF20 and PRKAR1B genes, our data
suggest that the miP-5’UTR-IPA and full-length mRNA isoforms have opposite effects on cell growth, and
that both miP-5’'UTR-IPA isoform expression and full-length mRNA down-regulation may contribute to the
anti-proliferative effects of cisplatin (Fig. 3F). Interestingly, the PHF20 canonical protein is involved in the
DNA damage response, more specifically in the regulation of TP53 (Tumor Protein P53) protein stability
in response to DNA damage (52-54). The potential relevance of the downregulation of the PRKAR1B
canonical protein, which is a regulatory subunit of protein kinase A, is less clear, but cyclic AMP

signalling has been involved in lung cancer cell sensitivity to DNA damage (55).

Besides miP-5’'UTR-IPA, our study identifies other IPA isoforms of potential functional interest. In
particular, our finding that cisplatin upregulates a 5IPA isoform in the coding region of ZFC3H1 (Zinc
Finger C3H1-Type Containing; Fig. S1G), a gene encoding a protein involved in the nuclear degradation
of 5'IPA transcripts (15), raises the possibility of a positive feed-back mechanism, whereby ZFC3H1
transcript truncation in response to cisplatin might enhance the cellular accumulation of 5’IPA isoforms.
Likewise, we found that cisplatin upregulates a 5'IPA isoform in the coding region of INTS6 (Integrator
Complex Subunit 6; Fig. S1G), a gene encoding a component of the integrator complex that controls the
3’-end maturation and transcription termination of U snRNAs and the early elongation of specific coding
genes; INTS6 was also involved in the DNA damage response (56-58). Regarding the PRIM2 IPA
isoform identified in this study, it is produced from the coding region of the gene (Fig. 1D) and could be
detected in polysomes, but we did not detect a truncated PRIM2 protein by Western blot (data not
shown), which might be due to a lack of stability. Nevertheless, our siRNA analyses indicated that this
PRIM2 IPA isoform promotes cell survival to cisplatin (Fig. S5); and the strong decrease of full-length
PRIM2 mRNA and protein levels in response to cisplatin (Fig. 1G and S1F) is expected to affect DNA
replication, where this protein plays a key role as a subunit of DNA primase. Further studies are required
to determine the role of the cisplatin-induced large-scale regulation of IPA:LE isoforms (which is enriched
in genes related to the DNA damage response, cell cycle and cell death; Fig. 1C) in cancer cell

responses to cisplatin.

In conclusion, our data indicate that upregulation of the IPA:LE isoform ratio is a widespread mechanism
of transcriptome regulation by cisplatin, that links different layers of gene expression regulation by
cisplatin (i.e., it is impacted by transcription processivity and it impacts the translatome) and is involved in
cancer cell responses to the widely used anticancer drug, cisplatin. While little was known about the
translation status of IPA isoforms, our findings identify distinct subsets of IPA isoforms that are
differentially recruited to polysomes. In addition to 3’UTR-APA that affects 3’'UTR length, coding region-
APA that typically generates protein isoforms (1-4), and two instances of IPA isoforms with noncoding
functions (8, 14), our data also reveal 5’UTR-IPA isoforms that encode microproteins and are functional.
The novel paradigm of miP-5’'UTR-IPA, that we reveal in this study, implicate in cancer cell response to

cisplatin, and find enriched in genes involved in specific functions (e.g., signaling and transcription; Fig.
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6C), opens wide avenues of research. Future studies should identify more extensively miP-5’UTR-IPA
isoforms (here we focused on cisplatin-regulated ones) and determine their function in physiology and

disease.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Cisplatin upregulates the IPA:LE isoform ratio in many genes. A, 3-seq analysis of
IPA:LE isoform ratio regulation by cisplatin in whole H358 cells treated with cisplatin or vehicle for 24
hours. B, Similar 3’-seq analysis in A549 cells (cytosol) treated with cisplatin or vehicle for 16 hours. C,
Gene Ontology terms enriched in genes with IPA:LE regulation by cisplatin in H358 cells. Analysis with
the DAVID software; the fold enrichment is indicated; only a subset of enriched functions are shown. D,
Visualization of 3'-seq and long-read RNA-seq data for the PRIM2 gene in the UCSC genome browser.
The sequence around the regulated IPA site is shown and the polyadenylation signal is framed. E,
Schematics of the PRIM2 gene and PCR primers. F, RT-PCR detection of the PRIM2 IPA isoform. SM,
size markers. G, RT-qPCR analysis of PRIM2 isoforms in H358 and A549 cells treated for 24 or 16 hours,
respectively, with either cisplatin (CisPt) or vehicle (Veh.). H-J, Analysis of IPA and LE transcripts by
long-read RNA-seq (Iso-Seq, PacBio) in H358 cells treated with cisplatin or vehicle for 24 hours. All
detected transcripts were classified into IPA and LE transcripts. H, Percentage of IPA transcripts among
detected transcripts. 1-J, Number of genes detected at the level of IPA or LE in the presence or absence

of cisplatin.

Figure 2: A subset of IPA isoforms are depleted in heavy polysomes and terminate in the
annotated 5'UTR part of genes. A, 3’-seq analysis of IPA:LE isoform ratio regulation by cisplatin in
heavy polysomes (HP) of A549 cells treated with cisplatin or vehicle for 16 hours. B, 3’-seq analysis of
IPA:LE isoform ratio regulation in HP versus cytosol from cisplatin-treated A549 cells. C, Subsets of
cisplatin-upregulated IPA isoforms are efficiently or inefficiently recruited to HP. Comparison between
lists of IPA isoforms that are regulated relative to matched LE isoforms in the indicated conditions. D-E,
RT-gPCR analysis of IPA and LE isoforms of the indicated genes, in the cytosol of A549 cells treated
with cisplatin or vehicle (D) and in HP and cytosol of cisplatin-treated A549 cells (E). F-H, Comparison
between the efficiently and inefficiently HP-recruited subsets of cisplatin-upregulated IPA isoforms
identified in panel C. F, Distance from transcription start site (TSS) to IPA site. Median and SD. G-H,
Percent of IPA isoforms that are located in the 5 part of the gene (G) or upstream of the annotated

translation initiation site (indicated as ATG) of the gene (H).

Figure 3: The PHF20 and PRKAR1B 5’UTR-IPA isoforms impact cisplatin sensitivity. Effects of
transfected siRNAs targeting either the IPA or LE isoform of PHF20 or PRKARI1B in A549 cells. Two
independent siRNAs were used for each isoform. Data in the presence of a negative control siRNA
(siCTL) were set to 100% or 1. A and D, RT-gPCR analysis of IPA and LE isoforms abundance in
vehicle-treated cells. B, C and E, WST1 assay analysis of A549 cell viability in the presence or absence
of cisplatin for 24 hours. In C, cell viability with cisplatin was normalized to cell viability without cisplatin. F,
Model showing the impact of the IPA and LE isoforms of PHF20 and PRKAR1B on cell growth in the

absence and presence of cisplatin.
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Figure 4: The PHF20 and PRKAR1B 5’UTR-IPA isoforms are translated into microproteins. A-B,
Visualization of our 3’-seq, total-RNA-seq and long-read RNA-seq data, as well as Ribo-seq and mass
spectrometry data from OpenProt, for the 5 part of the PHF20 and PRKAR1B genes in the UCSC
genome browser. The regulated IPA site and the annotated translation initiation site (ATG) are shown. C,
RT-gPCR analysis of the PHF20 and PRKAR1B IPA and LE isoforms and of of the SCARNA18 IncRNA
in sucrose gradient fractions prepared from the cytosol of cisplatin-treated A549 cells. The number of
ribosomes in the different fractions is indicated. D, Sequence of the predicted microproteins encoded by
sORFs in the PHF20 and PRKAR1B 5UTR-IPA isoforms. The OpenProt accession number of the
sSORFs is given. E-F, Analysis of cells transfected with expression plasmids encoding GFP and
containing or not the PRKAR1B 5’'UTR-IPA isoform with a Flag tag in frame with SORF#2. E, Anti-Flag
immunofluorescence, GFP fluorescence, and DAPI staining (nuclei) in HeLa cells grown in the presence
or absence of 10 uM Cisplatin for 16 hours. The bars represent 10 um. F, Western blot analysis of HEK-
293T cells.

Figure 5. The cisplatin survival phenotype of the PRKAR1B 5’UTR-IPA isoform is attributable to
its small ORF#2. A, Schematics of CRISPR-edited and control (Ctrl) cell lines. B-E, Analyses of the Cirl,
AIPA, and mATG cell lines. The graphs use arbitrary units. Statistical tests use Ctrl cells for comparison.
B, RT-gPCR analysis of expression levels of the PRKAR1B IPA isoform, normalized to TBP mRNA
levels. C, Western blot quantification of the PRKAR1B canonical protein, normalized to GAPDH protein
levels. D-E, WST1 analysis of cell viability in the presence or absence of cisplatin for 24 hours. D,

Vehicle-treated cells. E, Cell viability with cisplatin was normalized to cell viability without cisplatin.

