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RESUME

Le syndrome CHARGE est une maladie rare qui touche environ 1 naissance sur 10 000
et se caractérise par une combinaison variable de malformations qui sont a 1’origine de
son acronyme CHARGE. Cette maladie fait partie de la famille des neurocristopathies,
soit des maladies causées par des anomalies des cellules de la créte neurale (CCN). La
cause principale associée a ce syndrome est une mutation hétérozygote du gene CHD7
(Chromodomain Helicase DNA-binding protein 7), codant pour un remodeleur de la
chromatine qui intervient notamment dans la régulation de genes essentiels a la
formation et a la migration des CCN. Les autres causes menant a ce syndrome sont des
mutations sur d’autres facteurs de la chromatine et/ou facteurs d’épissage. L’un de ces
facteurs est la protéine FAM172A (Family With Sequence Similarity 172 Member A).
Notre modeéle suggere que la protéine FAM172A régulerait certains événements clés
d’épissage alternatif co-transcriptionnel. Cette régulation aurait lieu a travers une
interaction avec les protéines CHD7 et AGO2 (Argonaute 2) au sein d’un complexe a
I’interface chromatine-splicéosome. Mais les mécanismes précis par lesquels elle
régule ce processus sont encore méconnus.

Dans le but de mieux comprendre le role de ce complexe a I’interface chromatine-
splicéosome, nous avons utilisé des méthodes genomiques et transcriptomiques pour
déterminer la localisation génomique de FAM172A et CHD?7, ainsi que leurs cibles
directes au sein de CCN contrdles. Nous avons trouvé que 95% des régions occupées
par FAM172A le sont aussi pour CHD7 et que ces régions corrélent principalement
avec des genes dont le promoteur est actif (H3K4me3+) et ayant des défauts d’épissage
alternatif dans des CCN mutées pour Fam172a ou Chd7. De plus, nous avons mis en
évidence une désorganisation des corps nucléaires associés a I’épissage dans des tissus
embryonnaires in vivo. Ces résultats suggerent que FAM172A et CHD7 participent a
la régulation de I’épissage alternatif a travers I’organisation et/ou le recrutement de
facteurs d’épissage aux promoteurs. Nous discutons ensuite d’un potentiel modéle
moléculaire dans lequel ce recrutement joue un rle dans la régulation de 1’état de pause
de I’ARN polymérase II au promoteur et de la résolution de R-loops.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a I’interaction entre les protéines
FAM172A et AGO2, connues pour réguler la voie des microARNSs dans le cytoplasme
et I’épissage alternatif co-transcriptionnel dans le noyau. Nous avons mis en évidence
que FAM172A peut lier AGO2 de maniere directe, et par ce biais, participe activement
ason import nucléaire grace a son signal de localisation nucléaire et de la voie classique
des importines o/f. De plus, cette translocation nucléaire est stimulée lorsque
FAM172A est phosphorylée par la Caséine Kinase 2, et diminuée par un variant de
FAM172A mimant une mutation identifiée chez des patients CHARGE. Ces résultats
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suggerent que la fine régulation de I’import nucléaire d’AGO2 est un autre moyen pour
FAMI172A de réguler les mécanismes d’épissage alternatif co-transcriptionnel. Ces
données mettent également en avant I’importance des roles nucléaires non-canoniques
d’AGO2. Nous discutons ensuite de I’implication d’une déplétion d’AGO2 dans un
contexte du syndrome CHARGE.

Mots clés: Syndrome CHARGE; cellules de la créte neurale; épissage alternatif
cotranscriptionnel; FAM172A; CHD7; AGO2.



CHAPITRE I

REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 Lesyndrome CHARGE : une neurocristopathie

Le syndrome CHARGE est une maladie génétique rare qui touche environ une
naissance sur 10 000 et dont la cause principale est une mutation du géne CHD7
(Chromodomain Helicase DNA-binding protein 7). Cette maladie fait partie de la
grande famille des neurocristopathies, soit des maladies ayant des problemes avec les
cellules de la créte neurale.

1.1.1 Lesyndrome CHARGE

Le syndrome CHARGE est une maladie génétique extrémement complexe et rare, qui
touche environ 1 naissance sur 10 000 dans le monde et jusqu’a 1 naissance sur 8 500
au Canada (Hsu et al., 2014; Issekutz et al., 2005). Une combinaison de malformations
congénitales surreprésentées chez les patients a donné au syndrome son acronyme
CHARGE. 1l s’agit d’anomalies aux yeux (Coloboma), de problémes cardiaques
(Heart problems), d’une obstruction des voies nasales (Atresia of the choanae), d’un
retard de croissance et de développement (Retarded growth and development),
d’anomalies génitales (Genital anomalies) et d’anomalies aux oreilles (Ear
abnormalities) (Pagon et al., 1981). Le colobome oculaire et les autres malformations
de I’eeil comme la microphtalmie touchent environ 80 % des patients atteints du
syndrome CHARGE (Blake et al., 1998). Le colobome se caractérise par I’absence de

fermeture ou I’absence de tissu d’une ou plusieurs structures de la partie ventrale de
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I’ceil. Cette anomalie peut toucher différents types de tissus tels que la rétine, 1’iris ou
la choroide et peut concerner un seul ceil (colobome unilatéral) ou les deux yeux
(colobome bilatéral). Certains colobomes sont visibles et peuvent étre diagnostiqués
facilement, alors que d’autres nécessitent des examens approfondis de 1’ceil. Les
malformations cardiaques concernent 75-85% des patients et peuvent toucher plusieurs
parties du coeur (Jongmans et al., 2006). L’atrésie de la choane, dont 1’incidence est
d’environ 50- 60%, est une obstruction a l'arriére du passage nasal qui interfere avec la
respiration (Blake & Prasad, 2006). A la naissance, cette malformation est
diagnostiquée a la suite de problémes respiratoires et peut dans certains cas nécessiter
une intervention chirurgicale. D’autres obstructions peuvent aussi avoir lieu au niveau
du larynx, de la trachée ou de 1’cesophage (Hsu et al., 2014; Morgan et al., 1993). Le
retard de croissance et de développement concerne environ 70-80% des cas, il peut
inclure un retard mental et/ou des troubles du langage, de la communication et du
comportement. Les anomalies génitales touchent environ 50-60% des patients et se
présente sous la forme d’hypoplasie génitale ou d’hypogonadisme, ce qui peut
provoquer un retard ou une absence de puberté a I’adolescence (Hsu et al., 2014). Les
malformations de I’oreille sont €galement trés fréquentes et peuvent concerner les
structures externes, comme les structures internes de 1’oreille. Ces derniéres se
traduisent par un niveau variable de surdité et/ou des troubles de 1’équilibre (Hsu et al.,
2014). D'autres malformations peuvent s'additionner a cet acronyme, en particulier
d’autres anomalies craniofaciales, comme la fente labio-palatine, des malformations
digestives et rénales, des troubles endocriniens, un déficit immunitaire et un
dysfonctionnement de certains nerfs craniens impliqués dans les fonctions de succion,

de déglutition et de la respiration (Hsu et al., 2014).

Les problemes médicaux et physiques qui découlent de ce syndrome varient beaucoup
d'un enfant a l'autre. En effet, les patients présentent rarement la méme combinaison
d’anomalies, ni la méme pénétrance, ce qui rend le diagnostic du syndrome tres difficile.

Malgré une évolution au fil des années, les critéres d’inclusion des patients atteints du
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syndrome CHARGE sont divisés en deux catégories : les critéres « majeurs » et les
critéres « mineurs » (Hale et al., 2016; van Ravenswaaij-Arts et al., 2015). Les premiers
regroupent le colobome, I’atrésie des choanes, les anomalies des oreilles et des nerfs
craniens. Les seconds regroupent principalement les anomalies craniofaciales,
cardiaques, génitales, le retard mental et le retard de développement (Blake et al., 1998;
Hsu et al., 2014). Plusieurs de ces anomalies sont potentiellement léthales, expliquant
pourquoi environ 30% des enfants atteints meurent avant 1'dge de 5 ans. Il n’y a
actuellement aucune possibilité de guérison pour le syndrome CHARGE. Les options
thérapeutiques disponibles sont en effet restreintes au traitement individuel des
anomalies les plus séveres afin de favoriser la survie de ’enfant atteint. Les patients

les moins sévérement atteints peuvent vivre presque normalement.

Cette maladie est connue pour faire partie de la grande famille des neurocristopathies,
soit des maladies ayant des problémes avec les cellules de la créte neurale (Bérubé-
Simard & Pilon, 2019).

1.1.2 Les cellules de la créte neurale

Les cellules de la créte neurale (CCN) sont une population de cellules multipotentes
présentes pendant le développement embryonnaire et spécifiques aux vertébrés. La
créte neurale a été décrite pour la premiére fois chez I'embryon de poulet par Wilhem
His en 1868 (Huang & Saint-Jeannet, 2004). Ces cellules voient le jour tres tot pendant
I’embryogenese (a partir de quelques semaines chez ’homme, et quelques jours chez
la souris). Elles sont générées depuis la région dorsale du tube neural en développement
et vont migrer le long de I’embryon pour donner naissance a une grande varieté de
types cellulaires chez I’adulte. Ces cellules vont subir plusieurs processus clé qui
meéneront a leur formation en CCN : I’induction, la spécification, la délamination, la
migration et enfin la différenciation. Des défauts dans le développement des CCN

peuvent entrainer les malformations congénitales associées aux neurocristopathies.



L’organisation moléculaire et génétique du développement des CCN a été trés bien
conservé au cours de 1’évolution chez tous les vertébrés (Aybar & Mayor, 2002; York
& McCauley, 2020). Tout commence chez I’embryon avec 1’étape de la gastrulation,
le processus au cours duquel les cellules de I’embryon s’organisent pour former trois
feuillets embryonnaires qui donneront I’ensemble des tissus et organes. Les trois
feuillets sont les suivants : I’ectoderme, le mésoderme et I’endoderme (Figure 1.1)
(Technau & Scholz, 2003). Chacun de ces feuillets sera a 1’origine de différents types
cellulaires chez I’adulte. L’ectoderme est le feuillet supérieur, il donne naissance
principalement au systéme nerveux, a I’épiderme et aux cellules pigmentaires (Holland,
2005). Le mésoderme est le feuillet intermédiaire, il génére les reins, les gonades, 0s,
tissus du cceur et les cellules hématopoiétiques (Davidson & Zon, 2000). Enfin,
I’endoderme est le feuillet inférieur, il est a I’origine des cellules épithéliales et divers
organes appartenant principalement aux systemes digestifs et respiratoires (Technau &
Scholz, 2003).

_— Région Extra-
embryonnaire

Ligne primitive

Ectoderme

Mésoderme

Endoderme

Figure 1.1 Représentation des trois feuillets embryonnaires au cours du développement chez
les mammiferes : I'ectoderme, le mésoderme et I'endoderme, qui donneront naissance a tous
les types cellulaires et a tous les tissus de I'organisme (“Ligne primitive,” 2023)

Dans le but de former le tube neural et les crétes neurales, 1’ectoderme s’épaissit au
niveau de sa région dorsale pour former la plaque neurale (ou ectoderme neurale),

pendant que 1’ectoderme adjacent a cette plaque devient 1’ectoderme non-neurale
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(Figure 1.2). Cette étape du développement embryonnaire est contr6lée par une
signalisation moléculaire complexe et plus précisément par différents signaux
provenant du mésoderme. Il s’agit de I’étape d’induction (Knecht & Bronner-Fraser,
2002; Pla & Monsoro-Burg, 2018). Chez les especes Xenopus (grenouille) et Zebrafish
(poissons), I’ectoderme produit les facteurs de croissance BMP (en anglais Bone
Morphogenic Protein) qui favorisent la différenciation cellulaire de I’ectoderme vers
I’épiderme, en défaveur du tissu nerveux. Une partie du mésoderme, appelée « centre
organisateur », sécrete des antagonistes qui vont se lier aux protéines BMP et vont
empécher leur signalisation. Il s’agit de la noggine, la chordine et la follistatine
(Harland, 2000; Wilson & Hemmati-Brivanlou, 1997). Cette sécrétion d’inhibiteurs se
fait de maniere a obtenir un gradient de BMP : un haut niveau de signalisation BMP
promeut la différenciation en épiderme et inhibe la différenciation en tissu neural, alors
qu’un faible niveau de signalisation BMP induit la différenciation en tissu neural. De
facon intéressante, le niveau intermédiaire de signalisation BMP de part et d’autre de
la plaque neurale va permettre la spécification des bordures neurales. Les bordures
neurales deviendront ultimement les crétes neurales (Pla & Monsoro-Burg, 2018;
Plouhinec et al., 2014; Wu et al., 2011). Cette signalisation est plus complexe encore.
En effet, les voies de signalisation FGF (en anglais Fibroblast Growth Factor) et WNT
(Wingless-related) sont nécessaires pour 1’induction de la plaque neurale et pour les
bordures de cette plaque. La voie de signalisation de 1’acide rétinoique peut également
jouer un role dans la spécification des crétes neurales (Pla & Monsoro-Burg, 2018).
Malgré la grande similarité dans le développement des CCN chez les vertébrés, ces
mécanismes de régulation peuvent étre différents d’une espéce a I’autre (Huang &
Saint-Jeannet, 2004). Par exemple, comme décrit plus haut, les inhibiteurs noggine et
chordine sont essentiels dans 1’induction de la plaque neurale chez la grenouille et le
poisson. En revanche, des études menées sur des embryons de souris mutés pour le
gene Chordin ou noggin ont démontré un développement normal de la plaque neurale

mais des anomalies plus tardives au niveau du cerveau antérieur.



Ectoderme Ectoderme
neurale non-neurale

T
=D —== Mésoderme
Induction Endoderme
WNT, FGF, RA, BMP, Notochorde
NOTCH mesodaerme

Bordures de la plaque neurale

PAX3/7, ZIC, MSX, DLX,
Plaque neurale

TFAP2, GBX2 (cranial),
CDX (cardiaque)

3

Spécification
WNT, FGF, RA, BMP TN X Créte neurale
S0X9/10, FOXD3, ETSI, Gouttiere neurale

MYB, MYC, ID3,
AXUD]1(cranial) .

|

o Cellu]es de Ia créte
Délamination/ neurale préemigratoires

WNT, FGF, RA, BMP, SDF1, S i,

o
VEGEF (cranial)
épiderme
g > Cellules de Ia créte
@a @\ neurale en migration
Somites

SNAI1/2, ZEB2, HAND?2,
TWIST (cranial)

Figure 1.2 Formation du tube neurale et des cellules de la créte neurale au cours du développent
des vertebrés. Schéma représentant la formation du tube neurale et des cellules de la créte
neurale. Le tube neural se forme a la suite de I’induction et de la spécification de I’ectoderme
neurale (ou plague neurale). Les bordures de la plaque neurale se replient sur eux-mémes pour
former la créte neurale. A la suite de la délamination (transition épithéliale mésenchymateuse),
les cellules de la créte neurale vont se détacher et migrer dans tout I’embryon. Ces étapes sont
contrdlées par un réseau de génes régulateurs. Les facteurs de transcription sont représentés en
bleu et les voies de signalisation sont représentés en rouge. Figure crée a 1’aide de Biorender
et inspirée de Pilon, 2021.

Tube neurale
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Ces anomalies concernent également 1’oreille interne/externe, le nombre de somites,
I’organisation du pharynx et du systéme cardio-vasculaire (Bachiller et al., 2000;
Huang & Saint-Jeannet, 2004). De plus, les voies de signalisation WNT et FGF restent
essentielles a 1I’induction de la plaque neurale et de la créte neurale chez toutes les
espéces, y compris la souris (Brault et al., 2001). Ces résultats mettent en évidence un
autre mécanisme d’action des voies WNT/FGF dans I’induction, qui est indépendant
des facteurs de croissance BMP (Huang & Saint-Jeannet, 2004; Pla & Monsoro-Burg,
2018).

Au fur et a mesure de I’induction, les bordures de la plaque neurale s’¢lévent et
provoquent I’invagination de 1’ectoderme au niveau de la plaque neurale, ce qui va
provoquer I’apparition d’une gouttiére neurale (Figure 1.2). Les bords de cette gouttiere
finiront par se rejoindre pour former le tube neural (TN) de I’embryon. Au méme
moment, 1’extrémité de ces bords qu’on appelle la créte neurale (CN) se détachent
progressivement pour former les cellules de la créte neurale en migration (Figure 1.2).
Chez la souris, ces cellules commencent & se détacher avant méme la fermeture
complete du tube neural contrairement a d’autres especes ou la fermeture complete du
tube neural est nécessaire (Huang & Saint-Jeannet, 2004; Kulesa et al., 2004). Pendant
cette étape qu’on appelle la délamination, les cellules prémigratoires vont subir une
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Figure 1.3). Plus précisément, les
cellules regoivent des signaux qui induisent une diminution de 1’expression des
cadhérines (molécules importantes pour les jonctions adhérentes entre cellules) et se
détachent de leur tissu épithélial (Simdes-Costa & Bronner, 2015). Les E-cadhérines
(épithéliales) sont remplacées par des N-cadhérines (neurale) (Scarpa et al., 2015) alors
que les jonctions serrées sont remplacées par des jonctions Gap (Scarpa et al., 2015).
Par la suite, la voie de signalisation WNT active I’expression de protéines responsables
de la réorganisation du cytosquelette d’actine nécessaire a la future migration des CCN.
Cependant, des expériences de microscopie en temps réel chez le poulet ont montré

que les cellules prémigratoires acquierent une plus grande motilité avant méme la
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diminution des adhésions cellule-cellule (Ahlstrom & Erickson, 2009; Szabdé & Mayor,
2018). En effet, la délamination reste une étape fortement régulée par différents signaux
moléculaires. Les cellules acquiérent leur propriétés migratoires grace a un ensemble
de facteurs de transcription, incluant notamment les génes : Snail/Slug (Snail family
transcriptional repressor), Foxd3 (Forkhead Box D3), Sox8, Sox9 et Sox10 (Sex
determining region Y -Box 8/9/10) (Szab6 & Mayor, 2018). Les cellules détachées vont

migrer tout le long de I’embryon pour donner naissance a diverses lignées cellulaires.

Toutes les cellules de la créte neurale en migration vont se déplacer entre I’épiderme
et le mésoderme le long de I’embryon. Les cellules migrent a partir de la région dorsale
du tube neural (ou les CCN se détachent) vers la région ventrale de I’embryon (Figure
1.4). Cependant, la migration peut différer selon I’espéce, selon la temporalité de leur
migration et selon la position le long de la créte neurale. En effet, les CCN se détachent
tout le long du tube neural, de la partie antérieure de I’embryon jusqu’a la partie
postérieure. De ce fait, plusieurs catégories de CCN ont été décrites selon leur
localisation d’origine : craniale, vagale, troncale et sacrale (Figure 1.4). Chaque
catégorie va engendrer des dérivees cellulaires distincts (Pilon, 2021) (Figure 1.4). Les
cellules craniales (ou céphaliques) donneront naissance aux cartilages (chondroblastes),
0s, muscles, tendons et tissus conjonctifs et nerveux de la région faciale et du créane.
Tandis que les CCN vagales, incluant aussi les cardiaques, généreront le tissu nerveux
entérique et certains tissu du coeur. Les CCN troncales et sacrales donnent naisance,
entre autres, aux neurones et cellules gliales des ganglions sympathiques et de la racide
drosale. Et enfin, les mélanocytes et les cellules de Schwann sont originaires des CCN
provenant de toutes les régions (Pilon, 2021; Szab6 & Mayor, 2018). Pendant leur
migration, les cellules vont entamer progressivement un changement d’identité selon
leur environnement. Tout d’abord les cellules migrent ensemble d’un flux commun,
puis plusieurs flux migratoires vont avoir lieu dépendamment de différents marqueurs
tel que les facteurs HOX (Homeobox), ainsi que les facteurs EPHs (Ephrins) et leurs
récepteurs (Szabé & Mayor, 2018).



Snail/Slug, Foxd3 O CCN prémigratoire
Sox9/10 g o
Ets] CCN en migration
LSox5 ‘ Métalloprotéine
Matrice
extracellulaire
“®  Intégrine B
®=  E-cadhérine
es=  N-cadhérine

Figure 1.3 Transition épithélio-mésenchymateuse des cellules de la créte neurale. Schéma
représentant la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules de la créte neurale. Les
facteurs de transcriptions en rouge sont spécifiques des CCN craniales. CCN= Cellules de la
créte neurale, EMT= transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Schéma adapté de Szabd
et Mayor, 2018.

Des problémes survenant lors de ces étapes de formation des CCN (induction,
spécification, migration et différenciation) peuvent engendrer des anomalies dans le
développement de I’embryon, représentées par une grande variété de maladies
génétiques chez ’homme nommeées les neurocristopathies. Le syndrome CHARGE fait
partie de la famille des neurocristopathies, touchant particulierement les CCN craniales
et cardiaques. Ainsi, I'étude approfondie de ces cellules est essentielle pour mieux
comprendre les mécanismes de développement embryonnaire et les pathologies
associées. D’autres maladies rares, tels que le syndrome de Kallmann ou le syndrome
de Kabuki, appartiennent également aux neurocristopathies et partagent de nombreuses
anomalies avec le syndrome CHARGE. Cependant, ils ont des causes genétiques
différenres (Bérubé-Simard & Pilon, 2019; Cheon & Ko, 2015; Dodeé et al., 2003;
Hardelin, 2001)
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Figure 1.4 Diversité des cellules de la créte neurale. Les cellules de la créte neurale se détachent
du tube neural en formation et migrent le long de I’embryon. Il existe plusieurs types de cellules
de la créte neurale selon leur localisation d’origine : les craniales, les vagales et les troncales
(incluant les sacrales). En exemples, quelques cellules progénitrices et structures déerivées des
différents types de cellules de la créte neurale. Schéma adapté de Szab6 et Mayor, 2018.
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1.1.3 Les causes génétiques

1.1.3.1 Legéne CHD7

La cause principale associée au syndrome CHARGE est une mutation hétérozygote du
géne CHD7 (Chromodomain Helicase DNA-binding protein 7) (~70% des cas)
(Vissers et al., 2004a). Chez I’homme, le gene CHD7 est situé sur le chromosome
8012.2 et contient 42 exons. Il code pour une enzyme capable de moduler la
compaction de la chromatine sous la dépendance de I’ATP (Adénosine triphosphate).
L’isoforme principale de CHD7 situé dans le noyau contient 2 997 acides aminés (335
kDa) traduits a partir de 38 exons. Les mutations qui causent ce syndrome surviennent
généralement de novo, c’est-a-dire que les mutations se produisent de maniere
spontanée et ne sont pas héritées des parents. Dans 3% des cas, les patients atteints du
syndrome CHARGE transmettent leur mutation autosomale dominante a leur
descendance (Vissers et al., 2004a). Ce faible taux de transmission peut s’expliquer par
les problemes de fertilité et de puberté chez les patients. Plusieurs types de mutations
ont été répertoriés pour ce gene, les principaux étants les types de mutations « faux-
Sens », « non-sens » et les insertions/délétions (Janssen et al., 2012). Les premiéres sont
des mutations ponctuelles qui induisent le changement d’un acide aminé. Lorsque le
nouvel acide aminé s’avere étre un codon stop, il s’agit d’une mutation « non-sens »
qui provoque un arrét prématuré de la traduction. Les insertions et delétions, méme
d’un seul nucléotide, créent un décalage du cadre de lecture lors de la traduction jusqu’a
I’insertion d’un codon stop. Ces mutations engendrent une protéine tronquée,
incompléte, potentiellement instable et souvent non-fonctionnelle. Une mutation du
gene CHD7 a aussi été retrouvée chez certains patients atteints du syndrome de
Kallmann ; ainsi que dans des cas d’autisme (O’Roak et al., 2012), un phénotype

également associé a des patients atteints du syndrome CHARGE (Marcos et al., 2014).
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1.1.3.2 CHD7, un remodeleur de la chromatine

Dans le noyau cellulaire, le génome est compacté sous forme de chromatine. Un
octamere d’histones autour duquel s’enroule, sur un tour et trois quart, un fragment
d’ADN (Acide désoxyribonucléique) de 146 paires de bases forme un nucléosome,
I’unité de base de la chromatine (Figure 1.5A). Les nucléosomes sont formés de deux
hétérodimeres d’histone 2A (H2A) - histone 2B (H2B) et de deux hétérodimeres
d’histone 3 (H3) -histone 4 (H4). Les histones, des protéines chargées positivement, se
lient trés facilement a I’ADN qui est chargé négativement. Lorsqu’une région du
génome est enroulée autour de nucléosomes de maniére trés compacte, elle est
inaccessible aux différents facteurs nucléaires, on parle de chromatine fermée ou
« d’hétérochromatine ». Ces régions connaissent alors un tres faible niveau de
transcription, contrairement a la chromatine ouverte ou « euchromatine » qui sont les
régions du génome entre deux nucléosomes, tres peu compactées et accessibles a ces
mémes facteurs (Figure 1.5B). Ainsi, la disposition des nucléosomes sur le génome
influence 1’expression des genes, celle-ci doit étre finement régulée tout au long du
développement et de la différenciation cellulaire. Chaque histone posséde également
une «queue» d’environ 20 acides aminés a son extrémité N-terminale, qui,
lorsqu’assemblé en nucléosome, dépasse du complexe octamérique. Ces queues
d’histones contiennent environ un tiers des charges positives des histones grace a la
présence de nombreux acides aminés basiques (lysine et arginine) (Bertin & Mangenot,
2008). Elles sont également sujettes a de nombreuses modifications post-
traductionnelles médiées par diverses enzymes de modification. Les modifications
post-traductionnelles les plus étudiées sont 1’acétylation de lysines, la méthylation de
lysines et d’arginines, la phosphorylation de sérines et thréonines et 1’ubiquitinylation
de lysines (Bertin & Mangenot, 2008). Par le biais de ces modifications, des facteurs
de la chromatine, nommés les écrivains (en anglais writers ; méthyltransférases et
acétyltransférases d’histone), les effaceurs (en anglais erasers; déméthylases et

désacétylases d’histone) et les lecteurs (en anglais readers) sont capables d’influencer
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la compaction de la chromatine. Les remodeleurs de la chromatine sont capables de

moduler activement cette compaction grace a une cativité dépendante de I’ATP.

A J—— Queue d’histone

H2B H3
H2A —— H4
et H4
HoB — -
Nucléosome ‘ H3
/
_‘m =ADN
| I
146 paires de
bases
B Euchromatine
Transcrlptlon des genes H3K27ac
H3K4me3
Hétérochromatine
Repress1on des genes H3K27me3

ol S

Figure 1.5 Organisation de la chromatine. (A) Schéma représentant un nucléosome : un
octamere d’histones autour duquel est enroulé la double hélice d’ADN. (B) Représentation
d’une chromatine ouverte (ou Euchromatine) transcriptionnellement active et enrichies en
H3K4me3 et H3K27ac. (C) Représentation d’une chromatine fermée (ou Hétérochromatine)
transcriptionnellement inactive et enrichies en H3K9me3 et H3K27me3. (“Contréle de la
transcription,”, Pierre Baduel, 2021)

Les remodeleurs de la chromatine sont répartis en 3 familles principales basées sur
leurs similarités de structures et de fonctions : SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non-
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Fermentable), ISWI (imitation-switch) et CHD (chromodomain helicase DNA-binding)
(Muhammad et al., 2023). Les remodeleurs SWI/SNF sont capables d’éliminer ou de
déplacer les nucléosomes le long de la molécule d’ADN, alors que les membres de la
famille ISWI assemblent les nucléosomes ou les espacent les uns des autres. Enfin, les
membres de la famille CHD peuvent assembler les nucléosomes, éliminer des histones
ou les déplacer le long de 1a molécule d’ADN (Basson & van Ravenswaaij-Arts, 2015;
Muhammad et al., 2023). Les membres de la famille CHD, au nombre de 9 (CHDL1 a
CHD9), sont divisés en 3 sous-groupes selon leur composition en domaines protéiques
(Woodage et al., 1997). CHD7 appartient a la sous-famille 111 contenant deux
chromodomaines (en N-terminale), un grand domaine SNF2-hélicase dont I’activité est
dépendante de ’ATP, un domaine SANT (Swi3, Ada2, NCoR, and TFIIIB)-SLIDE-
like, ainsi que des domaines BRK (Brahma and Kismet) (en C-terminal) (Figure 1.6)
(Delmas et al., 1993; Micucci et al., 2015). La fonction principale de CHD7 est de
moduler la compaction de la chromatine, et plus précisément de faire « glisser » les
nucléosomes (Bouazoune & Kingston, 2012). Cette action permet d’ouvrir la
chromatine afin de rendre les genes et les sequences régulatrices associées accessibles
aux facteurs de transcription. Ou au contraire, elle permet de fermer la chromatine afin
de rendre certains loci inaccessibles a ces mémes facteurs. Les chromodomaines
permettent 8 CHD7 d’étre recruté au niveau de la chromatine, par exemple au niveau
de certaines modifications post-traductionnelles de [I’histone 3, telles que la
méthylation de la lysine 4 (H3K4me) et ’acétylation de la lysine 27 (H3K27ac)
(Schnetz et al., 2009a), de I’ADN nucléosomale ou de I’ARN (Acide ribonucléique)
(Akhtar et al., 2000). Ensuite, I’activité hélicase de son domaine SNF2 a travers
I’hydrolyse de I’ ATP permet le « glissement » des nucléosomes (Delmas et al., 1993).
Des études ont par ailleurs montré que le domaine SANT est capable de lier I’ADN nu
entre les nucléosomes, et qu’une liaison a la fois a celui-ci et aux nucléosomes est kall.
Malgré que CHD7 ne soit pas recruté a ces régions, le domaine BRK est connu pour
interagir avec les facteurs CTCF (CCCTC-binding factor) chez d’autres CHD (Ishihara
et al., 2006). Ces changements de conformation de chromatine sont aussi importants
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pour la régulation de la transcription que pour la réplication et les mécanismes de
réparations de ’ADN, ce qui rend CHD7 trés important au cours du développement

(Alendar & Berns, 2021).
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Figure 1.6 Schéma représentant les différents domaines des protiénes CHD chez I’homme et
ses sites de phosphorylation et méthylation. Schéma adapté de Muhammad et al, 2023.
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Certaines régions du génome, dites séquences régulatrices, sont nécessaires pour
réguler I’expression des génes au cours du développement et de la différentiation
cellulaire. Il s’agit, entre autres, de séquences promotrices situées juste en amont du
site d’initiation de la transcription +1 (TSS; en anglais Transcription Start Site) et de
séquences amplificatrices (ou enhancers) situées a distance du TSS. Ces séquences
recrutent des facteurs de transcription et permettent d’initier (promoteurs) ou de
stimuler (amplificateurs) la transcription des génes associés. A un temps donng,
certaines de ces séquences seront activées, alors que d’autres seront réprimées. Des
expériences d’immunoprécipitation de la chromatine suivi d’un séquencage a haut
débit (ChIP-seq; en anglais Chromatin Immunoprecipitation followed by sequencing)
ont montré que CHD?7 est préférentiellement recruté aux régions amplificatrices
enrichies en monomeéthylation de la lysine 4 (H3K4mel) et en acétylation de la lysine
27 de I’histone 3 (H3K27ac), de méme qu’aux régions promotrices enrichies en
triméthylation de la lysine 4 (H3K4me3) (Feng et al., 2017; Schnetz et al., 2009a). La
proportion entre ces deux types de régions varie selon le type cellulaire étudié. De plus,
CHD7 peut s’associer au complexe BAF/PBAF (Polybromo, BRG1-associated factor),
appartenant a la famille des remodeleur de la chromatine SWI/SNF dans les CCN pour
médier cette régulation (Bajpai et al., 2010). Il est également connu pour interagir avec
d’autres facteurs tel que CHDS, ou encore SMAD1 (Mothers against decapentaplegic
member 1) de la voie de signalisation BMP dans le tissu cardiaque (Batsukh et al., 2010;
Y. Liu et al., 2014). Au niveau des régions amplificatrices, son recrutement correle
avec celui du facteur p300, ainsi que de plusieurs facteurs de pluripotence dans les
cellules souches embryonnaires (ESCs) (Schnetz et al., 2010). Dans des cellules
souches neurales, CHD7 s’aveére également étre un cofacteur transcriptionnel important
de SOX2 (Sex determining region Y -Box 2) pour la régulation des genes (Engelen et
al., 2011). Les remodeleurs de la chromatine peuvent également influencer directement
la transcription et la maturation des ARN (Gompers et al., 2017; Murawska & Brehm,
2011). Par exemple, CHD7 est impliqué dans la régulation de 1’épissage alternatif de
certains genes durant le développement (Allemand et al., 2016; Bélanger et al., 2018,
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2022). 11 peut notamment interagir physiquement avec I’ARN messager naissant et le
splicéosome, et plus précisement le complexe sSnRNP U2 (small nuclear
RiboNucleoProtein U2) (Allemand et al., 2016; G Hendrickson et al., 2016). Ainsi, le
remodeleur de la chromatine CHD7 joue un réle important dans I’ouverture de la
chromatine au niveau de séquences régulatrices, de méme que dans la régulation de
I’épissage alternatif afin de promouvoir la bonne expression des génes a des stades

spécifiques du développement.

1.1.3.3 Patron d’expression de CHD7

L’expression du géne CHD7 commence trés tét au cours du développement. Par
exemple, dans des tissus embryonnaires de souris, Chd7 est exprimé dans 1’ectoderme
neural, dans le TN, puis dans les CCN et ses dérivés (Fujita et al., 2014; Gage et al.,
2015; J. Gao et al., 2024). Son expression a également été détectée dans les tissus
associés au syndrome CHARGE. Il s’agit notamment de cellules précurseures du
systéme nerveux central, de I’oreille interne, de I’ceil, du cceur, du rein, des gonades et
de certains épithéliums et ganglions (Bosman et al., 2005; Feng et al., 2017; J. Gao et
al., 2024; Krueger & Morris, 2022; N. C. Reddy et al., 2021; S. Yan et al., 2020). Chez
I’adulte, ’expression de Chd7 diminue, mais elle est néanmoins maintenue dans
certains tissus comme le cerveau (Feng et al., 2013). Dans les études in vitro, les
modeles cellulaires les plus utilisés pour étudier CHD7 sont les ESCs, les cellules de
la créte neurale spécialisées, ainsi que leur différenciation en divers types de
précurseurs (Bajpai et al.,, 2010; Schnetz et al., 2010). Son expression est tres
importante au cours du développement. En effet, les mutations du gene Chd7 dans les
modeles de souris transgéniques sont Iéthales a 1’état homozygote : un seul alléle muté
suffit a générer les phénotypes associées aux syndrome CHARGE (Bosman et al.,
2005). L étude Bajpai et al a montré que CHD7 est essentiel a 1’activation de facteurs

de transcription (Sox9, Twist ou Snail2) requis pour la spécialisation, la migration, et
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la différenciation des CCN (Bajpai et al., 2010; Pauli et al., 2017). Cependant, il n’est
pas essentiel a I’induction et a la spécification des bordures de la créte neurale (Msx1,
Zic ou Pax3) (Pauli et al., 2017). Les potentiels défauts engendrés par la diminution de
CHD7 surviendraient apres la fermeture du tube neural, ce qui est cohérent avec les

anomalies observeées chez les patients CHARGE.