Figure 6: Genome-wide identification of putative miP-5’UTR-IPA isoforms upregulated by
cisplatin relative to LE isoform. A, Model of the novel genetic paradigm of miP-5’UTR-IPA. B, Subsets
of cisplatin-upregulated 5’UTR-IPA isoforms (from A549 and H358 cells) that contain SORFs supported
by Ribo-Seq and/or mass spectrometry datasets. C, Gene Ontology terms enriched in the set of 156
miP-5’UTR-IPA candidate genes identified in B. Analysis with the DAVID software. Shown are functions
that are enriched by at least 2-fold, with an adjusted p value below 0.05, and with at least 10 genes. Nb,

number of genes. Fold, fold enrichment.

Figure 7: Cisplatin effect on the IPA:LE ratio is mediated by decreased transcription processivity
and depends on FANCD2 and senataxin. A, Analysis of IPA and LE transcripts by long-read RNA-seq
(Iso-Seq, from Fig. 1H) in H358 cells treated with cisplatin or vehicle for 24 hours. Median length of IPA,
LE and overall transcripts detected in the presence or absence of cisplatin, either without or with introns
taken into account. B, Distance (showing median and SD) from transcription start site (TSS) to polyA site
of IPA and matched LE isoforms. Comparison between IPA isoforms that were either non-regulated or
upregulated by cisplatin in 3’-seq analyses (from Fig. 1A). C, Analysis of transcription processivity by
total-RNA-seq in H358 cells treated with cisplatin or vehicle for 24 hours. For each gene, processivity

was assessed as the ratio of read number in the last versus first intron (3’:5’ ratio). Median length and
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number of genes, whose processivity was either up-, down- or non-regulated by cisplatin. D, Enrichment
of IPA:LE isoform ratio upregulation in genes with processivity inhibition in response to cisplatin; and vice
versa, enrichment of processivity inhibition in genes with IPA:LE isoform ratio upregulation. The
regulation of IPA:LE isoform ratio and of processivity come from 3’-seq and total-RNA-seq analyses,
respectively. E-H, A549 cells were transfected with siRNAs targeting the indicated factors or a control
siRNA (siCTL) and were treated with cisplatin or vehicle for 8 hours. In G-H, FANCD2 was depleted
using a pool of the two siRNAs used in E-F. E and G, RT-gPCR analysis of the siRNA-targeted factors. F
and H, RT-gPCR analysis of the fold-effects of cisplatin on the 53’ ratio (that is, the inverse of
processivity) and on the IPA:LE isoform ratio for the PRKAR1B and PHF20 genes. |, Model of the
molecular mechanism, by which cisplatin upregulates the ratio of (miP-5’'UTR-)IPA to LE isoforms in long

genes.
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Figure S1: Cisplatin upregulates the IPA:LE isoform ratio in many genes.

A, Percentage of peaks from our 3’-seq analyses on H358 and A549 cells that have a sequence
motif matching known polyadenylation signals, either focusing on the two main motifs (AATAAA
and ATTAAA) or including other identified variants.

B, Venn diagram comparing IPA:LE regulation events by cisplatin (this study) and UV-C
(Williamson et al., Cell 2017).

C, Comparison of IPA:LE isoform ratio regulation by cisplatin in H358 and A549 cells.

D-F, Analyses of H358 cells treated with cisplatin at different doses and for different time.

D, FACS analysis using propidium iodide, showing cells in G2/M phase of the cell cycle (bottom
panels) and in sub-G1 (dead cells, top panels).

E, RT-gPCR analysis of PRIM2 IPA:LE isoform ratio.

F, Western blot analysis of PRIM2 protein levels.

G, RT-PCR validation of IPA:LE isoform ratio regulation by cisplatin in various genes. Long
isoforms and the position of proximal ALEs are indicated.

H, RT-gPCR analysis of the IPA and LE isoforms of HOMEZ in H358 cells grown in the
presence of cisplatin (CisPt) or vehicle (Veh.) for 24 hours. Transcript levels without cisplatin
were set to 1.

I, Long-read RNA-seq data in H358 cells treated with cisplatin or vehicle. Each read is a

transcript. Number of reads corresponding to IPA and LE transcripts.
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Figure S2: A subset of IPA isoforms are depleted in heavy polysomes and terminate in the 5'
part of genes.

A, 3’-seq analysis of IPA:LE isoform ratio regulation in heavy polysomes versus cytosol from vehicle-
treated A549 cells.

B, Comparison between the efficiently and inefficiently translated subsets of cisplatin-induced IPA
isoforms identified in Fig. 2C. Percent of IPA isoforms that are located within 5 kb of the gene’s

transcription start site (TSS).
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Figure S3: The 5’UTR-IPA isoforms of the PHF20 and PRKAR1B genes contain small ORFs and
are translated in light polysomes. A-B, Sequence of the 5UTR-IPA isoforms of PHF20 and
PRKAR1B. For PHF20, the exon 1 is in italics; for PRKAR1B, only the part corresponding to the ALE is
shown (because there are two alternative first exons). The SORFs detected by OpenProt are indicated in
bold, either in red (PHF20 sORF#1 and PRKAR1B sORF#2) or underlined (PRKAR1B sORF#1). C-D,
RT-gPCR analysis of IPA and LE isoforms in sucrose gradient fractions prepared from cytosol of A549
cells. Analysis of the PATZ1 and PRIM2 genes in cisplatin-treated cells (C) and of the PHF20 and
PRKAR1B genes in vehicle-treated cells (D). The number of ribosomes in the different fractions is

indicated. Typical polysome profiles from these experiments are shown at the bottom.
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Figure S4: Repression of transcription processivity by cisplatin in the PRIM2 gene.

A, Design of transcription processivity analysis by RT-gPCR. For each gene, processivity was assessed
as the ratio of RNA levels in the last versus first intron (3’:5’ ratio of gene).

B-E, RT-gPCR analyses in H358 cells treated with vehicle or cisplatin. Unless otherwise stated,
cisplatin treatment was done for 7 hours B, Processivity analysis by RT-gPCR in the indicated genes. C,
Analysis of PRIM2 pre-mRNA levels by RT-qPCR using the indicated primers pairs, as defined in panel
A. D-E, Dose-response (D) and time-course (E) analyses of processivity repression by cisplatin in the
PRIM2 gene.

F-G, RT-gPCR analysis of the fold-effects of cisplatin on the 5:3' ratio (that is, the inverse of
processivity) in the PRIM2 gene in A549 cells transfected with the indicated siRNAs and treated with
cisplatin or vehicle for 8 hours. Same cDNA samples as in Fig. 7E-H. (*) p value between 0.05 and 0.08.
H-I, A549 cells were transfected with siRNAs targeting RNAse H1 or a control siRNA (siCTL) and
treated with cisplatin or vehicle for 8 hours. H, RT-gPCR analysis of the fold-effects of cisplatin on the

5:3 ratio in the PRIM2 gene. |, RT-gPCR analysis of RNAse H1 levels.
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Figure S5: Effect of PRIM2 IPA isoform depletion on cell survival to cisplatin.
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A-B, Effects of siRNAs targeting the PRIM2 IPA isoform on H358 cell viability as measured by

WST1 assay in the presence of cisplatin normalized to cell viability with vehicle (treatment for 48

hours, panel A) and on IPA and LE isoforms abundance as measured by RT-gPCR (panel B).