1.1.3.4 Les autres causes géenétiques

La mutation du gene CHD?7 est impliqué dans le syndrome CHARGE dans uniquement
~70% des cas, d’ou I’'intérét d’identifier d’autres geénes candidats. Au cours de ces
derniéres années, d’autres geénes associés au syndrome CHARGE codant également
pour des facteurs de la chromatine ou des facteurs d’épissage ont été identifiés (Bérubé-
Simard & Pilon, 2019) ; 1l s’agit : du géne PUF60 (Poly(U)-binding splicing factor)
codant pour un facteur d’épissage, du géne RERE (Arginine-glutamic acid dipeptide
repeats) codant pour un répresseur co-transcriptionnel interagissant avec des
déacetylases d’histone (HDAC; en anglais Histone Deacetylase) et des génes EP300
(E1A binding protein P300, acétyltransférase), KMT2D (Lysine méthyltransférase 2D)
et KDMG6A (Lysine déméthylase 6A) codants pour des facteurs de la chromatine (Jordan
et al., 2018; Moccia et al., 2018a). Les génes SEMA3E (Semaphorin 3E) et EFTUD2
(Elongation Factor Tu GTP Binding Domain Containing 2) font également partie des
genes identifiés, malgré qu’ils soient déja associés a d’autres syndromes congénitaux
(Bérubé-Simard & Pilon, 2019). Enfin, le laboratoire du Pr Nicolas Pilon a récemment
identifié le gene FAM172A (Family With Sequence Similarity 172 Member A) comme
étant un nouveau géne responsable du syndrome. De maniere complémentaire, des
mutations dans FAM172A (pE228Q et pR306*) ont été identifiées chez 2 familles de
patients CHARGE sans mutations sur le géne CHD7. Malgré la découverte de tous ces
nouveaux genes associes, les mécanismes pathogéniques sous-jacents communs a tous

ces facteurs restent encore trés flou.
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1.1.4 Modeles d’étude du Syndrome CHARGE

Il existe plusieurs modeles d’études pour le syndrome CHARGE. Les plus populaires
sont notamment des modéles de souris et de poisson-zebres (Danio rerio) avec des
mutations sur le gene Chd7. L’un de ses modé¢les est une lignée de souris généré par
gene-trapping qui a fait 1’objet de plusieurs études : le modéle Chd7¢! (Gene Trap)
(Adams et al., 2007; Hurd et al., 2007). L’alléle en question est léthale a 1’état
homozygote, les embryons de souris ne survivent pas au-dela du jour embryonnaire
10,5 (Hurd et al., 2007). Un allele mutant suffit a engendrer les anomalies associées au
syndrome CHARGE, qui se présentent sous la forme de malformations craniofaciales,
d’un retard de croissance, de problémes cardiaques et cérébraux, ainsi que d’anomalies
aux oreilles internes. Plus précisément, des probléemes au niveau des canaux
semicirculaires de ’oreille interne provoquent un comportement de circling chez la
souris, ¢’est-a-dire qu’elle tourne trés rapidement sur elle-méme (Adams et al., 2007).

Ce modeéle de souris sera utilisé dans la partie I1.
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1.2 Legene FAM172A, nouveau gene responsable du syndrome CHARGE

1.2.1 Le modele de souris Toupee

Dans le but d’identifier de nouveaux génes impliqués dans le développement des CCN
et d’étudier les maladies associées, le laboratoire du Pr Nicolas Pilon a généré des
modeles de souris transgéniques a 1’image de plusieurs neurocristopathies. Pour ce
faire, une mutagénése par insertion aléatoire d’un transgéne dans des souris a fond FVB
(albinos) a été effectuée. Le transgéne exprime le minigéne de la tyrosinase permettant
la restauration de la pigmentation dans les lignées devenues transgéniques. Les
mélanocytes étant des dérivés des CCN, un défaut dans cette pigmentation restaurée
distingue les modeles dont un géne important pour les CCN a été touché (Pilon, 2016).
L’un de ces modeles, nommé Toupee en référence a ’absence de pigmentation sur le
dessus de sa téte comme un « toupet », récapitule parfaitement les phénotypes associés
au syndrome CHARGE. En effet, les principales anomalies observées chez les souris
Toupee homozygotes (Tp/Tp) sont le colobome, un retard de croissance, la fente labio-
palatine, un défaut aux nerfs craniens, et des malformations cardiaques et génitales
(Bélanger et al., 2018). On observe également un comportement de circling comme
précédemment décrit chez les souris Chd76Y*,

Le séquencgage du géenome des souris Toupee a mis en évidence I’insertion du transgéne
dans le dernier intron du gene Fam172a situe sur le chromosome 13 et non sur le locus
du gene Chd7. Ce géne semble étre exprimé de maniére ubiquitaire pendant le
développement (e10,5 a e15,5), avec un léger enrichissement au niveau du tissu cranial
(Bélanger et al., 2018). Cependant, I’insertion du transgéne dans une région non-
codante du géne chez les souris Toupee homozygotes (Fam172a™™) déstabilise le
transcrit, laissant une expression résiduelle d’environ 15%. De plus, une copie de

I’alléle Fam172a™ interagit génétiquement avec un alléle muté de Chd7, aggravant les
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phénotypes observés, et confirmant I’implication des deux génes dans les mécanismes

pathologiques menant au syndrome CHARGE (Bélanger et al., 2018).

Pour mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en cause dans
ce modele d’étude, les souris ont été croisées avec un autre modele dont les cellules de
la créte neurale contiennent un rapporteur fluorescent rouge (RFP; en anglais Red
fluorescent protein). Cette particularité permet de trier et récupérer spécifiquement les
cellules fluorescentes a partir d’embryons de souris a différents stades de
développement. Ce rapporteur est sous le contréle du promoteur du gene Gata4 (GATA
binding protein 4) distinguant ainsi les cellules de la créte neurale des autres types
cellulaires (Pilon et al., 2008). Des analyses d’imagerie en temps réel effectuées sur
ces embryons Fam172a™™; pGata4-RFP ont montré des défauts dans la prolifération,
la survie et la migration des CCN (Bélanger et al., 2018). Au niveau moléculaire, le
séquencage du transcriptome de ces mémes CCN obtenues a partir d’embryons au jour
embryonnaire 10,5 (€10,5) a révélé la dérégulation de la transcription et de I’épissage
alternatif de genes associés a leur développement (Bélanger et al., 2018). Des études
de validations des défauts d’épissage dans une cohorte de patients atteints du syndrome
CHARGE présentant une mutation dans le géne CHD?7, dans le géne FAM172A ou
dans un gene inconnu, ont permis de proposer I’hypothése que la dérégulation de
I’épissage alternatif co-transcriptionelle serait le mécanisme pathogénique commun
pour tous les cas du syndrome CHARGE (Bélanger et al., 2018; Bérubé-Simard &
Pilon, 2019). De plus, un traitement in vitro a la rapamycine est capable de corriger les
défauts d’épissage alternatif observés. La rapamycine est une petite molécule qui
inhibe la transcription des génes ribosomaux a travers la voie de signalisation mTOR
(mechanistic target of rapamycin), elle permet ainsi indirectement une meilleur
disponibilité des facteurs d’épissages pour les autres pré-ARN messagers (Munding et
al., 2013).
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1.2.2 Laprotéine FAM172A

Chez I’homme, le géne FAM172A est situé sur le chromosome 1515 et code pour une
protéine trés peu étudiée. D’aprés la base de données (Ensembl), FAM172A posséde
deux isoformes principaux (Figure 1.7). Dans des embryons murins, I’isoforme le plus
exprimé possede 371 acides aminés (42 KDa) traduits a partir de 10 exons.
Secondairement, un isoforme plus long est également exprimé possédant 417 acides
aminés (48 KDa) traduits a partir de 11 exons. Des analyses bio-informatiques de la
séquence protéique de FAM172A prédisent de nombreux domaines fonctionnels, tel
qu’un grand domaine homologue a la protéine Arb2 (Argonaute binding protein-2)
chez la levure, un signal de localisation au noyau (NLS; en anglais Nuclear
Localization Signal), des sites consensus de phosphorylation par la Caséine Kinase
CK2 et un motif sérine hydrolase (esterase-like) (Figure 1.7). Deux autres domaines
plus spécifiques a I’isoforme long de FAM172A ont également été prédits, il s’agit
d’un peptide signal et un domaine de rétention au réticulum endoplasmique (RE). Ces
motifs sont trés bien conservés dans plusieurs especes, tout comme la majorité de la
protéine FAM172A qui montre un taux de 93% de similarité entre les orthologues

murin et humain.

Afin d’étudier les potentiels réles que pourrait avoir la protéine FAM172A dans le
développement des CCN, plusieurs analyses ont été effectuées. Des expériences en
spectrométrie de masse (LC-MS/MS), entre autres dans la lignée cellulaire Neuro2A
(généré a partir d’un neuroblastome cérebral murin, d’origine créte neurale) a révélé
que la protéine FAM172A pouvait interagir physiqguement avec de nombreuses
protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine, la régulation de la
transcription et de 1’épissage alternatif (Belanger et al., 2018, 2022). En plus des
résultats obtenus avec le modéle de souris Toupee, ces données renforcent 1’idée que
FAM172A joue un rdle dans la transcription et la régulation de I’épissage alternatif au

niveau de la chromatine, et ce probablement avec CHD7. En effet, FAM172A est
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également capable d’interagir physiquement avec la protéine CHD7 (Bélanger et al.,
2018). Néanmoins, le réle précis de FAM172A dans ces mécanismes moléculaires reste

encore a déterminer.

Fam172a-203 (Q3TNHS5)

N
I _§. ] | I 41? a
1 18 103 160175 216 227244 292 296 358 414
Fam172a-201 (E9QMA2)
i*.
! |§| | 3 371 aa
47 103 160175 216227 244 292 296 358 414
® Peptide signal (1-18) M Site de phosphorylation par CK2 (216-221)

B Domaine ARB2 (103-358) [ Site de localisation nucléaire (SLN) (227-244)

B Domaine de Dimérisation (160-175) [ Motif Sérine hydrolase (292-296)
B Signal de rétention au RE (414-417)

Figure 1.7 Schéma représentant les différents domaines des deux isoformes principaux de
FAM172A.

L’activité hydrolase de FAM172A, via la sérine en position 294 (Figure 1.7), a été mis
en évidence gréace a une réaction in vitro utilisant la sonde fluorescente TAMRA-FP.
Cette molécule se lie de manicre covalente a FAM172A lorsqu’elle est utilisée comme
substrat et la rend visible en fluorescence Cy3 aprés migration sur gel SDS-PAGE
(Bélanger et al., 2018). Cependant, la ou les cible(s) de cette activité hydrolase ne sont

pas encore connue(s).

Concernant les sites de phosphorylation prédits par PhosphoSitePlus, un peptide
contenant plusieurs sérines successives (2165-S-S-D) possede le plus grand indice de
confiance (Figure 1.7). 1l s’agit d’une séquence consensus pour la Caséine Kinase CK2
qui est [S/T-X-X-D/E] (avec X n’importe quel acide aminé), et plus rarement [S/T-D/E]
(Litchfield, 2003). La kinase CK2 est trés bien conservée au cours de 1’évolution, elle
est importante entres autres pour les mécanismes de survie cellulaire (prolifération,

apoptose, cancer, etc.) (Litchfield, 2003; Pinna & Meggio, 1997). Néanmoins, le



24

nombre d’études portant sur le role de CK2 dans les processus de développement et les
maladies associées n’a cessé¢ de croitre ces dernieres années, ce qui rend la
phosphorylation de FAM172A par cette Kinase tres intéressante a étudier (Borgo et al.,
2021; Halloran et al., 2022).

Les outils bioinformatiques prédisent également un signal de localisation nucléaire
(NLS) dans la séquence protéique de FAM172A, un domaine riche en acides aminés
basiques qui lui permettrait d’étre transloqué vers le noyau cellulaire (Figure 1.7). En
effet, les protéines ne peuvent pas diffuser librement entre le cytoplasme et le noyau,
elles nécessitent 1’aide d’une famille de protéines appelée les importines (de type
karyophérine) pour traverser les complexes des pores nucléaires (NPC). Il existe
plusieurs types de NLS : des séquences dites « classiques » reconnues par la voie
canonique des importines, constituée d une sous-unité a (1 a 7) et une sous-unité 1, et
des séquences « non-classiques » reconnues par d’autres types d’importines [3
(Tableau 1.1) (Lu et al., 2021; Wing et al., 2022). De plus, les séquences classiques
peuvent étre monopartites ou bipartites (Tableau 1.1). Le NLS prédit de FAM172A
semble faire partie de cette deuxieme catégorie (Bélanger et al., 2018). Concernant
cette voie canonique de translocation, I’importine 1 assure les interactions avec les
facteurs Nup (Nucléoporines) du NPC pendant que 1’importine a reconnait le NLS et
sert de protéine adaptatrice entre la protéine contenant le NLS et I’importine 1 (Figure
1.8). On remarque que ’importine o participe également a la translocation en
interagissant par exemple avec Nup153 (Lu et al., 2021). Ce complexe est ensuite
transloqué jusqu’au noyau ou il subit un changement de conformation en interagissant
avec les protéines Ran (Ras-related nuclear protein) couplées a un GTP (Guanosine
triphosphate). Ce changement dissocie le complexe NLS/importine o/importine f1/Ran
en un complexe NLS /importine o d’une part et un complexe importine B1/RanGTP
d’une autre part. L’importine B1 sera ensuite renvoyée au cytoplasme ou elle se dissocie

de la protéine Ran grace a I’hydrolyse du GTP en GDP (Guanosine diphosphate).
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L’hydrolyse du GTP fournit 1’énergie nécessaire au cycle d’import des protéines

(Figure 1.8) (Lu et al., 2021).

Finalement, pour mieux comprendre les fonctions de FAM172A, son grand domaine
homologue a la protéine Arb2 initialement identifi¢ chez la levure a fait ’objet de
plusieurs investigations. Ce domaine permet a FAM172A d’interagir physiquement
avec la protéine Argonaute 2 (AGO2) (Bélanger et al., 2018) qui sera décrite plus en

détails dans la section suivante.

Catégorie Séquence Récepteur de
transport
Signal de NLS MP PKLKRQ Importine o/p1
localisation (Monopartite)
nucléaire (NLS) RPRK
classique
RRARRPRG
NLS BP GKRKLITSEEERSPAKRGRKS
(Bipartite)

KGKKGRTQKEKKAARARSKGKN
RKRCAAGVGGGPAGCPAPGSTPLKKPRR

RKPVTAQERQREREEKRRRRQERAKEREKRRQERER

Signal de PY- NLS RSGGNHRRNGRGGRGGYNRRNNGYHPY Importine Bs
localisation
nucléaire (NLS) TLLLRETMNNLGVSDHAVLSRKTPQPY

non-classique
PGKMDKGEHRQERRDRPY

Autre NLS non- | GKKKKGKPGKRREQRKKKRRT
classique
SANKVTKNKSNSSPYLNKRKGKPGPDS

VHSHKKKKIPTSPTFTTPKTLTLRRQPKYPRKSAPRRNKLDHY

Tableau 1.1 Classification des signaux de localisation nucléaire. Tableau adapté de Lu et al,
2021.
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Figure 1.8 Les mécanismes du transport nucléaire classique grace aux importine a/p1 chez les
mammiferes. Schéma adapté de Lu et al, 2021.
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1.2.3 Interaction avec Argonaute-2

1.2.3.1 Le domaine ARB2

Les protéines Arbl (Argonaute binding protein-1) et Arb2 (Argonaute binding protein-
2) ont été identifiées initialement chez Schizosaccharomyces pombe lors d’une
expérience de spectrométrie de masse cherchant a identifier les interacteurs de la
protéine Argonaute (Agol) (Buker et al., 2007). Cette méme étude a montré que le
complexe formé d’Agol, Arbl et Arb2 chez S.pombe est important pour la génération
de petits ARN interférents (ARNSsi) et la génération d’hétérochromatine au niveau des
centromeres a travers la méthylation de la lysine 9 de I’histone 3 (H3K9me). Depuis,
d’autres protéines avec des domaines homologues & Arb2 ont été identifiées chez
d’autres especes. Le domaine ARB?2 le plus étudié aujourd’hui se trouve sur le facteur
de la chromatine Hdal chez Saccharomyces cerevisiae. Hdal contient deux domaines
principaux : Un domaine catalytique HDAC qui élimine les groupements acétyles sur
les histones, et un domaine ARB2 (Lee et al., 2009). La déplétion de ce dernier n’a
aucun impact sur I’activité catalytique de la protéine Hdal, suggérant que ce domaine
jouerait plutét un role de recrutement a la chromatine. En effet, une étude effectuée
chez S. cerevisiae utilisant la cristallographie a démontré que le domaine ARB2, sous
la forme d’homodimére, est capable de lier directement les nucléosomes in vitro (Shen
et al., 2016). Plus précisément, le recrutement de Hdal a lieu au niveau de génes

transcriptionnellement tres actifs, favorisé par une interaction physique entre ’ARN
Polymérase Il (ARNPII) et le domaine ARB2 (Ha et al., 2019).

FAMI72A est ’orthologue de Arb2 chez les mammifeéres. Au moyen de ce domaine
homologue, nous avons pu émettre des hypotheses sur la ou les fonction(s) de
FAM172A. Pour le moment, des études de co-immunoprécipitaion dans des extraits

cellulaires de Neuro2A et dans un tissu murin associe aux CCN ont confirmé que notre
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protéine est capable d’interagir physiquement avec la protéine Argonaute-2 (AGQO2),

mais curieusement pas avec la protéine Argonaute-1 (AGO1) (Bélanger et al., 2018).

1.2.3.2 Les protéines AGO

Il existe huit protéines de la famille Argonaute dans le génome humain, quatre de la
sous-famille AGO (AGO1-4) et quatre de la sous-famille PIWI (PIWIL1-4) (Sasaki et
al., 2003). Les protéines Argonautes sont nommées ainsi d'apres le phénotype de
mutants argonautes chez Arabidopsis thaliana, qui sont eux-mémes nommés a cause
de leur ressemblance avec les tentacules de la pieuvre Argonauta argo (Bohmert et al.,
1998). Les protéines AGO sont capables de réguler I’expression des génes grace a leur
association avec des petits ARN non-codants (20 a 25 nucléotides). Cette régulation
peut avoir lieu au niveau post-transcriptionnel dans le cytoplasme (en anglais post-
transcriptionnal gene silencing ou RNA interference) ou au niveau transcriptionnel
dans le noyau (en anglais TGA ; transcriptional gene activation ou TGS;
transcriptional gene silencing). Dans le cytoplasme, les protéines AGO appartiennent
a un grand complexe nommé RISC (RNA-induced silencing complexe) et se lient a
différentes classes de petits ARN non-codants, notamment les microARN (ARNmMi) et
les ARNSsi. Ces petits ARN guident le complexe RISC a leur ARN messager (ARNmM)
cible par complémentarité de séquences, permettant ainsi 1’inhibition de la traduction
par sequestration ou dégradation des ARNm. Environ 60% des génes humains codant
pour des protéines seraient régulés par des microARN, et ce, di a I’existence d’une
séquence complémentaire au ARNmi située dans le 3°’UTR (Untranslated transcribed
region) de I’ARNm cible appelée MRE (MicroRNA Response Element) (Friedman et
al., 2009). Chez les mammiféres, toutes les protéines AGO sont capables de se lier avec
la méme affinité aux petits ARN et de participer a la voie des microARN par inhibition
de la traduction (Su et al., 2009a). Cependant, seules AGO2 et AGO3 possédent une
activité catalytique qui dégradent ’ARNm cible lorsqu’associée a un petit ARN

parfaitement complémentaire a la cible (J. Liu et al., 2004; Meister et al., 2004; Park et
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al., 2017, 2020). Pour exercer cette fonction, les membres de la famille AGO posséedent
trois domaines bien conservés au cours de I’évolution : Le domaine PAZ (Piwi-
Argonaute-Zwille) qui reconnait et se fixe a I’extrémité 3 de I’ARN guide, le domaine
MID qui permet les interactions entre protéines, et le domaine PIWI qui adopte une
conformation secondaire ressemblant a une RNase H et constitue le domaine
catalytique de certaines protéines AGO (Song et al., 2003; K. S. Yan et al., 2003).

De retour au modéle de souris Toupee, les défauts moléculaires observés semblent étre
restreints aux mécanismes ayant lieu au noyau : la transcription et 1’épissage alternatif.
En effet, en utilisant un rapporteur luciférase dont I’ARNm posseéde des séquences
MRE reconnues par let-7, un ARNmi connu pour s’associer a AGO2, une expérience
a montré que les souris Fam172a™™ n’ont pas de défauts au niveau de la voie des
microARN (Bélanger et al., 2018).

1.2.3.3 Les fonctions nucléaires d’AGQO2

Chez I’homme, au-dela de cette fonction canonique dans le cytoplasme, plusieurs
¢tudes ont montré qu’AGO1/2 joue également des rdles importants dans le noyau
cellulaire. En effet, les ARNmi/ARNSsi associés a AGO2 peuvent guider le complexe
jusqu’a la chromatine au niveau de plusieurs types d’ARN naissants non-codant, et
ainsi participer a la régulation de la transcription, de la régulation de 1’épissage
alternatif, de la réparation de I’ADN et du maintien de I’intégrité du génome (All0 et
al., 2009; Ameyar-Zazoua et al., 2012; Gutbrod & Martienssen, 2020; Nazer et al.,
2022). Le recrutement nucléaire utilise de petits ARN transcrits en sens ou antisens a
partir de régions promotrices de génes, ou encore de long ARN non-codant (ARNINc)
transcrit en antisens a partir de régions intragéniques. A noter qu’AGO?2 peut également
étre guidé jusqu’au pré-ARNm en cours de transcription, ou s’y associer directement a
travers des séquences riches en guanines (Nazer et al., 2022). Le premier mécanisme a

été démontré avec I’ARN du promoteur du géne cyclooxygenase 2 (cox-2) ou AGO2
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favorise la transcription en augmentant le niveau de triméthylation de la lysine 4 de
I’histone (H3K4me3) (Matsui et al., 2013). D’autres exemples montrent qu” AGO2 peut
également réprimer les genes dans des cellules cancéreuses, toujours en interagissant
avec I’ARN des régions promotrices (Nazer et al., 2022; Younger & Corey, 2011). Une
autre maniere de réguler la transcription est d’agir sur la position des nucléosomes
autour du TSS. En effet, AGO2 est guidé jusqu’a de petits ARN transcrits a partir du
TSS et coopére avec le complexe SWI/SNF pour assurer le bon positionnent du
nucléosome en position +1 de la transcription (Carissimi et al., 2015). CHD?7 interagit
également avec plusieurs composants du complexe SWI/SNF dans les CCN (Bajpai et
al., 2010). En s’appuyant sur les différents roles que joue AGO2 dans le noyau, I’'une
de ses fonctions nucléaires bien conservées de la levure jusqu’a I’homme semble étre
le recrutement de facteurs de la chromatine au niveau de séquences cibles, tel que les
méthyltransférases d’histone ou le complexe SWI/SNF comme cité précédemment
(Batsché & Ameyar-Zazoua, 2015). Pour rappel chez S.pombe, la protéine Agol
stimule la formation d’hétérochromatine grace a la triméthylation de H3K9 a travers le
recrutement de Clr4 (orthologue de SUV39H1 chez les mammiféres) (Buker et al.,
2007). Un mécanisme similaire a également été décrit pour réguler 1’épissage alternatif
de certains génes chez ’homme. En effet, AGO2 est guidé jusqu’a des ARN transcrits
en antisens a partir de régions codantes pour des exons alternatifs, ou elle favorise le
recrutement de SUV39H1 et EHMT?2 et la triméthylation de H3K9 (Figure 1.9A)
(Ameyar-Zazoua et al., 2012; Batsché & Ameyar-Zazoua, 2015). L’augmentation de
cette marque d’histone provoque ainsi la compaction de la chromatine et le
ralentissement de la RNAPII aux niveaux d’exons alternatifs. Par ce biais, AGO2 est
capable de favoriser I’inclusion de ces exons alternatifs au sein de plusieurs genes tel
que le gene CD44 (Figure 1.9A) (Ameyar-Zazoua et al., 2012). Ce mécanisme sera

décrit plus en deétails dans la partie 1.3.3.
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Figure 1.9 Le role potentiel du complexe FAM172A-CHD7-AGO2 dans la régulation de
I’épissage alternatif co-transcriptionnel. (A) Role nucléaire de la protéine AGO2 dans la
régulation de 1’épissage alternatif co-transcriptionnel grace a des petits ARN chez I’homme.
(B) Le role potentiel des protéines FAM172A et CHD7 dans la régulation de 1’épissage
alternatif médiée par AGO2. Schéma adapté de Ameyar-Zazoua et al, 2012 et Bélanger et al,
2018.
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Au vu de ses différents roles dans le cytoplasme et le noyau, AGO2 se doit d’étre tres
dynamique entre ces deux compartiments (Kalantari et al., 2016; Ohrt et al., 2008;
Schraivogel & Meister, 2014). En effet, les protéines AGO2 sont réparties entre le
cytoplasme et le noyau selon les besoins de la cellule. Il est d’ailleurs connu que cette
répartition varie beaucoup d’un type cellulaire a 1’autre. Par exemple, AGO2 sera
majoritairement nucléaire dans des cultures de cellules primaires, alors qu’elle sera
plutét cytoplasmique dans des lignées cellulaires immortalisées (Sarshad et al., 2018;
Sharma et al., 2016). Les conditions qui influent également sur le ratio
noyau/cytoplasme sont notamment le stress cellulaire, la différenciation et 1’activation
de la sénescence (Benhamed et al., 2012; Castanotto et al., 2018; Rentschler et al., 2018;
Sarshad et al., 2018). Les mécanismes qui permettent a AGO2 de voyager entre les
deux compartiments sont encore flous car elle ne posseéde pas de NLS ou de signal
d’export nucléaire (NES; en anglais Nuclear Export Signal). Les protéines TNRC6
(Trinucleotide repeat containing 6) fortement associées a AGO2 et au complexe RISC
possédent les deux domaines : NLS et NES. Pourtant son implication est limité a
I’export d’AGO2 vers le cytoplasme (Nishi et al., 2013; Schraivogel et al., 2015a). Des
études effectuées dans le but de déterminer les mécanismes d’import d’AGO2 au noyau
ont désigné I’importin-8 (appartenant aux importines de type B), alors que d’autres
études ont déterminé que plusieurs importines étaient impliquées de maniére
redondante (Schraivogel et al., 2015a; Weinmann et al., 2009). D’autre part, aucune
protéine contenant un NLS, classique ou non-classique, reconnu par les importines et

participant a ’import nucléaire d’AGO2 n’a été décrite a ce jour.

1.2.3.4 Le complexe FAM172A-CHD7-AGO2

Les expériences de co-immunoprécipitation effectuées sur des extraits cellulaires de
Neuro2A montrent que FAM172A et AGO2 se trouvent dans un grand complexe
nucléaire accompagné de la protéine CHD7. Ces mémes expériences montrent

également que I’interaction entre AGO2 et CHD7 est renforcé par la surexpression de
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FAML172A, ce qui suggere que les trois protéines appartiennent & un méme complexe
nucléaire (Bélanger et al., 2018). Plus encore, FAM172A pourrait potentiellement étre
le pont entre les deux, ou étre responsable du recrutement de I’une d’elles (Figure 1.9B).
Un traitement a la DNase ou a la RNase seule n’a pas d’impact sur 1’interaction
physique entre FAM172A et AGO2, en revanche, un traitement avec les deux enzymes
diminue de moitié leur interaction (Bélanger et al., 2018). Cela suggére qu’une partie
de Pl’interaction FAM172A-AGO2 serait indirecte et stabilisée par les deux types
d’acides nucléiques comme a I’interface entre le splicéosome et la chromatine
(Bélanger et al., 2018). Néanmoins, 1’autre partie du complexe ne dépend ni de I’ARN,
ni de I’ADN, ouvrant la possibilité que les deux protéines pourraient également
interagir de manicre directe, renforcant ainsi I’hypothése que FAM172A pourrait
participer au recrutement d’AGO2 a I’interface chromatine-splicéosome. Notre modéle
d’étude actuel décrit que le complexe FAM172A-AGO2-CHD7 participerait aux
mécanismes de régulation de 1’épissage alternatif co-transcriptionnel (Figure 1.9B)
(Bérubé-Simard & Pilon, 2019). Des expériences de ChIP et d’immunoprécipitation de
I’ARN suivi d’analyses quantitatives appuient notre hypothése en confirmant
I’enrichissement de FAM172A et de CHD7 au niveau d’un exon alternatif du géne
Cd44, une cible d’épissage connu d’AGO2 (Figure 1.9) (Ameyar-Zazoua et al., 2012;
Bélanger et al., 2018). La méme observation a été effectuée au niveau d’un exon
alternatif du géne LEF1 dans un contexte de différentiation et de détermination de
cellules sexuelles males au cours du développement (Bélanger et al., 2022).
L’interaction entre les deux protéines FAM172A et AGO2 est déstabilisée lorsqu’une
version de FAM172A mimant un variant trouvé chez des patients CHARGE est utilisée.
Ce variant contient une mutation ponctuelle pE229Q (ou pE228Q chez ’homme) qui
modifie I’acide glutamique se trouvant dans le domaine ARB2 de FAM172A. Ce
défaut d’interaction pourrait expliquer la pathogénicité de ce variant dans le contexte
du syndrome CHARGE. C’est pourquoi, il est intéressant d’approfondir 1’é¢tude des
mécanismes moléculaires par lesquels FAM172A, AGO2 et CHD7 régulent les

décisions d’épissage alternatif co-transcriptionnel.



34

1.3 Mécanismes moléculaires mis en cause dans le syndrome CHARGE

Dans le but de générer les protéines nécessaires a son fonctionnement a partir de son
génome, la cellule va utiliser un intermédiaire appelé I’ARN messager (ARNm). Dans
le noyau, c¢’est I’ARN polymérase IT (ARNPII) qui va synthétiser ces ARNm lors de la
transcription. Ces derniers subiront ensuite la maturation pour devenir des ARNm

fonctionnels et seront exportés dans le cytoplasme pour étre traduits en protéines.

1.3.1 Latranscription

1.3.1.1 Transcription par I’ARN polymérase II

La transcription est le processus par lequel la cellule synthétise une séquence d’ARN a
partir d’une séquence d’ ADN. La transcription est effectuée par trois enzymes appelées
les ARN polymérases, chacune d’elle va transcrire une catégorie différente de genes
(Sentenac, 1985). L’ARN polymérase I (ARNPI) transcrit les ARN ribosomiques
(ARNTr), alors que I’ARN polymérase III (ARNPIII) transcrit les ARN de transfert
(ARNU) et certains ARNIr, tous deux nécessaires & la traduction de protéines. Quant a
laRNAPII, elle transcrit les ARN messagers et une grande partie des ARN non-codants.
Le processus de transcription est commun a toutes les ARN polymeérases et se déroule
en plusieurs étapes : I’initiation, 1’élongation et la terminaison (Figure 1.10). En
revanche, ces polymérases different dans leurs associations protéiques et leurs
mécanismes de régulation (Cramer, 2019). Chez I’homme, la RNAPII est constitué de
12 sous-unités RPB1 a RPB12 (RNA Polymérase Il subunit). Elle fait également partie
d’un large complexe composé de facteurs généraux de transcription et de nombreuses
autres protéines capables de lier ADN et ’ARN. Les facteurs généraux, tels que
TFHA, TFIB, TFID, TFIE, TFIIF et TFIIH, sont eux-mémes composés de plusieurs
protéines et sous-unités et interviennent aux différentes étapes de la transcription
(Schier & Taatjes, 2020).
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Figure 1.10 Les différentes étapes de la transcription par I’ARN polymérase II : I’initiation,
I’élongation et la terminaison. Schéma adapté de Cramer et al, 2019.

Afin d’initier la transcription, le complexe TFIID et ses sous-unités reconnaissent une
séquence promotrice située en amont du site d’initiation de la transcription +1 (TSS)
(Cramer, 2019; Louder et al., 2016). Une fois le promoteur reconnu, les facteurs TFIIA,
TFIIB, TFIHE, TFHF et TFIIH sont recrutés a leur tour et ancrent la RNAPII au
promoteur. lls forment le complexe de pré-initiation de la transcription (PIC; en anglais
Pre-Initiation Complex) (Schier & Taatjes, 2020). Le réle principal de ce complexe est
d’ouvrir la double hélice d’ADN grace a la fonction ATP-dépendante de I’enzyme XPB
(sous-unité de TFIIH) (Cramer, 2019; Egly & Coin, 2011). Ainsi, le brin matrice
(simple brin) se retrouve dans le site actif de la RNAPII, qui initie la synthése d’ARN
de quelques nucléotides (~15-30 nucléotides). Une fois que I’ ARN naissant atteint une
taille suffisante, de nouveaux facteurs sont recrutés et se forme alors le complexe
d’élongation de la transcription. La grande sous-unité de la RNAPII possede un
domaine appelé CTD (carboxyl-terminal domain) constitué d’une répétition de 7
acides aminés (52 répétitions du peptide ‘“TSPTSPS’ chez I’homme) (Kim et al., 1994).

Les fonctions de la RNAPII et la coordination entre transcription et maturation de
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I’ARN sont fortement régulées par 1’état de phosphorylation de ce domaine CTD. Par
exemple, un complexe coactivateur appartenant au PIC, nommée le médiateur, est
important pour le passage de I’initiation a 1’¢longation en stimulant la phosphorylation
du domaine CTD par la kinase CDK7 (sous-unité de TFIIH) (Figure 1.11A) (Kornberg,
2005). Au début de I’¢longation, et dépendamment du contexte, la RNAPII marque
une pause et doit attendre un signal pour poursuivre la transcription (Figures 1.10 et
1.11B). En effet, la RNAPII peut étre régulée négativement par certains facteurs
d’¢longation qui provoquent I’arrét de la synthése d’ARN a environ 30-50 nucléotides
en aval du TSS (Abuhashem et al., 2022). LA RNAPII a alors besoin d’une
signalisation positive de la part d’autres facteurs d’élongation pour poursuivre. Dans le
cas contraire, la transcription est interrompue de maniere précoce (Abuhashem et al.,
2022). Certains complexes tels que NELF (negative elongation factor) et DSIF (DRB
sensitivity inducing factor) sont connus pour favoriser cette pause en interagissant
directement avec la RNAPII et en empéchant la signalisation positive par les facteurs
d’¢longation (Figure 1.11B) (Abuhashem et al., 2022; Vos et al., 2018; Yamaguchi et
al., 2013). Afin de quitter I’état de pause et de reprendre 1’élongation, la sous-unité
CDKOQ du facteur p-TEFb phosphoryle le domaine CTD de la RNAPII, ainsi que NELF
et DSIF, ce qui provoque la dissociation du complexe ARNPII-NELF-DSIF et la
poursuite de la transcription (Figure 1.11C) (Bacon & D’Orso, 2019). Le facteur p-
TEFD s’aveére également étre un facteur essentiel favorisant la transcription tout au long
de 1’élongation (Abuhashem et al., 2022).

Un hydride ADN-ARN qui correspond au brin d’ADN matrice et a I’ARN naissant se
forme au niveau du site actif de la polymérase (Gnatt et al., 2001). En additionnant le
second simple brin d’ADN antisens, on obtient une structure appelée une R-loop. Cette
structure en forme de « bulle » et se limitant a quelques nucléotides au site de synthese
de ’ARN va suivre la RNAPII tout le long de la transcription (Niehrs & Luke, 2020;

Sidorenkov et al., 1998). Il est important pour la cellule que des protéines spécialisées
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interviennent pour résoudre les R-loop et permettre 1’avancement de la RNAPII le long
du gene (Niehrs & Luke, 2020).