Two independent siRNAs were used. In panel A, the data obtained for a negative control SiRNA

(siCTL, about 50% cell survival to cisplatin) were set to 100%.
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VI.1.2 Conclusion

Dans cette étude, nous avons donc observé une nouvelle régulation du cisplatine sur
la ratio IPA:LE des isoformes notamment due a son effet sur la processivité transcriptionnelle.
Des isoformes 5’UTR-IPA ont notamment étaient montrées comme induites par le cisplatine
se retrouvant exportées dans le cytoplasme mais sont mal recrutées dans les fractions de
polysomes lourds. Deux de ces isoformes dans les genes PHF20 et PRKAR1B présentent une
fonction dans la survie des cellules cancéreuses traitées au cisplatine. Aprés analyse sur
fraction de polysome, ces isoformes se sont révélées comme engagées dans des fractions de
polysomes légers. L'isoforme IPA de PRKAR1B s’est révélée comme codant une microprotéine.
Ladélétion de I'lPA et la mutation de I'ATG de la microprotéine de PRKAR1B en CRISPR révelent
qgue l'isoforme IPA et plus précisément la traduction de la sORF sur celle-ci médierait le
phénotype de survie au cisplatine. Cette étude montre ici une nouvelle fonction des isoformes

ARN issues d’IPA dans la 5"UTR comme source de microprotéines.
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VI.2 Le blocage de U1 snRNA sensibilise les cellules au cisplatine en augmentant

les dommages a 'ADN

VI.2.1 Introduction

U1snRNP joue un role majeur dans la répression de I'IPA. Dans une étude, il était
indiqué que cet effet était enrichi dans les génes de DDR (Oh et al. 2017). Une autre étude a
observé que I'induction de la mort cellulaire par les UV-C peut étre prévenue par surexpression
de U1snRNA (Devany et al. 2016). Par ailleurs, plusieurs études ont montré que I'inhibition ou
la déplétion de CDK12 augmente I'IPA dans des genes de DDR (notamment HR) et augmente
la sensibilité de cellules cancéreuses a des génotoxiques (voir introduction). Durant ma these,
j’ai étudié I'impact du blocage de U1 snRNA sur la sensibilité au cisplatine dans des lignées
cellulaires de cancer du poumon NSCLC en lien avec la régulation des genes de DDR. Cet article
sera soumis pour publication aprés acceptation du premier article ci-dessus. J’ai entierement
contribué a I'élaboration de ce papier hormis les analyses bioinformatiques du séquencage

réalisées par une bioinformaticienne de mon équipe.
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Ul snRNA blockade sensitizes lung cancer cells to cisplatin by increasing DNA damage
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ABSTRACT

Genotoxic agents, such as cisplatin that is a DNA-crosslinking anticancer drug, regulate the ratio of
intronic polyadenylation (IPA) to last-exon (LE) transcripts in many genes. Conversely, multiple genes
involved in the DNA damage response (DDR), especially homologous recombination, are regulated at
this level. The U1l small nuclear RNA (snRNA) widely represses IPA, but little is known about its
effects on the DDR and cell sensitivity to genotoxic agents. Here, we show that U1 snRNA blockade
using an antisense oligonucleotide (U1-AMO) decreases cancer cell survival to cisplatin, by increasing
cisplatin-induced DNA damage. 3’-seq analysis indicates that Ul snRNA blockade represses full-
length mRNA expression of genes involved in the nucleotide-excision repair and Fanconi anemia
pathways, that are involved in the repair of cisplatin-DNA crosslinks. This 3’-seq analysis also reveals
that moderate doses of U1-AMO and cisplatin upregulate the IPA:LE isoform ratio in distinct sets of
genes, and that U1-AMO prevents cisplatin effects on the IPA:LE ratio in a large subset of genes.
Altogether, these data extend the recently emerged crosstalk between IPA and the DDR, and suggest

that U1 snRNA targeting may be used to sensitize cancer cells to genotoxic agents.

KEYWORDS: Intronic polyadenylation — U1 snRNA — DNA-damaging agent — Platinum compound

Highlights

- U1 snRNA blockade sensitizes cells to cisplatin

- U1 snRNA blockade increases cisplatin-induced DNA damage

- U1 snRNA blockade represses genes of the NER and Fanconi anemia repair pathways

- U1 snRNA blockade partially prevents cisplatin effect on the IPA:LE isoform ratio



INTRODUCTION

The U1 small nuclear RNA (snRNA), as part of the U1 small nuclear ribonucleoprotein (snRNP), is a
core component of the spliceosome. U1 snRNA hybridization with pre-messenger RNA (pre-mRNA) &’
splice sites mediates their recognition, that is required for splicing. The U1 snRNP also has splicing-
independent activities, including stimulation of transcription initiation (1, 2) and elongation (3). In
addition, U1 snRNA binding to pre-mRNA can impact the use of a nearby cleavage and
polyadenylation site (polyA site) (4, 5). Cell transfection with an antisense morpholino oligonucleotide
(U1-AMO) targeting the 5’ splice site-binding region of the U1 snRNA increases the use of intronic
polyadenylation (IPA) sites (6—10). IPA sites are sometimes referred to as premature cleavage and
polyadenylation (PCPA) sites, although a subset of them are used to generate transcript isoforms with
alternative last exons. As a result of PCPA, U1-AMO decreases the synthesis of full-length mRNAs in

thousands of genes, as shown by RNA-seq analysis of nascent RNA (10).

Genotoxic agents -including both radiations and drugs- can be used to kill cancer cells through the
induction of DNA lesions. The so-called DNA damage response (DDR) comprises the recognition of
various types of DNA lesions, their repair by multiple pathways, the activation of cell-cycle checkpoints,
and other processes, leading eventually to either cell survival or cell death (11, 12). Among genotoxic
anticancer agents is cisplatin, which is widely used in several cancer types such as non-small lung
cancer. Cisplatin induces both intra- and inter-strand DNA crosslinks, that are repaired mainly by the

nucleotide-excision repair (NER) and Fanconi anemia (FA) pathways, respectively (13).

A reciprocal crosstalk between IPA and the DDR has emerged in recent years (14). On the one hand,
the IPA to last-exon (LE) isoform ratio is widely regulated by genotoxic agents (15-19), with mainly
upregulation in the case of ultraviolet-C irradiation (16, 17) and cisplatin treatment (18). For both of
these agents, IPA:LE regulation events are enriched in long genes and are mediated at least in part by
a repression of transcription processivity (16, 18). In addition, following ultraviolet-C irradiation, Ul
snRNA levels are decreased and its overexpression prevents several IPA:LE regulation events and
apoptosis induction (17).

On the other hand, genes that are regulated at the level of IPA are enriched in DDR genes. Indeed,
depletion or inhibition of cyclin-dependent kinase 12 (CDK12) increases the IPA:LE isoform ratio and
decreases transcription processivity in multiple genes involved in the DDR —especially in homologous
recombination— and sensitizes cells to genotoxic agents, presumably due to the IPA-mediated
regulation of DDR genes (20-25). However, CDK12 interacts with and phosphorylates many proteins
in addition to the RNA polymerase Il large subunit (23, 25, 26) and, through the phosphorylation of a
translation factor, has been involved in translational regulation of a DDR protein (CHK1) and of

multiple mitosis proteins controling mitotic chromosome stability (27).

In contrast with CDK12, the effects of the U1 snRNA on DNA damage and cell sensitivity to genotoxic

and/or anticancer agents have been little studied and were therefore the subject of the present study.



RESULTS
Ul snRNA blockade sensitizes lung cancer cells to growth inhibition by cisplatin

Because Ul snRNA widely regulates IPA, which is enriched in DDR genes, we tested the ability of U1-
AMO to sensitize cancer cell lines to a genotoxic agent. For this, we used two cell lines (A549 and
H358) derived from non-small cell lung cancer, which is commonly treated with cisplatin in the clinic.
Cells were transfected with either CTRL-AMO or U1-AMO, grown in culture, then treated or not with
cisplatin, and finally assayed for cell viability by WST1 assay. In the absence of cisplatin, U1-AMO
decreased the growth of both cell lines, when compared to a control oligonucleotide (CTRL-AMO),
with a nice dose-dependent effect in H358 cells (Fig. 1A, vehicle). This is consistent with previous

studies in other cell lines.

To look at cell survival to cisplatin, we used cisplatin doses that had mild effects on cell viability, and
for each dose of AMO we calculated the percent of cell viability with cisplatin/AMO combination versus
AMO alone. In both cell lines, when compared to CTRL-AMO, prior transfection with U1-AMO
decreased the percent of cells surviving to a subsequent cisplatin treatment, and there was a nice
dose-dependent effect of U1-AMO in H358 cells (Fig. 1B, ‘cisplatin survival’). Conversely, the percent
of cells that did not survive to cisplatin was increased by U1-AMO, when compared to CTRL-AMO (Fig.

1B, ‘cisplatin mortality’). Thus, in both cell lines, U1-AMO decreased cell survival to cisplatin.

Finally, to test whether U1-AMO may also sensitize cells that acquired resistance to cisplatin, we used
the A549-R cell line that was previously obtained by selection of A549 cells with increasing doses of
cisplatin (28). As in parental A549 cells, U1-AMO decreased the growth of A549-R cells more strongly

in the presence of cisplatin, decreased cisplatin survival, and increased cisplatin mortality (Fig. 1C-D).