A Complexe de pré-initiation de la transcription (CPI)

7/

B Complexe en état de « pause »
CTD

Figure 1.11 Les étapes de I’activation de la transcription chez les mammiféres. (A) Le
complexe de pré-initiation de la transcription est recruté au niveau des sites d’initiation de la
transcription. La kinase CDK7 phosphoryle le domaine CTD de la RNAPII pour initier la
transcription. (B) Les complexes DSIF et NELF interagissent avec la RNAPII pour arréter la
transcription au bout de 30-50 nucléotides aprés le SIT. A ce stade la RNAPII est en état de
« pause ». (C) Le facteur p-TEFb phosphoryle le complexe ARNPII-DSIF-NELF pour le
dissocier et permet a la RNAPII de poursuivre 1’élongation. Schéma adapté de Abuhashem et
al, 2022.
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Au cours de cette élongation, le domaine CTD de la RNAPII continue de recruter de
nombreux autres acteurs de la transcription ainsi que des remodeleurs de la chromatine
et des facteurs nécessaires a la maturation des ARNm (Conaway et al., 2000; Shilatifard,
1998). En effet, les modifications apportées aux pré-ARNm pour qu’ils deviennent
matures ont lieu au fur et a mesure de la transcription. Finalement, la RNAPII rencontre
des ¢éléments régulateurs sur la séquence d’ADN appelés terminateur et signal de
polyadénylation. Ceux-ci sont reconnus par le complexe CPSF (cleavage and
polyadenylation specificity factor) et signale a la RNAPII de terminer la synthese
d’ARN.

1.3.1.2 Les régions promotrices

Il existe plusieurs types de séquences consensus associées aux promoteurs. Par
exemple, la boite TATA a été découverte en 1979, et elle est encore trés étudiée
aujourd’hui (Goldberg, 1979). C’est la sous-unité TBP (TATA-box binding protein) du
complexe TFIID qui reconnait la boite TATA située de -25 a -30 nucléotides en amont
du TSS (Sainsbury et al., 2015). Chez I’homme, uniquement 3.5% des génes possédent
une boite TATA correspondant parfaitement aux séquences consensus tel que
TATAAA ou trés similaire (Vo ngoc et al., 2017). Néanmoins, 28% des genes ont
également des séquences consensus dégénérées ressemblant assez aux boites TATA
pour étre reconnu par TBP (Vo ngoc et al., 2017). De plus, les boites TATA se trouvent
préférentiellement au niveau de génes tissu-spécifiques régulés au cours de la
différentiation (Cramer, 2019). 1l existe d’autres éléments régulateurs reconnus par les
sous-unités TAF de TFIID, parmi eux : I’initiateur (Inr ; Initiator) (Smale & Baltimore,
1989), les éléments BREY/BREY (Lagrange et al., 1998), le motif TCT et les lots CpGs
(Bird, 1987; Deaton & Bird, 2011; Vo ngoc et al., 2017). A noter que certains d’entre
eux sont spécifiques d’une catégorie de genes en particulier. Par exemple, les motifs
TCT sont préférentiellement retrouvés en amont des genes ribosomaux (Perry, 2005).

Les éléments BREY sont des séquences retrouvées directement en amont et en aval de
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la boite TATA et sont reconnus par les TAF uniquement si la boite TATA est reconnue
par TBP (Deng & Roberts, 2005). Ainsi, elle renforce et régule la transcription
uniquement en synergie avec un autre élément régulateur. Et finalement, les
promoteurs riches en ilots CpG (séquences riches en répétitions de CG) se trouvent
préférentiellement en amont des genes de ménages, c’est-a-dire des geénes que 1’on
retrouve dans tous les types cellulaires (Angeloni & Bogdanovic, 2021; Saxonov et al.,
2006). Il existe de nombreux mécanismes permettant de réguler la transcription des
genes au niveau de ces régions. Premiérement, les facteurs de transcription sont un
élément régulateur important de la transcription (Ptashne & Gann, 1997). Il en existe
plus de 2 000 chez I’lhomme (Cramer, 2019). Ces protéines possedent 2 domaines
caractéristiques : un domaine de liaison directe a I’ADN et un domaine d’interaction
avec d’autres protéines. Ce facteurs peuvent avoir pour but d’activer ou de réprimer la
transcription. Deuxiémement, afin d’étre reconnues par les facteurs de transcription,
les régions promotrices doivent étre accessibles grace a une conformation ouverte de
la chromatine (euchromatine, voir partie 1.2.2) (Lorch & Kornberg, 2017). Le
complexe PIC est en parti responsable du recrutement de remodeleurs de la chromatine
afin d’ouvrir la chromatine. Plusieurs régulations épigénétiques interviennent pour
ouvrir cette chromatine au niveau des promoteurs. Par exemple, les marques
épigénétiques H3K4me3 et H3K27me3 correlent respectivement avec 1’activation ou
la répression de la transcription (Piunti & Shilatifard, 2016). De plus, les promoteurs
riches en Tlots CpG peuvent prévenir la compaction de la chromatine et favoriser le
recrutement de la RNAPII, mais ils peuvent aussi étre méthylés et au contraire inhiber

la transcription lorsque nécessaire (Cramer, 2019; Deaton & Bird, 2011).
1.3.2 L’épissage des pré-ARN messagers
La maturation d’un pré-ARNmM consiste en trois étapes importantes : I’ajout d’une

coiffe, I’ajout d’une queue poly(A), et I’épissage (Parent & Bisaillon, 2006). L’ajout

de la coiffe en 5' et de la queue poly(A) en 3° du pré-ARNmM sont des modifications
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importantes, elles permettent notamment de différencier les ARN de type « messager »
des autres types d’ARN (Parent & Bisaillon, 2006). Elles sont également essentielles a
sa stabilité, a sa reconnaissance et a son exportation hors du noyau (McKendrick et al.,
2001; Proudfoot et al., 2002). Au méme moment, certaines séquences non-codantes
présentes dans le pré-ARNm seront excisées et eliminées pendant le processus
d’épissage (Jurica & Moore, 2002; Tari, 2018). Nous savons que les ARN messagers
ne sont pas des copies conformes de ’ADN. Dans les régions transcrites du génome,
I’ADN est formé d’une alternance entre les séquences informationnelles appelées les
Exons (EXpressed regiON) et de séquences silencieuses appelées les Introns
(INTragenic RegiON) (Tari, 2018). Uniquement les premicres vont former ’ARNm
mature, contrairement aux secondes qui seront excisées et éliminees de la séquence
finale au cours du processus appelé 1’épissage ; plus précisément, le processus qui
¢lime les introns et joints les exons les uns aux autres est appelé 1’épissage. Il concerne
au moins 95 % des ARN et s’effectue de facon coordonnée avec la transcription
(Wilkinson et al., 2020). Ce processus constitue également un préalable a I’exportation
des ARN messagers dans le cytoplasme, siege de la synthése protéique. De plus,
certains ARN dit « non-codants », ¢’est-a-dire qui ne seront pas traduits en protéines,
subissent également 1’épissage. Il s’agit, entre autres, des ARN ribosomiques et des
ARN de transferts. Bien que tous les précurseurs d’ARN soient organisés de la méme
maniere, tous les introns ne sont pas éliminés de la méme maniére. Les introns
appartenant aux précurseurs d’ARN ribosomiques, d’ARN de transfert, ainsi que les
pré-ARNm de mitochondries et de chloroplastes, sont dits « autocatalytiques »
(Lambowitz & Zimmerly, 2011; Steitz & Steitz, 1993). En effet, 1’élimination de ce
type d’introns s’effectue en 1’absence de protéines et par une action catalytique propre
au pré-ARN (Lambowitz & Zimmerly, 2011). En opposition, les pré-ARNm
nécessitent un grand nombre de protéines et d unité ribonucléoprotéiques pour éliminer
les introns. Ces protéines et unités forment un complexe appelé le splicéosome (Brody
& Abelson, 1985; Wilkinson et al., 2020).
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1.3.2.1 Le splicéosome et la réaction d’épissage

Le splicéosome requiert cing ribonucléoprotéines principales, les sSnRNP U1, U2, U4,
U5 et U6 (small nuclear ribonucleoproteins), chacune constituée d’une molécule de
ARNsn, complexée avec sept protéines Sm ou apparentées et plus de 150 autres
protéines non-snRNP (Kastner et al., 2019; R. Reddy & Busch, 1988; Ule & Blencowe,
2019). Les protéines Sm sont communes a tous les snRNP et s’organisent en anneau
heptamérique autour de I’ARNsn en se liant a des séquences spécifiques (Bringmann
& Lihrmann, 1986; Wilkinson et al., 2020). Les protéines SR (ou SRSF, serine
arginine-rich splicing factor) sont un autre composant important du splicéosome
(Krainer et al., 1991; Zahler et al., 1992). Elles sont au nombre de 12 chez ’homme et
interviennent a différentes étapes de 1’épissage (Manley & Krainer, 2010). Ces
protéines sont nommeées ainsi en raison de leur domaine RS situé en C-terminal de leurs
séquences. Celui-ci est composé d’un nombre variable des acides aminés sérine et
arginine et permet d’établir des interactions avec d’autres domaine SR sur d’autres
proétines (Zahler et al., 1992). Ces dernieres peuvent étre des protéine SR ou non-SR,
comme les protéines U2AF35/65 (U2 auxillary factor ; 35 et 65 kD) et CAPER qui
sont importantes dans la reconnaissance des sites d’épissage (Graveley, 2000; Tari,
2018). Les protéines SR contiennent également d’autres domaines importants, tels
quun ou plusieurs domaine RRM (RNA recognition motif) ou RRMH (RNA
recognition motif homologous) (Krainer et al., 1991). Ce motif est constitué de deux
hélices a et d’un feuillet B formant un cceur hydrophile et permettant 1’interaction
directe avec I’ARN (Tari, 2018; Zahler et al., 1992). De plus, seul SRSF7 contient un
domaine en doigt de zinc de type CCHC qui lui permet également de se lier directement
a ’ARN simple brin (Y. Wang et al., 2021).

Afin d’identifier les jonctions exon-intron, le splicéosome reconnait trois déterminants
sur la séquence intronique du pré-ARN messager : le site donneur d’épissage en 5°, le

site accepteur d’épissage en 3’ et le site (ou point) de branchement 30 nucléotides en
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amont du site accepteur (Breathnach et al., 1978). L’étude poussée de ces jonctions
exons-introns a révélé des séquences consensus dans ces sites d’épissage conservées
au cours de I’évolution (Breathnach et al., 1978). Nous retrouvons les dinucléotides
GU pour les sites donneurs et AG pour les sites accepteurs ainsi que le nucléotide A au
niveau du site de branchement (Figure 1.12A) (Breathnach et al., 1978; Shapiro &
Senapathy, 1987). Néanmoins, dans 1% des cas, nous retrouvons plutdt les
dinucléotides AT et AC pour les sites donneurs et accepteurs (Tari, 2018). Ce type de
jonction exon-intron est reconnu par un splicéosome différent composé d’un ARNsn
Ul2 au lieu de ’ARNsn U2 habituel (Tari, 2018). L’épissage des pré-ARNm se
décompose en deux réactions de transestérification successives (transfert de
groupement phosphodiester) (Figure 1.12B) (Padgett et al., 1984; Wahl et al., 2009).
D’abord, le résidu Adénosine (A) du site de branchement engage une attaque
nucléophile vers un phosphate du site donneur en 5’ de I’intron. Cette réaction créée
un premier exon avec une extrémité OH libre et un second exon toujours rattaché a
I’intron sous forme de lasso (Moore & Sharp, 1993). S’en suit une autre réaction de
transestérification consistant en ’attaque nucléophile par I’extrémité OH de ’exon
envers le site accepteur en 3’ de I’intron (Moore & Sharp, 1993). Ainsi, I’intron est
libéré et les deux exons sont réunis. Ces réactions s’effectuent au sein du splicéosome,
qui reconnait les séquences consensus présentes sur les introns et permet le recrutement
des ARN et protéines nécessaires aux réactions d’épissage (Wahl et al., 20009;
Wilkinson et al., 2020).

1.3.2.2 Les étapes d’assemblage du splicéosome

Avant I’assemblage du splicéosome, on retrouve certaines protéines telles que CBP80
ou les protéines SR directement liées & ’ARN formant un complexe nommé le
complexe H (Tari, 2018). Les protéines SR interviennent dans la reconnaissance des
sites consensus d’épissage sur le pré-ARN messager. Ensuite, 1’assemblage du

splicéosome s’initie avec la formation du complexe E (ou complexe d’engagement)
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(Wilkinson et al., 2020) . Celui-ci est composé principalement de 1I’'unité snRNP U1 au
niveau du site d’épissage en 5’ (Wong et al., 2018; Zhuang & Weiner, 1986).

A Site d’épissage en 5’ BP  Site d’épissage en 3’
Levure 'GUAUGU UACUAAC YAG
: Polypyrimidine
Homme I YNYURAY Yy YAG
5'exon * Intron " 3'exon

S'S‘.'? B‘P 3'SS
i
B x_ 2'OH
Etape 1 l Embranchement
/—-N\
3'OH p-p
Etape 2 l Ligation

ARNm
C)A‘

Figure 1.12 La réaction d’épissage. (A) Le splicéosome reconnait certaines séquences
spécifiques au niveau des jonctions intron-exon : le site donneur d’épissage en 5°, le site
accepteur d’épissage en 3’ et le site (ou point) de branchement 30 nucléotides en amont du site
accepteur. (B) Les deux réactions de transestérification successives de la réaction d’épissage.
Schéma adapté de Wilkinson et al, 2020.

En effet, une partie de la séquence de I’ARNsn Ul est trés conservée et permet la
reconnaissance du site donneur d’épissage (Wilkinson et al., 2020; Wong et al., 2018).
Certaines protéines présentes a I’intérieur ou a 1’extérieur du complexe vont ensuite
renforcer cette reconnaissance par des interactions protéine-protéine, telles que SRSF2
et SF2 (Guiro & O’Reilly, 2015; Muto et al., 2004). Le complexe E est également
constitue de la protéine SF1 (splicing factor 1) qui reconnait le site de branchement, et
des protéines U2AF65 et 35 qui reconnaissent les sites de branchement et d’épissage
en 3 (Berglund et al., 1998; Zamore et al., 1992). Deuxiémement, les protéines
auxiliaires U2AF recrutent I'unité snRNP U2 au point de branchement grace a leur

domaine SR et aux interactions proteine-protéine (Kistler & Guthrie, 2001; Wilkinson



44

et al., 2020). Cette interaction est dépendante de I’ATP, elle déplace le facteur SF1 et
modifie la conformation du complexe qui permet le rapprochement des exons de part
et d’autre de I’intron. Cette nouvelle conformation du splicéosome est appelée le
complexe A. Au sein de ce complexe, la séquence du sSnRNA U2 se lie spécifiqguement
au point de branchement (Kramer et al., 1999). De plus, les protéines SF3A, SF3B et
PRP5 (Pre-mRNA-processing ATP-dependent RNA helicase 5) appartenant a la snRNP
U2 vont faciliter et stabiliser I’interaction ARN-ARN entre le SnARN et le pré-ARNm
(Wilkinson et al., 2020; X. Zhang et al., 2024). Cette liaison permet une modification
de la conformation de I’ARN et permet d’isoler ’adénosine (A) du point de
branchement hors de la double hélice d’ARN. Par la suite, les unités snRNP U4, U5 et
U6, qui se sont d’abord associées entre elles dans le noyau, vont rejoindre le
splicéosome pour former le complexe B (Agafonov et al., 2016; Nguyen et al., 2015).
Elles sont composées d’un grand nombre de protéines et provoquent un réarrangement
structural lorsque snRNP U6 se lie a la fois au site donneur d’épissage en 5° et a snRNP
U2 (Will & Lihrmann, 2011). L’unité snRNP U6 libére snRNP Ul et prend sa place
au site donneur d’épissage en 5’ (ce changement marque le passage de pré-complexe
B a complexe B). Au méme moment, I’unité snRNP U6 se dissocie de snRNP U4 en
faveur d’une interaction avec 1’unité snRNP U2 (Bringmann et al., 1984; Will &
Lihrmann, 2011). Lorsque cette nouvelle interaction est formée, le site de liaison de
snARN U6 devient actif (Will & Lihrmann, 2011). Quant a sSnRNP U5, elle interagit
ala fois avec les deux exons de part et d’autre de ’intron et provoque un rapprochement
entre les deux sites : donneur en 5’ et accepteur en 3’ (Agafonov et al., 2016). Cette
conformation conduit au complexe B actif ou complexe B* (Wahl et al., 2009; Will &
Ldhrmann, 2011). L’ensemble méne a la premiére réaction de transestérification de
1I’épissage. Finalement, il y a formation du complexe C également sous forme active
ou est réalisée la deuxiéme réaction de transestérification. Les deux exons sont alors
joints I'un a P’autre par ligation dans le complexe post-splicéosomale et I’intron est
libéré du site actif, ainsi que les snRNP (Wilkinson et al., 2020). De plus, plusieurs

hélicases ATP-dépendante jouent un réle important dans le remodelage de ces
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complexes a chaque étape (Bourgeois et al., 2016). Il est indispensable que I'épissage
s'effectue avec une précision absolue, puisque I'addition ou la perte d'un seul nucléotide
au niveau d'une jonction d'épissage (jonctions introns-exons) pourrait entrainer la

traduction erronée de I'ARNmM obtenue.

1.3.2.3 Epissage alternatif

Il est important de différencier 1’épissage dit « constitutif » de 1’épissage dit
« alternatif ». En effet, les séquences consensus présentes au niveau des sites
d’épissage ne sont parfois pas reconnues par les facteurs d’épissage. Ceci mene a des
ARNM matures différents selon leur composition en exons, il s’agit alors de 1’épissage
alternatif (Pan et al., 2008; E. T. Wang et al., 2008). Chez I’homme, environ 90% des
génes subissent de 1’épissage alternatif dans un ou plusieurs types cellulaires (Dujardin
et al., 2016; E. T. Wang et al., 2008). Il existe plusieurs types d’épissage
alternatif notamment ’exclusion d’exon, la rétention d’intron, ou ’utilisation d’un site
donneur/accepteur d’épissage alternatif (Sugnet et al., 2004). Ces différences dans
I’épissage des pré-ARNmM peuvent étre tissu-spécifiques. Par exemple, les cellules
nerveuses peuvent avoir des besoins différents en transcrits par rapport aux autres
cellules pour un méme gene (Ule & Blencowe, 2019). Il arrive également que plusieurs
ARNmM alternatifs soient présents en méme temps dans un méme type cellulaire mais

en quantité variable (Ule & Blencowe, 2019).



46

ILS

=, s
Prp43 - Active site

NTC-NTR NTC-NTR Prpa3
us Prp22
Pré-ARNm 5. 3'ss us
g/_ e @ J Complexe P
= %hctive site
& mRNA NTC-NTR
U2AF Prp22
. step i factors Us
Complexe E }
Complexe C*
Prp5 u2 U2
0’ Active site
NTC-NTR
vl v2
U';k.— us
Complexe A L) Prp22
Ua/ue i« pots
U4/U6.US tri-snRNP
us
5 U2 .
e G
U4/U6 NTC-NTR bipl6
Ul — Prp2 . / uss Complexe C
A\, i o
. S ¥ mnve site
Pré-Complexe B G/ua £ Active site C-NTR
& NTC-NTR
Brr2 Prp2
us Us Complexe B*
Complexe
Complexe B @ y4snrna Bact SF3a/b

Prp2

Figure 1.13 Les étapes d’assemblage du splicéosome chez les mammiféres. Schéma adapté de
Wilkinson et al, 2020.

1.3.3 Les mécanismes de régulation de I’épissage alternatif co-transcriptionnel

Les séquences aux sites d’épissage en 5’ et 3’ ne sont pas suffisantes pour définir les
introns et les exons des pré-ARN messagers par le splicéosome. En effet, d’autres
séquences et protéines régulatrices vont venir aider a la reconnaissance des jonctions
exon-intron, de méme que d’autres éléments de régulation tels que la machinerie
transcriptionnelle, les corps nucléaires et les marques épigénétiques. Ces mécanismes
sont essentiels pour la régulation de 1’épissage alternatif ou certains sites d’épissage

doivent étre choisis par le splicéosome plutdt que d’autres.
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1.3.3.1 Les séquences et protéines régulatrices

Les sites d’épissage sont souvent désignés comme « forts» ou « faibles »
dépendamment d’un épissage constitutif ou d’un épissage alternatif (Sugnet et al.,
2004). Pour ces derniers, en plus des séquences consensus nécessaires a 1’assemblage
du splicéosome, il existe des séquences régulatrices en cis (c’est-a-dire une séquence
sur le méme pré-ARN messager) qui vont stimuler ou inhiber 1’épissage. Ces séquences
peuvent se trouver sur les introns et les exons. Les séquences agissant dans le but
d’activer 1’épissage sont appelées ISE (Intronic Splicing Enhancer) ou ESE (Exonic
Splicing Enhancer). Alors que les séquences agissant dans le but d’inhiber 1’épissage
sont appelées ISS (Intronic Splicing Silencer) ou ESS (Exonic Splicing Silencer)
(Dujardin et al., 2016).

Plusieurs familles de protéines ont été identifiées pour participer a la régulation de
I’épissage alternatif. Il s’agit principalement des protéines SR et des hnRNP
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein) et plusieurs autres protéines capables de
lier ’ARN, appelées RBP (RNA-binding proteins) (M. Chen & Manley, 2009).
Certaines peuvent étre exclusives a un certain type cellulaire, comme les protéines
NOVA qui sont spécifiquement enrichies dans les neurones du systéme nerveux central
(Ule et al., 2005). Comme décrit précédemment, les protéines SR font partie du
splicéosome et sont importantes pour la reconnaissance des sites d’épissage. Elles sont
essentielles pour la régulation de 1’épissage alternatif (Z. Zhou & Fu, 2013). En effet,
les protéines SR peuvent lier directement les séquences activatrices ESE et ISE afin de
promouvoir I’épissage d’un exon en particulier, notamment en interagissant avec les
SnRNP U1 et les protéines U2AF dans le complexe splicéosomale E (Ule & Blencowe,
2019). De plus, lorsque leur domaine RS est phosphorylé, les protéines SR sont
capables de lier I’ARN double brin ce qui favorise I’interaction entre le splicéosome et
le prée-ARNm (Shen & Green, 2006). Néanmoins, certaines études décrivent que les

protéines SR peuvent aussi réprimer I’épissage si elles lient des séquences introniques
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en aval de I’exon en question (Ule & Blencowe, 2019; X. Zhou et al., 2014). Parmi les
protéines régulatrices, nous retrouvons également les hnRNP au nombre de 27 (hnnRNP
A a hnRNP U). Contrairement aux protéines SR, les hnRNP lient préférentiellement
les ISS et les ESS sur le pre-ARNmM et sont donc considérées comme des répresseurs
de I’épissage. Pour ce faire, elles possédent des domaines d’interaction directs a I’ ARN,
tels que les domaines RRM, RGG ou KH (hnRNP K-Homology). Une fois liées aux
séquences regulatrices, les protéines hnRNP empéchent la fixation des constituants du
splicéosome ou peuvent séquestrer les sites d’épissage en formant des boucles avec
I’ARN (Martinez-Contreras et al., 2006; Ule & Blencowe, 2019). Les hnRNP jouent
aussi un réle dans ’activation de la transcription, le remodelage de chromatine et sur
la stabilité et le transport des ARN ainsi que leur transduction. 1l peut y avoir des effets
de compétition ou des effets coopératifs entre ces deux familles de protéines. Par
exemple, si les deux sites régulateurs se trouvent trés proches dans 1’espace, ce sera le
ratio entre les protéines SR et hnRNP qui déterminera quelle effet, activateur ou
répresseur, sera dominant. Ce ratio peut alors varier selon le type cellulaire et les

conditions physiologiques.

1.3.3.2 Les corps nucléaires

Durant I’interphase, la chromatine est décondensée dans le noyau cellulaire, pourtant
les génes et les séquences régulatrices associées doivent rester facilement accessible
aux nombreux facteurs, complexes et interactions selon les besoins de la cellule. C’est
pourquoi, il existe plusieurs niveaux d’organisation de la chromatine, comme les
territoires chromosomiques et les compartiments transcriptionnellement actifs (A) et
inactifs (B). Néanmoins, la chromatine n’occupe pas tout I’espace dans le noyau. En
effet, I’espace entre les territoires chromosomiques correspond au compartiment
interchromatinien dans lequel sont concentrés les complexes de transcription et de
maturation de I’ARN. L’une des mani¢res d’organiser ce compartiment est de

regrouper les séquences et les facteurs proteiques dont la fonction cellulaire est
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commune a proximité dans ’espace, dans des structures appelées des « granules
interchromatiniens » ou encore des « corps nucléaires ». Ainsi, les corps nucléaires
sont des organelles liquides sans membrane régulant de multiples fonctions cellulaires
importantes. Il existe une grande variété de corps nucléaires, tels que les speckles
nucléaires (SN), les nucléoles, les usines a transcription, les paraspeckles et les corps
de Cajal (Lesne et al., 2019). Chaque type de corps nucléaire possede une ou plusieurs
fonctions spécialisées. Par exemple, les nucléoles sont des corps nucléaires spécialisés
dans la transcription des ARN ribosomiques (ARNr) et contiennent des concentrations
trés élevées d”’ARNPI et de facteurs de transcription associés (nucléoline). Les NS sont
un autre exemple de corps nucléaires, ils sont spécialisés dans la maturation de ’ARNm
et sont fortement enrichis en facteurs d’épissage (Lesne et al., 2019). Les granules sont
définis par I’accumulation de facteurs protéiques spécifiques et, a I’exception du
nucléole qui est visible en microscopie optique, ils sont souvent identifiés a 1’aide de
techniques de marquage utilisant des anticorps spécifiques, comme I’anticorps SC35

dans le cas des SN.
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Figure 1.14 Schéma représentant des corps nucléaires au niveau des sites de transcription chez
les mammiféres. Les corps nucléaires sont enrichies en facteurs de transcription et en facteurs
d’épissage. Les étapes d’assemblage du splicéosome chez les mammiferes. Schéma adapté de
Cramer et al, 2019.

Les NS jouent un réle important dans la régulation de 1’épissage alternatif co-
transcriptionelle. En effet, ce sont des condensats fortement enrichis en complexe
splicéosomale, de méme qu’en facteurs d’épissage. Plusieurs études montrent que les
NS agissent comme des sites d’assemblage, de modification et de stockage de ces
facteurs proches des sites de transcription (Galganski et al., 2017). Les protéines qui
les composent sont également présentes dans le nucléoplasme mais en quantité variable
selon la protéine ; de plus, les échangent entre les deux compartiments est constant et
tres dynamique (Phair & Misteli, 2000). A 1’état d’équilibre, la taille et I’aspect des NS
résulte de la dynamique des protéines arrivantes et sortantes du corps nucléaire. Les
protéines qui composent les SN, au nombre d’environ 360, ont été identifiées par une
analyse de spectrométrie de masse (Mintz et al., 1999; Saitoh et al., 2004). Les
protéines SR sont les protéines les plus abondantes des SN. Le modele actuel
d’autoassemblage ou de recrutement des protéines au sein de ces corps nucléaires se
fait par I’intermédiaire des domaines SR et d’interactions protéine-protéine. Par ailleurs,
outre les facteurs d’épissage, des études plus récentes ont montré que les NS se
composent également de facteurs de transcription, de plusieurs sous-unités de la
RNAPII, d’autres facteurs se liant a I’ADN/ARN et enfin de long ARN non-codants
(le plus abondant étant MALAT1) (Galganski et al., 2017). Ces données démontrent que
les NS peuvent également étre associés au processus de transcription (Galganski et al.,
2017; ik & Aktas, 2021). Par exemple, il a été montré que la proximité spatiale des
NS avec les sites de transcription corréle directement avec une amplification de la
transcription (Y. Chen et al., 2018; L. Zhang et al., 2021). La localisation exacte des
NS par rapport aux sites de transcription n’est pas encore bien définie, mais les modéles
actuels placent I’ARN naissant a la périphérie des NS, alors que les ARN pré-messagers

en cours d’épissage sont placés a I’intérieur des NS. De plus, de nombreux facteurs
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d’épissage présents au sein des NS comme SRSF1 et SRSF2 sont recrutés par le
domaine CTD de la RNAPII et/ou I’ARN naissant et sont importants pour 1’élongation
de ’ARN (Ilik & Aktas, 2021; Lin et al., 2008).

Comme mentionné précédemment, les corps nucléaires ne sont pas séparés du
nucléoplasme par des membranes, il s’agit plutot d’une séparation de phase de type
liquide-liquide (LLPS; en anglais liquid-liquid phase separation). Les protéines
intrinséquement désordonnees, dont la structure tridimensionnelle est flexible, sont
essentielles a la formation et au maintien de ces LLPS grace a leur grande capacité a
former des interactions avec d’autres protéines. De plus, les régions intrinsequement
désordonnées (IDR) de ces protéines sont souvent la cible de protéases et de protéines
de modification tel que la phosphorylation, ce qui permet de moduler et réguler I’aspect
des corps nucléaires. L’équipe Aktas et al. a récemment démontré que les protéines
désordonnées SRRM2 (Serine/arginine repetitive matrix protein 2) et SON sont
nécessaires a la formation des NS dans les cellules de mammiferes (llik et al., 2020;
Ik & Aktas, 2021). Cette méme étude a révélé que I’anticorps SC35, le marqueur le
plus utilisé pour identifier les NS et généré initialement a 1’aide d’un extrait de
splicéosome humain, reconnait majoritairement la protéine SRRM2 (llik et al., 2020).
Cette derniere est une large protéine possédant une IDR, et dont la taille varie entre
1 000 et 3 500 acides aminés selon I’espece. SRRM2 est capable de réguler activement
I’épissage alternatif grace au recrutement de facteurs d’épissage dans les NS et a son

role dans le complexe splicéosomale B actif (Xu et al., 2022).

1.3.3.3 La vitesse d’¢longation de I’ARN polymérase II

Nous savons que les mécanismes d’épissage se font de maniére co-transcriptionelle.
C’est pourquoi le recrutement des facteurs d’épissage se fait conjointement au
recrutement des facteurs d’initiation et d’élongation. Par exemple, la RNAPII est

capable de recruter les protéines SR directement sur I’ARN naissant grace a son
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domaine CTD. De plus, la RNAPII effectue 1’¢longation de ’ARN avec une vitesse
variable dépendamment des besoins de la cellule. Cette cinétique joue un rdle important
sur la quantité d’ARNm qui sera transcrite pour un géne. Il a également été montré que
la vitesse d’élongation de la RNAPII peut également influencer la reconnaissance des
exons alternatifs et de ses séquences régulatrices (de la Mata et al., 2003). En effet, une
transcription lente par la RNAPII va promouvoir le recrutement du splicéosome et
I’inclusion d’un exon dont les sites d’épissage sont faibles, alors qu’une transcription
rapide va au contraire tendre a exclure ce méme exon (de la Mata et al., 2003; Muniz
et al., 2021). 11 s’agit du modele de la « fenétre d’opportunité » au cours de laquelle
une transcription lente laisse une plus grande chance aux séquences régulatrices sur
I’ ARN naissant d’étre reconnues par les facteurs d’épissage ou encore a la RNAPII de
recruter les protéines SR. Néanmoins, des études utilisant des versions mutantes de la
RNAPII ont montré qu’une vitesse plus lente ou plus rapide de la transcription a
I’échelle du génome entier avait les mémes conséquences sur 1’épissage alternatif. En
effet, les mutations générent toutes deux des inclusions d’exons pour certains génes
ainsi que des exclusions pour d’autres génes (N. Fong et al., 2014; Muniz et al., 2021).
Ces résultats démontrent que malgré un effet de la cinétique de transcription sur
I’épissage alternatif, les mécanismes sous-jacents semblent plus complexes qu’un

simple modéle de « fenétre d’opportunité ».

De nombreuses études portent sur les éléments qui régulent la cinétique de la RNAPII.
Les facteurs de transcription sont essentiellement en cause dans cette régulation, mais
des obstacles sur la chromatine peuvent également induire des pauses lors de
I’¢élongation et ainsi influencer la cinétique de transcription. Parmi ces obstacles, on
peut constater la présence de nucléosomes, de protéines liées a I’ADN ou d’erreurs lors
de I’intégration des nucléotides (Muniz et al., 2021). En plus de son réle essentiel dans
la régulation de 1’état de « pause » de la RNAPII au promoteur, le super complexe
d’¢élongation (SEC; en anglais Super Elongation Complex) contenant le facteur P-TEFb

influence positivement la vitesse d’¢longation (Liang et al., 2018). D’autres facteurs
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régulant cette cinétique ont également éte identifies, tels que le facteur Spt5 (Suppresor
of Ty 5 ; appartement au complexe DSIF) ou le facteur PafC1 (Polymerase-associated
factor 1 Complex) (Muniz et al., 2021).

1.3.3.4 Les facteurs épigénetiques

L’architecture de la chromatine et les modifications post-traductionnelles des histones
sont d’autres acteurs de la régulation de 1’épissage alternatif. Il a d’ailleurs été montré
que les exons sont plus riches en nucléosomes par rapport aux introns lors de la
transcription. Les modifications d’histones peuvent influencer la reconnaissance des
sites d’épissage en recrutant, de maniére directe ou indirecte, les facteurs d’épissage.
Par exemple, la triméthylation de la lysine 4 de I’histone 3 (H3K4me3) interagit avec
le remodeleur de la chromatine CHD1 et favorise 1’épissage en recrutant le complexe
SNRNP U2 sur le pré-ARNm (Sims et al., 2007; Tai et al., 2003). Le niveau de
compaction de la chromatine peut également influencer la reconnaissance des exons
alternatifs en régulant la vitesse d’élongation de la RNAPII (Muniz et al., 2021). Des
études ont montré qu’une augmentation du niveau de di-méthylation de la lysine 9 de
I’histone 3 (H3K9Me2), de méme que le niveau de triméthylation de la lysine 27
(H3K27me3) correle avec une baisse de la vitesse de la transcription par la RNAPII et
davantage d’inclusion d’exons (Schor et al., 2013). La protéine HP 1y (heterochromatin
protein I isoform y) qui est un facteur d’hétérochromatine recruté par les di-
méthylation et triméthylation de H3K9, joue un role dans cette compaction (Saint-
André et al., 2011). En effet, parmi les trois isoformes des protéines HP1 (HP 1o, HP1B
et HP1ly), HP1y est le seul présent dans 1’euchromatine, guidé par AGO2 et ses
microARN au niveau d’exons alternatifs afin de ralentir ’ARNm et de promouvoir
I’inclusion des exons (Figure 1.9) (Ameyar-Zazoua et al., 2012; Saint-André et al.,
2011). De plus, la méthylation de I’ADN ainsi que 1’acétylation des histones, modulée
par les HDAC, peuvent aussi influencer 1’épissage alternatif en agissant sur la vitesse

d’¢élongation de la RNAPII (Muniz et al., 2021).
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1.4 Objectifs du projet de recherche

Le syndrome CHARGE est une maladie génétique rare qui touche environ 1 naissance
sur 10 000 et dont la cause principale est une mutation du gene CHD?7. Cette maladie
fait partie de la grande famille des neurocristopathies, soit des maladies ayant des
problémes avec les cellules de la créte neurale, mais les mécanismes moléculaires
impliqués demeurent méconnus. Le laboratoire du Pr Nicolas Pilon a récemment mis
en evidence le gene FAM172A comme étant un nouveau gene candidat pour ce
syndrome. Les premiéres études sur la protéine FAMI72A ont révélé qu’elle
appartenait a un complexe a I’interface entre la chromatine et le splicéosome ou elle
régulerait certains événements clés d’épissage alternatif co-transcriptionnel, et ce avec
les protéines CHD7 et AGO2 (Bélanger et al., 2018). De plus, les défauts d’épissage
alternatif semblent étre une cause commune a plusieurs cas du syndrome CHARGE
quel que soit le gene mis en cause (Bélanger et al., 2018; Bérubé-Simard & Pilon,
2019). L’objectif général du projet est de mieux comprendre les rdles que pourrait jouer
FAM172A dans ces mécanismes, et ultimement mieux comprendre les mécanismes

moléculaires mis en cause dans le syndrome CHARGE.

Afin de répondre & cet objectif, nous nous concentrerons d’abord sur le complexe formé
de FAM172A et CHD7 a la chromatine. Le réle de CHD7 dans la régulation de
I’expression de genes associés au développement a travers le remodelage de la
chromatine est maintenant bien connu. En revanche, son implication dans la régulation
de I’épissage alternatif reste encore mal définie. Etudier le fonctionnement de la
protéine FAM172A a la chromatine, un autre gene causatif du syndrome CHARGE,
pourrait nous éclairer davantage sur ’implication de CHD7 dans les mécanismes
d’épissage alternatif co-transcriptionnel. Les objectifs de cette premiére partie sont :

- Localiser les protéines FAM172A et CHD7 sur I’ensemble du génome.

- Identifier les cibles directes de FAM172A et CHD?7.



55

- Etudier le lien entre ces protéines et la régulation de 1’épissage alternatif co-

transcriptionnel.

Nous nous sommes ensuite intéressés a I’interaction entre les protéines FAM172A et
AGO2. Cette interaction est déstabilisée lorsqu’une version de FAM172A mimant un
variant présent chez des patients CHARGE est utilisée, ce qui rend cette interaction
pertinente a étudier dans un contexte pathologique. Connaissant le mécanisme d’action
d’AGO2 dans la régulation de 1’épissage alternatif de certains génes (Ameyar-Zazoua
etal., 2012) et ayant observé les mémes dérégulations chez le modéle Toupee (les génes
Cd44, Col5a3, Mical?2 et Ift74) (Bélanger et al., 2018), nous pourrions envisager que
FAMI172A agit sur la régulation de I’épissage alternatif a travers AGO2. A ce jour, la
protéine FAM172A ne semble pas posséder de domaine de liaison a’ADN ou a I’ARN.
En revanche, des outils bio-informatiques lui prédisent un NLS qui lui permettrait
d’étre reconnu par des importines et d’étre transloqué au noyau. De plus, les facteurs
impliqués dans I’import nucléaire d’AGO2 sont encore inconnus, celle-Ci étant tres
dynamique et voyageant constamment entre le cytoplasme et le noyau. L une de nos
hypotheses serait que FAM172A participe activement a I’import d’AGO2 au noyau.
Les objectifs de cette partie sont :

- Tester I’interaction directe entre FAM172A et AGO?2.

- Déterminer I’implication de FAM172A dans I’import nucléaire d’AGO2.

- Etudier le réle régulateur de la phosphorylation de FAM172A.
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2.1 Résumé

Le syndrome CHARGE est une maladie rare associée au développement des cellules
de la créte neurale (CCN) et principalement causée par une mutation dans le gene
CHD7 codant pour un remodeleur de la chromatine. Une mutation dans le gene
FAM172A est une autre cause menant a ce syndrome. Les études effectuées
précédemment sur des modéles de souris et sur des cellules dérivées de patients
CHARGE, ont permis de proposer que les protéines FAM172A et CHD7 coopérent a
I’interface chromatine-splicéosome afin de réguler la transcription et 1’épissage
alternatif de plusieurs génes importants pour les CCN. Dans le but de tester ce modele,
nous avons utilisé la méthode de CUT&RUN pour déterminer leur localisation
génomique au sein de CCN sauvages. Nous avons trouvé que 95% des régions
occupées par FAM172A le sont aussi pour CHD7 et que ces régions sont
principalement des promoteurs de génes actifs (H3K4me3+). En croisant ces données
avec des données de transcriptome provenant de CCN murins mutées pour Faml172a
et Chd7, nous avons mis en evidence une meilleure corrélation entre les cibles directes
communes de FAM172A et CHD7 et les défauts d’épissage alternatif. Finalement,
nous avons identifié¢ une désorganisation des corps nucléaires associés a 1’épissage au
sein de tissus embryonnaires in vivo mutés pour les deux génes. Ces résultats suggeérent
que FAM172A et CHD7 participent a la régulation de 1’épissage alternatif a travers

I’organisation et/ou le recrutement de facteurs d’épissage aux promoteurs.

Mots-clés : Syndrome CHARGE ; cellules de la créte neurale ; épissage alternatif ;
transcription ; FAM172A ; CHD7
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2.2 Abstract

CHARGE syndrome is a rare congenital disorder of neural crest cell (NCC)
development mainly caused by mutation of the chromatin remodeler-coding gene
CHD?7. Mutation of the co-transcriptional regulator-coding gene FAM172A is another
cause. Based on our work with mouse models and human cells from CHARGE patients,
we previously proposed that FAM172A and CHD7 cooperate at the chromatin-
spliceosome interface for activating the transcription and alternative splicing of many
genes important for NCCs. To further test this model and better understand how these
two proteins work together, we decided to assess FAM172A and CHD7 genomic
distribution specifically in NCCs. Using CUT&RUN, we first found that 95% of the
chromatin regions occupied by FAM172A are also occupied by CHD7, and that the
vast majority of these sites correspond to active promoter regions (H3K4m3+) in WT
NCCs. Then we intersected these genomic data with transcriptomic data and found a
better correlation between co-bound genes and misspliced genes in Faml172a- and
Chd7-mutant NCCs. Finally, we uncovered in vivo disorganization of splicing-
associated condensates in NCCs and non-NCCs from both mutants. Altogether, these
results suggest that FAM172A and CHD7 can participate to alternative splicing

regulation through splicing factors organization and/or recruitment.

Keywords: CHARGE syndrome, neural crest cells, Alternative splicing, transcription,
FAM172A, CHD7
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2.3 Introduction

Neural Crest Cells (NCCs) are transient multipotent progenitor cells that arise from the
neural crest in vertebrates and migrate to various regions of the embryo in order to
generate very distinct cell types (Sato et al., 2019; Takahashi et al., 2013). Abnormal
expression, migration, differentiation, or death of NCC during embryonic development
is associated with multiple disorders called neurocristopathies (Etchevers et al., 2006).
CHARGE syndrome is a rare neurocristopathy that affects ~ 1/10 000 newborns
worldwide (Hsu et al., 2014) and is characterized by complex clinical presentation that
mainly impacts cranial and cardiac NCC derivatives (Pauli et al., 2017; Soldatov et al.,
2019). The acronym CHARGE stands for the commonly associated phenotypes:
Coloboma of the eye, Heart defects, Atresia of choanae, Retardation of

growth/development, Genital abnormalities, and Ear anomalies.

Heterozygous mutation of CHD7 (Chromodomain Helicase DNA Binding Protein-7)
is the main cause of CHARGE syndrome (Vissers et al., 2004b). CHD7 encodes a
member of the CHD family, a group of ATP-dependent chromatin-remodeling factors
that alter chromatin organization by rearranging the position of nucleosomes. Previous
studies demonstrated that CHD?7 is necessary for the differentiation of multiple cell
lines and tissues derived from NCCs (Bajpai et al., 2010; Chai et al., 2018; Feng et al.,
2017; J. Gao et al., 2024; Schnetz et al., 2009b, 2010), among them, human NCCs
generated from CHARGE syndrome patients iPSCs harboring a CHD7 mutation
(Okuno et al., 2017). CHD7 is known to regulate expression levels of genes important
for NCC development by modulating access to enhancer and promoter regions (Feng
et al., 2017; Schnetz et al., 2009b). More recently, CHD7 has also been implicated in
alternative splicing regulation, through interaction with the U2 snRNP (U2 small
nuclear ribonucleoprotein) component of the spliceosome and pre-mRNA (Allemand
et al., 2016; Bélanger et al., 2022; G Hendrickson et al., 2016). CHD7 can collaborate
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with other chromatin factors such as PARP1 (poly(ADP ribose) polymerase 1) and
several components of the SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non-Fermentable) complex
(Bajpai et al., 2010; Feng et al., 2017), both also known to regulate co-transcriptional
alternative splicing by recruiting or interacting with splicing factors (Batsché et al.,
2006; Matveeva et al., 2016). However, the mechanism by which CHD7 regulates

alternative splicing remains unclear.

Rare variants in many other genes encoding chromatin and/or splicing factors have also
been recently associated with CHARGE syndrome, such as PUF60, EP300, RERE,
KMT2D and KDM6A. One of these additional player is FAM172A (Bélanger et al.,
2018; Moccia et al., 2018a). Taking advantage of a transgenic mouse model called
Toupee (Fam172a™7?), we previously validated the candidacy of FAM172A (Family
with Sequence Similarity 172 Member A) as new cause for CHARGE syndrome
(Bélanger et al., 2018). In this model, mutagenic transgene sequences are inserted in
the last intron of Fam172a generating a hypomorphic allele that negatively affects
almost every aspect of NCC ontology and recapitulates features of CHARGE syndrome
(Bélanger et al., 2018; Hale et al., 2016). In addition, the Toupee allele was found to
genetically interact with a gene-trap mutant allele of Chd7 (Chd7¢") (Bélanger et al.,
2018; Hurd et al., 2007). Interestingly, FAM172A contains a large ARB2 (Argonaute
binding protein-2) domain originally described in yeast (Buker et al., 2007). In S.
cerevisiae, the ARB2 domain can bind directly to nucleosomes and is recruited
preferentially at active gene regions by interacting with the RNA polymerase 11 (Ha et
al., 2019; Shen et al., 2016). Moreover, our previous mechanistic studies allowed us to
propose a model whereby FAM172A helps to stabilize the chromatin-spliceosome
interface, notably by interacting with CHD7 in order to regulate transcription and
alternative splicing of many genes important for NCC development (Bélanger et al.,
2018; Bérubé-Simard & Pilon, 2019). These studies also suggested that perturbation of
chromatin-mediated alternative splicing is a general pathological mechanism for

CHARGE syndrome, regardless of the involved gene defect (Bélanger et al., 2018,
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2022; Bérubé-Simard & Pilon, 2019). Further investigation of FAM172A and CHD7
roles in this molecular process might give us a better understanding of the pathological

mechanisms leading to CHARGE syndrome.

To better understand how these two proteins work together, we first analyzed the
genomic distribution of FAM172A and CHD7 in FACS-recovered NCCs from e10.5
embryos and intersected these data with transcriptomic data from corresponding
mutants. In WT NCCs, FAM172A is recruited at CHD7-occupied active promoter
regions (H3K4me3+) where they participate to alternative splicing regulation. In
addition, both proteins are implicated in splicing factors organization into nuclear

speckles in vivo.
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2.4 Materials and Methods

Animals

All experimental procedures involving mice were approved by the institutional ethics
committee of the University of Quebec at Montreal (CIPA #650) in accordance with
the biomedical research guidelines of the Canadian Council of Animal Care. The
Fam172a™* (FVB/N background) and the Gata4p-RFP (FVB/N background)
transgenic mouse lines were generated as previously described (Bélanger et al., 2018;
Pilon et al., 2008). The Chd7%"* transgenic mouse line was obtained from Donna
Martin (Department of Pediatrics, The University of Michigan). Embryos were all
staged by considering noon of the day of plug detection as embryonic day (e) 0.5 and
were generated by natural mating. Control and mutant embryos were obtained from the

same litter and processed in parallel.

FACS and nuclei isolation

NCCs were obtained from E10.5 Gatad4p-RFP embryos dissociated in EMEM
containing 1.3 mg/ml Dispase Il (Life Technologies #17105-041), 0.4 mg/ml
collagenase (Sigma #C2674) and 0.1 mg/ml DNase | (Sigma #DN25), for 30 min at
37°C with gentle agitation. The resulting cell suspension was filtered through a 70um
cell strainer (Fisherbrand) and subjected to FACS (BD FACSJazz cell sorter)
(Fluorescence-activated cell sorting) to recover specifically fluorescent NCCs. Cells
were kept on ice during all steps. For CUT&RUN experiment, cells were centrifuged
(6009, 5min, 4°C) and resuspended in a nuclear extraction buffer (20mM HEPES pHS8,
10mM KCl, 0.1% triton X-100, 20% glycerol, 0.5mM Spermidine, 1X Roche complete

protease inhibitors). After 10min-incubation on ice, nuclei were isolated by
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centrifugation (600g, 5min, 4°C), resuspended in nuclear extraction buffer and stored
at -80°C.

CUT&RUN

CUT&RUN experiments were performed using CUTANA™ ChIC/CUT&RUN kit
(Epicypher) in accordance with the manufacturer’s protocol. Briefly, 100 000 nuclei
(in nuclear extraction buffer: 20mM HEPES pH8, 10mM KClI, 0.1% triton X-100, 20%
glycerol, 0.5mM Spermidine, 1X Roche complete protease inhibitors) were directly
incubated for 20 min at room temperature with ConA beads, and the supernatant was
removed using a magnetic rack. Then, bound-nuclei were incubated overnight at 4°C
with 1ug of primary antibodies: anti-FAM172A, anti-CHD7, anti-H3K4m3, anti-
H3K27m3, in bead activation buffer. Nuclei were homogenized frequently to avoid
clumping. After incubation, bound-nuclei were washed twice and incubated for 20 min
at room temperature with pAG-MNase and gentle agitation. Unbound pAG-MNase
were removed and nuclei were washed twice before a 2h-incubation at 4°C with
100mM calcium chloride to active enzymes. All incubations were performed with
gentle agitation on nutator and a 30° inclination angle. Finally, the digestion was halted
by the addition of Stop buffer and nuclei were incubated for 30 min at 37°C to facilitate
the release of digested DNA fragments. The supernatant was collected, and DNA was
extracted using DNA cleanup columns from the CUTANA™ kit. CUT&RUN libraries
were then generated using the NEBNext Ultra DNA library Prep Kit lllumina (NEB
E7645, index E6440S) in accordance with the manufacturer’s protocol. Finally,
libraries were sequenced using NovaSeq6000 (Illumina) (100pb, paired-end, 10 million

reads per sample) at CHU de Québec-Université Laval.
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ATAC-seq

50 000 nuclei were incubated for 30 min at 37°C with Tn5 transposase-loaded
(Diagenode, C01070012) diluted in Tagmentation buffer (Diagenode, C01019043) in
Thermomixer with gentle agitation. Then fragmented DNA was purified using DNA
cleanup columns from CUTANA™ kit and libraries were performed using reagents
from NEBNext Ultra DNA library Prep Kit Illlumina (NEB E7645, index Nextera) in
accordance with the manufacturer’s protocol. ATAC-seq libraries were sequence at
CHU de Québec-Université Laval with NovaSeq6000 (lllumina) (100pb, paired-end,
50 million reads per sample).

Bioinformatic analysis

Quality of CUT&RUN and ATAC-seq reads were assessed with FASTQC and adapters
were removed using Trimmomatic. For CUT&RUN, reads were aligned to Mouse
reference genome GRCm38/mm10 using Bowtie2 (Min:10, Max:700, -very sensitive-,
-end-to-end-, -dovetail-) and visualized using Easeq (genome browser and heatmaps).
Peaks were called using SEARC (Meers, Tenenbaum, et al., 2019). To eliminate any
remaining false positive, Easeq were used to quantify CUT&RUN enrichment at those
peaks (x 500pb, normalized to reads per million) and peaks below threshold (1.5) were
discarded (or over threshold for IgG samples). Only peaks identified in both biological
replicates (N=2) using SEARC were selected. For the extended list of FAM172A and
CHD7, peaks called using SEARC and MACS2 were added and proceeded as
described above. Then annotation of peaks and gene ontology analysis were performed
using HOMER et Enrichr algorithms (Kuleshov et al., 2016), respectively. For ATAC-
seq, reads were aligned to Mouse reference genome GRCm38/mm10 using Bowtie2.
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RNA-seq

RNA extraction from FACS-recovered E10.5 Chd7%"* NCCs was performed using the
RNeasy Plus Purification kit (Qiagen) in accordance with the manufacturer’s protocol.
Ribosomal RNA-depleted libraries were generated and sequenced (100pb, paired-end,

50 million reads) at Genome Québec Innovation Centre.

Immunofluorescence

For cryosections, embryos were harvested at E10.5 and fixed in 4% paraformaldehyde
for 2 hours, washed three times in PBS, incubated overnight in 30% sucrose solution
(0.1 M phosphate buffer, pH 7.4) and then embedded in OCT compound (Fisher
Healthcare 4585). Cross-sections of 15- pum were prepared using a Leica CM1950
cryostat (Leica microsystems) and stored at -80°C. For immunofluorescence, sections
were washed three times in PBS, incubated in target retrieval solution (DAKO, pH 6)
for 20 min at 95°C, and washed again three times. Then, sections were incubated in
blocking solution (10% FBS, 0.5% triton X-100 diluted in PBS) for 1h at room
temperature, followed by overnight incubation at 4°C with primary antibodies: Rat
anti-SOX10 (1:200, mébimabs), Mouse anti-SC35 (1:200, abcam #11826) and Rabbit
anti-SON (1:200, Sigma #HPAO023535). After three washes in blocking solution,
sections were incubated for 1h at room temperature with secondary antibody: Alexa
Fluor 488 Anti-Rat IgG (1:500; Jackson ImmunoResearch 712-545-150), Alexa Fluor
594 Anti-Rabbit IgG (1:500; Jackson ImmunoResearch 711-585-152), Alexa Fluor 647
Anti-Mouse IgG (1:500; Jackson ImmunoResearch 715-605-150). Sections were
washed again with PBS and stained for 10min at room temperature with DAPI diluted
in PBS (5pg/ml; 40,6-diamidino-2-phenylindole). Immunofluorescence acquisitions
were performed using a Nikon Al laser scanning confocal microscope and analyzed

using ImageJ. Nuclear speckles features (mean fluorescence intensity, number and size)
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were quantified specifically in nuclei using ROl manager, the cell counter and measure

functions.

Statistical analysis

Graphical data are represented as the mean + SD, with the number of independent
experiments (N) and/or independent biological replicates (n) specified in the figure
and/or legend when relevant. Significant differences between samples were determined
using the GraphPad Prism software version 6.0, with 0.01 as statistical significance
cut-off. Selected statistical tests are indicated in figure legends.

Cell culture et transfection

Neuro2A neuroblastoma cells were grown in EMEM medium supplemented with
either 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin (all products from Wisent). Cells were
maintained at 37 °C and 5% CO: in a humidified atmosphere. Transfections were
performed using GeneJuice reagents (Millipore-Sigma #70967) in accordance with the

manufacturer's instructions.

Co-immunoprecipitation

Neuro2A whole cell extract was obtained from a confluent 100mm-plate resuspended
in lysis buffer (20 mM Tris pH 8.0, 25mM NaCl, 1 mM EGTA, 1.5 mM MgCI2, 1 mM
DTT, 1% Triton TX-100, 10% Glycerol, 1X Roche complete protease inhibitors) and
incubated for 1h at 4°C. Extracts were sonicated on ice (2 x 20sec, 20% amplitude) and
incubated overnight at 4°C with primary antibody: Mouse anti-MYC (1:500, abcam
#9132), Mouse anti-SC35 (1:500, abcam #11826). Antibody-bound complexes were
incubated for 1h at room temperature with protein G-coupled magnetic beads

(Dynabeads protein G, ThermoFisher), washed three times and resuspended in lysis
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buffer supplemented with either: DNase, RNase, both or lysis buffer for control
samples. Complexes were then incubated for 30 min at 37°C, washed three times and

analyzed by western blot.

Western blot

Co-immunoprecipitated complexes were separated on SDS-PAGE (Bio-Rad
Laboratories) and transferred on PVDF membranes. After lh-incubation at room
temperature in blocking solution TBST (Tris-buffered saline-Tween 20, 5% non-fat
milk), membranes were incubated overnight at 4°C with primary anti-bodies : Mouse
anti-MYC (1:500, abcam #9132), Mouse anti-SC35 (1:500, abcam #11826) and
washed three times. Finally, membranes were incubated for 1h at room temperature
with secondary Anti-Mouse IgG HRP (1:2000, Cell signaling 7076). Membrane
detection was performed using Immobilon Western HRP substrate (Millipore-Sigma)

and captured using Fusion FX imaging system (Vilber).
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2.5 Results

2.5.1 FAM172A is recruited at CHD7-occupied promoters in NCCs

To investigate FAM172A and CHD?7 role at the chromatin-spliceosome interface, we
analyzed their genomic distribution in e10,5 WT NCCs collected by FACS owing to
the G4-RFP reporter (Pilon et al., 2008).

Using the CUT&RUN method followed by NGS (Skene & Henikoff, 2017), we first
identified 3 242 peaks enriched with FAM172A. Among them, 2 598 (80 %) peaks
were localized around Transcription Start Sites (TSS) (Figures 2.1A, D and Fig 2.2A).
We also identified 15 035 peaks enriched with CHD7 and only 7 036 (46.8 %) of them
were localized around TSS (Figure 2.1B, E). Remarkably, we found that the vast
majority (95 %, 3 068 of 3 242) of chromatin regions occupied by FAM172A in NCCs
are co-occupied by CHD7 (Figure 2.1C). These shared regions were predominantly
associated with TSS/promoters (81.5 %) (Figure 2.1F), in contrast to regions only
occupied by CHD7 (Figure 2.1E). We assume the large part of intergenic and intronic
regions (47.4 %) bound specifically by CHD7 is associated with enhancer elements,
consistent with existing literatures (Schnetz et al., 2009a; Stathopoulou et al., 2023)
(Figure 2.1E). As expected, Gene Ontology (GO) analysis of genes co-occupied by
FAM172A and CHD7 shows an enrichment in phenotypes associated with CHARGE
syndrome, such as embryonic growth retardation, abnormal tissue morphology and
cleft palate (Figure 2.1G). It also shows an enrichment in several biological processes
such as chromatin remodeling, regulation of transcription and DNA damage repair
(Figure 2.2B). A representative example of the CUT&RUN data is shown in Fig 2.1H
where several peaks were identified at Rara (retinoic acid receptor «) locus, coding for
an important factor for craniofacial differentiation. A shared peak is localized at the
TSS (yellow area), while a CHD7-specific peak is localized 1.5kb upstream the TSS
(grey area) (Figure 2.1H). Therefore, FAM172A is mainly recruited at CHD7-occupied
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promoters of genes related to NCC development. These results also suggest a divided
role for CHD7 in NCCs: (i) with FAM172A at TSS, (ii) without FAM172A at other

regulatory elements, most likely enhancers.
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Figure 2.1 FAM172A is recruited at CHD7-occupied promoters. A, B) Heatmaps of
CUT&RUN alignment data for (A) FAM172A and (B) CHD7 in WT NCCs recovered by
FACS from €10.5 G4-RFP embryos. Peak signals are centred (+ 2kb) on Transcription Start
Sites (TSS) or Transcription Termination Sites (TTS). n=transcripts. C) Overlap between
FAM172A and CHD7 peaks. Only peaks found in all biological replicates using SEARC are
represented. D-F) Relative proportions of HOMER-annotated peaks for (D) FAM172A-, (E)
CHD7- occupied regions and (F) FAM172A/CHD7 co-occupied regions. n=peaks. G) Gene
ontology analysis showing enriched associated mammalian phenotypes for FAM172A/CHD7
common peaks. H) Genomic browser view of Rara locus using Easeq, with CUT&RUN data
for 1gG (control), FAM172A and CHD7 in WT NCCs. Grey area shows a specific peak to
CHD?7, yellow area shows a common peak to FAM172A and CHD?7.
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Figure 2.2 (SUPPLEMENTAL) FAM172A is recruited at CHD7-occupied promoters. A)
Heatmaps of CUT&RUN alignment data for 1IgG in WT NCCs recovered by FACS from €10.5
G4-RFP embryos. Peak signals are centred (+ 2kb) on Transcription Start Sites (TSS) or
Transcription Termination Sites (TTS). n=genes. B) Gene ontology analysis showing enriched
biological processes for FAM172A/CHD7 common peaks.
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2.5.2 FAM172A and CHD7 co-occupied promoters are enriched in H3K4me3

Focusing on FAM172A and CHD?7 shared role at TSS/promoters, we explored the
transcriptional state of the associated genes by verifying the status of trimethylation of
histone 3- Lysine 4 (H3K4me3, active transcription) and Lysine 27 (H3K27me3,
repressed transcription).

To this end, CUT&RUN experiments were performed on WT NCCs targeting these
histone marks. We identified 6 367 peaks enriched with H3K4 trimethylation and
24 281 peaks with H3K27 trimethylation (Figure 2.4A, B). Peak annotation localized
6239 (98 %) and 3 091 (12.7 %) of these peaks around TSS, respectively (Figure 2.4A,
B). Peaks enriched with FAM172A, CHD7 and at least one of histone marks were
selected (n= 2 942) (Figure 2.3A). Then we quantified CUT&RUN signal levels using
a ratio jog2[H3K4me3/ H3K27me3] to separate these peaks into transcriptionally active-,
poised- (bivalent, with both marks) or repressed promoters (Figure 2.3B). We found
that promoters co-occupied by FAM172A and CHD7 are mainly either
transcriptionally active (87.3 % of shared peaks; 2 568 of 2 942; ratio > 1) or poised
for transcription (10 % of shared peaks; 294 of 2 942; -1 <ratio < 1) (Figure 2.3C). To
confirm this result, we decided to compare the transcriptional state distribution of
FAM172A/CHD7-co-bound promoters to a set of promoters from Ensembl database
(Dreos et al., 2017; Martin et al., 2023). Similarly, from this new set we selected only
promoters enriched with at least one of histone marks (n= 8 701) (Figure 2.3D), and
we quantified the same CUT&RUN ratio jog2[H3K4me3/ H3K27me3] (Figure 2.3E).
This distribution is considered the standard distribution of active (52.9 %; 4 601 of
8 701), poised (23,8 %; 2 069 of 8 701), and repressed (23.3 %; 2 031 of 8 701)
promoters in NCCs, and it is significantly different from the FAM172A/CHD7-co-
bound promoter distribution (Figure 2.3F). Moreover, we assessed the chromatin
accessibility at these regions using ATAC-seq method and confirmed a strong
association between FAM172A, CHD7 and open chromatin (Figure 2.3A).
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Figure 2.3 FAM172A and CHD?7 co-occupied promoters are enriched in trimethylated H3K4.
A, D) Heatmaps of CUT&RUN alignment data for 1gG (control), FAM172A, CHD?7,
H3K4Me3 and H3K27me3 in WT NCCs recovered by FACS from e10.5 G4-RFP embryos.
Peak signals are centred (£ 2kb or 4kb) on either A) FAM172A/CHD7 common peaks or D)
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set of promoters from Ensembl database (n=promoters). B, E) Heatmaps of CUT&RUN data
for the ratio jog2[H3K4me3+/ H3K27me3+] in WT NCCs. Peak signals are centred (+ 2kb) on
either B) FAM172A/CHD7 common peaks (n=peaks) or E) set of promoters from Ensembl
database (h=promoters). C) Relative proportions of commonly bound promoters by
FAM172A/CHD?7 stratified in active (og2[H3K4me3+/ H3K27me3+] > 1), bivalent (-1<
log2[H3K4me3+/ H3K27me3+] > 1) or repressed (iog2[H3K4me3+/ H3K27me3+] < -1)
promoters. F) Transcriptional state distribution of FAM172A/CHD7 commonly bound
promoters compared to all promoters in NCCs. G, H) Genomic browser view of (G) Cdkn3 and
(H) Sox8 loci using Easeq, with CUT&RUN data for IgG (control), FAM172A, CHD?7,
H3K4me3 and H3K27me3 from WT NCCs. Promoters/TSS are represented by a dashed red
line.

Representative examples of CUT&RUN and ATAC-seq data are shown in Fig 2.3G,
H using Cdkn3 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 3) and Sox8 (SRY-box transcription
factor 8) loci.

We conclude that promoters co-occupied by FAM172A and CHD?7 are predominantly
active and enriched in trimethylated H3K4.

2.5.3 Potential direct targets of FAM172A and CHD7 are mainly misspliced genes
in NCCs from corresponding mutants

To define FAM172A and CHD?7 direct transcriptional targets, we intersected the
CUT&RUN genomic data with our previously published transcriptomic data obtained
from NCCs of Fam172a™™ (vs WT) mouse embryos.

We found ~20 % (803 of 4 343) of dysregulated genes in Fam172a™™ are bound by
FAM172A and CHD7 in NCCs, stratified in upregulated (48 %, 410 of 803),
misspliced (27 %, 229 of 803) and downregulated (25 %, 217 of 803) genes (Figure
2.5A). To minimize bias from the peak calling and the peak annotation in our results,
we performed the same analysis using an extended list of FAM172A/CHD7 co-

occupied genes and confirmed the same distribution (Figure 2.6A). In both cases, we
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observed the same proportion of dysregulated events (Figures 2.5A and 2.6A).
Surprisingly, we discovered that genes with active promoters (iog2[H3K4me3+/
H3K27me3+] > 1) and co-occupied by FAM172A/CHD7 are mainly upregulated
(54.3 %) in Fam172a™™ NCCs, in contrast to genes with poised promoters (-1<
log2[H3K4me3+/ H3K27me3+] > 1) where genes are mostly downregulated (54 %)
(Figures 2.5B and 2.6B, C). Moreover, gene ontology analysis on FAM172A direct
targets revealed different biological process enrichment depending on the
transcriptional dysregulation (Figure 2.6D). Downregulated genes are enriched in NCC
development-related processes, misspliced genes are enriched in cell signaling and
migration- related processes, and finally, upregulated genes are enriched in cell cycle
and stress-related processes (Figure 2.6D).

To complete our transcriptomic analysis, we next studied the transcriptomic profile of
Chd7%* 10,5 NCCs (gene trap allele of Chd7) again collected by FACS owing to the
G4-RFP reporter. Differential analysis of gene expression levels identified 206
downregulated and 98 upregulated genes (P-value cutoff of 0.05) (Figure 2.5C). We
found overlap between both transcriptomes with 31 % (95 of 304) misexpressed genes
from Chd7¢"* NCC dataset also affected in Fam172a™T™ NCCs (Figure 2.5D). NCC
development-associated genes tend to be downregulated in both mouse models (Figure
2.5E). More interestingly, further analysis on Chd7®%* NCC transcriptome revealed
267 misspliced genes, almost as much as misexpressed genes (only 4 genes). From the
different rIMATS categories, affected splicing events were mainly skipped exons (48 %)
or retained introns (30.4 %) (Figure 2.5F). In addition, 31% (83 of 267) of the Chd7¢"*
misspliced genes are shared with Fam172a™™ (Figure 2.5G) and the same splicing
categories were affected (Bélanger et al., 2018). Gene ontology analysis of these
Chd7¢"* NCC misexpressed and misspliced genes showed an enrichment in
phenotypes associated with CHARGE syndrome, such as decreased body size, cleft
palate, abnormal retina, nasal bone, brain and cerebellum morphology (Figure 2.7A,
B).
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Figure 2.4 (SUPPLEMENTAL) FAM172A and CHD?7 co-occupied promoters are enriched in
trimethylated H3K4. A) Heatmaps of CUT&RUN alignment data for H3K4Me3 and
H3K27me3 in WT NCCs recovered by FACS from e€10.5 G4-RFP embryos. Peak signals are
centred (+ 5kb) on Transcription Start Sites (TSS). n=transcripts. B) Relative proportions of
HOMER-annotated peaks for H3K4Me3 (left panel) or H3K27me3 (right panel) regions. C, D)
Heatmaps of CUT&RUN alignment data for 1gG control, FAM172A, CHD7, H3K4Me3 and
H3K27me3 in WT NCCs recovered by FACS from €10.5 G4-RFP embryos. Peak signals are
centred ( 2kb or 4kb) on either C) FAM172A peaks or D) CHD7 peaks. n=peaks.

Finally, we intersected the CUT&RUN data with the new Chd7®V* transcriptome data.
We found that 18 % (104 of 570) of dysregulated genes in Chd7®"* are bound by
FAM172A and CHD7 in WT NCCs, stratified in misspliced (68 %, 71 of 104),
downregulated (20.2 %, 21 of 104) and upregulated (11.5 %, 12 of 104) genes (Figure
2.5H). Genes co-occupied by FAM172 and CHD7 are mainly misspliced in Chd76"*
NCCs (Figure 2.5H). We observed a similar result when we intersected the CUT&RUN
data and commonly dysregulated genes from both transcriptomes (Figure 2.5H, blue

number).

Altogether, potential direct targets of FAM172A and CHD7 are mainly misspliced
genes in both Fam172a™™ and Chd7°'* NCCs as exampled in Figure 2.5] and in
accordance with our previous findings (Bélanger et al., 2018, 2022). However, we do
not exclude a role for FAM172A and/or CHD?7 in direct regulation of expression levels

as well.
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Figure 2.5 Potential direct targets of FAM172A and CHD7 are mainly misspliced genes in
NCCs from corresponding mutants. A) Overlap between FAM172A/CHD7 common
CUT&RUN targets in WT NCCs and dysregulated genes in Fam172a™™ NCC RNA-seq. B)
Statistical analysis of FAM172A/CHD7 commonly bound promoter distribution (active or
poised) into upregulated, misspliced or downregulated genes from Fam172a™™ RNA-seq.
n=promoters. C) Volcano plot summarizing a RNA-seg-based analysis of differential gene
expression levels in €10.5 NCCs (WT; G4-RFP vs. Chd7°"*; G4-RFP). Only genes with a p-
value below 0.05 are displayed. Misexpressed genes are represented in red. D) Overlap
between misexpressed genes in Fam172a™™ NCCs and misexpressed genes in Chd7¢”* NCCs.
E) Heatmap of misexpressed genes with known role in NCC development. Downregulated
genes in both Fam172a™™and Chd7°"* NCCs are represented in black, and upregulated genes
in Chd7®"* NCCs and downregulated in Fam172a™™ NCCs are represented in red. F) Pie chart
showing the distribution of the 267 differentially modulated alternative splicing events (P <
0.05; variation in inclusion level >0.1) in Chd7®"* €10.5 NCCs. Upward- and downward-
pointing arrows indicate splicing events that are over- and underrepresented in Chd7¢"* €10.5
NCCs, respectively. G) Overlap between misspliced genes in Fam172a™™ NCCs and
misspliced genes in Chd7°"* NCCs. H) Overlap between FAM172A/CHD7 common
CUT&RUN targets in WT NCC and dysregulated genes in Chd7"* NCCs (black numbers) or
dysregulated genes in both Fam172a™™ and Chd7°"* NCCs (blue numbers). 1) Genomic
browser view of Zfp384 locus using Easeq, with CUT&RUN data for IgG (control), FAM172A,
CHD7, H3K4me3 and H3K27me3 from WT NCCs shown in top panels, and transcriptome
data for WT, Fam172a- and Chd7-mutant NCCs shown in bottom panels. Promoters/TSS are
represented by a dashed red line. A misregulated splicing event is represented by a red arrow
and area.
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Figure 2.6 (SUPPLEMENTAL) Potential direct targets of FAM172A and CHD7 are mainly
misspliced genes in NCCs from corresponding mutants. A) Overlap between
FAM172A/CHD7 common CUT&RUN targets (extended list, n=peaks) in WT NCCs and
dysregulated genes in Fam172a™™ NCC RNA-seq. B, C) Overlap between (B) FAM172A,
CHD7 and H3K4Me3 (active) common CUT&RUN targets or (C) FAM172A, CHD7 and
H3K27Me3 (poised) common CUT&RUN targets in WT NCCs and dysregulated genes in
Fam172a™™ RNA-seq. D) Gene ontology analysis showing enriched biological processes for
genes with their promoter/TSS co-occupied by FAM172A/CHD7 in WT NCCs and showing
dysregulation in transcriptomic data from Fam172a™™ NCCs, stratified in upregulated,
misspliced and downregulated genes (mutant vs WT). E) Distribution of FAM172A/CHD7
commonly bound genes and dysregulated in Fam172a™™ RNA-seq distribution into active
(log2[H3K4me3+/ H3K27me3+] > 1), bivalent (-1< jog2[H3K4me3+/ H3K27me3+] > 1) or
repressed (jog2[H3K4me3+/ H3K27me3+] < -1) promoters. n=promoters.
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Figure 2.7 (SUPPLEMENTAL) Gene ontology analysis of dysregulated genes in Chd7¢"*
NCC. A) Gene ontology analysis showing enriched mammalian phenotypes associated with
misexpressed and misspliced genes in transcriptomic data of Chd7°"* €10.5 NCCs. B) Gene
ontology analysis showing enriched biological processes for misexpressed and misspliced
genes in transcriptomic data of Chd7°"* 10.5 NCCs.