Ul snRNA blockade prevents the ability of cisplatin to inhibit cell cycle progression

Because genotoxic agents block cell cycle progression, and because little is known on U1-AMO
effects on the cell cycle, we analyzed cell distribution in cell cycle phases following treatment with U1-
AMO and cisplatin either alone or in combination, as above. For this, we carried out FACS analysis
using propidium iodide and bromodeoxyuridine (BrdU) to measure DNA content and synthesis,
respectively (Fig. 2A-B). In both cell lines, the GO-G1 to G2-M ratio, which reflects the ability of cells to
progress from G2-M to G1 phase, was moderately decreased by U1-AMO alone (which may explain in
part its growth-inhibitory effects) and was strongly decreased by cisplatin alone, but U1-AMO at least
partially prevented this cisplatin effect (Fig. 2C-D, left panels). In addition, cisplatin increased the S to
GO0-G1 ratio in both cell lines, suggesting a replication blockade, but U1-AMO prevented these
cisplatin effects at least partially (Fig. 2C-D, right panels). Thus, the ability of U1 snRNA blockade to
enhance the growth-inhibitory effect of cisplatin (Fig. 1B-C) is not due to an enhancement of the cell
cycle effects of the drug. Instead, U1 snRNA blockade prevents (at least partially) the ability of

cisplatin to inhibit cell cycle progression.



Ul snRNA blockade increases cisplatin-induced DNA damage

Then, we tested whether cell sensitization to cisplatin by U1-AMO might be due to decreased repair of
cisplatin-induced DNA damage. For this, we measured DNA damage by immunofluorescence of the
yH2AX histone mark. In both A549 (Fig. 3A-B) and H358 cells (Fig. 3C-D), yYH2AX staining (quantitated
as either mean fluorescence intensity or foci number) was increased by cisplatin and was further
enhanced by prior treatment with U1-AMO (in a dose-dependent manner), which had little effect by
itself on yH2AX staining. These data indicate that U1-AMO decreases the repair of cisplatin-induced
DNA damage.

Ul snRNA blockade represses genes of the NER and FA repair pathways

To determine the mechanism, by which U1-AMO decreases the repair of cisplatin-induced DNA
damage, we analyzed the impact of U1-AMO on gene expression by using 3’-seq (RNA-seq focused
on the 3’-end of polyadenylated transcripts), because U1-AMO was shown to increase PCPA and to
decrease transcription processivity in long genes (10). Treatment of A549 cells with U1-AMO at 500
and 1500 nM led to a decrease of last-exon expression levels by at least 2-fold in 250 and 3118 genes,
respectively, with 22 and 535 genes repressed by at least 4-fold (Fig. 4A). The 535 repressed genes
were enriched in genes involved in cell cycle (most notably, mitotic spindle organization and G1/S and
G2/M transitions of mitotic cell cycle) and DNA repair (Fig. 4B). The most enriched DNA-repair
pathways were the NER (especially, transcription-coupled [TC]-NER) and interstrand cross-link
(especially FA) repair pathways (Fig. 4B). Remarkably, these are the two main repair pathways of
cisplatin-DNA crosslinks. We validated by RT-gPCR that U1-AMO decreased in a dose-dependent
manner the expression of the last exon of genes involved in the FA (e.g., ATR, FANCC, FAN1, NEIL3),
TC-NER (e.g., ERCC3, CDK7Y) or both pathways (e.g., ERCC4) in A549 cells (Fig. 4C, left panels) and
independently of cisplatin treatment (data not shown). Finally, most of these genes were also
repressed by U1-AMO in H358 cells (Fig. 4C, right panels). Altogether, these data indicate that Ul
snRNA blocade decreases the expression of the full-length mRNAs of many genes involved in the FA
and TC-NER pathways.

Ul snRNA blockade partially prevents cisplatin effect on the IPA:LE isoform ratio

Because both U1-AMO (10) and cisplatin (18) were shown to regulate IPA isoforms in many genes,
we also used our 3’-seq analyses in A549 cells to compare their effects, alone and in combination, on
the IPA:LE isoform ratio on a genome-wide scale. As expected, both agents alone regulated IPA:LE
events in many genes, with mainly upregulation events, when compared to control cells that received
CTRL-AMO and solvent (Fig. 5A-B, lines 1, 2 and 6). U1-AMO upregulated IPA:LE events in a dose-
dependent manner, with 2088 events in 1475 genes at 500 nM, and 29677 events in 5776 genes at
1500 nM (Fig. 5A-B, lines 2 and 3). Meanwhile, treatment with cisplatin alone at 5 pM upregulated
2881 IPA:LE events in 1396 genes, when compared to control cells (Fig. 5A-B, line 1). Comparison of

the genes with IPA:LE events upregulated by U1-AMO (500 nM) or cisplatin alone revealed an overlap



of only one third (Fig. 5C), suggesting that they have different specificity. Consistently with this
observation, cisplatin treatment did not appear to regulate U1 snRNA levels (Fig. 5D), which is in
contrast with its downregulation upon ultraviolet-C irradiation (17).

The combined treatment with U1-AMO at 500 nM and cisplatin upregulated about the same number of
IPA:LE events (2949 events in 1560 genes) as each agent alone (Fig. 5A-B, lines 1-3). In addition,
64% of the genes with IPA:LE events upregulated by the combined agents were also regulated by at
least one agent alone (Fig. 5C). Thus, the effects of U1-AMO and cisplatin on IPA:LE isoforms are
less than additive on a global scale. (Of note, we cannot exclude that U1-AMO and cisplatin may
cooperate to regulate some IPA:LE events, such as those that seem to be upregulated only by the
combined agents; Fig. 5C). Finally, there were 2.4 times less (1224 versus 2881) IPA:LE events
upregulated by cisplatin relative to vehicle if cells were prealably transfected with 500 nM U1-AMO
instead of CTRL-AMO (Fig. 5A, comparing lines 1 and 4). Conversely, there were 2.1 times more
downregulated events (252 versus 121). These data suggest that U1-AMO prevents a large subset of

cisplatin effects on IPA:LE events.

DISCUSSION

A reciprocal crosstalk between IPA and the DDR has emerged: the IPA:LE isoform ratio is widely
regulated in cell response to genotoxic agents (15-19); conversely, CDK12 inhibition increases the
IPA:LE isoform ratio in homologous recombination genes and —presumably thereby— sensitizes cells
to genotoxic anticancer agents (20-25). The U1l snRNA widely represses IPA (6—10) and was involved
in cell response to ultraviolet-C irradiation (17), but little is known about its effects on DNA damage
and on cell sensitivity to genotoxic and/or anticancer agents. This study shows that Ul snRNA
blockade can sensitize lung cancer cells to cisplatin, a DNA-crosslinking anticancer agent, by
increasing IPA and decreasing full-length transcripts in the NER and FA repair genes, and increasing
in turn drug-induced DNA damage. We also find that U1 snRNA blockade partially prevents cisplatin

effect on the IPA:LE isoform ratio on a genome-wide scale.

Our data show that Ul snRNA blockade can sensitize lung cancer cells to cisplatin (Fig. 1). This
finding is consistent with the previous observation that U1 snRNA overexpression prevents apoptosis
induction by ultraviolet-C irradiation, but the underlying mechanism was unknown (17). Our data show
that Ul snRNA blockade increases cisplatin-induced DNA damage (Fig. 3), presumably due to the
repression of multiple genes involved in the NER and FA pathways (Fig. 4), that play key roles in the
repair of DNA crosslinks induced by this drug (13). Previous studies showed that CDK12 inhibition
leads to the repression of genes involved in the homologous recombination pathway of DNA repair,
that is particularly important for the repair of double-strand breaks and at stalled replication forks (20—
25). In the future, it would be interesting to compare the effects of U1 snRNA and CDK12 targeting on
the various pathways of DNA repair and DDR signaling, and on cancer cell sensitivity to various DNA-

damaging agents.



Our data also suggest differences in the way cisplatin and ultraviolet-C treatment regulate the IPA:LE
isoform ratio, with respect to the role of the U1 snRNA in this regulation. Indeed, a previous study
showed that ultraviolet-C irradiation leads to a decrease of Ul snRNA levels and that its
overexpression prevents IPA:LE isoform up-regulation in tested genes (17). In contrast, in the case of
cisplatin treatment, U1 snRNA levels do not seem to be regulated (Fig. 5D) and U1 snRNA blockade
partially prevents cisplatin effect on the IPA:LE isoform ratio on a genome-wide scale (Fig. 5A).
Nevertheless, for both agents, the up-regulation of the IPA:LE isoform ratio is due at least in part to a

decrease of transcription processivity, which decreases LE isoforms (16, 18).

Altogether, this study increases our understanding of IPA isoform regulation by genotoxic agents and
of DDR gene regulation at the IPA level, and identifies the U1 snRNA as a relevant target for cancer

cell sensitization to genotoxic chemotherapy.

MATERIAL AND METHODS
Cell culture, electroporation, and treatment

Cells were cultured in RPMI-1640-Glutamax (H358) or DMEM (A549, A549-R0) medium (GibcoBRL,
Life Technologies, Cergy Pontoise, France) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf
serum (GibcoBRL), in 5% CO:at 37°C. Cells were electroporated using Cell Line Nucleofector™ Kit T
(VCA-1002, Lonza). Following manufacturer's recommendations, 1 million cells were mixed with 100
uL of buffer T kit with Supplement 1. The mix was put into the electroporation cuve provided by Lonza,
with the indicated amounts of the U1-AMO (GGTATCTCCCCTGCCAGGTAAGTAT) and/or Standard
Control morpholino oligonucleotides (Ctrl-AMO, Gene Tools, Philomath, Oregon, USA). The cuve was
inserted into NucleofectorTM Il and the A-023 (H358) or X-001 (A549/A549-R0) program. For H358 or
A549/A549-R0 respectively, 300 000 or 100 000 cells/mL were plated into 96-well plates, at 300 000
or 200 000 cells/mL for 12 well plates, and at 250 000 cells/mL for 6-well plates. For H358 or
A549/A549-R0 respectively, 24 or 8 hrs after electroporation, cells were treated with either cisplatin

(Selleckchem, Euromedex, Souffelweyersheim, France) or vehicle (DMSO) for 48 or 24 hrs.

WST1 assay and FACS analysis

For cell growth and viability analysis, cells were seeded in 96-well plates. Following cisplatin treatment,
cell viability was assayed in triplicate wells using WST1 (Sigma Aldrich, France) according to the
manufacturer's instructions. For FACS analysis, cells were treated 2 hrs with BrdU 20 uM in a 6-well
plate at the end of the indicated treatment. Cells were harvested then fixed with 70% cold ethanol and
put at -20°C for storage. H358 and A549 cells were processed using FITC-BrdU Flow Kits according
to the manufacturer’s instructions (BD Biosciences, San Jose, CA, USA cat.51-2354AK). Flow
cytometric analysis of 10000 cells was performed on a FACScan flow cytometer (BD Biosciences) and

data were recovered using the CellQuest software (BD Biosciences).



Immunofluorescence analysis

Transfected cells grown on Marienfeld Superior cover glasses were wased twice with ice cold PBS,
fixed using 4% paraformaldehyde in PBS during 20 min, washed three times with PBS, permeabilized
for 10 min with PBS-0.1% Triton-X, washed twice with PBS, blocked for 5 min with PBS-5% BSA,
incubated with Anti-yH2AX (phospho S139) rabbit antibody (ab26350, Abcam, 1:2000) at RT for 1
hour, washed twice with PBS, blocked again, incubated with F(ab")2-rabbit anti-mouse IgG (H+L)
cross-adsorbed secondary antibody, Alexa Fluor 488 (A-21206, Thermofischer, 1:1000) in PBS-5%
BSA for 1 hour, washed twice with PBS, incubated at RT with PBS containing 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) 0.1 ug/mL, and washed twice with PBS. Cover glasses were mounted on slides in
PBS, glycerol 15%, 1.4-diazabicyclo-(2.2.2) octane (DABCO, Sigma) 100 mg/ml. For microscopy,
acquisition was done with an exposure time of 50 ms for Trans-DIC, 20 ms for DAPI 405 and 50 ms
for FITC. Z stacking was used for imaging DAPI and FITC with 31 panels for a range of 5 pm around

the acquisition point.

RNA extraction

RNA from whole cells or fractionated cell lysates were extracted with TRIzol Reagent (TRIzol-LS for
polysomes; ThermoFischer Scientific) according to the manufacturer’s instructions, and 1 ul of
GlycoBlue (ThermoFisher Scientific) was added for RNA precipitation. RNA from whole cells was
treated with DNase | (TURBO DNA-free, ThermoFisher Scientific). RNA samples were quantified
using a Nanodrop 2000 spectrophotometer (ThermoFischer Scientific). For sequencing, RNA samples

were analyzed using an RNA 2100 Bioanalyzer (Agilent).

RT-(q)PCR

Reverse transcription was performed on RNA using SuperScript |ll Reverse Transcriptase
(ThermoFisher Scientific) and oligo-dT primers (except for UL snRNA, for which random primers were
used). Quantitative PCR (gqPCR) was performed using Power SYBR Green PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific) on a CFX96 Real-Time PCR Detection System (BioRad). Primer sequences

are given in Suppl. Table S1.

3’-seq experiments and bioinformatic analysis

3’-seq libraries were prepared with QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit REV for Illumina
(Lexogen) using 250 ng (for polysomal RNA) or 500 ng (for all other samples) of DNase | treated RNA
(n=3 for each condition) following manufacturer’s instructions. Purified libraries were quantified with
Quant-iT Picogreen dsDNA kit (Thermo Fisher Scientific) and run on Experion automated
electrophoresis system (BIO-RAD). Pooled libraries were quantitated by qPCR (KAPA Library
Quantification Kits lllumina Platforms, Roche), diluted to 12 pM, and subjected to single-end, 50 bp

sequencing using the HiSeq 2500 machine (lllumina).



For each sample, raw reads were trimmed to remove uninformative nucleotides due to primer
sequences. Trimmed reads of 25 bp or more were aligned on the human reference genome (hgl9)
using Bowtie 2 (version 2.2.5) (29). Only reads with a mapping quality score (MAPQ) of 20 or more
were retained (SAMtools version 1.1) for downstream analysis (30). Reads were then clustered along
the genome using BEDTools (version 2.17.0) (31), allowing a maximum distance of 50 bp and a
minimum number of 5 reads per peak. Peaks with a stretch of 6 consecutive As (or 8 As out of 9
nucleotides) within 50 bp downstream were filtered out, as they are likely due to internal priming of
Oligo(dT). Overlapping peaks from all samples of the compared conditions were merged to define a
common set of genomic windows corresponding to poly(A) sites. To annotate peak location within
genes, gene coordinates were obtained on the basis of overlapping RefSeq transcripts with the same
gene symbol. Peaks overlapping any intronic region of a gene were classified as intronic poly(A) (IPA)
peaks. Peaks overlapping the last exon of a gene were classified as LE peaks. Differential analyses
between two conditions were done using three independent biological replicates per condition. To
compare the regulation of each IPA to the regulation of the gene’s last exon (taken as the sum of the

peaks in this exon), we used DESeq?2 (version 1.4.5) (32) and the following statistical model:
Yij=p+ Li+ Cj+ (LC)j + Ej

where Yijj is the normalized counts of peak i in biological condition j, u is the mean, Li is the peak
localization (IPA or LE), Cj is the biological condition, (LC); is the interaction between peak localization
and biological condition, and Ej is the residual. P-values and adjusted P-values (Benjamini-Hochberg)
were calculated. Data with p < 0.05 are shown. The complete bioinformatics pipeline (3’-SMART

package) described above can be freely downloaded at GitHub (https:/github.com/InstitutCurie/3-

SMART) and can be run through a configuration file and a simple command line. Annotated
polyadenylation sites were retrieved from the Polya DB 3 and PolyASite 2.0 databases (33, 34).
Functional gene annotation analyses were done using the DAVID software (35, 36), using the human

genome as a reference.

Statistical analyses

For each experimental analysis, at least three independent experiments were performed. In all bar
charts, error bars represent the standard error of the mean (SEM) that is the standard deviation
divided by the square root of sample number. A Student's paired t-test was used. Tests were
considered significant if p < 0.05.
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The datasets generated in this study will be deposited in the UCSC genome browser (private pre-
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(https://github.com/InstitutCurie/3-SMART).
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Fig. 1: U1 snRNA blockade sensitizes cells to growth inhibition by cisplatin

A-B, H358, A549 and A549-R cells were electroporated with CTRL- and/or U1-AMO and subsequently
treated with either cisplatin (CisPt at 10, 5 or 15 pM, respectively) or vehicle. In each panel, the total
amount of AMO (CTRL + Ul) is the same in every condition. Cell growth was measured by WST1
assay. B, For each AMO condition, cisplatin survival corresponds to the percent of cell viability with
cisplatin/AMO combination versus AMO alone. Cisplatin mortality corresponds to the percent of cells
that did not survive to cisplatin.
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Fig. 2: U1 snRNA blockade prevents the ability of cisplatin to inhibit cell cycle progression.

H358 and A549 cells were electroporated with CTRL- and/or U1-AMO and subsequently treated with
either cisplatin (at 10 or 5 pM, respectively) or vehicle. In each panel, the total amount of AMO (CTRL +
U1) is the same in every condition. Cell cycle distribution was analyzed by FACS with propidium iodide
and BrdU.
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A549 cells were electroporated with CTRL- and/or
U1-AMO (with a total of 1500 nM AMO in every
condition) and subsequently treated with either
cisplatin at 5 uM or vehicle. A, Number of genes
whose expression level is down-regulated by Ul-
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Fig. 5: U1 snRNA blockade partially prevents cisplatin effect on the IPA:LE isoform ratio.