2.5.4 FAM172A and CHD?7 participate to nuclear speckles organization

For this section, we focused our investigation on FAM172A and CHD?7 role in
alternative splicing regulation. Using the previously published interactome of
FAM172A (Bélanger et al., 2018), several interactions between FAM172A and
splicing factors, such as SR proteins (Serine Arginine rich proteins) and HnRNPs
(Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) were identified (Bélanger et al., 2018).
These splicing factors are known to be localized at Nuclear Speckles (NS) in
mammalian nuclei. To evaluate the impact of FAM172A and CHD?7 on splicing factors,
we decided to study NS organization specifically in NCCs of Fam172a™™ and
Chd7%Y* ¢10.5 mouse embryos (SOX10-positive cells) (Figures 2.8A, B and 2.9A).

Using confocal microscopy and the SC35-antibody (a well-known marker for NS that
recognizes specifically SRRM2) (Fu & Maniatis, 1990), we observed a decrease in the
SC35-mean fluorescence intensity in nuclei of Fam172a™™ and Chd7¢Y* NCCs
compared to control (Figure 2.8C, D). Quantifying other features of NS, we also
observed a decrease in size and number of NS-associated foci (Figure 2.8A and 2.9B,
C). To determine if this observation is caused by either a decrease in SRRM2
expression or a defect in NS organization, we used Fam172a™™ and Chd7¢'* NCC
transcriptomes to analyze the SRRM2 expression level, along with other splicing
factors known to be localized in NS (Figure 2.8E). SRRM2 expression level is not
affected in both Fam172a™™ and Chd7%* NCCs compared to control suggesting a

defect in NS organization (Figure 2.8E). However, expression level of some splicing
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factors such as SRSF12 or FUS is decreased, but only in Fam172a™™ NCCs (Figure
2.8E), so it cannot explain the decrease of SC35- fluorescence intensity in both mouse
models. Interestingly, some studies identified SRRM2 and SON (another well known
marker for NS) proteins as essential and sufficient for NS formation (llik et al., 2020;
Ilik & Aktas, 2021). To confirm whether only SRRM2 or all factors within NS could
be disorganized, we sought to do the same immunofluorescence experiment with an
antibody against SON (Figure 2.9D, E). The mean fluorescence intensity associated
with SON is also decreased in Fam172a™™ NCC nuclei (Figure 2.9D, E), while its
expression level is unchanged in both mouse models (Figure 2.8E). These results
suggest a general disorganization of NS.

Using co-immunoprecipitation in Neuro2a cells, we valided a physical interaction
between FAM172A and SC35 (SRRM2) (Figure 2.8F). This interaction is destabilized
with a DNase treatment, but not a RNase treatment, pointing to an indirect interaction
at the chromatin level. Intriguinly, the FAM172A-SC35 profile of interaction changes
when FAM172A is depleted of its serine hydrolase activity (S294A) (Bélanger et al.,
2018) (Figure 2.8F, lower pannel).

In conclusion, the lack of FAM172A or CHD7 disrupt splicing factors organization
into nuclear speckles. Given the genomic localisation of both proteins at TSS and the
physical interaction with NS at the chromatin level, we hypothesize that FAM172A
and CHD7 could act on spliceosome factors recruitment at specific gene promoters.
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Figure 2.8 FAM172A and CHD?7 participate to nuclear speckles organization. A)
Immunofluorescence analysis of nuclear speckles in cross sections of control, Fam172a™™
and Chd7¢"* embryos using an antibody against SC35. Nuclei are stained with DAPI and neural
crest cells are identified by the SOX10-positive staining. B) Representative illustration of the
immunofluorescence area in a cross-section of E10.5 embryos. C, D) Quantification of the
mean fluorescence intensity of anti-SC35 staining in (C) Fam172a™™ and (D) Chd7®"* nuclei
of SOX10-positive and SOX10-negative cells, using images such as those displayed in A.
White dashed lines in zoomed-in views in A delineate measured areas for nucleus. E) Graphical
representation of NS-associated splicing factor expression levels using transcriptomic data of
e10.5 Fam172a™™ and Chd7°* NCCs. Misspliced genes in Fam172a™™ NCCs are
represented in blue and misexpressed genes Fam172a™™ NCCs are represented in red. F) Co-
immunoprecipitation of transfected mycFAM172A (WT or S294A) and SC35 in Neuro2a cells
using MYC as bait. 1gG and SC35 were used as bait for negative and positive control,
respectively. Neuro2A were treated with DNase, RNase or both. N=1. Scale bar= 10um. *P <
0.01, **P <0.001 and ***P < 0.0001; Student’s t-test.
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Figure 2.9 (SUPPLEMENTAL) FAM172A and CHD7 participate to nuclear speckles
organization. A) Immunofluorescence analysis of neural crest cell localization in sections of
E10.5 control embryos using an antibody against SOX10. Nuclei are stained with DAPI. B, C)
Quantification of SC35-associated foci (B) number or (C) size in Fam172a™™ nuclei of
SOX10-positive and SOX10-negative cells, using images such as those displayed in Figure 2.8.
D) Quantification of the mean fluorescence intensity of anti-SON staining in Fam172a™™
nuclei of SOX10-positive and SOX10-negative cells, using images such as those displayed in
E. White dashed lines in zoomed-in views in E delineate measured areas for nucleus. E)
Immunofluorescence analysis of nuclear speckles in sections of €10.5 control and Fam172a™™
embryos using antibodies against SON and SC35. Nuclei are stained with DAPI and neural
crest cells are identified by the SOX10-positive staining. Scale bar= 10um. **P < 0.001 and
***P < (0.0001; Student’s t-test.
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2.6 Discussion

Based on our previous work, we proposed that FAM172A and CHD7 cooperate at the
chromatin-spliceosome interface for activating the transcription and alternative
splicing of many genes important for NCCs. To better understand how these two
proteins work together, we decided to study their genomic distribution specifically in
NCCs. We found that FAM172A and CHD7 are mainly recruited at active promoter
regions (H3K4me3+) in WT NCCs. However, CHD7 is also found at intronic and
intergenic regions (47%) suggesting a dual role for CHD7 in NCCs: one with
FAM172A at promoter regions and another one without FAM172A outside promoters.
These non-promoter regions are most likely enhancers, which is consistent with
existing literatures (He et al., 2016; N. C. Reddy et al., 2021; Schnetz et al., 2009b). To
define FAM172A and CHD?7 direct transcriptional targets, we intersected the
CUT&RUN results with the previously published (Bélanger et al., 2018) and newly
obtained transcriptomic data from NCCs of Fam172a™™ and Chd7¢!* (vs WT) mice.
The common direct targets of FAM172A and CHD7 correlate better with alternative
splicing dysregulation in both Fam172a™™ and Chd7¢Y* NCCs. We also observed a
large fraction of downregulated targets for both mutants and upregulated targets only
from Fam172a™™ NCCs, also suggesting a role for FAM172A and/or CHD?7 directly
in regulating transcription levels as well. Finally, we shed light on nuclear speckles
disorganization in embryonic tissue from Fam172a™™ and Chd7%* (vs WT) mice.
Altogether, these results suggest that FAM172A and CHD7 could participate to
splicing factors recruitment of spliceosome organization at promoter regions in order
to regulate alternative splicing and expression level of genes important for NCCs

development.
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3.1 Résumé

Le syndrome CHARGE est une maladie génétique rare associée aux cellules de la créte
neurale, et dont la cause principale est une mutation du géne CHD7. Les autres causes
menant a ce syndrome sont des mutations sur d’autres facteurs de la chromatine et/ou
facteurs d’épissage. L’un de ces facteurs est la prot¢éine FAMI72A, qui a
précédemment été retrouvée dans un complexe a I’interface entre la chromatine et le
splicéosome avec les protéines CHD7 et AGO2, une protéine capable de lier les petits
ARN non codants. Portant notre attention sur I’interaction entre FAM172A et AGO?2,
nous avons mis en évidence que FAM172A peut lier AGO2 de maniére directe, et par
ce biais, participe activement a son import nucléaire. Nous avons démontré que ce role
de FAM172A repose principalement sur son signal de localisation nucléaire bipartite
reconnu par la voie classique des importines a/f3. Nous avons également démontré que
cette translocation nucléaire est stimulée par la phosphorylation de FAM172A par la
Caséine Protéine 2, et diminuée par un variant de FAM172A mimant une mutation
identifiée chez des patients CHARGE. Ces données mettent en avant I’importance des

roles nucléaire non-canoniques d’AGO2 dans le contexte du syndrome CHARGE.

Mots clés : Syndrome CHARGE ; translocation nucléaire ; épissage alternatif ; AGO2 ;
FAM172A ; CK2
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3.2 Abstract

CHARGE syndrome is a neural crest-related disorder mainly caused by mutation of
the chromatin remodeler-coding gene CHD7. Alternative causes include mutation of
other chromatin and/or splicing factors. One of these additional players is the poorly
characterized FAM172A, which we previously found in a complex with CHD7 and the
small RNA-binding protein AGO2 at the chromatin-spliceosome interface. Focusing
on the FAM172A-AGO?2 interplay, we now report that FAM172A is a direct binding
partner of AGO2 and, as such, one of the long sought-after regulators of AGO2 nuclear
import. We show that this FAM172A function mainly relies on its classical bipartite
nuclear localization signal and associated canonical importin-a/B pathway, being
enhanced by CK2-induced phosphorylation and abrogated by a CHARGE syndrome-
associated missense mutation. Overall, this study thus strengthens the notion that non-
canonical nuclear functions of AGO2 and associated regulatory mechanisms might be

clinically relevant.

Keywords: CHARGE syndrome; nucleocytoplasmic shuttling; alternative splicing;
AGO2; FAM172A; CK2
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3.3 Introduction

CHARGE syndrome is a severe multi-organ developmental disorder mainly affecting
derivatives of cranial and cardiac neural crest cells (NCCs) (Pauli et al., 2017; Pilon,
2021). Most of these anomalies are included in the CHARGE acronym: Coloboma of
the eye, Heart defects, Atresia of choanae, Retardation of growth/development, Genital
abnormalities, and Ear anomalies. While heterozygous mutation of CHD7
(Chromodomain Helicase DNA Binding Protein-7) is recognized as the main cause of
this syndromic disorder (Vissers et al., 2004a), rare variants in many other genes
encoding chromatin and/or splicing factors have also been recently associated,
including PUF60, EP300, RERE, KMT2D, KDM6A and FAM172A (Bélanger et al.,
2018; Moccia et al., 2018b).

We previously validated the candidacy of FAM172A (Family With Sequence Similarity
172 Member A) as CHARGE syndrome-associated gene using a mouse model issued
from a forward genetic screen (Pilon, 2016). In this model called Toupee, mutagenic
transgene sequences are inserted in the last intron of Fam172a (Bélanger et al., 2018),
generating a hypomorphic allele that negatively affects almost every aspect of NCC
ontology (Bélanger et al., 2018). Accordingly, homozygous Toupee animals
(Fam172a™™) phenocopy both “major” (e.g., coloboma, cleft palate and vestibular
hypoplasia) and “minor” (e.g., retarded growth, cardiac malformations, cranial nerve
defects and genital anomalies) features of CHARGE syndrome (Bélanger et al., 2018;
Hale et al., 2016). Moreover, the Toupee allele was found to genetically interact with
a gene-trap mutant allele of the main CHARGE syndrome-associated gene Chd7
(Bélanger et al., 2018; Hurd et al., 2007). Our mechanistic studies further allowed us
to propose a model whereby FAM172A — which contains a large ARB2 domain
(Argonaute Binding protein 2) split in two halves by a classical bipartite nuclear

localization signal (NLS) — helps to stabilize the chromatin-spliceosome interface as
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part of a complex that includes CHD7 and AGO2 (Bélanger et al., 2018). These studies
also suggested that perturbation of chromatin-mediated alternative splicing is a general
pathological mechanism for CHARGE syndrome, regardless of involved gene defect
(Bélanger et al., 2018, 2022; Bérubé-Simard & Pilon, 2019).

AGO2 (Argonaute-2) is a small RNA-binding protein best known as major component
of the RNA-induced silencing complex (RISC), which orchestrates post-transcriptional
gene silencing in the cytoplasm (Hutvagner & Simard, 2008; J. Liu et al., 2004). Yet,
increasing evidence suggests that AGO2 also fulfills important functions in the nucleus
(Nazer et al., 2022), notably for regulating alternative splicing (Ameyar-Zazoua et al.,
2012; Batsché & Ameyar-Zazoua, 2015; Chu et al., 2021; Kalantari et al., 2016; Meng
et al.,, 2022; Taliaferro et al., 2013; Tarallo et al., 2017). In agreement with these
canonical and non-canonical functions, AGO2 has been reported to shuttle between the
cytosol and the nucleus of mammalian cells (Kalantari et al., 2016; Ohrt et al., 2011,
Schraivogel & Meister, 2014). The relative subcellular distribution of AGO2 is also
known to vary as a function of cell types and culture conditions, being notably
generally increased in the nucleus of primary cell cultures as opposed to most
immortalized cell lines (Sarshad et al., 2018; Sharma et al., 2016). Other conditions
that increase AGO2 nuclear localization include cellular stress (Castanotto et al., 2018;
Rentschler et al., 2018), senescence (Benhamed et al., 2012; Rentschler et al., 2018)
and differentiation (Sarshad et al., 2018). What is less clear is how AGO?2 shuttles
between both compartments. AGO2 does not contain a NLS or a nuclear export signal
(NES). RISC-associated TNRC6 proteins (Trinucleotide repeat containing 6) contain
both a NLS and a NES, thereby making them good candidates as intermediary factors.
However, such a role appears limited to AGO2 export only, also involving the major
nuclear export factor CRM1 (Chromosomal Maintenance 1) (Nishi et al., 2013;
Schraivogel et al., 2015b). As of today, the molecular mechanism of AGO2 nuclear
import thus remains largely unknown. Although initial studies reported a role for

importin-8 (Weinmann et al., 2009), follow up work revealed that many importins are
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in fact redundantly involved (Schraivogel et al., 2015b), and no NLS-containing

protein is currently known to act as intermediary cargo for these importins.

Here, we report that the NLS-containing FAM172A directly interacts with AGO2 and
thereby regulates AGO2 nuclear import at least in part via the canonical importin-o/f
route, a process that we further found to be influenced by the status of CK2-induced
phosphorylation of FAM172A.
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3.4 Materials and methods

Animals

All experimental procedures involving mice were approved by the institutional ethics
committee of the Université du Québec a Montréal (CIPA protocols #650) in
accordance with the biomedical research guidelines of the Canadian Council of Animal
Care (CCAC). The Fam172a™* (FVB/N background; also known as Toupee™™)
mouse line was as previously described (Bélanger et al., 2018). Embryos were
generated by natural mating and staged by considering noon of the day of vaginal plug
detection as e0.5. Control and mutant embryos were obtained from the same litter and
processed in parallel. Primers used for genotyping are listed in Table 3.1.

DNA constructs and recombinant proteins

MY C-, MBP- and HA-tagged versions of the 371aa-long isoform of murine FAM172A
(WT and E229Q-mutated) were as previously described (Bélanger et al., 2018).
Vectors containing human AGO1 (pcDNAM-human elF2C1-WT-Myc; gift from Dr.
K. Ui-Tei) (Doi et al., 2003) and AGO2 ORFs (p3XFLAG-myc-CMV-AGO?2, gift from
Dr. E. Chan) (Lian et al., 2009) were obtained from Addgene (#50360 and #21538,
respectively). For BiFC assays, full-length ORFs of Faml172 and AGO2 were
subcloned in expression vectors bearing either the N-terminal (0CDNA3-1-173Venus)
or the C-terminal half (p)CDNA3-174250Venus) of Venus, which were both generously
provided by Dr. S. Merabet (Institut de génomique fonctionnelle de Lyon) (Hudry et
al., 2011). NLS-mutated FAM172A (R227Q, R228Q, R241Q and R242Q),
phosphodead FAM172A (D219Q, D222Q), phosphomimic FAM172A (S215D,
S216D, S217D, S218D and T222D), FLAG-tagged versions of both AGO1 and AGO2

as well as NLS-containing rLacAGO2 were all generated using the Gibson assembly
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method, as previously described (Gibson, 2011; Gibson et al., 2009). Briefly, relevant
PCR amplicons (see Table 3.1 for primers list) and digested plasmid (ratio 10:1) were
added to the 1X Gibson master mix (5% PEG-8000, 100 mM Tris—HCI, pH 7.5, 10
mM MgCI2, 10 mM DTT, 200 uM each of the four ANTPs, and 1 mM NAD) and then
combined to 0.01U of T5 EXO, 0.06U of Phusion polymerase and 10U/ul Taq ligase
for a 1lh-long incubation at 50°C. All DNA constructs were verified via Sanger

sequencing.

Recombinant proteins and in vitro kinase assay

Recombinant MBP, mepFAM172A and meprFAM172A[E229Q] proteins were produced
in BL21 bacteria via IPTG (0.3 mM) induction of pMAL-c5X constructs, purified
using amylose affinity chromatography and eluted in column buffer, as previously
described (Bélanger et al., 2018). Recombinant His-tagged versions of AGO1 and
AGO2 proteins were purchased from Sino Biological (#11225-H07B #11079-H07B,
respectively). Recombinant CK2 was purchased from New-England Biolabs (P6010S)
and used to phosphorylate recombinant FAM172A (with MBP tag released by factor
Xa-mediated cleavage) in sodium phosphate buffer supplemented with 50mM KClI,
10mM MgCl> and 200uM ATP (pH 7.5) for 1h at 30°C. Samples were then
immediately processed for mass spectrometry analysis by the Proteomics Discovery
Platform of the Institut de Recherches Cliniques de Montréal (IRCM).

Cell culture and transfection

Adherent murine cells were grown in EMEM (N2a, MEFs) or DMEM (NIH3T3, R1)
medium supplemented with either 10% (N2a, MEFs and NIH3T3) or 20% (R1) FBS,
and 1% penicillin/streptomycin (all products from Wisent). MEFs were generated from
e10.5 embryo heads dissociated in EMEM containing 1.3 mg/ml Dispase Il (Life
Technologies #17105-041), 0.4 mg/ml collagenase (Sigma #C2674) and 0.1 mg/ml
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DNase | (Sigma #DN25), for 30 min at 37°C with gentle agitation. The resulting cell
suspension was filtered through a 70um cell strainer (Fisherbrand) and then plated on
gelatin-coated coverslips for immunofluorescence or gelatin-coated plates for protein
extraction. Human LCLs derived from a FAM172A[E228Q]-associated CHARGE
family (Bélanger et al., 2018) were grown in suspension in RPMI medium
supplemented with 10% FBS and 1% penicillin/streptomycin (all products from
Wisent). All cell cultures were maintained at 37°C and 5% CO: in a humidified
atmosphere. All transfections were performed using Geneluice reagents (Millipore-
Sigma #70967) in accordance with the manufacturer's instructions (0.1 g of DNA per
cm? of cultured cells, and 1pg of DNA for 3ul of Geneluice reagent).

Immunofluorescence analysis of cultured cells

Cells plated on coverslips were transfected with the appropriate plasmid for 48h, fixed
in 4% paraformaldehyde (diluted in PBS) for 15 minutes on ice and washed three times
in PBS. Cells were then incubated in blocking solution (10% FBS and 0.1% TritonX-
100 diluted in PBS) for 1h at room temperature, followed by overnight incubation at
4°C with primary antibodies of interest diluted in blocking solution (see Table 3.2 for
antibodies list). After three more washes in blocking solution, cells were incubated with
relevant secondary antibodies conjugated with AlexaFluor 488, 594 or 647 for 1h at
room temperature (see Table 3.2 for antibodies list), washed again three times and
finally counterstained with 5pug/ml DAPI (40,6-diamidino-2-phenylindole) for 10 min.
Images were acquired using a Nikon A1l laser scanning confocal microscope with Plan
Apo A 60x1.40 objective, and analyzed using ImageJ. Mean fluorescence intensity in
the nucleus and the cytoplasm was quantified using the measure function and these
values were used to evaluate the relative abundance of proteins of interest in each cell

compartment, which was expressed in log2 scale (log2[N:C] ratio).
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Cell fractionation

Cell fractionation of MEFs grown at high density (200 000 cells/cm?) and exposed to
2ng/ml Leptomycin B (Cell Signaling Technology #9676) during 4h was performed
using the REAP method (Suzuki et al., 2010). Briefly, cells were collected by
trypsinization, gently centrifuged and washed twice with PBS. Cell pellets were
subsequently resuspended in ice-cold 0.1% NP-40 diluted in PBS and triturated 5 times.
One third of this extract was kept as the “total fraction”, while the remaining was
centrifuged to pellet the nuclei. The supernatant was then kept as the “cytoplasmic
fraction” while pelleted nuclei were washed once with 0.05% NP-40 diluted in PBS,
and directly resuspended in standard Laemmli loading buffer to constitute the “nuclear
fraction”. Preparation of both the “total fraction” and the “nuclear fraction” was finally

completed by sonication (Qsonica, 30% amplitude, 2x 30 seconds).

Co-Immunoprecipitation in cells and in vitro

Co-IP assays in cells were performed using two confluent 100mm plates, 48h after
transfection with relevant expression vectors. Whole cell extracts were prepared in a
defined lysis buffer with moderate ionic strength (50 mM Tris pH 8.0, 1700mM NacCl,
1 mM EDTA, 1% Triton TX-100, 1X Roche Complete protease inhibitors) during 1h
at 4°C, after which samples were centrifuged to remove insoluble material. To enhance
co-IP of endogenous importins and FAM172A dimers, cells were crosslinked before
lysis during 10 min with 0.75% formaldehyde, which was then quenched during 5 min
using 0.125M glycine, in accordance with previous studies that used this approach to
capture presumably transient protein-protein interactions (Hall and Struhl, 2002;
Hoffman et al., 2015; Mohammed et al., 2013). In vitro co-IP assays were performed
using 300ng of purified recombinant proteins diluted in a low-salt buffer (20mM Tris
pH 8.0, 25mM NaCl, 1ImM EGTA, 1mM EDTA, 1.5mM MgCI2, ImM DTT, 1%
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Triton TX-100, 10% Glycerol, 1X Roche Complete protease inhibitors) previously
described to enhance FAM172A-AGO?2 interaction (Bélanger et al., 2018). For both
cellular and in vitro assays, 10% of protein mixture was kept aside as input material
and the rest was incubated with primary antibody of interest overnight at 4°C (see Table
3.2 for antibodies list). Antibody-bound complexes were then isolated using protein G-
coupled magnetic beads (Dynabeads protein G, ThermoFisher) and analyzed either by
western blot (see below) or mass spectrometry (for assessing FAM172A

phosphorylation) (Bélanger et al., 2018).

Western blot

Protein samples were separated on SDS-PAGE mini-gels using the Mini-Protean
system (Bio-Rad Laboratories) and then transferred to PVDF membranes. Membranes
were blocked at room temperature for 1h in TBST (Tris-buffered saline-Tween 20)
containing 5% non-fat milk, followed by overnight incubation at 4°C with primary
antibody of interest (see Table 3.2 for antibodies list). After three washes with TBST,
membranes were subsequently incubated with relevant HRP-conjugated secondary
antibodies for 1h at room temperature (see Table 3.2 for antibodies list).
Chemiluminescent detection was finally performed using Immobilon Western HRP
substrate (Millipore-Sigma) and captured using the Fusion FX imaging system (Vilber).
When necessary, relative protein levels were quantified using the gel analyzer function

in ImageJ.

Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) assays in cells

Efficiency of BIFC assays in 6-well plates was assessed 24h post-transfection by
calculating the percentage of Venus(YFP)-positive cells and mean fluorescence
intensity using a BD Accuri C6 flow cytometer (BD Biosciences). After reaching the

desired number of detected events (30,000 or 100,000 cells), remaining cells were used
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to verify abundance of N-Venus- and C-Venus-tagged proteins by anti-GFP western
blot (see below). Protein abundance was then used for normalization of fluorescence
intensity, which also took into account auto-fluorescence in non-transfected cells as
background value to be subtracted for all samples. Subcellular distribution of BiFC
signal was assessed 48h post-transfection in unfixed cells plated in 35mm p-dishes
(Ibidi #81156), after 5-min incubation with Sug/ml Hoechst 33342. For live imaging,
cells were plated on 8-well chamber p-slides (Ibidi #80826), exposed to either 2ng/ml
Leptomycin B (Cell Signaling Technology #9676), 5uM ivermectin (Selleckchem
#S1351), or vehicle only (same volume of 100% ethanol or DMSQO), and monitored for
an additional 5h under normal growing conditions, with image acquisition every 20
min. For CK2 inhibition, cells were treated with 20uM 4,5,6,7-
tetrabromobenzotriazole (TBB) (Sigma #T0826) 2h prior to the start of monitoring. All
images were acquired using a Nikon Al confocal microscope and analyzed using
ImageJ, as described above.

RNA extraction and RT-qPCR

RNA from e10.5 MEFs was extracted using the RNeasy Plus Purification Kit (Qiagen)
in accordance with the manufacturer’s protocol. cDNAs were then generated using 50
ng of total RNA and Superscript Il reverse transcriptase (ThermoFischer Scientific).
gPCR experiments were finally carried out using the Ssofast EvaGreen Supermix and
C1000 Touch thermal cycler (Bio-Rad Laboratories), with Psmb2 gene used for
normalization of absolute expression levels and constant exons of the gene of interest
(Cd44) used for normalization of alternative splicing events (see Table 3.1 for primers
list).
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Statistical analysis

Graphical data are represented as the mean + SD, with the number of independent
experiments (N) and/or independent biological replicates (n) specified in the figure
and/or legend when relevant. Significant differences between samples were determined
using the GraphPad Prism software version 6.0, with 0.05 as statistical significance

cut-off. Selected statistical tests are indicated in figure legends.
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3.5 Results

3.5.1 FAMI172A influences AGO2 nuclear localization

To determine if FAM172A plays a role in the nucleocytoplasmic shuttling of AGO2,
we first compared the subcellular distribution of AGO2 in mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) freshly derived from Fam172a™™ and wild-type (WT) €10.5 embryo heads —
a cellular model that previously proved useful for highlighting the nuclear colocation
of endogenous FAM172A and AGO?2 proteins via immunofluorescence (Bélanger et
al., 2018). As noted in this prior work, AGO?2 is enriched in the nucleus of WT MEFs
(Figure 3.1A-B), this enrichment being however lower when MEFs are plated at high
density (Figure 3.2A-B). Under both growth conditions (moderate and high density),
we found that AGO?2 is depleted from the nucleus of Fam172a™™ MEFs, thereby
becoming instead markedly enriched in the cytoplasm (Figure 3.1A-B and 3.2A-B). A
similar outcome was not seen for AGO1, which remains enriched in the nucleus of
MEFs despite the loss of FAM172A (Figure 3.2E-F). Using western blot and
fractionation assays in MEFs grown at high density, we further confirmed that the loss
of FAM172A specifically affects AGO2 nuclear localization and not overall protein
levels (Figure 3.1C-D and Figure 3.2C-D), an outcome that is best evidenced when
limiting AGO2 nuclear export using the CRM1 inhibitor Leptomycin B (LMB) (Q. Sun
et al., 2013) (Figure 3.1C-D). Other immunofluorescence data revealed that the
converse is not true: the predominantly nuclear localization of FAM172A is not altered
by the presence of high levels of transfected FLacAGO?2 in the cytoplasm of control
MEFs (Figure 3.2G).

To strengthen our observations, we next sought to rescue AGO2 nuclear depletion in
Fam172a"™™ MEFs via transfection of a FAM172A-expressing vector. To this end, we

first reviewed the different isoforms of FAM172A, which have been updated since our
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previous work (Bélanger et al., 2018). The Ensembl genome browser now predicts
three major isoforms in mice (Figure 3.1E), all three being presumably detectable with
the commercially-available polyclonal antibody used in our laboratory (Abcam
ab121364). Using this antibody to probe embryo extracts at different developmental
stages (9.5 to €15.5) by western blot, we discovered that the 371aa-long isoform is the
most predominant, whereas the 417aa- and 307aa-long isoforms are weakly expressed
and undetectable, respectively (Figure 3.1F). The same pattern was observed in several
murine cell lines such as Neuro2a (N2a) neuroblasts, NIH 3T3 fibroblasts and R1
embryonic stem cells (Figure 3.2H). Accordingly, we found that a MYC-tagged
version of the 371aa isoform can largely recapitulate the subcellular distribution of
endogenous FAM172A in MEFs (Figure 3.1G), except for the ER that is most likely
targeted by the signal peptide-containing 417aa-long isoform (Bélanger et al., 2018). It
should be noted that immunofluorescence was our best option for these analyses, due
to very low transfection efficiency in MEFs — which notably prevented us from using
cell fractionation and western blot that require large amounts of cells. Most importantly,
when this MY C-tagged version of the 371aa-long isoform (hereinafter referred to as
mycFAM172A) was transiently transfected in Fam172a™™ MEFs, it could re-establish
the predominantly nuclear localization of AGO2 (Figure 3.1H-I) — albeit not up to
levels seen in WT MEFs (Figure 3.1B).

Hence, we conclude that FAM172A is actively involved in the regulation of AGO2

nuclear localization.
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Figure 3.1 FAM172A influences AGO2 nuclear localization (A) Immunofluorescence analysis
of AGO2 distribution in WT and Fam172a™™ ¢10.5 MEFs at moderate density (40 000
cells/cm?), with nuclei stained using DAPI. (B) Quantification of relative fluorescence intensity
of anti-AGO?2 staining in nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using
images such as those displayed in A. Yellow and white dashed lines in zoomed-in views in A
delineate measured areas for nucleus and cytoplasm, respectively. (C) Western blot analysis of
AGO2 protein levels in cytoplasmic and nuclear fractions of WT and Fam172a™™e10.5 MEFs
grown at high density (200 000 cells/cm?) and exposed to Leptomycin B showing a specific
decrease in the nucleus of Fam172a™™ cells (N=3). GAPDH and Lamin A/C are used as
loading control for cytoplasmic and nuclear fractions, respectively. (D) Quantitative analysis
of relative anti-AGO2 signals in mutant vs WT cells (with average in WT set at 1) after
normalization with relevant loading control (GAPDH for total and cytoplasmic fractions;
Lamin A/C for nuclear fraction), as determined via densitometry (ImageJ) using images such
as those displayed in C. (E) Diagram of mouse FAM172A isoforms based on Ensembl/Uniprot
databases. (F) Western blot analysis of FAM172A isoforms in trunk (T) or head (H) extracts
from embryos at indicated developmental stages, using GAPDH as loading control (N=3). (G)
Immunofluorescence staining of endogenous FAM172A and transfected MY C-tagged version
of the 371aa-long isoform (mycF172A[371]) in €10.5 MEFs, with nuclei stained using DAPI
(N=3). The arrow in the left panel points the endoplasmic reticulum. (H) Immunofluorescence
analysis of AGO2 distribution in Fam172a™™ 10.5 MEFs transfected or not with
mycF172A[371]. Red arrowheads compare fluorescence intensity in nuclei of transfected and
non-transfected cells. () Quantification of relative fluorescence intensity of anti-AGO2
staining in nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as
those displayed in H. Scale bar, 20pum. N= number of biological replicates, n= number of cells.
*P <0.05 and ****P < (.0001; Student’s t-test. (Further data can be found in Figure S1).
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Figure 3.2 (SUPPLEMENTAL) FAM172A influences the nuclear localization of AGO2, but
not AGO1. (A) Immunofluorescence analysis of AGO?2 distribution in WT and Fam172™™
e10.5 MEFs at high density (200 000 cells/cm?), with nuclei stained using DAPI. (B)
Quantification of relative fluorescence intensity for anti-AGO2 staining in nucleus and
cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those displayed in A.
Yellow and white dashed lines in zoomed-in views in A delineate areas of measurement for
nucleus and cytoplasm, respectively. (C) Western blot analysis of AGO2 protein levels in
nuclear and cytoplasmic fractions of WT and Fam172a™™ ¢10.5 MEFs grown at high density
(200 000 cells/cm?) showing a specific decrease in the nucleus of Fam172a™™ cells (N=3).
Lamin A/C and GAPDH are used as loading control for nuclear and cytoplasmic fractions,
respectively. (D) Quantitative analysis of relative anti-AGO2 signals in mutant vs WT cells
after normalization with relevant loading control (GAPDH for total and cytoplasmic fractions;
Lamin A/C for nuclear fraction), as determined via densitometry (ImageJ) using images such
as those displayed in C. (E) Immunofluorescence analysis of AGO1 distribution in WT and
Fam172™™e10.5 MEFs at high density (200 000 cells/cm?), with nuclei stained using DAPI.
(F) Quantification of relative fluorescence intensity for anti-AGOL1 staining in nucleus and
cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those displayed in E. (G)
Immunofluorescence analysis of FAM172A distribution in WT €10.5 MEFs transfected or not
with facAGO2 (N=3). Red arrowheads compare fluorescence intensity in nuclei of
transfected and non-transfected cells. (H) Western blot analysis of FAM172A isoforms in NIH
3T3 fibroblasts, Neuro2a (N2a) neuroblasts, and R1 embryonic stem cells (N=3). Scale bar,
20um. N= number of biological replicates, n= number of cells. **P < 0.01, ****P < (.0001;
Student’s t-test.
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3.5.2 FAM172A directly interacts with AGO2

Co-immunoprecipitation (co-IP) assays in multiple cell types/tissues previously
showed that FAM172A and AGO2 from both endogenous and exogenous sources can
be found in a same complex, but not when using a version of murine FAM172A
mimicking the CHARGE syndrome-associated human variant pE228Q (pE229Q in
mice) (Bélanger et al., 2018). To formally determine if the FAM172A-AGO2
interaction is direct, we performed in vitro co-IP assays using purified mepFAM172A
and nisAGO2 recombinant proteins. Analysis of both WT and E229Q-mutated
mepPFAM172A in this context revealed that the FAM172A-AGO?2 interaction is direct
and further confirmed the prominent role played by the NLS-located E229 residue of
FAM172A, although its mutation did not completely abrogate the interaction with
AGO?2 in these fairly permissive conditions (Figure 3.3A). To narrow down the
interaction interface in AGO2, we also performed co-IP assays using whole lysates of
N2a cells transfected with mycFAM172A and deletion constructs of FLacAGO2. This
analysis identified the PAZ domain-containing N-terminal half of AGO2 (amino acids
1-480) as being essential for mediating the interaction with FAM172A, with very little
contribution by the PIWI-containing C-terminal half (amino acids 478-860) (Figure
3.3B-C). Consistent with the requirement of this interaction for AGO2 nuclear
localization, double-immunofluorescence staining of mycFAM172A-transfected N2a
cells showed that nuclear signal intensity for co-transfected PAZ domain-containing
N-terminal half is similar to full-length FLacAGO2, being in both cases higher than for
the PIWI-containing C-terminal half (Figure 3.4A-B). However, both truncated
versions of rLacAGO2 gave widely spread out data values in this assay and hence were
not found to be statistically different from each other (Figure 3.4B). This suggests that
the minimal contribution of the PIWI-containing half of AGO2 to FAM172A binding

might nonetheless be important for efficient nuclear import.
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To further evaluate the functional relevance of the direct FAM172A-AGO?2 interaction
for AGO2 nuclear localization, we then reiterated the rescue experiment in
Fam172a™ MEFs. Strikingly, in contrast to WT mycFAM172A (Figure 3.1H-I), we
found that E229Q-mutated mycFAM172A is unable to correct the abnormally enriched
cytoplasmic distribution of AGO?2 in these cells (Figure 3.3D-E). Of note, this lack of
effect is not due to a reduced ability of E229Q-mutated mycFAM172A to reach the
nucleus (Figure 3.3D). Quantitative analyses in N2a cells even suggest that the E229Q

mutation increases mycFAM172A nuclear localization (Figure 3.4C-D).