A549 cells were electroporated with CTRL- and/or U1-AMO (with a total of 1500 nM AMO in every
condition) and subsequently treated with either cisplatin at 5 UM or vehicle. 3’-seq analysis of IPA:LE
isoform ratio regulation between the indicated conditions. U1, U1-AMO. A, Number of events (IPA sites)
with up- or down-regulation of the IPA:LE isoform ratio. B, Number of genes with upregulated IPA:LE
ratio. C, Venn diagram of genes with upregulated IPA:LE ratio in different conditions when compared to
control cells. D, RT-gPCR analysis of U1 snRNA levels in H358 cells treated with cisplatin or vehicle.



VI.2.2 Conclusion

Dans cette étude, U1-AMO (inhibiteur de U1 snRNA) a été montré dans trois lignées
NSCLC différentes comme accentuant la diminution de viabilité induite par le cisplatine. Cette
sensibilisation au cisplatine par U1-AMO passe notamment par une augmentation des foyers
yH2AX correspondant aux dommages a I’ADN. Cette sensibilisation est aussi associée avec une
répression des genes de DDR appartenant aux voies Fanconi et NER, principales voies de
réparation des pontages d’ADN induits par le cisplatine. Ces résultats suggerent la possibilité

de sensibiliser les cellules cancéreuses a des génotoxiques par un ciblage de U1 snRNA.
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VILI.

Discussion et perspectives

VIl.1 Mécanismes de régulation du ratio d’isoformes IPA:LE en réponse au

cisplatine et U1-AMO

Comme discuté dans le premier article, nos données indiquent que la diminution de
processivité transcriptionnelle et I'augmentation du ratio d’isoformes IPA:LE par le cisplatine
sont dépendantes des protéines FANCD2 et SETX, qui sont connues pour interagir
fonctionnellement avec les R-loops (Said et al. 2022), mais ces effets ne semblent pas étre
affectés par la RNase H1 pourtant connue pour dégrader ARN au sein des hybrides ARN:ADN
des R-loops (Crossley et al. 2019). Afin d’éclairer ce constat, nous pourrions tester par
déplétion d’autres facteurs de la voie R-loop intervenant a différentes étapes de la cinétique
de résolution afin de déterminer si ce n’est pas une étape précise qui modulerait la réponse

du cisplatine au ratio IPA:LE.

Une expérience de Proximity Ligation Assay (PLA), regardant la proximité entre deux
facteurs, avait été mise en place avec un couple d’anticorps dirigés contre FANCD2 et les
hybrides ADN:ARN (S9.6) (données non montrées). Il était en théorie possible de regarder si
FANCD2 se trouve a proximité de R-loops, résultat nouveau par rapport a la littérature mais
aussi de montrer si le cisplatine induit des R-loops. Un traitement a la RNAse H1 comme
contréle négatif était aussi nécessaire afin de montrer que les foyers observés étaient bien

issus de R-

s. FANCD2/S9.6 pourraient étre présent a des foyers de dommages et de fourches
bloguées. Ce controle négatif a révélé que nous ne regardions pas que des R-loops a l'aide de
ce couple. A court terme, nous envisageons de reprendre cette expérience mais avec des
facteurs documentés comme plus spécifiques aux R-loops comme un couple RNAse H1/59.6
ou SETX/BRCA1 (Hatchi et al. 2015) en utilisant des inducteurs de R-loop connus en paralléle
comme DRB, la camptothécine ou la pyridostatine (Castillo-Guzman et al. 2021; Chappidi et al.

2020).

Actuellement non montré rigoureusement, certaines revues s’'attendent a ce que le
cisplatine induise des R-loops. En effet, des génotoxiques créant des dommages similaires
comme la mitomycine C, agent générant des pontages interbrins a 'ADN, ont été montré

comme induisant des R-loops (Wells et al. 2019). De plus, une étude a récemment montré que
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les ROS, générés par des agents génotoxiques comme le cisplatine, peuvent aussi induire des
R-loops (Andrs et al. 2023). Nous savons que le cisplatine diminue la processivité de I’ARN pol
Il (voir papier 1) et supposons que cela est due aux adduits générés bloquant 'ARN pol Il en
transcription. Ce blocage permettrait la formation d’'une R-loop aboutissant potentiellement a
de I'IPA. Ce modele compléte celui proposé par Skourti-Stathaki, Proudfoot, et Gromak. Dans
ce dernier, il fait mention chez 'Homme que la formation puis la résolution de R-loops
uniquement en fin de géne contribue a la terminaison de la transcription. La R-loop se forme
et se résout apres le signal polyA dans une région GC riche permettant un événement de
clivage/polyadénylation puis la dégradation de la partie 3’ de ’ARN dépendant de Xrn2, montré
dans ce cas pour un groupe de génes dont la 8-actin.

Lexpérience la plus rigoureuse serait de réaliser un ChiP-seq en utilisant des anticorps
dirigés contre I'ARN pol Il et contre un facteur de R-loop (se nommant DRIP-seq lorsque dirigé
contre S9.6) avec ou sans cisplatine. Dans le but de montrer le lien potentiel entre R-loop et
induction d’IPA. Un dernier anticorps témoin de l'activité de clivage/polyadénylation tel que
Xrn2 pourrait étre utilisé. Le ChIP-seq a la différence de PLA permettrait de montrer réellement
pour des locus donnés I'induction de R-loops a 'emplacement de |'arrét de I'ARN pol Il par le

cisplatine déclenchant potentiellement un événement de polyadénylation.

Dans notre second article, nous avons observé que certains IPA induits par U1-AMO ou
le cisplatine étaient communément régulés tandis que d’autres sont spécifiques a chacun sous
tendant des mécanismes de régulation communs mais aussi exclusifs. Il serait intéressant
d’aller regarder les séquences et motifs de ces différents IPA afin de déterminer les critéres ou
les potentiels facteurs régulant ces IPA de facon U1-AMO ou cisplatine dépendant.
Etonnamment, nous avons observé de potentiels effets antagonistes entre cisplatine et U1-
AMO pour I'induction du ratio IPA:LE dans de nombreux genes (figure 5). En effet, a confirmer
toutefois en RT-qPCR, en co-traitement, le cisplatine et U1-AMO, préviennent une partie de
I'effet respectif de l'autre drogue. Or, I'abondance de U1snRNA ne semble pas régulée par le
cisplatine (figure 5D). Il est possible qu’U1snRNA interagisse avec la machinerie régulant I'effet
du cisplatine sur les IPA et inversement. Nous savons par ailleurs qu’U1-AMO réprime certains
génes de la voie Fanconi dont une partie est impliquée dans le traitement des R-loops (Bhatia
et al. 2017). Une autre possibilité serait que I'inhibition d’élongation transcriptionnelle par les
adduits cisplatine sur les genes donne plus de temps aux U1snRNA non inhibés par U1-AMO
d’accomplir leur role de répresseur d’IPA. Pour tester cela, nous pourrions voir si la régulation

du ratio IPA :LE par U1-AMO change en cotraitement avec d’autres inhibiteurs d’élongation de
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la transcription comme DRB induisant des pauses de polymérases (Ip et al. 2011) ou encore

une répression des facteurs SCAF4 ou 8 (voir partie Il).

VII.2 Traductibilité de nos isoformes miP-5’UTR IPA

Les isoformes PHF20 IPA et PRKAR1B IPA bien que déplétées dans les polysomes lourds
sont abondantes dans les fractions plus légéres de 2 a 3 ribosomes pour PHF20 et de 3 a 4
ribosomes dans le cas de PRKAR1B. Un des résultats étonnants de notre étude est que nous
détectons en Western et IF la microprotéine codée par PRKAR1B sORF2 mais pas celle de
PHF20 qui pourtant a été détectée en spectrométrie de masse d’aprés OpenProt. Une des
explications potentielles pour PHF20 IPA serait que cet engagement en fraction 2 a 3 pourrait
s‘apparenter a du ribosome pausing. En effet, dans la littérature, il est admis que les séquences
sur 'ARNm, leur structure, la disponibilité des ARNt et le peptide en cours de synthése peuvent
induire une pause de ribosome en cours d’élongation. Cette pause permet le repliement
correct de la protéine, des interactions protéiques mais peut aussi induire une dégradation de
la protéine en cours de synthése ainsi que son ARNm (Collart et al. 2020). Une autre explication
potentielle est liée au fait que lors de I'élaboration de I'insert de PHF20 IPA, sa partie la plus
en 5’ n’apas pu étreinclue (en raison de son contenu trop GC riche il était tres difficile d’obtenir

un insert par PCR). Des séquences régulatrices pourraient s’y trouver.

Il est aussi possible que PHF20 IPA soit traduite mais dans des conditions particulieres,
par exemple un type cellulaire. Nous avions collecté nos données de Ribo-seq et Spectrométrie
de Masse en combinant OpenProt et sORFs.org. Ces données proviennent de tissus et lignées
humaines différents des lignées utilisées dans cette étude. Il est connu que les microprotéines
peuvent étre assez tissu-spécifiques (voir partie 1l). La détection de PHF20 en spectrométrie
de masse a par exemple été réalisée dans des tissus supposés neuronaux. Il serait alors
intéressant d’aller regarder par transfection si PHF20 sORF qui n’a pas pu étre détectée dans

nos lignées Hela, HEK, et NSCLC puisse étre détecté dans des cellules de type neuronal.

Dans une série d’expérience en cours nous nous sommes apergus qu’en enlevant une
partie de la séquence de l'isoforme IPA en amont du codon d’initiation de la sORF2 de
PRKAR1B, l'expression de la microprotéine pouvait étre perdue. Afin d’identifier dans cette
isoforme 5’UTR-IPA des séquences régulatrices de la traduction de la sORF, une série
d’expérience délétant plus finement des parties de cette région pourrait étre envisagée. La

sORF1 de PRKAR1B pourrait (malgré qu’elle semble non traduite dans nos conditions) aider au
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recrutement de ribosomes pour PRKAR1B sORF 2. Il y aurait ici comme une uORF
chevauchante (u0ORF), aidant la traduction de PRKAR1B sORF2. Ces résultats sont a mettre en
paralléle avec les études utilisant des vecteurs d’expressions comme stratégie pour tester la
traduction des sORF. Ces études pourraient sous-estimer en partie leur potentiel codant par

omission de leurs séguences environnantes en amont.
VII.3 Fonctions et destin de la microprotéine PRKAR1B sORF 2

Nos données d’IF indiquent que PRKAR1B sORF2 code une microprotéine qui, balisée
en C-ter, se retrouve enrichie dans de grands compartiments nucléaires, correspondant
probablement aux nucléoles. Il serait intéressant de le vérifier, en réalisant notamment des IF
pour la nucléoline et la fibrillarine. Par ailleurs, a la vue de sa séquence peptidique, PRAKR1B
SORF2 est prédite intrinséquement désordonnée, I'écartant des microprotéines membranaires
discutées dans I'introduction. Cependant aucun court motif d’interaction linéaire (SLIM) n’a
été identifié comme la localisant au noyau. Cette localisation pourrait étre un artefact de la
surexpression (Gibson et al. 2013) et nous attendons de voir la localisation de la microprotéine
endogene dans les lignées CRISPR-tag que nous essayons de générer actuellement. Mais nous
pensons que cette localisation subnucléaire résulterait de l'interaction de la microprotéine
avec des facteurs. Une spectrométrie de masse des interactants de la microprotéine (BiolD,
Apex ou ViroTrap ; Cardon et al. 2019) pourrait étre entreprise afin de trouver des candidats
expliquant sa localisation et permettant aussi d’expliquer sa fonction. PRKAR1B sORF2 pourrait
en effet étre impliquée dans le fonctionnement des nucléoles et moduler des interactions
entre facteurs. Impliquée dans la survie au cisplatine, la microprotéine pourrait aussi agir sur
des facteurs nucléaires comme la machinerie de réparation ou des facteurs de signalisation et

de transcription.

En balisant en C-ter PRKAR1B sORF2, une deuxieme bande est observée par WB si on
réalise d’abord une immunoprécipitation. Cette deuxieme bande pourrait étre la preuve de
deux microprotéines partageant un méme codon STOP. Or nous nous sommes rendus compte
gu’en amont et en phase de I'ATG de PRKAR1B sORF2 était présent un CTG, codon alternatif
d’initiation de la traduction. Pour tester cette hypothése, nous balisons actuellement les deux
codons d’initiation possibles en N-ter. Nous modifions aussi dans notre construction avec tag
en C-ter, chacun de ces codons d’initiation en codons non-initiateurs. Nous nous attendons a

voir un changement dans les bandes observées en WB. Il n’est pas non plus exclu que cette

85



bande supplémentaire correspond en réalité a la modification post-traductionnelle de notre
microprotéine. Plusieurs séquences favorisant différentes modifications sont, en effet,
retrouvées sur notre microprotéine comme des séquences de fucosylation ou de
phosphorylation. Nous pourrions faire des expériences de traitement de notre microprotéine

par diverses enzymes (phosphatases, etc...) afin de voir si ces doubles bandes changent.

Il serait aussi intéressant de développer un anticorps dirigé contre PRKAR1B sORF2
pour regarder sa distribution dans les tissus humains. Nous pourrions regarder dans des
collections de tissus sains mais aussi tumoraux afin d’observer la régulation de I'expression et

de la localisation de la microprotéine.
VII.4 Concept des miP-5'UTR-IPA

Le concept que les isoformes 5'UTR-IPA sont une source de microprotéines est
nouveau. En effet, aucune étude ne documente des isoformes IPA comme sources de sORF
codant des microprotéines. Une estimation par notre équipe fait monter ce nombre aux
alentours de 156 isoformes miP-5’UTR-IPA potentielles induites par le cisplatine (Figure 6 du
papier 1). Les isoformes 5’UTR-IPA possédent deux parties distinctes, une premiére constituée
du début de la 5’UTR de I'isoforme longue et une seconde issue de I'exon terminal alternatif
avec le site IPA. La premiere partie pourrait apporter une partie de la régulation
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle de I'isoforme longue a la sORF. Elle pourrait
contribuer a sa traduction, permettre sa stabilisation ou une localisation particuliere. La
deuxieme partie, elle, est complétement nouvelle et, au moins dans le cas de PRKAR1B et
PHF20, contient la sORF. Cela signifierait que cette partie pourrait porter une fonction
indépendante du géne « hote » (Figure 21). In fine, cela pourrait faire converger les fonctions
de la microprotéine et de la protéine. Curieusement pour PRKAR1B sORF2, nous avons observé
gue le codon STOP était incorporé dans le signal polyA (AATAA) de 'isoforme. Cela signifie que
PRKAR1B 5’UTR-IPA ne posséde quasiment pas de 3'UTR.
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Figure 21 : Modele des miP-5'UTR-IPA

Des isoformes ARN issues d’IPA ne comportent qu’une partie de la 5’UTR du gene ainsi qu’un exon
terminal alternatif (ALE), on les nomme 5’UTR-IPA. Elles pourraient étre régulées par des facteurs de
transcription du géne. Certaines de ces 5'UTR-IPA sont porteuses de sORF nichées totalement ou
partiellement dans I'ALE (sORF bleu ou grise respectivement) et codant des microprotéines, on les
qualifie ainsi de miP-5’UTR-IPA. Ces derniéres pourraient aussi étre régulées post-
transcriptionnellement. La microprotéine peut étre vectrice de fonctions mais I'isoforme ARN pourrait
aussi avoir une fonction non codante.

VII.5 Fonctions des isoformes 5'UTR-IPA

Surprenamment, pour nos deux isoformes 5’UTR-IPA de PRKAR1B et PHF20 ainsi que
pour deux autres actuellement a I'étude dans mon équipe, leur déplétion augmente la survie
cellulaire (en présence ou en absence de cisplatine, selon les cas). Le fait que nous trouvions
seulement des isoformes IPA allant dans ce sens peut relever pour le moment du hasard
statistique mais I'on peut se demander s’il n’y a pas derriere une tendance globale liant les
isoformes 5’UTR-IPA. On pourrait faire I’hypothése que ces isoformes ARN, par des fonctions
codantes ou non, sont des signaux de mort ou de stress pour la cellule. En réponse a un stress,
cesisoformes agiraient en tant que vecteur de stress supplémentaire pourlacellule. La cellule
doit alors reprendre a temps ses régulations sur ses 5’UTR-IPA, si elle n’y arrive pas une
réponse apoptotique se met en place dans le cas contraire elle survit. Cette hypothése est a
mettre en paralléle avec 'observation de Ogami et al. que la répression de I'exosome nucléaire
conduit alafois auneinduction d’isoformes 5’IPA et a une diminution de la traduction globale
dansla cellule. Pour tester cela, il serait possible de réaliser un criblage sgARN dirigé contre les

156 isoformes miP-5’UTR-IPA que nous avons identifiées (Figure 6 du papier 1) et de regarder
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leur phénotype de croissance cellulaire (avec ou sans agent stressant). Ce crible pourrait étre
dirigé contre I'expression de I’ARN (délétion de I'isoforme) ou I'expression de la microprotéine
(mutation du codon d’initiation). Nous pourrions aussi étudier I'interactome de ces isoformes
ARN au niveau de leurs partenaires potentiels protéiques ou ribonucléiques. Ces interactants
pourraient nous indiquer les potentielles voies de signalisation en jeu. Nous voudrions
également étudier les interactants protéiques de leurs microprotéines potentielles par BiolD
(comme décrit ci-dessus pour PRKAR1B sORF2) ou pulldown-MS et éventuellement les
interactants ribonucléiques (interaction ARN-proteine) afin d’en apprendre plus sur leurs

mécanismes d’action.