Collectively, these data thus clearly show that AGO2 nuclear localization relies on a
direct interaction between FAM172A and AGO2, which is chiefly mediated by the
E229 residue of FAM172A and the PAZ domain-containing half of AGO2. Importantly,
this mechanism is most likely at play in human cells as well, as evidenced by the
reduced nucleus:cytoplasm ratio of AGO2 in a lymphoblastoid cell line (LCL) derived
from a CHARGE syndrome child bearing the FAM172A variant E228Q Figure 3.3F-
G).
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Figure 3.3 FAML172A directly interacts with AGO2. (A) In vitro co-IP of recombinant
mepFAM172A (WT vs E229Q versions) and 1isAGO2 using MBP as bait (N=3). MBP alone
was used as negative control. The red arrowhead points to reduced amount of co-
immunoprecipitated nisAGO2 when using the E229Q version of FAM172A. (B-C) Co-IP of
transfected mycFAM172A and racAGO2 (full-length vs indicated N-term and C-term
truncations; see panel B) in N2a cells using FLAG as bait (N=3). The red arrowhead in panel
C points to reduced amount of co-immunoprecipitated mycFAM172A when using the C-term
half of AGO2. (D) Immunofluorescence analysis of AGO2 distribution in Fam172a™™e10.5
MEFs transfected or not with E229Q-mutated mycFAM172A, with nuclei stained using DAPI.
Red arrowheads compare relative fluorescence intensity in nuclei of transfected and non-
transfected cells. (E) Quantification of relative fluorescence intensity of anti-AGO2 staining in
nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those
displayed in D. Data for Fam172a™™ and Fam172a™™ + uycF172A[WT] conditions are the
same as initially displayed in Figure 11 (both assays were performed at the same time), being
duplicated here for comparison purposes only. (F) Immunofluorescence analysis of AGO2
distribution in human LCLs derived from an individual with FAM172A[E228Q]-associated
CHARGE syndrome and parental control, with nuclei stained using DAPI (N=3 technical
replicates). (G) Quantification of relative fluorescence intensity of anti-AGO2 staining in
nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those
displayed in F. Scale bar, 20um. N= number of biological replicates, n= number of cells. ***P
<0.001 and ****P < 0.0001; Student’s t-test. (Further data can be found in Figure S2).
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Figure 3.4 (SUPPLEMENTAL) Subcellular distribution of r.acAGO2 deletion mutants and
E229Q-mutated mycFAM172A. (A) Immunofluorescence analysis of the subcellular
distribution of full-length and indicated deletion mutants of rL.acAGO2 proteins in N2a cells
co-transfected with mycFAM172A, with nuclei stained using DAPI. Red arrowheads compare
relative fluorescence intensity in nuclei. (B) Quantification of relative fluorescence intensity
for anti-FLAG staining in nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using
images such as those displayed in A. (C) Immunofluorescence analysis of the subcellular
distribution of WT and E229Q-mutated mycFAM172A proteins in transfected N2a cells, with
nuclei stained using DAPI. Red arrowheads compare relative fluorescence intensity in
cytoplasm. (D) Quantification of relative fluorescence intensity for anti-MYC staining in
nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those
displayed in C. Scale bar, 20um. N= number of biological replicates, n= number of cells.*P <
0.05, ****P < (0.0001; Student’s t-test.
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3.5.3 The classical bipartite NLS of FAM172A is required for AGO2 nuclear

import

To determine if FAM172A either plays an active role in AGO2 nuclear import or only
prevents nuclear AGO?2 to leave the nucleus, we turned to Bimolecular Fluorescence
Complementation (BiFC) assays (Kodama & Hu, 2012). To this end, we generated a
series of fusion proteins where the N-terminal half of Venus (a brighter variant of YFP;
Yellow Fluorescent Protein) is located on either end of AGO2 and the C-terminal half
of Venus is located on either end of FAM172A (Figure 3.5A). Upon transfection in
N2a cells, 3 out of 4 tested combinations allowed to reconstitute a fluorescent Venus
protein (Figure 3.6A). The combination where both AGO2 and FAM172A have their
respective Venus half at their N-terminal end (n-venusAGO2 and c-venussFAM172A) gave
a more robust fluorescent signal and was thus selected for further studies. Using flow
cytometry, we confirmed the specificity of this BiFC signal using an E229Q-mutated
version of c.venuisFAM172A as negative control (Figure 3.6B) and by competition with
an excess of FLacAGO2 (Figure 3.6C). Using immunofluorescence, we also verified
that the non-fluorescent fragments fused to AGO2 and FAM172A do not alter their
respective subcellular distribution in N2a cells (Figure 3.6D). Initial observations of
the subcellular distribution of the BIiFC signal generated by the N-venusAGO2—c.
venusFAM172A complex in living N2a and NIH 3T3 cells showed an enrichment in the
cytoplasm after 48h of culture (Figure 3.6A,E). This outcome was somehow surprising
considering our previous co-1P experiments using N2a cell fractions (cytoplasm vs
nucleus) that detected an AGO2-FAM172A complex in the nuclear fraction only
(Bélanger et al., 2018). We interpret this apparent discrepancy to the methods used,
with BiFC being able to capture and lock transient interactions that cannot be detected
using co-IP (Kodama & Hu, 2012).

The cytoplasmic enrichment of the BiFC signal supported the hypothesis that AGO2
and FAM172A initiate their interaction in the cytosol and then together enter the
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nucleus using the classical bipartite NLS of FAM172A (K/R-K/R-X10-12-K/R3s,
Fig.S4A) — thereby also predicting a role for the canonical importin-o/p route (Wing et
al., 2022). To test this model, we devised an experiment based on time-lapse imaging
and LMB-induced blockage of nuclear export, also comparing WT and NLS-mutated
versions of c.venusFAM172A. In preparation for this experiment, we carefully point-
mutated basic residues in each lysine/arginine-rich half of the bipartite NLS sequence
of FAM172A (Figure 3.7A) in order to impair its nuclear import without affecting its
capacity to interact with AGO2 (Figure 3.5B-D). N2a cells co-transfected with n-
venusAGO2 and either WT or NLS-mutated versions of c.venusFAM172A were then
followed under a confocal microscope during 5h after addition of LMB. Remarkably,
LMB addition led to a constant increase of the BiFC signal in the nucleus over time,
but only when using WT cvenusFAM172A (Figure 3.5E-F). With NLS-mutated c-
venusFAM172A, the BIFC signal already appeared more enriched in the cytoplasm
before LMB addition and remained as such after LMB addition (Figure 3.5E-F). To
further validate the involvement of the canonical importin- o/ route, we reiterated the
BiFC assay using n-venussAGO2 and the WT version of c-venussFAM172A in LMB-treated
N2a cells, but now in the additional presence of ivermectin — a small molecule that
inhibits importin-o/p complexes by specifically targeting importin-a. (Wagstaff et al.,
2012). From 3h post-treatment onward, we found that ivermectin blunted the otherwise
steady time-dependent increase of BiFC signal in the nucleus of N2a cells treated with
LMB only (Figure 3.5G-H).

Altogether these data are consistent with the notion that FAM172A-mediated nuclear
import of AGO2 involves an interaction between the classical bipartite NLS of
FAM172A and importin- o/f complexes, as further demonstrated by the inability of
our NLS-mutated version of mycFAM172A to re-establish AGO2 nuclear enrichment
in Fam172a™™ MEFs (Figure 3.51-J).
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Figure 3.5 The NLS of FAM172A is required for AGO2 nuclear import. (A) Diagram of the
BiFC assay based on structural complementation between two non-fluorescent N-terminal and
C-terminal halves of a Yellow Fluorescent Protein (Venus) that are respectively fused to AGO2
(N-venusAGO2) and FAM172A (cvenusF172A). (B) Comparison of BiFC fluorescence intensity
between  N-venusAGO2—cvenusF172A[WT]  and  nvenisAGO2—c.venusF172A[MNLS].  Mean
fluorescence intensity was determined using flow cytometry 24h after transfection in N2a cells.
(C) Immunofluorescence analysis of MYC-tagged WT and NLS-mutated FAM172A proteins
in transfected N2a cells, with nuclei stained using DAPI. Red arrowheads compare relative
fluorescence intensity in the nucleus for WT and NLS-mutated FAM172A. (D) Quantification
of relative fluorescence intensity of anti-MYC staining in nucleus and cytoplasm (N:C ratio,
expressed in log 2 scale) using images such as those displayed in C. (E) Five-hour-long time-
lapse recordings of BiFC signal generated using n-venisAGO2 and c-venusF172A (comparing WT
and mNLS versions) in N2a cells treated with Leptomycin B (LMB) or vehicle (ethanol) only.
Red arrowheads compare relative fluorescence intensity in the nucleus. (F) Quantification of
relative BiFC signal intensity in nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale)
using images such as those displayed in E. G) Five-hour-long time-lapse recordings of BiFC
signal generated using N-venisAGO2 and c-venusF172A in N2a cells treated with Leptomycin B
(LMB) with or without ivermectin, or vehicle (ethanol) only. Red arrowheads compare relative
fluorescence intensity in the nucleus. (H) Quantification of relative BiFC signal intensity in
nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those
displayed in G. () Immunofluorescence analysis of AGO2 distribution in Fam172a™™e10.5
MEFs transfected or not with mycF172A[mNLS], with nuclei stained using DAPI. Red
arrowheads compare relative fluorescence intensity in nuclei of transfected and non-transfected
cells. (J) Quantification of relative fluorescence intensity of anti-AGO2 staining in nucleus and
cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those displayed in I. Data
for Fam172a™™ and Fam172a™™ + wycF172A[WT] conditions are the same as initially
displayed in Figure 11 (both assays were performed at the same time), being duplicated here
for comparison purposes only. Scale bar, 20um (E, G). N= number of biological replicates, n=
number of cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <0.001 and ****P < (0.0001; Student’s t-test.
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Figure 3.6 (SUPPLEMENTAL) FAM172A-AGO2 interaction is direct and specific. (A)
Distribution of AGO2-FAM172A BiFC signal in living N2a cells 48h after transfection with
indicated combinations of N-Venus-tagged AGO2 and C-Venus-tagged FAM172A constructs,
with nuclei stained using Hoechst (N=3). (B-C) Comparison of overall BiFC fluorescence
intensity between nvenisAGO2—cvenusF172A[WT] and novenuisAGO2—c.venssF172A[E229Q] (B)
or after competition with a 5-time excess of racAGO2 (C; also displaying percentage of
positive cells in right panel). Mean fluorescence intensity and percentage of positive cells were
determined using flow cytometry 24h after transfection in N2a cells. (D) Immunofluorescence
analysis of c.vensFAM172A and n-venussAGO2 distribution in transfected N2a using a GFP
antibody that recognize both halves of Venus, with nuclei stained using DAPI (N=3). Red
arrowheads point to transfected cells. (E) Distribution of n-venussAGO2—c.venusF172A BiFC
signal in living NIH3T3 cells 48h after transfection, with nuclei stained using Hoechst (N=3).
Scale bar, 20um. N= number of biological replicates, n= number of cells. *P < 0.05, **P <
0.01 and ***P < 0.001; Student’s t-test.
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Figure 3.7 (SUPPLEMENTAL) Sequence of CK2-NLS loop and predicted 3D structure of
FAM172A. (A) Diagram of all mutated versions of FAM172A used in this study. (B) PyMOL
vizualisation of AlphaFold-predicted 3D structure of FAM172A.
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3.5.4 The status of FAM172A phosphorylation influences AGO2 nuclear import

The FAM172A interactome in N2a cells is known to include the catalytic subunit alpha
of Casein kinase 1l (CK2) (Bélanger et al., 2018). Moreover, we noted that FAM172A
bears two juxtaposed consensus-like sequences for CK2 phosphorylation (S/T-X—X—
D/E) close to its NLS (Figure 3.7A), and an in vitro assay combined to mass
spectrometry analysis confirmed that this motif can indeed be directly phosphorylated
by CK2 (Figure 3.8A-D). Publicly available high-throughput mass spectrometry data
(www.phosphosite.org) and our own mass spectrometry analysis of N2 cells (Figure
3.8E-F) also confirmed that this serine-rich motif (5215-S-S-D-S-S-D in human; S215-
S-S-S-D-G-T-D in mouse) can be phosphorylated in a natural cellular context. These
data further revealed some variance in the identity of the phosphorylated residue,
although S217 and S218 appear preferentially targeted in murine FAM172A —
representing 87% (including 5% of double-phosphorylation) and 100% of relevant
phosphorylated peptides in vitro (Figure 3.8A-D) and in N2a cells (Figure 3.8E-F),

respectively.

Given that proximity of a CK2 phosphorylation site was previously reported to
influence NLLS recognition by importins (Hibner et al., 1997; Jans et al., 2000; Xiao et
al., 1997), we thus wondered if the status of CK2-induced phosphorylation of
FAM172A might play a regulatory role in the nuclear translocation of AGO2. To
evaluate this possibility, we again took advantage of our BiFC-based live-cell imaging
system to now monitor the nuclear import of N-venusAGO2—c-venusFAM172A complexes
in LMB-treated N2a cells also exposed to the CK2 inhibitor 4,5,6,7-
tetrabromobenzotriazole (TBB) (Duncan et al., 2008). This inhibitor significantly
reduced the nuclear import of the BiFC complex compared to N2a cells treated with
LMB only (Figure 3.9A-B). To complement this analysis, we also generated
phosphodead (P-) and phosphomimetic (P+) versions of murine FAM172A, in which
either the aspartate residues D220/D223 were replaced by glutamines (Litchfield, 2003;
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Lussier et al., 2014) or the upstream serine/threonine residues were replaced by
aspartates (H.-L. Sun et al., 2016), respectively (Figure 3.7A). These new constructs
were then tested for their ability to mediate AGO2 nuclear import, once again using the
BiFC system in living N2a cells. With the phosphodead c-venuisFAM172A, we found
that the BiFC signal generated in conjunction with n-venussAGO2 remains enriched in
the cytoplasm regardless of the presence of LMB or not (Figure 3.9C-D, Movie S5) —
just like when we used the NLS-mutated c-venusFAM172A (Figure 3.5E-F). In stark
contrast, the BiFC signal appears greatly enriched in the nucleus when using the
phosphomimetic c-venusFAM172A (Figure 3.9C-D), with both basal and LMB-induced
levels being greater than for WT cvenussFAM172A (Figure 3.5E-F). A similar outcome
was observed when assessing the subcellular distribution of FLacAGO2 in N2a cells
co-transfected with mycFAM172A[P+], which was found to be more efficient than
mycFAM172A[WT] at increasing the nuclear localization of FLacAGO2 (Figure 3.10).

Of note, our BiFC assays further revealed that both phosphodead and phosphomimetic
versions of c.venusFAM172A specifically affect the cytoplasmic-vs-nuclear distribution
of the N-venusAGO2—c.venusFAM172A BIFC signal, not overall intensity (Figure 3.9E).
Analysis of the subcellular distribution of phosphodead and phosphomimetic versions
of mycFAM172A also suggests that CK2-induced phosphorylation of FAM172A is
stimulatory but apparently not essential for its own entry in the nucleus (Figure 3.9F-
G).

Nonetheless, this series of experiments strongly suggests that CK2-induced
phosphorylation of FAM172A is regulatory important for FAM172A-mediated nuclear
import of AGO2.
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Figure 3.8 CK2 phosphorylates FAM172A. (A-B) Representative CID-MS/MS spectra of most
frequently phosphorylated peptides after in vitro co-incubation of recombinant FAM172A with
recombinant CK2 and ATP. (C-D) Proportion of overall phosphorylation (C) and relative
frequency of phosphorylated residues (D) after in vitro CK2-induced phosphorylation. (E-F)
Representative CID-MS/MS spectra of phosphorylated FAM172A peptides after anti-MYC
immunoprecipitation from mvcFAM172A-transfected N2a cells.
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Figure 3.9 AGO2 nuclear import depends on the status of FAM172A phosphorylation. (A)
Five-hour-long time-lapse recordings of BiFC signal generated using n-venussAGO2 and c.
venusF172A in N2a cells treated with Leptomycin B (LMB) or vehicle (ethanol) only, with or
without 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole (TBB). Red arrowheads compare relative
fluorescence intensity in the nucleus. (B) Quantification of relative BiFC signal intensity in
nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those
displayed in A. (C) Five-hour-long time-lapse recordings of BiFC signal generated using -
venussAGO2 and c.venusF172A (comparing phosphodead [P-] and phosphomimetic [P+] versions)
in N2a cells treated with Leptomycin B (LMB) or vehicle (ethanol) only. Red arrowheads
compare relative fluorescence intensity in the nucleus. (D) Quantification of relative BiFC
signal intensity in nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images
such as those displayed in C. Data for c.venusF172A[WT] are the same as initially displayed in
Figure 3F (both assays were performed at the same time), being duplicated here for comparison
purposes only. (E) Comparison of overall BiFC fluorescence intensity between n-venusAGO2—
cvenusFL7T2A[WT], N-venusAGO2—c.venusF172A[P-] and n-venusAGO2—c.venusF172A[P+]. Mean
fluorescence intensity was determined using flow cytometry 24h after transfection in N2a cells.
(F) Immunofluorescence analysis of the distribution of MYC-tagged WT, phosphodead (P-)
and phosphomimetic (P+) versions of murine FAM172A protein in transfected N2a cells, with
nuclei stained using DAPI. (G) Quantification of relative fluorescence intensity of anti-MYC
staining in nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as
those displayed in F. Data for the mycF172A[WT] condition are the same as initially displayed
in Figure 3D (both assays were performed at the same time), being duplicated here for
comparison purposes only. Scale bar, 20um (A, C) and 10um (F). N= number of biological
replicates, n= number of cells. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 and ****P < 0.0001 ;
Student’s t-test.
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Figure 3.10 (SUPPLEMENTAL) Phosphomimetic mycFAM172A stimulates the nuclear entry
of rLacAGO2. (A) Immunofluorescence analysis of full-length rLacAGO2 distribution as a
function of the presence of WT and phosphomimetic versions of yycFAM172A in transfected
N2a, with nuclei stained using DAPI. Red arrowheads compare relative fluorescence intensity
in nuclei (N=3). (B) Quantification of relative fluorescence intensity for anti-FLAG staining in
nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed in log 2 scale) using images such as those
displayed in A. Scale bar, 20um. N= number of biological replicates, n= number of cells. *P <
0.05 and ****P < (0.0001; Student’s t-test.
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3.5.5 AGO?2 overexpression can functionally compensate for the loss of FAM172A

ex vivo

In a final set of experiments, we tested the functional relevance of FAM172A-mediated
nuclear import of AGO?2 via rescue experiments in freshly dissociated Fam172a™P
MEFS, using proliferation rate and alternative splicing of Cd44 as cellular and
molecular readouts, respectively (Figure 3.11A-B). To this end, Fam172a™™ MEFS
were transfected with either mycFAM172A (WT, E229Q-mutant or NLS-mutant) or
FLacAGO2 (WT or NLS-containing), and then recovered by FACS owing to
coexpressed GFP. As previously observed (Bélanger et al., 2018), transfection of WT
mycFAM172A fully rescued the otherwise decreased proportion of proliferating (i.e.,
Ki67-positive via immunofluorescence) Fam172a™™ MEFS compared to WT MEFs
(Figure 3.11A). In contrast, both E229Q-mutated and NLS-mutated versions were
totally unable to do so (Figure 3.11A), consistent with their incapacity to rescue AGO2
nuclear import in these cells (Figures 3.3D-E and 3.5G-H). Interestingly,
overexpression of full-length WT rLacAGO2 (which increases overall levels in both
cytoplasm and nucleus; Figure 3.2G) partially rescued while another version
engineered to contain a strong NLS (3 copies of SV40 monopartite NLS; Figure 3.11C)
fully rescued the proliferation rate of Fam172a™™ MEFS (Figure 3.11A). Moreover,
congruent with their relative ability to interact with FAM172A (Figure 3.3C) and enter
the nucleus (Figure 3.4A-B), the N-terminal half of rFLaAcAGO2 (PAZ domain-
containing; amino acids 1-480) was almost as effective as full-length rLacAGO?2 in this
assay, whereas the C-terminal half (PIWI domain-containing; amino acids 478-860)
had virtually no impact (Figure 3.11A). Similar results were obtained when assessing
alternative splicing of Cd44, a known splicing target of AGO2 (Ameyar-Zazoua et al.,
2012) that we also found to be dysregulated by the loss of either of the CHARGE
syndrome-associated proteins FAM172A or CHD7 (Bélanger et al., 2018). RT-qPCR
analyses revealed higher levels of variable exons 8/9 in Cd44 transcripts from

Fam172a™™ MEFS, these abnormal levels being almost fully rescued (i.e., back to
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normal levels in WT MEFs) upon transfection of WT mycFAM172A or NLS-
containing rLacAGO2 (Figure 3.11B). Altogether, these data are thus in agreement
with a general model suggesting that proper FAM172A-mediated nuclear import of
AGO2 might be necessary to avoid developing CHARGE syndrome-associated cellular

and molecular anomalies.
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Figure 3.11 (SUPPLEMENTAL) AGO2 overexpression can functionally compensate for the
loss of FAM172A ex vivo. (A-B) Quantitative analysis of cell proliferation (A) and alternative
splicing of Cd44 (B) in e10.5 Fam172a™™ MEFs, after cotransfection with a GFP expression
vector and either mycFAM172A (WT, E229Q-mutant or NLS-mutant) or rL.acAGO2 (WT,
NLS-containing, and deletion mutants) expression vectors. Cell proliferation is expressed in %
of GFP-positive cells based on double-immunofluorescence staining of GFP and the
proliferation marker Ki67. Alternative splicing of Cd44 was analyzed by RT-gPCR after
FACS-mediated recovery of GFP-positive cells. Expression levels of variable exons 8/9 (VE8/9)
were normalized against levels of a constant exons 4/5 (cE4/5), and splicing fold change was
then determined by comparison to the reference value (dashed line) obtained with WT control
embryos (N=5 per condition). (C) Immunofluorescence analysis of the distribution of NLS-
containing rLacAGO?2 in transfected N2a cells, with nuclei stained using DAPI. Scale bar,
20pm. *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001 and ****P <0.0001; Student’s t-test.
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3.6 Discussion

To follow up on our prior work and learn more about the poorly characterized
CHARGE syndrome-associated protein FAM172A, we here focused on its interaction
with the small RNA-binding protein AGO2 — which is known to play key gene
regulatory roles in the nucleus beyond its canonical function in post-transcriptional
gene silencing in the cytoplasm (Nazer et al., 2022). Previously published models
predicted a central role for AGO2 at the chromatin-spliceosome interface (Ameyar-
Zazoua et al., 2012), together with FAM172A that appears required for stabilizing
protein-protein interactions (Bélanger et al., 2018; Bérubé-Simard & Pilon, 2019). Our
new data generated using various complementary approaches in murine and patient-
derived cells now suggest that FAM172A is in addition a regulator of AGO2 nuclear
import, involving both the nuclear localization signal and CK2 phosphorylation motif
of FAM172A.

Although AGO?2 has long been known to shuttle between the cytosol and nucleus of
mammalian cells (Kalantari et al., 2016; Ohrt et al., 2008; Schraivogel & Meister,
2014), we still know very little about the underlying mechanisms. Previous studies
suggested that many different NLS-binding importins are likely mediating AGO2
nuclear entry (Schraivogel et al., 2015a; Weinmann et al., 2009) but no NLS-containing
proteins were previously identified as intermediary factors for the NLS-free AGO?2.
Such a role has been tested for members of the well-known AGO2-binding protein
family TNRCG6, which contain both a NLS and a NES (Nishi et al., 2013), with results
being consistent with a role in AGO2 nuclear export but not import (Nishi et al., 2013;
Schraivogel et al., 2015a). Notably, knockdown of importin-f was shown to
specifically impair the non-canonical importin- « -independent nuclear import of
TNRCG6 proteins without perturbing AGO2 nuclear import (Schraivogel et al., 2015a).

In contrast, we now present several lines of evidence demonstrating a key role for



130

FAML172A in this process, with BiFC and rescue data from single cells involving its
classical bipartite NLS and associated canonical importin-o/p route (Figure 3.5). Yet,
we do not think that FAM172A is the only factor involved in AGO2 nuclear import.
The fact that there are still appreciable levels of AGO?2 in the nucleus of Fam172a™™
MEFs argues in that favor (Figure 3.1A-D) — although this might also be partly
explained by the residual expression of Faml72a (~15% of WT levels) in these
hypomorphic mutant cells (Bélanger et al., 2018). The existence of other regulators of
AGO2 nuclear import would explain, at least in part, why siRNA-mediated knockdown
of importin-p did not affect AGO2 nuclear import in prior work (Schraivogel et al.,
2015), while our FAM172A-centered studies based on NLS mutagenesis and
ivermectin treatment did point to a role for the canonical importin-o/f route (Figure
3.5). Another factor potentially contributing to this apparent discrepancy might be that
the preferred nuclear import pathway for AGO2 varies as a function of cell types
(HEK293 in Schraivogel et al. 2015 vs MEFs and N2a in the current study).

FAM172A itself might also contribute to the diversity of import routes employed by
AGO2 — a possibility that would help to explain the rather slow impact of ivermectin
in BiFC assays (Figure 3.5G-H). In line with this, close examination of the linker region
that connects each lysine/arginine-rich half of the classical bipartite NLS of FAM172A
revealed the additional presence of a K-V-S-K-E-T-K motif (Figure 3.7A) that matches
the consensus valine/isoleucine-dependent binding sequence (K-V/I-X-K-X1.2-K/H/R)
for Kap121, the yeast ortholog of importin-5 (Kobayashi & Matsuura, 2013; Wing et
al., 2022). Based on this observation, we tested and confirmed that endogenous
importin-5 could be specifically co-immunoprecipitated with mycFAM172A in N2
cells (Figure 3.12A-B). Yet, we think that these co-IP data should be interpreted with
caution, not only because of the rather permissive buffer conditions used (100 mM
NaCl + acute crosslink with 0.75% formaldehyde), but also because the FAM172A
interactome includes dozens of nuclear proteins that collectively employ various

classes of NLS (Bélanger et al., 2018, 2022). This latter point most likely explains the
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otherwise intriguing finding that FAM172A can co-immunoprecipitate importin-oa1/p1
even when using our NLS-mutated version (Figure 3.12C-D) that markedly perturb
FAM172A-mediated nuclear import of AGO2 in single-cell assays (Figure 3.5E-F,1-J).
In these co-IP assays, we detected a negative effect of the NLS mutation on importin-

al recruitment only once (Figure 3.12E).
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Figure 3.12 (SUPPLEMENTAL) mycFAM172A interacts with various endogenous importins.
(A, B, C, D) Co-IP of transfected MYCFAM172A with endogenous importin-5 (A, B) or
endogenous importin-p1 and importin-a1 (C, D) in N2a cells, using MYC as bait (N = 3). (B,
D) Binding was increased by short-term formaldehyde-induced crosslink, and an excess of
MYC peptide was used to control specificity (B, D). (E) Impact of the NLS mutation on
importin-al recruitment could be evidenced once, in the absence of crosslink.
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A better understanding of the molecular underpinnings of FAM172A-mediated nuclear
import of AGO2 will definitely require additional studies that are beyond the scope of
the current study. An important question to address is how FAM172A can interact with
both importins and AGO2 given that the E229 residue important for AGO?2 interaction
(Figure 3.3) is located within the N-terminal end of the bipartite NLS of FAM172A
(Figure 3.7A). A closely related question to address is how CK2-mediated
phosphorylation of FAM172A can enhance AGO2 nuclear import. The AlphaFold-
predicted 3D structure of FAM172A (with its NLS and juxtaposed CK2 motif both
protruding away from the globular core; Figure 3.7B) suggests the possibility that the
“CK2-NLS loop” might enable interactions with both AGO2 and importins after
phosphorylation-induced conformation changes. Alternatively, other experimental data
suggest a potential role for FAM172A homodimerization. Indeed, based on the
presence of a conserved sub-region of the ARB2 domain (Figure 3.7B) that was
previously shown to mediate homodimerization of the yeast proteins Hdal (Shen et al.,
2016) and CIr3 (Job et al., 2016), we tested and validated the possibility that FAM172A
can similarly form homodimers using co-IP (Figure 3.13A) and BiFC (Figure 3.13B-
C) assays. Moreover, we found that ivermectin markedly decreased the nuclear
enrichment of BiFC signal from FAM172A-FAM172A complexes (Figure 3.13B-C),
with a kinetic profile similar to what was observed for AGO2-FAM172A complexes
(Figure 3.5G-H). As the putative FAM172A homodimerization interface is away from
the CK2-NLS loop (Figure 3.7B), this suggests that FAM172A homodimers could use
an NLS-containing loop to interact with importins on one end and another NLS-
containing loop to interact with AGO2 on the other end. Clearly, testing both of the

above potential mechanisms will represent exciting lines of future research.
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Figure 3.13 (SUPPLEMENTAL) FAM172A can homodimerize. (A) Co-IP of transfected
mycFAM172A with yaFAM172A in N2a cells, using MYC as bait (N=3). Binding was
increased by short-term formaldehyde-induced crosslink, and an excess of MY C peptide was
used to control specificity. (B) Five-hour-long time-lapse recordings of BiFC signal generated
using n-venusF172A and cvenusF172A in N2a cells treated with ivermectin or vehicle (ethanol)
only. Red arrowheads compare relative fluorescence intensity in the cytoplasm. (C)
Quantification of relative BiFC signal intensity in nucleus and cytoplasm (N:C ratio, expressed
in log 2 scale) using images such as those displayed in B. Scale bar, 20um. N= number of
biological replicates, n= number of cells. **P < 0.01, ***P < 0.001; Student’s t-test.
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Another intriguing aspect of current study is the fact that the loss of FAM172A in
MEFs decreases nuclear levels of AGO2 (Figures 3.1A-D and 3.2A-D) but not those
of the closely related AGO1 (Figure 3.2E-F). These observations are consistent with
our previous co-IP experiments where we failed to detect an interaction between
transfected mycFAM172A and endogenous AGO1 in COS7 cells, despite having used
exact same conditions that worked for endogenous AGO2 (Bélanger et al., 2018).
However, new data show that FAM172A can interact with AGO1 under certain
conditions, like when using recombinant proteins in vitro (Figure 3.14A) or upon
overexpression in N2a cells (Figure 3.14B). A plausible explanation for all these
observations might be that FAM172A simply has a greater affinity for AGO2 than for
AGO1, as suggested by the decreased ability of FLacAGO1 to co-immunoprecipitate
mycFAM172A in transfected N2A cells compared to rLacAGO2 (Figure 3.14B).

Interestingly, our data suggesting a regulatory role for CK2 in FAM172A-mediated
AGO2 nuclear import (Figure 3.9) provide a potential mechanistic link to explain why
and how different cellular stresses can increase AGO2 translocation in the nucleus
(Castanotto et al., 2018; Rentschler et al., 2018). Indeed, CK2 activity is known to be
enhanced by multiple cellular stressors (Ampofo et al., 2013; Sayed et al., 2000;
Watabe & Nakaki, 2011). Moreover, it is noteworthy that about half of the proteins
(43%; 29/67 proteins) composing the stress-induced response complex (SIRC)
associated with AGO2 in HEK293 cells (Castanotto et al., 2018) are also included in
the published FAM172A interactome from N2a (Bélanger et al., 2018) and/or
PGROE11 cells (Bélanger et al., 2022). One protein identified as being of special
significance in the SIRC is Nucleolin (Castanotto et al., 2018), which we further
validated as interactor for both FAM172A and AGO2 in N2a cells using co-IP (Figure
3.14C). All these observations further make sense when considering the particular
vulnerability of NCCs to cellular stress in general, along with the extensive overlap

between neurocristopathies and spliceosomopathies (Beauchamp et al., 2020; Bérubé-
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Simard & Pilon, 2019; Pilon, 2021). Stress-induced and FAM172A-mediated nuclear

import of AGO2 might be a way for this unique, multipotent and highly migratory cell
population to defend against cellular stressors.

A HisAGO1 (recombinant) + B wycFAM172A (transfected) +
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Figure 3.14 (SUPPLEMENTAL) FAM172A also interacts with AGO1 and NCL. (A) In vitro
co-IP of recombinant mepFAM172A and wisAGO1, using MBP as bait (N=3). MBP alone was
used as negative control. (B) Co-IP of transfected myvcFAM172A and either rLacAGOL or
racAGO2 in N2a cells, using FLAG as bait (N=3). Numbers between immunoblots refer to
the amount of co-immunoprecipitated mvcFAM172A after normalization for amount of
immunoprecipitated s acAGO proteins, as determined via densitometry. (C) Co-IP of

transfected mvcFAM172A and racAGO2 with endogenous Nucleolin (NCL) in N2a cells,
using NCL as bait (N=3)
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Table 3.1 List of primers used in this study

C-term-F

Oligos Name Sens Sequence 5°-3’
FAM172ATP F 5’-GGGAGTAAGTCCTACCAATGTTAAATC
g R 5’-TGACCTTCTAAACAGTCCCATATCCCC
)
% Wild type F 5’-GAAGTGGGAACAAAACACCCTTGG
© R 5’>-GTAAGGCTCGCACTGACATAGC
Gibson for N-term-F  5°-
FAM172A in CTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGAATTCATGAAAAAGGAC
backbone GAACCACCTT
pCDNA3.1 TT
C-term-R  5>-CACTATAGAATAGGGCCCTCTAGACTCACAGCTCCTCGTGC
Gibson for N-term-F  5°-
FAM172A in TTTCTGAAGAAGATCTGAGATCTCTCGAGATGAAAAAGGACG
backbone AACCACCTTTT
w | PIRES2-GFP C-term-R  5°’-GGATCCCGCGGGTCGACCTGGAGGTCACAGCTCCTCGTGC
‘B
3
E FAM172A N-term-R  5’-CCTTTCCTGTTGCCCTGCTGGCTCATCTG
[MNLS] mNLS-F  5°-
CAACAGGAAAGGAGAGATAAGGTCTCCAAGGAAACAAAGAA
GCAACAGGAT
TTCATGAGAAG
mNLS-R  5°-

ATCCTGTTGCTTCTTTGTTTCCTTGGAGACCTTATCTCTCCTTT
CCTGTTGC

CCTGTGGCTC
5’-AAGCAACAGGATTTCTATGAGAAGTACCGCAACCC
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FAMI172A[P-] N-term-R  5'-

ATGCATTTTCTGCTTTTCCACTTCTATATAGTTTTCATTTGGGT
T

PL1-F  5-
GAAGTGGAAAAGCAGAAAATGCATAAACAGTCATCATCTTCT
CAAGGTACACA
GGAGCCAGCAGGGAAG

PLI-R 5-
TTCCCGCTTCCCTGCTGGCTCCTGTGTACCTTGAGAAGATGAT
GACTGTTTAT
GCATTTTCTGCTTTTCCACTTC

C-term-F  5°-GATGAGCCAGCAGGGAAGCGGGAAAGGAGAGATAAG

FAM172A[P+] N-term-R  5°-

ATGCATTTTCTGCTTTTCCACTTCTATATAGTTTTCATTTGGGT
T

P[+]-F  5-
GAAGTGGAAAAGCAGAAAATGCATAAACAGGACGATGATGA
CGATGGTGACG
ATGAGCCAGCAGGGAAG

P[+]-R 5-
TTCCCGCTTCCCTGCTGGCTCATCGTCACCATCGTCATCATCG
TCCTGTTTAT
GCATTTTCTGCTTTTCCACTTC

C-term-F  5°-GATGAGCCAGCAGGGAAGCGGGAAAGGAGAGATAAG

FLAGAGOL[W  3xFLAG-F 5’-
T] TACGACTCACTATAGGGAGACCCAATGGACTACAAAGACCAT
GACG
3XFLAG-R 5’-GGGTCCCGCTTCCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATC
Agol-F  5’-GACGATGACAAGGAAGCGGGACCCTCG
Agol-R 5°-
GGTGACACTATAGAATAGGGCCCTTCAAGCGAAGTACATGGT
GC

FLAGAGO2[W  3xFLAG-F 5°-
T] TACGACTCACTATAGGGAGACCCAATGGACTACAAAGACCAT
GACG
3XFLAG-R 5’-CTGGAATGGGTGCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATC




FLaAcAGO2[+N
LS]

Ago2-F
Ago2-R

+NLS-F

+NLS-R

139

5’-GACGATGACAAGCACCCATTCCAGTGGTGTAAC
5-CTTTTTTGGATCAGCAAAGTACATGGTGCGC

5°-
ATGTACTTTGCTGGTGGTGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTA
GATCCAAAAA
AGAAGAGAAAGGTAGATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTATGA
AGGGCCCTATTCTATAGTGTCACC

5°-
GGTGACACTATAGAATAGGGCCCTTCATACCTTTCTCTTCTTT
TTTGGATCTAC
CTTTCTCTTCTTTTTTGGATCTACCTTTCTCTTCTTTTTTGGATC
ACCACCAGCAAAGTACAT

gPCR

Cd44_VES-9

Cd44_vE13-14

Cddd_cE4-5

5’-TACCCCAGTTTTTCTGGATCAGG
5’-GCCATCCTGGTGGTTGTCTG

5’-TGGAAGACTTGAACAGGACAGG
5-GTTTTCGTCTTCTTCCGGCTC

5’-ACAGACCTACCCAATTCCTTCG
5’-GGGTGCTCTTCTCGATGGTG
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IP (2pg/ml)

Antibody Name Dilution Source RRID
Rabbit polyclonal Anti-FAM172A WB (1:1000) Abcam ab1213 64
IF (1:500) AB_11127114
IP (2 pg/ml)
Rabbit polyclonal Anti-AGO2 WB (1:1000) Abcam ab32381 AB_867543
IF (1:200)
IP (3 pg/ml)
Mouse monoclonal Anti-AGO2 WB (1:1000) Abcam ab57113 AB_2230916
IF (1:200)
IP (2pg/ml)
Rat monoclonal Anti-AGO1 WB (1:1000) Sigma SAB4200084 AB_10602786
IF (1:500)
IP (3 pg/ml)
- Rabbit polyclonal Anti-Ki67 IF (1:1000) Abcam ab15580 AB_443209
=]
o
% Mouse monoclonal Anti-MYC tag WB (1:500) In house hybridoma -
@
? IF (1:100) (9E10)
E
a Goat polyclonal Anti-MYC tag WB (1:1000) Abcam ab9132 AB_307033
Mouse monoclonal Anti-FLAG tag WB (1:1000) Sigma F1804 AB_262044
IP (2pg/ml)
Rat monoclonal Anti-MBP tag WB (1:1000) Covance Research  AB_10720557
IP (2pg/ml) Products MRT-131P
Mouse monoclonal Anti-GAPDH WB (1:3000) Santa Cruz Biotech sc-  AB_627679
32233
Rabbit polyclonal Anti-GFP WB (1:3000) Abcam ab290 AB_303395
IF (1:500)
Rabbit polyclonal Anti-lamin A/C WB (1:1000) Abcam ab227176 -
Rabbit Polyclonal Anti-Nucleolin WB (1:1000) Abcam ab50279 AB_881762




Secondary antibody

Donkey Alexa Fluor 488 Anti-Rat
1gG

Donkey Alexa Fluor 594 Anti-Rabbit
1gG

Donkey Alexa Fluor 647 Anti-Mouse
1gG

Goat Anti-Rat 1IgG HRP
Horse Anti-Mouse 1gG HRP
Goat Anti-Rabbit IgG HRP

Rabbit Anti-Goat 1IgG HRP

IF (1:500)

IF (1:500)

IF (1:500)

WB (1:10000)
WB (1:2000)
WB (1:500)

WB (1:25000)

Jackson

ImmunoResearch 712-

545-150

Jackson
ImmunoResearch
711-585-152

Jackson
ImmunoResearch
715-605-150

Santa Cruz Sc-2032
Cell signaling 7076
Abcam 6721

Bio-Rad 1721034
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AB_2340683

AB_2340621

AB_2340862

AB_631755
AB_330924
AB_955447

AB_11125144




CHAPITRE IV

DISSCUSION GENERALE

4.1 L’import nucléaire d’AGO2

Afin d’en apprendre davantage sur le role potentiel de FAM172A dans la régulation de
I’épissage alternatif, nous nous sommes intéressés a son interaction physique avec la
protéine AGO2. Cette interaction est déstabilisée lorsqu’une version de FAM172A
mimant un variant présent chez des patients CHARGE est utilisée (pE229Q), ce qui
rend cette interaction intéressante a étudier. AGO2 est principalement connu pour son
role cytoplasmique dans la voie des microARN (Nazer et al., 2022), pourtant des études
plus récentes lui associent également un role important dans la régulation de 1’épissage
alternatif co-transcriptionnel dans le noyau cellulaire (Ameyar-Zazoua et al., 2012). Au
vu de ses différentes fonctions, AGO2 est connu pour étre tres dynamique entre les
deux compartiments (Kalantari et al., 2016; Ohrt et al., 2008; Schraivogel & Meister,
2014). Les mécanismes qui permettent a AGO2 de voyager entre les deux
compartiments sont longtemps demeurés inconnus car elle ne posséde pas de NLS ou
de NES. Des études précédentes ont démontré que plusieurs importines étaient
impliquées dans la translocation d’AGO2 dans le noyau, comme par exemple
I’importine-8 (Schraivogel et al., 2015a; Weinmann et al., 2009). Mais aucune protéine
avec un NLS, classique ou non-classique, faisant le lien entre AGO2 et les importines
n’avait été décrite a ce jour. Les meilleures candidates pour ce role auraient été les
protéines TNRC6 fortement associées a AGO2 et au complexe RISC et possédant les

deux domaines : NLS et NES, pourtant leur implication est limité a 1’export d’AGO2
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vers le cytoplasme (Nishi et al., 2013; Schraivogel et al., 2015a). Plus encore, la triple
déplétion de TNRC6A/B/C favorise la localisation nucléaire d’AGO2 dans ces cellules
humaines, montrant I’importance de ces protéines pour retenir ou transporter AGO2 au
cytoplasme (Johnson et al., 2024). Nos résultats ont démontré que la protéine
FAML172A, qui contient un NLS, participe activement a I’import nucléaire d’AGO2 de
maniére directe (Figure 4.1 et Article I1).

Premierement, nous avons mis en évidence un défaut dans la localisation nucléaire
d’AGO2 dans des fibroblastes embryonnaires en culture provenant d’embryons
Fam172a™ (Figure 3.1). A noter que cette localisation nucléaire est variable selon
les conditions de culture cellulaire et plus précisément selon la confluence des cellules.
D’autres études ont également démontré que la translocation d’AGO2 dans le noyau et
sa répartition entre les deux compartiments varie beaucoup d’un type cellulaire a I’autre.
Par exemple, AGO2 sera majoritairement nucléaire dans des cultures de cellules
primaires, alors qu’elle sera plutot cytoplasmique dans des lignées cellulaires
immortalisées (Sarshad et al., 2018; Sharma et al., 2016). En cohérence avec nos
résultats, les conditions qui influent sur cette répartition d’AGO2 sont notamment le
stress cellulaire, la différenciation et 1’activation de la sénescence (Benhamed et al.,
2012; Castanotto et al., 2018; Rentschler et al., 2018; Sarshad et al., 2018). Une autre
étude plus récente a confirmé I’impact de la confluence cellulaire sur la localisation
subcellulaire d’AGO2 en montrant une différence de cette répartition en faveur du

noyau au sein de culture en deux ou trois dimensions (Johnson et al., 2024).

Deuxiémement, nous avons démontré par les méthodes de co-immunoprécipitation in
vitro et de BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) que les deux protéines
pouvaient interagir de maniére directe, et ce a travers le domaine PAZ et N-terminal de
la protéine AGO2 (Figures 3.3 a 3.5). De plus, la mutation pE229Q dans le domaine
ARB2 de FAM172A induit une diminution de cette interaction de 90% par la méthode
de co-immunoprécipitation et de 50% par la méthode de BiFC, ce qui confirme
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¢galement I’implication de ce domaine ARB2. Cette différence de pourcentage dans
nos résultats (50% contre 90%) est pertinente car elle met en évidence une des limites
du BIiFC : Dirréversibilité de I’interaction entre les deux moitiés de la protéine
fluorescente Vénus. Cette limite favorise les interactions tres dynamiques et peu stables,
comme celle de FAM172A-AGO2 dans le cytoplasme, contrairement a leur interaction
nucléaire trés stable a I’interface chromatine-splicéosome. Nous avons montré dans
une étude précédente utilisant les cellules COS7 que FAM172A n’interagissait pas
avec la protéine AGO1 endogene. De maniere cohérente, FAM172A ne semble pas
non plus étre impliquée les mécanismes de son transport nucléaire au sein de
fibroblastes embryonnaires en culture (Figure 3.2E-F). Pourtant d’autres données
montrent que les deux protéines peuvent interagir entre elles mais sous certaines
conditions, comme une surexpression d’AGO1 dans des cellules Neuro2a ou une
version recombinante d’AGO1 in vitro (Figure 3.14). Pour rappel, les protéines Arbl
et Arb2 ont été identifiées comme des protéines interagissant avec 1’unique protéine
Ago (Agol) chez S.pombe. Plusieurs évenements de duplication ont eu lieu au cours
de I’évolution, ce qui a donné naissance a quatre paralogues (de AGO1 a AGO4) chez
I’homme. Chacun de ces paralogues possede le potentiel pour interagir avec le domaine
ARB2 de FAM172A. Nous avons déja confirmé I’interaction directe avec AGO1 et
AGO2 (co-immunoprécipitation et BiFC), nous pourrions également la tester pour les

protéines AGO3 et AGO4, leurs roles nucléaires étant trés peu étudiés chez I’homme.

Enfin, apres avoir validé la fonctionnalité de ce domaine, nous avons démontré que
FAM172A participe a la translocation nucléaire d’AGO2 grace a son NLS et a la voie
classique des importines o/f1 (Figures 4.1 et 3.6). Des expériences supplémentaires de
co-immunoprécipitation indique également qu’il pourrait s’agir des importines de type
al (Figure 3.13). Néanmoins, une expérience d’imagerie en temps réel inhibant le
importines o/B1 montre que la voie classique n’est probablement pas la seule voie
utilisée pour le transport nucléaire de FAM172A-AGO2 (Figure 3.6H) (Wagstaff et al.,

2012). 1l y a d’autres explications a cette observation : (i) d’autres protéines sont
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impliquées dans la translocation de FAM172A-AGO2 au noyau, ou (ii) FAM172A
participe a la translocation du complexe en utilisant un autre NLS non-classique
n'impliquant pas les importines o/f1. Une analyse plus approfondie de la séquence
protéique de FAM172A nous a permis d’identifier un potenticl NLS non-classique
(acides aminées 233 & 239, Figure 3.7) reconnu par les importines-5 (appartenant a la
famille des importines B) (Tableau 1.1). Des résultats préliminaires ont ensuite
confirmé une interaction physique entre FAMI72A et I’importine-5 par co-
immunoprécipitation (Figure 3.12A-B) soutenant ainsi notre deuxiéme hypothése. De
plus, des immunofluorescences effectuées sur des Neuro2a transfectées avec une
version de FAM172A mutée sur son NLS montrent une baisse significative, mais tout
de méme une présence résiduelle, de la protéine dans le noyau (Figure 3.5C-D). La
localisation nucléaire d’AGO2 au sein des fibroblastes embryonnaires Fam172a™/™
n’est pas totalement abolie non plus. Ces observations soutiennent I’implication d’un
ou de plusieurs autres facteurs dans la translocation nucléaire de FAM172A, d’AGO2

et/ou du complexe FAM172A-AGO2.

FAM172A ne semble pas contenir de domaine de liaison a I’ADN ou a I’ARN, mais
pourrait-elle participer a son recrutement a I’interface chromatine-splicéosome a
travers d’autres interactions protéiques ? Nous pourrions comparer le niveau de
recrutement d’AGO2 au niveau d’exons alternatifs de cibles connues, dans des CCN
provenant d’embryons Toupee comparé a des CCN sauvages (Ameyar-Zazoua et al.,
2012; Bélanger et al., 2018). Pour ce faire, nous pourrions effectuer des CUT&RUN
suivi de PCR quantitative (CUT&RUN-gPCR) en utilisant des anticorps reconnaissant
specifiquement la protéine AGO?2. 1l serait également intéressant de tester I’hypothése
inverse ; est-ce que une fois dans le noyau, AGO2 guide FAM172A jusqu’a I’interface

chromatine-splicéosome grace a ses microARN ?
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4.2 Laprotéine AGO2 dans le contexte du syndrome CHARGE

Les résultats obtenus précédemment avec les protéines FAM172A et AGO2 suggerent
fortement que cette derniere pourrait également étre impliquée dans les mécanismes
pathologiques menant au syndrome CHARGE. Pour confirmer cette hypothese, un
modele de souris KO (Knock Out) pour le géne Ago2 spécifiquement dans les CCN
(Ago2°0; Wntlcre2) a été généré. L alléle est 1éthal a I’état homozygote, les animaux
meurent a la naissance a cause d’une défaillance respiratoire (Annexe A : Figure A.1A).
Néanmoins, nous avons pu observer des phénotypes associés au syndrome CHARGE
chez des embryons e12,5 a el8,5 et ainsi confirmer 1’implication d’AGO2 dans les
mécanismes pathologiques menant au syndrome CHARGE (Annexe A : Figures .1 et
A.2). Les phénotypes principaux observés sont le colobome oculaire, le retard de
croissance, des défauts au niveau des oreilles externes et des nerfs craniaux, ainsi
qu’une hypoplasie du thymus (Annexe A : Figures A.1 et A.2). Pour renforcer le lien
avec le syndrome CHARGE, I’interaction génétique entre les alléles Ago2°K© et
Fam172a™ a été testée. Nous avons observé une aggravation des phénotypes lorsqu’un
alléle Fam172a' est ajouté au modele de souris Ago2¢“© (Annexe A : Figure A.1). De
plus, il y a un effet dose-dépendant pour le retard de croissance et le colobome oculaire
selon le nombre d’alléles mutés (Annexe A : Figure A.1D-F). Ces résultats confirment
le rble commun de FAM172A et AGO2 dans la pathogénicité menant au syndrome
CHARGE.

Connaissant le role principale d’AGO2 dans les mécanismes de répression post-
transcriptionnel par la voie des microARN, nous nous sommes demandé si ce
mécanisme était mis en cause chez le modéle de souris Ago2°%©. Pour ce faire, nous
avons établi une nouvelle lignée de souris au sein desquels les CCN possédent un
rapporteur fluorescent (Wnt1-Cre2™¥*;Rosa26™'STOP-YFPI*) et peuvent étre triés par

FACS. Grace a cet outil, nous avons d’abord pu confirmer la déplétion de la protéine
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AGO2 dans nos cellules d’intéréts (Annexe A : Figure A.3A). En utilisant un
rapporteur luciférase dont I’ARNm posséde des séquences MRE reconnues par let-7
(un ARNmi connu pour s’associer 8 AGO?2) transfecté dans ces cellules triées mises en
cultures (Johnston et al., 2010), nous avons montré que nos CCN Ago2°K9/eKO n°ont pas
de defauts au niveau de la voie des microARNs (Annexe A : Figure A.3B). Ce résultat
peut étre expliqué par I’activité redondante des protéines AGO (Su et al., 2009b). En
conclusion, la déplétion d’AGO?2 spécifiquement dans les cellules de la créte neurale
entraine des phénotypes associés au syndrome CHARGE, et ce a travers un de ses roles

non-canoniques.

L’un de ces roles est la régulation de 1’épissage alternatif (Ameyar-Zazoua et al., 2012;
Batsché & Ameyar-Zazoua, 2015; Chu et al., 2021). Afin d’identifier de potentiels
défauts au niveau de ce mécanisme, nous avons analysé les événements d’épissage
alternatif sur plusieurs cibles connues d’AGO?2 : Mical2, Ift74, Col5a3 et Cd44 au sein
d’embryons Ago2°€0eKO comparés & des embryons contrdles (Annexe A : Figure A.4A).
Nous avons en effet observé des dérégulations d’épissage alternatif sur les cibles
d’AGO2 dans notre nouvelle lignée de souris Ago2K°/°K°_ Plus encore, lorsque nous
ajoutons un alléle Fam172a'™ chez les souris Ago2°K®, nous observons une aggravation
des défauts d’épissage sur certaines cibles d’AGO2 : Mical2, Ift74 et Col5a3 (Annexe
A : Figure A.4A). Ces résultats démontrent encore une fois que FAM172A et AGO2
collaborent dans la régulation de 1’épissage alternatif co-transcriptionnel, dont la

dérégulation pourrait mener au syndrome CHARGE.
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4.3 Le ro6le régulateur de la phosphorylation de FAM172A

Nous savons que FAM172A participe activement a ’entrée d’AGO2 dans le noyau.
Connaissant les réles nucléaires de cette derniére, nous suggérons que 1’un des moyens
pour FAM172A de réguler 1’épissage alternatif co-transcriptionnel est a travers la
présence nucléaire d’AGO2, celle-ci étant régulée positivement par la phosphorylation
de FAM172A par CK2 (Figure 3.9). Comme expliqué précédemment, la répartition
d’AGO2 entre le noyau et le cytoplasme varie beaucoup selon les conditions
physiologiques et selon le type cellulaire (Sarshad et al., 2018; Sharma et al., 2016).
Ces conditions sont notamment le stress cellulaire, la différenciation et I’activation de
la sénescence (Benhamed et al., 2012; Castanotto et al., 2018; Rentschler et al., 2018;
Sarshad et al., 2018). Plusieurs études montrent également que la caséine kinase CK2
est régulée par des conditions de stress cellulaire (Ampofo et al., 2013; Sayed et al.,
2000; Watabe & Nakaki, 2011), ce qui est cohérent avec les différences de localisation
nucléaire d’AGO2 observées. Par exemple, une étude a montré qu’AGO2 est
transloqué vers le noyau en étant associée au complexe de réponse au stress SIRC (en
anglais Stress-Induced Response Complex). De nombreux facteurs appartenant a ce
complexe SIRC ont également été retrouvés parmi les interacteurs de FAM172, I’'un
d’entre eux est la protéine nucléoline (Bélanger et al., 2022). Les interactions physiques
entre FAM172A, AGO2 et nucléoline ont été confirmeées par co-immunoprécipitation
dans des extraits cellulaires (Figure 3.14C). La littérature associe a AGO2 des
processus biologiques différents selon si elle se trouve dans le cytoplasme ou le noyau.
Par exemple, Sarshad et al, 2018 a montré que la fraction cytoplasmique d’AGO2 joue
un role notamment dans la prolifération cellulaire, alors que sa fraction nucléaire joue
plutét un rdle dans la différenciation cellulaire. Parallelement, CK2 est également
connue pour réguler des processus associés au développement (Bender et al., 2017,
Gotz & Montenarh, 2017; Wei et al., 2021). Nous émettons I’hypothése que 1I’import
nucléaire de FAM172A-AGO?2 est stimulé par des conditions de stress, et/ou par une
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signalisation induisant la différenciation cellulaire, ce qui favorise certains évenements

d’épissage alternatif par AGO2 au niveau de la chromatine (Figure 4.1).

Un autre aspect intéressant a étudier serait la fagon dont FAM172A interagit a la fois
avec AGO?2 et les importines, sachant que son acide aminé en position 229 important
pour I’interaction avec AGO?2 est situé¢ a proximité du NLS bipartite (Figure 3.7). Des
expériences d’immunofluorescence sur mycFAM172A [P-] n’a montré aucun défaut
concernant sa localisation nucléaire par rapport a la version sauvage, indiquant que la
phosphorylation n’est pas nécessaire pour la translocation de FAM172A au noyau.
Pourtant, d’aprés les expériences de BiFC, le complexe FAM172A-AGO2 n’est pas
capable d’aller dans le noyau sans la phosphorylation par CK2 (Figure 3.9). Ces
résultats suggérent que la version non-phosphorylée de FAM172A est reconnue par les
importines et peut étre importée au noyau ; en revanche lorsque FAM172A interagit
avec AGO2, elle n’est plus reconnue par les importines et nécessite un changement de
conformation médié par la phosphorylation de CK2 (Figure 4.1). Ce mécanisme semble
important pour réguler la présence d’AGO2 dans le noyau et son role dans 1’épissage
alternatif co-transcriptionnel. La version mutée de FAM172A [E229Q] est
significativement plus présente au noyau de cellules Neuro2a par rapport a la version
sauvage de FAM172A (Figure 3.4C-D). Il y a plusieurs explications possibles a cette
observation : (i) le changement de charge dans la séquence protéique de FAM172A
induit par la mutation ponctuelle au cceur du NLS influence sa reconnaissance par les
importines, (if) FAM172A n’est plus capable d’interagir avec AGO?2 et donc n’est plus
séquestré au cytoplasme en attendant la phosphorylation. Nous pourrions éliminer ou
confirmer cette deuxiéme possibilité en effectuant des immunofluorescences sur des

fibroblastes embryonnaires provenant d’embryons Ago2%KOKO et -

embryons
sauvages, et en quantifiant le ratio de distribution [noyau/cytoplasme] de FAM172A

dans ces cellules.
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4.4 Distribution génomique de FAM172A et CHD7 dans les CCN

Afin de mieux comprendre le réle que pourraient jouer FAM172A, CHD7 et AGO2 au
niveau de la chromatine, leur distribution sur le génome a été analysé en utilisant la
méthode de CUT&RUN. Cette technique a été mis au point récemment et ne demande
pas d’étape de réticulation (Crosslink en anglais) contrairement a la technique de ChlP
(chromatin immunoprecipitation) (Meers, Bryson, et al., 2019; Skene et al., 2018;
Skene & Henikoff, 2017). Elle a également I’avantage de pouvoir étre réalisée sur tres
peu de cellules et produit un faible taux de bruit de fond, ce qui nous a permis de réaliser
I’expérience spécifiquement sur des CCN triées a partir d’embryons €10,5 (~100 000
cellules ou noyaux) (Pilon et al., 2008). Nous identifions 15 035 pics en utilisant un
anticorps contre CHD7, alors que seulement 3 242 pics ont été identifiés avec un
anticorps contre FAM172A. Soutenant le modéle d’appartenance des deux protéines a
un méme complexe nucléaire, 95% des pics identifiés pour FAM172A sont communs
avec CHD7 (Figure 2.1). Pour le moment, aucun pic n’a été identifié en utilisant un
anticorps commercial contre AGO2. Une analyse d’ontologie sur les genes associés
aux pics communs de FAM172A et CHD7 a démontré un enrichissement dans les
processus biologiques tels que I’organisation de la chromatine, la régulation positive
de la transcription par la RNAPII et la réparation de I’ADN. Des phénotypes associés
au développement des CCN ont également été révélés enrichis par notre analyse.
D’aprés I’annotation des pics effectués lors de 1’utilisation de 1’outil HOMER, 80% des
protéines FAM172A liées a la chromatine sont situées aux TSS des génes, 7% se
trouvent aux niveaux d’exons ou de régions UTR, et 12% se trouvent dans les régions
introniques ou intragéniques. Les chiffres sont trés similaires lorsque nous utilisons les
pics communs aux deux protéines. En revanche, seulement 45% des protéines CHD7
se trouvent aux niveaux des TSS. Les autres pics sont associés a 42% aux régions
introniques et intergéniques. Ces résultats suggérent plusieurs roles a CHD7, 1’un de

ses roles serait en commun avec FAM172A aux promoteurs/TSS (Figure 2.1). De plus,
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nous avons confirmé la corrélation entre les sites de liaison de FAM172A/CHD7, une
chromatine ouverte, et la triméthylation de H3K4, une modification post-

traductionnelle spécifique des promoteurs actifs (Figure 2.3).

4.4.1 Specificité des cellules de la créte neurale

Contrairement a nos résultats, la littérature situe CHD7 préférentiellement dans les
régions intergéniques et plus précisement aux niveaux de régions amplificatrices (He
et al., 2016; N. C. Reddy et al., 2021; Schnetz et al., 2009a, 2010). Cependant, les
proportions d’annotation associées aux amplificateurs et promoteurs varient beaucoup
d’une étude a I’autre et d’un type cellulaire a 1’autre. Par exemple, seulement 10-15%
des protéines CHD?7 identifiées par ChIP-seq sont situées aux niveaux des promoteurs
dans des cellules souches embryonnaires, des progéniteurs neuraux, des CCN et
neuroépithéliale en culture (différenciation effectué in vitro), et dans la lignée cellulaire
SY5Y (dérivée d’un neuroblastome chez ’homme) (Bajpai et al., 2010; Chai et al.,
2018; Schnetz et al., 2009a, 2010). Cette proportion augmente jusqu’a 25% en
moyenne lorsque 1’étude est effectuée sur des tissus murins in vivo tel que le tissu
cardiaque au 10,5 jour embryonnaire (e10,5) ou le cervelet au 4°™ jour post-natal
(N. C. Reddy et al., 2021; S. Yan et al., 2020). De plus, une étude effectuée sur des
cellules progénitrices d’oligodendrocytes (CPO) et sur des oligodendrocytes (OL) triés
a partir de cerveaux murins a P7 confirme une différence de la distribution génomique
de CHDY7 selon le type cellulaire (Marie et al., 2018). Cette étude montre que 55% des
protéines CHD7 sont situées au niveau de promoteurs dans les CPO, contre seulement
15% dans les OL (Marie et al., 2018, Figures 1 et S2). La différence de proportion
observée dans nos résultats en comparaison a la littérature pourrait également étre due
au type cellulaire utilisé, le recrutement de CHD7 aux promoteurs étant déja augmenté
dans les tissus in vivo. A la lumiére de ces observations, nous pourrions préciser notre
analyse sur la distribution génomique de CHD7. Premiérement, afin de confirmer que

les pics associés aux régions intergéniques et introniques corrélent avec les régions
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amplificatrices du génome, un CUT&RUN pourrait étre effectué en utilisant des
anticorps contre la monométhylation de H3K4 (H3K4mel) et I’acétylations de H3K27
(H3K27ac). Cette premiere marque tous les amplificateurs spécifiques du type
cellulaire utilisée, alors que 1’association des deux marques d’histones identifiera
uniquement les amplificateurs actifs. Dans un second temps, nous pourrions étudier la
raison pour laquelle la protéine CHD?7 est davantage recrutée aux promoteurs dans nos
CCN. FAML172A pourrait-il étre impliqgué dans le recrutement de CHD7
spécifiqguement a ces régions ? CHD7 partage 95 % des pics de FAM172A, alors que
FAM172A partage uniquement 20 % des pics de CHD7 (Figure 2.1). Cette observation
suggere que FAM172A a de plus fortes probabilités d’étre impliqué dans le recrutement
de CHD?7 plutdt que le contraire. De plus, nous savons que 1’expression de Fam172a
est augmenté d’un facteur de 2 dans un tissu cranial en comparaison au reste de
I’embryon a el3,5 et el15,5 (Bélanger et al., 2018). 1l serait intéressant d’analyser
quantitativement I’expression de Faml172a spécifiqguement dans nos CCN triées en
comparaison a d’autres types de cellules, puis de tester le recrutement de CHD7 au
niveau des promoteurs dans des CCN provenant d’embryons Toupee. Il serait difficile
en revanche d’effectuer une analyse sur le niveau protéique de FAM172A ou CHD7
(western blot en anglais) au vu de la faible quantité de CCN triées récoltées. Il faudrait
¢galement confirmer un niveau d’expression inchangé de Chd7 dans les CCN Toupee
et sauvages, d’autant qu’une étude antérieure a montré une baisse d’expression de
FAM172A chez des cellules dérivées de patients CHARGE possédant une mutation sur
le géne CHD7 (Bélanger et al., 2018).

4.4.2 Lecomplexe FAM172A-CHD7-AGO?2

Nous savons que le complexe formé des protéines FAM172A, CHD7 et AGO2 se
trouve a la I’interface entre la chromatine et le splicéosome (Bélanger et al., 2018;
Bérubé-Simard & Pilon, 2019). Des expériences antérieures de ChIP-qgPCR et RIP-

gPCR ont également démontré un enrichissement de recrutement de ces protéines a
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certains exons alternatifs en comparaison aux exons constitutifs (génes CD44 par
exemple) (Bélanger et al., 2018, 2022). Cependant, dans notre étude, un faible
pourcentage (3-5%) de pics a été associé aux exons (Figure 2.1). Aucun pic associé a
FAM172A ou CHD7 n’a été identifié sur le locus du géne Cd44. Plusieurs raisons
peuvent expliquer cette différence de résultats. Par exemple, 1’étape de réticulation du
ChIP est connue pour favoriser I’identification de complexes moins stables et
d’interactions physiques plus éloignées dans I’espace en comparaison au CUT&RUN.
Une possibilité serait que le recrutement de FAM172A-AGO2 aux exons alternatifs
soit trés dynamique, en cohérence avec I'import nucléaire d’AGO2 (Article II). La
seconde hypothése serait que le recrutement du complexe aux exons alternatifs serait
davantage li¢ a ’ARN qu’a I’ADN, contrairement au recrutement aux régions
promotrices. Sans réticulation, les grands complexes formés majoritairement d’ARN
pourraient étre déstabilisés lors de nos expériences de CUT&RUN et nous perdrions
cette catégorie de pics associés aux exons. De plus, I’étude précédente soutient cette
hypothése en démontrant que les protéines FAM172A et AGO2 ont une meilleure
affinité avec I’ARN que I’ ADN sur les exons alternatifs du géene Cd44 (d’un facteur de
2 & 4) (Bélanger et al., 2018). Pour confirmer ces hypothéses, nous pourrions adapter
notre protocole en ajoutant une étape de réticulation (Henikoff et al., 2023; Meers,
Bryson, et al., 2019), ou encore effectuer une expérience plus adaptée a la récupération
des séquences d’ARN, comme le RIP-seq (RNA Immunoprecipitation followed by
Sequencing) ou le CARIP-seq (Chromatin-associated RNA immunoprecipitation
followed by sequencing) (Kidder, 2018). Pour pallier a une éventuelle inefficacité des
anticorps contre AGO2 lors de nos expériences d’immunoprécipitation, le
greenCUT&RUN utilisant des étiquettes de protéines fluorescentes a été récemment

mis au point et pourrait également étre utilisé (Koidl & Timmers, 2021).
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45 Les cibles directes de FAM172A et CHD7 dans les cellules de la créte neurale

45.1 Régulation de I’épissage alternatif

Dans le but d’identifier les cibles directes de FAM172A et CHD7, nous avons croisé
les données génomiques du CUT&RUN avec les données transcriptomiques provenant
de CCN Fam172a™T et Chd7%"* (Figure 2.5) (Bélanger et al., 2018). En croisant les
quatre groupes de données, nous avons identifié seulement 18 génes avec des défauts
d’épissage alternatif, 10 génes sous-régulés et O génes sur-régulés (Figure 2.5H). Ce
faible taux de corrélation avec les génes dérégulés est probablement di au
transcriptome provenant des CCN Chd7¢'* qui identifie 304 génes dérégulés (206
sous-régulés et 98 sur-régulés) en utilisant un ratio de 1,2 et un taux de probabilité
d’erreur inférieur a 0,05. Ce résultat est par ailleurs cohérent avec d’autres études
transcriptomiques qui montrent également un faible taux de dérégulation significative
au sein des tissus provenant d’embryons e10,5 mutés pour Chd7. Par exemple, une
étude effectuée sur des CCN cardiaques triees (Wntl1-Cre2) identifie uniquement 6
genes dérégulés comparés aux CCN sauvages (S. Yan et al., 2020). Une autre étude
identifie 63 génes dérégulés dans des otocystes Chd7¢U* (J. Gao et al., 2024). Leur
hypothese est que CHD7 participe a la régulation fine du niveau d’expression des geénes
plutot que d’activer ou de réprimer totalement leur expression (S. Yan et al., 2020). En
considérant que nous avons ¢galement identifi¢ 267 genes avec des défauts d’épissage
alternatif dans le transcriptome des CCN Chd7%!*, une autre hypothése serait que
CHD7 participe davantage a la régulation de 1’épissage alternatif que ce qui est
actuellement décrit. De plus, I’étude Bélanger et al. suggére que les défauts d’épissage
alternatif co-transcriptionnel pourraient étre une cause commune a tous les cas du
syndrome CHARGE quel que soit le géne en cause (Bélanger et al., 2018; Bérubé-
Simard & Pilon, 2019).
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Afin de mieux comprendre le rble que pourraient jouer FAM172A et CHD7 dans la
régulation de 1’épissage alternatif, nous avons décidé d’étudier 1’organisation des
speckles nucléaires. Les SNs sont des condensats protéiques localises proches des sites
de transcription, constitués essentiellement de facteurs d’épissage appartenant au
splicéosome et participant activement a la régulation de 1’épissage alternatif (Galganski
et al., 2017; Ihk & Aktas, 2021). Selon le modele actuel, la bonne organisation de ces
facteurs en NS facilite leur recrutement aux sites de transcription et sur ’ARNm. La
proximité dans I’espace des SNs avec les sites de transcription correle positivement
avec le niveau de transcription et I’efficacité d’épissage des genes associés (Bhat et al.,
2023). Des expériences d’immunofluorescence utilisant des marqueurs de SN, les
protéines SC35 (reconnait la protéine SRRM2) et SON, ont été effectuées sur des
coupes d’embryons e¢10,5. Nos résultats in vivo ont démontré que la formation des SNs
est perturbée dans les cellules provenant d’embryons Fam172a™T™ et Chd7¢!*
comparé aux cellules provenant d’embryons sauvages (Figures 2.8 et 2.9). En effet, la
fluorescence qui marque les SNs est diminuée au niveau de I’intensité, du nombre et
de la taille alors que le niveau d’expression de SRRM2, SON et d’autres facteurs
d’¢épissage est inchangé (Figures 2.8 et 2.9). Une ¢étude a montré que la déplétion de
ces deux protéines au sein d’une cellule empéche la formation des SNs (llik et al., 2020),
ce qui rend SRRM2 et SON essentielles a leur formation (Xu et al., 2022; M. Zhang et
al., 2024). Nos résultats suggérent que la baisse de fluorescence est due a une diffusion
du signal dans le nucléoplasme plutot qu’a une baisse d’expression (Kurogi et al., 2014)
et que celle-ci pourrait concerner plusieurs autres facteurs d’épissage autres que
seulement SRRM2 et SON. La désorganisation de ces facteurs appartenant
majoritairement au splicéosome nuirait a D’efficacité d’épissage et meénerait a de
mauvaises décisions d’épissage alternatif et a un défaut de transcription. Afin de
confirmer un défaut de recrutement (positif ou négatif) de ces facteurs aux sites
d’épissage de geénes cibles (avec des défauts d’épissage alternatif), nous pourrions
effectuer des CUT&RUN suivi de PCR quantitatifs (CUT&RUN-gPCR) dans des CCN

Fam172a™™, Chd7®'* ou sauvages, et en utilisant des anticorps reconnaissant
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certaines sous-unités du splicéosome, de protéines SR ou de protéines hnRNP

appartenant a I’interactome de FAM172A.