Il serait intéressant d’étendre les expériences de viabilité cellulaire sur PRKAR1B dans
d’autres lignées cellulaires et d’autres tissus. Lapproche CRISPR permet de faire abstraction
des effets off-targets potentiels des siARN ciblant la 5’UTR-IPA. Il serait donc intéressant de
réaliser ces expériences par délétion en CRISPR. De méme, il serait intéressant de ne plus se
limiter a laréponse au cisplatine mais d’utiliser d’autres agents génotoxiques. On peut en effet
se demander si le phénotype trouvé est spécifique au cisplatine ou correspond a une réponse

plus générale de la cellule au stress génotoxique.

Dans cette étude, nous nous sommes concentrés sur les isoformes IPA courtes finissant
avant I’ATG annoté et pas ou peu détectées dans les polysomes lourds pour finir par découvrir
des microprotéines. Cependant, nos données révelent aussi qu’une poignée d’isoformes IPA
courtes finissant avant I'ATG sont bien engagées dans les polysomes lourds. On pourrait
s‘attendre a ce que certaines de ces isoformes possedent le méme mode d’action non-codant
que le transcrit SPUD. En effet, ces isoformes en interagissant avec les ribosomes actifs
pourraient entrer en compétition avec le transcrit canonique de leur géne pourla liaison a des
régulateurs traductionnels (Murphy et al. 2023). D’autres pourraient coder pour des

microprotéines trés activement traduites qui pourraient faire I'objet d’études.
VII.6 Sensibilisation par U1-AMO au cisplatine : Perspectives et limites

Nos données montrent que I'inhibition de U1snRNA par U1-AMO dans des lignées
cellulaires NSCLC sensibilise au cisplatine et induit une répression forte et au moins jusqu’a 48
heures, de nombreux génes impliqués dans des voies de DDR. Il est a noter que les effets
publiés de U1-AMO sur des genes de DDR étaient basés sur des analyses d’ARN naissant, 4 a 8

heures apres transfection et n‘avaient pas été validés (Oh et al. 2017). Dans notre étude, les
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génes de DDR affectés et validés en RT-qPCR sont des genes clés comme ATR, XPF (ERCC4), XPB
(ERCC3), FANCC et FAN1. Les voies de DDR impactées ici semblent étre a premiére vue celle de
la signalisation cellulaire avec la répression d’ATR. Les autres genes de DDR se rapportent ici
aux voies FANCONI, NER et TC-NER. D’autres voies annexes de réparations de liaisons
interbrins combinant le TC-NER aux polymérases TLS semblent aussi touchées (partie IV ;
données 3’-seq). Ces voies peuvent traiter les dommages induits par le cisplatine (partie IV).
Linhibition d’ATR pourrait cependant prévenir une partie de I'effet sensibilisant de U1-AMO en
inhibant I'induction d’apoptose en réponse au cisplatine médiée justement par ATR (partie V).
La répression de ces génes est toutefois associée a une augmentation des foyers yH2AX
(phosphorylation médiée par ATR ou ATM) en IF en cotraitement cisplatine-U1-AMO par
rapport aux traitements cisplatine seul dans nos deux lignées. Cela suggére que la signalisation
ATR reste suffisamment efficace, dans nos conditions de temps, pour médier sa fonction de
signalisation. Il serait intéressant de regarder I'expression et la phosphorylation de la protéine

ATR afin de vérifier cela.

Une des premieéres incertitudes lors de la mise en place des traitements U1-AMO était
ses propres effets cytotoxiques. En effet, peu d’études s’étaient penchées sur ses effets a long
terme (seulement a maximum 8h) ni sur ses propres effets physiologiques, s’intéressant plus
aux mécanismes d’action. Nos observations montrent qu’U1-AMO inhibe la croissance
cellulaire dans les trois lignées NSCLC étudiées (A549, H358 et A549-R0; figure 1 du papier 2)
mais qu’il n’inhibe la progression du cycle cellulaire que dans les cellules A549 (pas dans les
H358 ; figure 2). En effet, nous observons une diminution de cellules en phase S et une
augmentation de cellules en G2/M, ce qui pourrait étre d a des blocages en G1 et en G2. Cela
reste a vérifier par Western Blot sur des protéines de points de contréle. Ces effets sur le cycle
ne semblent pas étre dépendant de dommages a I'"ADN car nous n’observons pas
d’augmentation des foyers yH2AX par U1-AMO en absence de cisplatine (figure 3). Le blocage
en G1 d’A549 pourrait étre dépendant de la voie p53-p21 car p53 est sauvage dans A549 et
muté dans H358. Nos données 3’-seq révelent, en outre, une potentielle répression de
I’expression des genes de cycle cellulaire. En lien avec cela, dans notre FACS avec BrdU, il a pu
étre observé une diminution notable de I'incorporation de BrdU par les cellules traitées a U1-
AMO de facon dose dépendante (données non montrées). Cette diminution de I'incorporation
pourrait étre validée par une autre approche mesurant lI'incorporation d’ADN sur nos extraits
cellulaires ex vivo. U1-AMO a donc ici de tres importants effets sur le cycle cellulaire et la

réplication qui pourraient aussi étre intéressants dans le contexte de thérapie anti-cancéreuse.
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Dans nos données FACS tres peu de cellules en subG1 sont observées dans toutes nos
conditions malgré une mortalité cellulaire accrue entre un génotoxique et un inducteur d’IPA
dans nos tests de viabilité. Cela pourrait s’expliquer dans un biais du protocole que jai utilisé,
dans lequel je ne récoltais pas le milieu (et donc la plupart des cellules mourantes). Un autre
protocole pourrait étre pris, afin de vérifier cela mais le mieux serait de regarder par FACS ou

WSB les cellules exprimant des facteurs de mort de divers types (apoptose, nécrose, etc...).

Les régulations du cycle apportées par le cisplatine sur nos cellules sont donc en
majorité prévenues par U1-AMO a |'exception de 'augmentation des cellules en phase G2/M
pour H358. Cette inhibition de progression du cycle cellulaire, de la réplication et de la
croissance par U1-AMO doivent diminuer la coopération de U1-AMO avec le cisplatine qui
reste néanmoins mesurable mais qui pourrait peut-étre optimisée. Cela laisse entrevoir les
limitations d’utilisation de cette drogue pour sensibiliser aux génotoxiques. La dose employée
pour impacter le DDR affecte aussi de nombreux autres genes. Visant les génes du cycle
cellulaire et de la réplication comme mentionné ci-dessus, ces effets pourraient prévenir une
partie de la sensibilisation au cisplatine. Cibler des facteurs plus en aval avec des effets plus
spécifiques permettrait de continuer a cibler ces genes du DDR tout en écartant ces effets

indésirables. Un ciblage de facteurs tel que des facteurs du spliceosome seraient possibles.

Il serait cependant intéressant d’étudier |'effet d’U1-AMO sur des tissus ou des cellules
sains. En effet, si le blocage se trouve éventuellement plus fort dans les cellules saines, il
permettrait de mieux protéger les cellules saines face au cisplatine. Plusieurs drogues
actuellement a I'’étude en synergie avec des agents génotoxiques possédent un effet bloqueur
de cycle affectant plus les tissus sains que les tumeurs dérégulées au niveau de leur cycle
cellulaire. Cela permet ainsi la protection des tissus sains face a I'apoptose et réduit la toxicité
des traitements (Sesink 2023). De plus, il serait intéressant de regarder pour d’autres
génotoxiques si une sensibilisation par U1-AMO est aussi observée comme cela est par
exemple le cas pour CDK12i avec divers génotoxiques. En effet, U1-AMO réprime des génes de
plusieurs voies de réparation et on pourrait s'attendre a ce que d’autres génotoxiques
provoquant d’autres types de dommages a 'ADN puissent obtenir un gain de mortalité en
combinaison avec U1-AMO. En outre, on pourrait se demander si une combinaison U1-AMO
et CDK12i ne serait pas envisageable afin d’augmenter I'induction d’IPA dans les génes de DDR.
Par ces deux approches focalisées sur I'IPA, méme a dose faible, on pourrait anticiper de forts

effets de répression sur la voie Fanconi ciblée par les deux drogues. De plus, CDK12i cible les
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génes de HR avec ATM tandis que U1-AMO cible plus le NER avec ATR dévoilant une potentielle
complémentarité des drogues. La combinaison a dose modérée diminuerait aussi les effets off-

targets de U1-AMO.
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