Il reste egalement a déterminer de quelle maniere FAM172A et CHD7 participent a
I’organisation des SNs. Nous savons que ces deux protéines sont localisées au niveau
des promoteurs/TSS. Nous savons également que I’interaction entre FAM172A et
SC35 (SRRM2) est indirecte et qu’elle a lieu au niveau de la chromatine (sensible au
traitement DNase). De plus, la structure trés organisée de FAM172A et sa localisation
nucleaire tres différente de celle des SNs éliminent la possibilité que FAM172A
participe directement a la formation des condensats associés aux SNs par la séparation
de phase liquide-liquide. Nous émettons 1’hypothése que FAMI172A et CHD7
participent au recrutement de certains composants du splicéosome et a I’assemblage de
celui-ci au niveau des promoteurs/TSS. Nous approfondirons davantage cette
hypothése dans la partie suivante (4.6).

45.2 FAM1T72A régule des géenes impliqués dans la prolifération, la différenciation

et la migration des CCN

Etant donnée le faible taux de corrélation entre le transcriptome des CCN Chd7¢V* et
les autres ensembles de données, nous avons décidé de continuer I’analyse en utilisant
uniguement le transcriptome des CCN Fam172a™ ™. Une analyse d’ontologie sur les
cibles directes de FAM172A a montré des enrichissements différents selon la catégorie
de dérégulation : cibles sous-régulées, cibles sur-régulées et cibles ayant de défauts
d’épissage alternatif (Figure 2.6). Les processus biologiques enrichis associées aux
genes sous-régulées concernent le développement, nous pouvons notamment citer le
développement du systéme nerveux, la régulation positive de la différenciation des
neurones, la régulation de la migration et de ’ossification. Ces processus sont en
cohérence avec plusieurs phénotypes du syndrome CHARGE. Alors que les processus

biologiques associées aux cibles sur-régulées concernent la traduction, la prolifération
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et la réponse au stress, nous pouvons citer la régulation positive du cycle cellulaire, la
réponse cellulaire au UV et au stress chimique (Figure 2.6). La protéine FAM172A
semble ainsi participer a plusieurs processus biologiques important pour la cellule, au
niveau de la chromatine elle régulerait positivement les génes développementaux et
inhiberait la prolifération cellulaire. Une autre étude montre le méme profil
d’enrichissement pour la protéine CHD7, ce qui montre 1I’importance de ces processus
dans le contexte du syndrome CHARGE (Marie et al., 2018). Les cibles anormalement
épissées sont enrichies en processus biologiques associés a la biogénese et a la
modification des protéines (ubiquitination), a la régulation de voies de signalisation et
a la régulation du cytosquelette. Ces mémes processus biologiques sont également
enrichis en utilisant les génes anormalement épissés des CCN Chd7°"* (Figure 2.7). Il
reste néanmoins a déterminer comment les défauts d’expression et les défauts
d’épissage alternatif sont reliés. S’agit-il d’une anomalie dans un méme mécanisme
d’action de la protéine FAM172A et/ou de CHD7, ou s’agit-il de plusieurs mécanismes

d’action différents ?

4.5.3 Bivalence des promoteurs

En utilisant les modifications post-traductionnelles de I’histone 3, nous avons identifié
les promoteurs actifs (H3K4me3), les promoteurs bivalents (H3K4me3 et H3K27me3)
et les promoteurs réprimés (H3K27me3) dans les CCN a €10,5 (Figure 2.3). Les
protéines FAM172A et CHD?7 lient les promoteurs actifs a 87% et les promoteurs
bivalents a 10%. La marque épigénétique H3K4me3 est spécifique d’une chromatine
ouverte et d’une transcription active (en 1’absence de H3K27me3). Son niveau
d’enrichissement aux promoteurs correle directement avec la présence d’une RNAPII
active et d’un niveau de transcription élevé (Beacon et al., 2021). Elle a également été
associée a la régulation d’épissage alternatif de certains génes (Davie et al., 2016; Khan
et al., 2016). La marque épigénétique H3K27me3 est quant a elle spécifique de

I’hétérochromatine facultative. Ce type d’hétérochromatine est associé au complexe
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PRC (Polycomb repressive complex) qui réprime beaucoup de génes tissu-spécifiques,
notamment impliqués dans le développement et dans la différenciation cellulaire
(Margueron & Reinberg, 2011), contrairement a I’hétérochromatine constitutive
marquée par H3K9me3 qui réprime essentiellement les éléments répétés, les
centromeéres et les téloméres. Les promoteurs bivalents caractérisés par un co-
enrichissement de H3K4me3 et H3K27me3 ne présentent pas de RNAPII engagée dans
la transcription, mais plutdt une RNAPII préte a s’engager (Baudre et al., 2022). Cette
bivalence est un moyen transitoire de réprimer les genes afin de pouvoir rapidement
les activer ou les réprimer selon les besoins développementaux de la cellule (Bernstein
et al., 2006). Dans nos résultats, nous avons observé une plus grande corrélation entre
les promoteurs actifs et les cibles sur-régulées de FAM172A (54%), alors que les
promoteurs bivalents corrélent mieux avec les cibles sous-régulées (54%) (Figure
2.5B). Sachant que les cibles sous-régulées de FAM172A sont essentiellement
associées au développement comme discuté précédemment, il n’est pas surprenant
qu’ils possédent davantage de marques H3K27me3 au niveau de leur promoteur. Les
autres génes, comme les genes de ménage par exemple, seront plutét réprimés grace a
la méthylation de I’ADN au niveau de séquences riches en CG dans leur promoteur.
De plus, il a été montré que les genes réprimés par H3K27me3 possédent des
promoteurs pauvres en CG (Baudre et al., 2022). Les cibles directes de FAM172A
correlent trés peu avec les genes réprimeés uniquement par H3K27me3 (environ 2%)
(Figure 2.3C). Ces résultats démontrent que FAM172A corréle principalement avec la
marque épigénétique H3K4me3 (promoteurs actifs ou bivalents), suggérant qu’elle ne
serait pas associee aux complexes PRC, mais qu’elle semble plutét travailler de concert
avec la machinerie transcriptionnelle quel que soit le défaut d’expression (augmenté ou

diminué) et plus probablement avec la RNAPII.
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4.6 Le role potentiel de FAM172A et CHD7 dans 1’état de pause de I’ARN

polymérase 11

Des études récentes utilisant le CUT&RUN, le CUT&Tag, le CUTAC (Cleavage
Under Targeted Accessible Chromatin) (technique adaptée du CUT&RUN) et des
anticorps contre la RNAPII ont identifié un enrichissement génomique trés similaires
a ceux de FAM172A et CHD7 notamment aux sites d’initiation de la transcription
(Brahma & Henikoff, 2024; Henikoff et al., 2023; Miura & Chen, 2020). En revanche,
FAM172A et CHD7 ne sont pas enrichies au niveau des site de terminaison de la
transcription, contrairement a la RNAPII. Ces deux protéines participeraient donc aux
premieres étapes de la transcription et ne suivraient pas la RNAPII tout au long du
processus de transcription. Pour mieux comprendre le lien entre nos protéines et la
RNAPII, nous avons étudié I’interactome de FAM172A obtenu par des expériences de
Co-immunoprécipitation et de Bio-ID (anciennement publié et nouvellement obtenu
grace a une collaboration avec le Pr E.Coyaud) (Bélanger et al., 2018). Parmi les
interacteurs associés a la machinerie transcriptionnelle, plusieurs protéines
appartiennent au PIC et au complexe d’élongation de la transcription (Annexe A:
tableau A.1). Les facteurs POLR2M (RNA polymerase Il subunit M), et LARP7 (La-
related protein 7) connus pour stabiliser 1’état de pause de la RNAPII ont également
été identifiés (Annexe A: tableau A.1). Ces résultats sont trés pertinents, considérant
I’importance du recrutement des facteurs d’épissage dans la régulation de 1’état de
pause de la RNAPII, ayant lieu a 30-50 nucléotide en aval du TSS (Caizzi et al., 2021).
De plus, ce phénoméne concerne environ 40% des génes chez les mammiféres et
favorise les genes associes au développement (Abuhashem et al., 2022; Gaertner &
Zeitlinger, 2014). Le modéle actuel décrit cette « pause » comme un point de contréle
avant de poursuivre 1’élongation de la transcription, le facteur p-TEFb étant un élément

clé pour libérer la RNAPII de son état de pause (voir introduction 1.3.1).
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CyclinT
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Figure 4.2 Les protéines SR collaborent avec le complexe 7SK pour libérer I’ARN polymérase
IT de I’état de pause au niveau en aval du promoteur. CDK9 et Cyclin T est des sous-unités de
p-TEFb. Schéma adapté de Ji et al, 2013
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Des études ont montré qu’une inhibition de 1’activité de snRNP U2 engendre un défaut
de recrutement de p-TEFb et augmente la durée de pause de la RNAPII en aval du
promoteur (Caizzi et al., 2021; Y. W. Fong & Zhou, 2001). Une autre étude montre
que la protéine SRSF2 est importante pour la phosphorylation de la RNAPII par p-
TEFb (Ji et al., 2013). En effet, 60% de SRSF2 est présente aux promoteurs actifs des
génes ainsi qu’au sein de complexes nommés 7SK ou p-TEFb est séquestré. Le
recrutement de SRSF2 par I’ARN naissant libeére p-TEFb du complexe 7SK et permet
son recrutement actif au site de pause de la RNAPII (Figure 4.2). Le complexe 7SK est
également composé de SRSF1 et LARP7, deux protéines identifiées dans 1’interactome
de FAM172A (Annexe A: tableau A.1) (Ji et al., 2013). Ces résultats démontrent qu’en
plus d’étre essentiel tout au long de la transcription, le recrutement de facteurs
d’épissage et le bon assemblage du splicéosome au niveau des 30 a 50 premiers
nucléotides d’ARN naissant ou la RNAPII est en état de pause sont importants pour

I’activation de I’élongation.

Etant donnée la désorganisation des SNs dans nos deux modeéles de souris, notre
hypotheése est que FAM172A et CHD7 régulent 1’état de pause de la RNAPII & travers
le recrutement de facteurs d’épissage et du bon assemblage du splicéosome au
promoteur, la vitesse d’élongation par la RNAPII étant également importante pour les
décisions d’épissage alternatif le long des genes. Une €étude soutient notre hypothese
en montrant que 1’enrichissement de CHD7 correle positivement avec un temps de
pause plus court de la RNAPII au promoteur et une augmentation de la vitesse
d’¢longation (Yao et al., 2020). Une autre étude portant sur la localisation génomique
de la RNAPII et utilisant la techniqgue de CUT&RUN a pu identifier deux types de
complexes transcriptionnels au niveau des promoteurs/TSS (RNAPII inactivé ou en
« pause ») grace a la taille des fragments séquences (Figure 4.3) (Miura & Chen, 2020).
Afin de confirmer notre hypothése, nous pourrions d’abord effectuer la méme analyse

sur nos données génomiques afin de déterminer si FAM172A et CHD7 sont enrichies



163

au niveau des TSS ou la RNAPII n’est pas encore engagé (fragments <120 nucléotides)
ou directement en aval du TSS lorsque la RNAPII est en état de pause (fragments >270
nucléotides) (Figure 4.3) (Miura & Chen, 2020). Deuxiémement, nous effectuerions
des expériences de CUT&RUN-gPCR avec un anticorps contre la RNAPII dans des
CCN Fam172a™™, Chd7%"* ou sauvages pour identifier un éventuel défaut dans la
durée de I’état de pause (ratio d’enrichissement TSS/TTS) ou dans la vitesse
d’¢longation de la transcription sur des loci de génes cibles. Enfin, nous pourrions
déterminer si la régulation de la RNAPII par FAM172A et CHD7 (s’il y a lieu) est
effectué a travers p-TEFb en analysant le statut de phosphorylation de la RNAPII. Par
exemple, I’utilisation d’un anticorps contre la RNAPII phosphorylée sur la deuxiéeme
sérine de son domaine CTD nous donnerait une idée de son niveau de phosphorylation
par p-TEFb (ratio ARNPII-S2p/ ARNPII) (Abuhashem et al., 2022; H. Wang et al.,
2023). Parmi les cibles directes de FAM172A obtenues a la suite du croisement entre
les données de CUT&RUN et des données transcriptomiques des CCN Fam172a™™,
nous avons identifié 410 cibles sur-régulées (Figure 2.5A). 1l s’agit de la catégorie la
plus représentée, pourtant elle n’a aucune cible en commun avec les CCN Chd7¢V*
(Figure 2.5H). Cette observation et nos résultats actuels ne nous permettent pas de
prédire avec certitude si FAM172A et CHD7 régulent la RNAPII de maniere positive
ou négative. Nous supposons que le type de régulation dépendra de la catégorie de
genes cibles: sous-régulés ou sur-régulés. Ainsi, FAM172A pourrait également

participer a maintenir la RNAPII en état de pause, et ce indépendamment de CHD?7.
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Figure 4.3 La technique de CUT&RUN identifie différents types de fragments au niveau des
promoteurs selon la taille. Schéma adapté de Miura and Chen, 2020



165

4.7 Lesautres roles potentiels de FAM172A

4.7.1 RoOle dans la résolution des R-loops

Au cours de la transcription, les structures constituées d’un hydride ADN-ARN
(correspondant au brin d’ADN matrice et a I’ARN naissant et d’un second brin d’ADN)
sont nommées R-loops. Ces structures transitoires se forment au niveau du site actif de
la RNAPII et ont besoin d’étre résolues aprés son passage. Une résolution prématurée
ou deficiente de ces R-loops par des enzymes spécifiques engendre des anomalies au
niveau de plusieurs processus et étapes importantes de la transcription. Elles sont en
effet connues pour réguler 1’état de pause de la RNAPII aux TSS, 1’élongation et la
terminaison de la transcription (Niehrs & Luke, 2020). Les R-loops anormalement
présentes le long des génes peuvent également engendrer des cassures de I’ADN et de
I’instabilité génomique au cours de la réplication (Niehrs & Luke, 2020; Rinaldi et al.,
2020). Inversement, des anomalies dans les mécanismes associés a la transcription et a
I’épissage peuvent mener a I’apparition de R-loops pathologiques. Par exemple, un
défaut dans le processus d’épissage (et plus précisément dans le recrutement de facteurs
d’épissage aux jonctions exon-intron) peut empécher la résolution des R-loops dans le
corps des genes (Tam & Stirling, 2019). L’interactome de FAMI172A identifie
plusieurs protéines associées a la résolution des R-loops tels que TOP3B (DNA
topoisomerase 3-beta), RNASEH2C (Ribonuclease H2 subunit C) et DHX9 (ATP-
dependent RNA helicase A) (Annexe A: tableau A.1). Nous savons qu’une des manicres
de réguler et libérer I’ARPII de son état de pause est la bonne résolution des R-loops
au niveau des TSS. Nous pouvons donc imaginer que FAM172A régule I’état de pause
de la RNAPII a travers la résolution des R-loops. Afin de confirmer la présence de R-
loops pathologiques dans notre contexte, nous avons effectué des
immunofluorescences sur des coupes d’embryons e10,5 Fam172a™ ou sauvages en

utilisant des anticorps S9.6 et contre H2AXy qui reconnaissent respectivement les
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hydrides ADN-ARN et les cassures d’ADN. Les résultats préliminaires montrent une
augmentation des foci associés a S9.6 et aux cassures d’ADN dans nos cellules
mutantes comparées aux cellules contrbles (Annexe A: tableau A.1). Ces résultats
appuient un potentiel réle de FAM172A dans la résolution des R-loops (Figure 4.4).
Pour confirmer ce role, nous pourrions effectuer des expériences de DRIP-seq (DNA-
RNA immunoprecipitation followed by sequencing) et de MapR (Mapping Native R-
Loops Genome-wide Using a Targeted Nuclease Approach) qui localise les hydrides
ADN-ARN sur le génome, puis étudier la corrélation entre 1’augmentation des R-loops
dans les CCN Fam172a™7 et la localisation génomique de FAM172A. La méthode
MapR permet d’identifier les R-loops se trouvant particulierement aux régions
promotrices, contrairement au DRIP-seq qui identifie les R-loops dans les régions
intergéniques (Q. Yan et al., 2019; Q. Yan & Sarma, 2020). En perspective, il serait
intéressant de déterminer (i) si FAM172A participe directement la résolution des R-
loops, ce qui en conséquence induit des défauts dans la durée de 1’état de pause de la
RNAPII, ou (ii) si I’augmentation des R-loops au niveau des TSS et des jonctions exon-
intron (s’il y a lieu) est engendrée par I’augmentation de la durée de pause de la RNAPII

et par les défauts d’épissage (Figure 4.4).

De plus, des roles dans la réparation des cassures d’ADN et dans I’homéostasie des R-
loops ont été décrits pour les deux interacteurs privilégiés de FAM172A, les protéines
AGO2 et CHD7 (M. Gao et al., 2014; Gutbrod & Martienssen, 2020; Hu et al., 2021;
Rother et al., 2020).
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Figure 4.4 Le potentiel mode d’action de FAM172A dans la régulation de I’expression et
I’épissage alternatif des génes. Ce mode d’action dépend de la bonne régulation de 1’état de
pause de la RNAPII au niveau des promoteurs et de la résolution des R-loops. Schéma crée sur
Biorender.



168

4.7.2 FAMI172A et les histones

Gréace aux etudes effectuées chez la levure sur le domaine ARB2, nous savons que ce
domaine permet a la protéine Hdal de former des homodimeres afin de lier directement
les nucléosomes in vitro, et d’étre recruté par la RNAPII au niveau de genes actifs (Ha
et al., 2019; Shen et al., 2016). Pour le moment, nous avons confirme que FAM172A
est recrutée au niveau de genes actifs (Article 1), et qu’elle interagit avec plusieurs
composants de la machinerie transcriptionnelle (Annexe A : Tableau A.1). Nous avons
également des données de BiFC et de co-immunoprécipitation qui démontrent que
FAM172A est capable de former des homodimeéres, et qu’ils sont localisés
majoritairement dans le noyau (Figure 3.13). Finalement, FAM172A n’ayant pas de
domaine de liaison a I’ADN ni a I’ARN, nous pourrions nous demander comment
FAML172A est recrutée a la chromatine, est-ce a travers une interaction directe avec les
nucléosomes comme chez S. cerevisiae ? ou est-ce a travers d’autres interactions
protéiques ? Pour répondre a ces questions, nous pourrions d’abord Vérifier si
FAM172A est capable de lier les nucléosomes avec une expérience in vitro.
Deuxiémement, nous pourrions utiliser 1’outil bioinformatique MEME-suite pour
identifier d’éventuels motifs enrichis dans les régions génomiques associées a

FAM172A et CHD7, et d’identifier un éventuel mode de recrutement.

Des études ont montré que CHD7 pouvait participer au développement de certains
tissus avec ou sans sons activité dépendante de I’ATP (S. Yan et al., 2020). Dans la
méme idée, nous pourrions tester 1’implication de I’activité de remodelage de la

protéine CHD7 dans la régulation de I’épissage alternatif co-transcriptionnel.



CONCLUSION

Le syndrome CHARGE est une maladie génétique extrémement complexe et rare, qui
touche environ 1 personne sur 10 000 dans le monde. Cette maladie fait partie de la
famille des neurocristopathies, soit des maladies causées par des anomalies des cellules
de la créte neurale. Les troubles médicaux et physiques qui découlent de ce syndrome
varient beaucoup d'un enfant a l'autre, ce qui rend le diagnostic du syndrome tres
difficile. Dans de nombreux cas, beaucoup de tests et d'analyses sont faits, mais aucun
diagnostic n'est posé. Néanmoins, une combinaison de symptdmes surreprésentés chez
les patients a donné au syndrome son acronyme CHARGE. Il s’agit d’anomalies aux
yeux, de problémes cardiaques, d’une obstruction des voies nasales, d’un retard de
croissance et de développement, d’anomalies génitales et d’anomalies aux oreilles.
Plusieurs de ces anomalies sont potentiellement léthales, expliquant pourquoi environ
30% des enfants atteints meurent avant I'dge de 5 ans. Il n’y a actuellement aucune
possibilité de guérison pour le syndrome CHARGE. Les options thérapeutiques
disponibles sont en effet restreintes au traitement individuel des anomalies les plus

séveres afin de favoriser la survie de 1’enfant atteint.

Une mutation a 1’état hétérozygote dans le géne CHD7 est actuellement la cause
principale conduisant au syndrome CHARGE. Ce géne code pour un remodeleur de la
chromatine qui intervient notamment dans la régulation de genes essentiels a la
formation et a la migration des cellules de la crétes neurales. Les autres causes menant
a ce syndrome sont des mutations sur d’autres facteurs de la chromatine et/ou facteurs
d’épissage. Le laboratoire du Pr Nicolas Pilon a récemment mis en évidence le géne
trés peu etudie FAM172A comme étant un nouveau gene candidat pour ce syndrome.
Le laboratoire a généré un modele de souris qui posséde une mutation sur le gene
FAM172A et qui récapitule parfaitement les symptémes associés au syndrome

CHARGE. Les premiéres etudes faites sur ce modéle ont révélé que notre protéine
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d’intérét se trouve majoritairement dans un complexe a I’interface entre la chromatine
et le splicéosome avec les protéines CHD7 et AGO2, ou elle semble jouer un réle dans
la régulation de I’expression et de I’épissage alternatif des génes. Mais les mécanismes

précis par lesquels elle intervient dans ces processus moléculaires restent a élucider.

Dans le but d’en apprendre davantage sur ces mécanismes, nous nous sommes d’abord
intéressés a la localisation génomique de nos protéines d’intérét. Nous avons découvert
que les protéines FAM172A et CHD7 sont recrutées au niveau de promoteurs actifs
associés a des genes importants pour le développement des cellules de la créte neurale.
De plus, la désorganisation des facteurs d’épissage en speckles nucléaires au sein de
tissu embryonnaires Fam172a™ et Chd7%"* nous a amené & 1’hypothése que nos
protéines d’intéréts participent au recrutement ou a I’organisation du splicéosome au
niveau de promoteurs de génes. En s’appuyant sur la liste d’interacteurs de FAM172A,
nous suggérons que ce déefaut de recrutement est lié a la régulation de 1’état de pause

de I’ARN polymérase II et a la résolution des R-loops.

Un autre moyen pour FAM172A de réguler 1’épissage alternatif co-transcriptionnel est
a travers la protéine AGO2. Nous avons découvert que la protéine AGO?2 interagit
directement avec la protéine FAM172A grace a un domaine d’interaction nommée
ARB?2 présent dans cette derniere. La protéine AGO2 est connue pour jouer plusieurs
roles importants dans la cellule, que ce soit la régulation de la voie des microARNs
dans le cytoplasme ou la régulation de 1’épissage alternatif dans le noyau. Il est
également connu qu’AGO?2 est trés dynamique et se déplace constamment entre ces
deux compartiments dépendamment du besoin de la cellule a un temps donné. Les
mécanismes qui régulent cette dynamique et la maniére dont AGO2 est importé au
noyau restaient jusqu’a présent méconnus. Nous avons mis en évidence que la protéine
FAMI172A est la clé de ce mécanisme. En effet, elle participe activement a I’import
nucléaire d’AGO2, et ce a travers son signal de localisation nucléaire bipartite reconnu

par la voie classique des importines a/B1. Nous avons également démontré que cette
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translocation nucléaire est stimulée par la phosphorylation de FAM172A par CK2, et
diminuée par un variant de FAM172A mimant une mutation identifiée chez des
patients CHARGE. Ces résultats de recherche ont tout récemment valu a FAM172A
d’étre renommée ARB2A (ARB2 cotranscriptional regulator A) par le comité
international de nomenclature des génes HUGO pour son réle clé d’interacteur
d’AGO2.

Ces travaux de recherche ouvrent de nouvelles portes et perspectives a la découverte
d'un mécanisme pathologique lié spécifiqguement au syndrome CHARGE. Toutes ces
nouvelles connaissances pourront aider a I'élaboration d'un diagnostic fiable et efficace
pour tous les patients, et in fine, au développement éventuel d’une thérapie in utero a

base de petites molécules.
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Figure A.1 Ago2 is implicated in CHARGE Syndrome pathogenesis and genetically interacts
with Fam172a™ . (A-B) Ago2®“®"*K9 newborns are cyanotic (red arrowheads in A) and lack air
in their lungs (see floating test in B, with shadow of floating control lung delineated by dashed
outline). (C) H&E-stained cross-sections of €18.5 fetus heads of indicated genotypes, with red
arrowheads indicating blockage of nasal passages (choanal atresia) and red arrow indicating
cleft palate (N=5 per genotype). P,palate, T, tongue. (D) Bright field view of €12.5 eyes of
indicated genotypes, with red arrowheads pointing to unclosed choroidal fissure (coloboma).
(E) Quantitative analysis of fissure width (left panel) and percentage of coloboma occurrence
(right panel), using images such as those displayed in D. Red dotted line in left panel
corresponds to the minimal width for coloboma (12um; based on the maximum width observed
in control embryos). The average width of choroidal fissure for coloboma and WT-like
subgroups are indicated in their corresponding bar subdivisions in right panel. (F) Body weight
of e18.5 fetuses of indicated genotype.
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Figure A.2 NCC-specific Ago2 knockout phenocopies CHARGE syndrome in mice. (A) Table
showing the number of animals recovered from Wnt1-Cre2™*;Ago2™/* X Ago2™*F* crosses
as a function of indicated stages and Ago2 genotypes. (B) H&E-stained section of PO lungs
(N=3 per genotype). (C-D) Immunofluorescence analysis of neuronal class IIT f-Tubulin (TuJ1)
distribution in sections of PO lungs (C) and whole diaphragms (D), with nuclei stained using
DAPI (N=3 per genotype). (E) Bright-field views of e15.5 embryos, with dashed lines
delineating the ear openings (N>7 per genotype). (F) Whole-mount staining of cranial nerves
in €10.5 embryos using anti-neurofilament immunohistochemistry, with arrow pointing to an
abnormal connection between glossopharyngeal (1X) and vagal (X) nerves. (G) H&E-stained
cross-sections of e15.5 embryos at the level of thymus (t). (H) Quantitative analysis of
thymus:body cavity area ratio, using images such as those displayed in G. (I) Psmb2-
normalized RT-gPCR analysis of Faml172a expression in €12.5 embryo heads from Ago2-
mutant embryos. Scale bar, Imm. *P < 0.05; Student’s t-test.
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Figure A.3 AGO2 fulfills a non-canonical function relevant for CHARGE syndrome
pathogenesis. A) Western blot analysis of AGO2 protein levels in FACS-recovered cells (both
YFP-negative and -positive) from e10.5 control (Wntl-Cre2™*:Rosa26™STOP-"FPI*) and
homozygous Ago2 mutant (Wnt1-Cre2™*;Rosa26™STOPYFP/*: Ago2FIoXFloYy  embryos, with
GAPDH used as loading control. (B) Luciferase assay in YFP-positive cells recovered by
FACS from e10.5 embryos (owing to the Rosa26™T°"Y*? reporter) and transfected with either
the psi-CHECK2-let-7x8 reporter or empty psi-CHECK2 vector. Scale bar, 1 mm (B) and 50
pum (C). *P <0.05, ***P <0.001 and ****P <0.0001; Khi2 test (E, right) or one-way ANOVA
with Tukey’s post-hoc test.
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Figure A.4 AGO2 and FAM172A coregulate alternative splicing in vivo. (A) RT-gPCR
analysis of alternative splicing events for Mical2, 1ft74, Col5a3 and Cd44 in e12.5 heads from
an allelic series of Ago2®“© and Fam172a™ mutant embryos. Expression levels of indicated
variable exon pairs (VE) were normalized against levels of a constant exon pair (cE), and
splicing fold change was then determined by comparison to the reference value (dashed line)
obtained with WT control embryos (N=5 per genotype). *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001;
Student’s t-test.
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Control

Faml72aq™/p

Figure A5 R-loop-associated-foci are increased in Fami172a™™ embryos.
Immunofluorescence analysis of R-loop in sections of E10.5 control and Fam172a™™embryos
using antibodies against SON and S9.6. Nuclei are stained with DAPI and neural crest cells are
identified by the SOX10-positive staining.



Tableau A.1 List of FAM172A interactors.
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Category  Uniprot ID  Protein name Gene name Main Role
P10922 Histone H1.0 H1FO linker histone
P43275 Histone H1.1 HIST1IH1A linker histone
P43276 Histone H1.5 HIST1H1B linker histone
P15864 Histone H1.2 HIST1H1C linker histone
P43277 Histone H1.3 HIST1H1D linker histone
P10412 Histone H1.4 HIST1H1E linker histone
Q9QzQs8 Core Histone macro-H2A.1 MACROH2A1 core histone
P27661 Histone H2AX H2AX variant histone
Q93077 Histone H2A type 1-C HIST1IH2AC  variant histone
Q99878 Histone H2A type 1-J HIST1H2AJ variant histone
Q6GSS7 Histone H2A type 2-A HIST2H2AAL variant histone
P84228 Histone H3.2 HIST1H3B core histone
P62806 Histone H4 HIST1H4A core histone
Q3TEAS Heterochromatin protein 1-binding protein 3 HP1BP3 Histone H1-like
Q60973 Histone-binding protein RBBP7 RBBP7 recruits remodelers - and
modifiers
s Q14149 MORC family CW-type zinc finger protein 3 MORC3 H3K4me3 reader
% Q96ES7 SAGA-associated factor 29 homolog CCDC101 H3K4me3 reader, HAT activity
g H3K4me3 reader, chromatin
8 014646 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1 CHD1 remodeler; bridges U2 complex
2 to H3K4me3
2 A2AIK6 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7 CHD7 H3K4me1/3 reader, chromatin
g remodeler
P QI96KQ7 Histone-lysine N-methyltransferase EHMT2 EHMT2 H3K9 = mono- —and  di-
5] methyltransferase
E Q13185 Chromobox protein homolog 3 CBX3 H3K9me reader
5 Q69ZK6 ijC_ domain-containing histone demethylation IMIDIC H3K9 demethylase
protein 2C
095696 Bromodomain-containing protein 1 BRD1 H3K14 acetyltransferase
095619 YEATS domain-containing protein 4 YEATS4 H3K27ac reader
Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 H3K36me2
Q96L73 and H4 lysine-20 specific NSD1 dimethyltransferase
QI99IMY8 Histone-lysine N-methyltransferase ASH1L ASH1L H3K36 trimethyltransferase
Q9Y2K7 Lysine-specific demethylase 2A KDM2A H3K36me3 demethylase
P46100 Transcriptional regulator ATRX ATRX chromatin remodeling
QINRL2 Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein BAZIA chromatin remodeling (ISWI
1A complex)
Q97277 Tyrosine-protein kinase BAZ1B BAZ1B chromatin - remodeling  (ISW1
complex)
P28370 Probable global transcription activator SNF2L1 SMARCA1 22;?;;2;'; remodeling (IS
060264 SWI/SNF-related ma_trix-assoc_iated actin-dependent SMARCAS chromatin remodeling (ISWI
regulator of chromatin subfamily A member 5 complex)
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SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent chromatin remodeling
Q12824 regulator of chromatin subfamily B member 1 SMARCBL (SWI/SNF complex)
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent chromatin remodeling
Q969G3 regulator of chromatin subfamily E member 1 SMARCEL (SWI/SNF complex)
Q13547 Histone deacetylase 1 HDAC1 chromatin compaction
P70288 Histone deacetylase 2 HDAC?2 chromatin compaction
Q8C2B3 Histone deacetylase 7 HDAC7 chromatin compaction
Q9BSM1 Polycomb group RING finger protein 1 PCGF1 chromatin compaction
P78347 General transcription factor 11-1 GTF2I pre-initiation complex
014981 TATA-binding protein-associated factor 172 BTAF1 pre-initiation complex
% QINX70 g/lgedlator of RNA polymerase Il transcription subunit MED29 pre-initiation complex
-E P19387 DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB3 POLR2C core Pol. Il complex
é QBEEV4 PNA-directed RNA polymerase Il subunit GRINL1A, POLR2M stabilizes paused RNA pol. 1|
9 isoforms 4/5
Q4G03  Larelated protein7 Larpy  Sbtizes paused RNA poll
= Q5TA45 Integrator complex subunit 11 CPSF3L promot.er-.proxma.l .
E transcr!pt!on termination .
% Q6PD62 RNA polymerase-associated protein CTR9 homolog CTR9 E?R?:clr Iséﬁr;?:}x) elongation
. transcriptional elongation
Q08943 FACT complex subunit SSRP1 SSRP1 (FACT complex)
P49718 DNA replication licensing factor MCM5 MCM5 transcriptional elongation
Q6P1NO Coiled-coil and C2 domain-containing protein 1A CC2D1A transcription factor
QOY6H1 Coileq-_coil-helix_-coiled-coil-helix domain- CHCHD2 transcription factor
containing protein 2
Q9P031 Thyroid transcription factor 1-associated protein 26 CCDC59 transcription factor
P39880 Homeobox protein cut-like 1 CUX1 transcription factor
P26583 High mobility group protein B2 HMGB2 transcription factor
P52952 Homeobox protein Nkx-2.5 NKX2-5 transcription factor
g P13056 Nuclear receptor subfamily 2 group C member 1 NR2C1 transcription factor
E P04150 Glucocorticoid receptor NR3C1 transcription factor
g Q9Y467 Sal-like protein 2 SALL2 transcription factor
) Q9P016 Thymocyte nuclear protein 1 THYN1 transcription factor
g Q9H7S9 Zinc finger protein 703;Zinc finger protein 503 ZNF703 transcription factor
,;‘33 Q9Y462 Zinc finger protein 711 ZNF711 transcription factor
5 Q6DD87 Zinc finger protein 787 ZNF787 transcription factor
'g Q6P1J6 F-box only protein 38 FBX038 co-activator
3 Q15596 Nuclear receptor coactivator 2 NCOA2 co-activator
E Q13625 Apoptosis-stimulating of p53 protein 2 TP53BP2 co-activator
QINPF5 DNA methyltransferase 1-associated protein 1 DMAP1 co-repressor/co-activator
Q81us1 Interferon regulatory factor 2-binding protein 1 IRF2BP1 CO-repressor
Q96SI1 BTB/POZ domain-containing protein KCTD15 KCTD15 CO-repressor
Q96RE7 Nucleus accumbens-associated protein 1 NACC1 Co-repressor
Q96758 Msx2-interacting protein SPEN CO-repressor
Q04726 Transducin-like enhancer protein 3 TLE3 CO-repressor
Q13263 Transcription intermediary factor 1-beta TRIM28 Co-repressor
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MRNA metabolism

077932
043148
Q6PII3

Q9Y3Y2
Q15287

QIHCG8

Q96T37
QIHCE5

Q9ER69

Q15717
P35637
QINQ29
Q9Y383
Q14498

Q921F2

Q99020

P07910

P61979

Q7TMK9

Q00839

Q6PDM2
P84104
Q13247
Q8BLY7

Q9JII5

QICXY6
Q9Y388
Q12874
Q9BWJ5
Q9Y2W2

P09405

Decapping and exoribonuclease protein
mRNA cap guanine-N7 methyltransferase
Coiled-coil domain-containing protein 174

Chromatin target of PRMT1 protein
RNA-binding protein with serine-rich domain 1

Pre-mRNA-splicing factor CWC22 homolog

Putative RNA-binding protein 15
N6-adenosine-methyltransferase subunit METTL14

Pre-mRNA-splicing regulator WTAP

ELAV-like protein 1

RNA-binding protein FUS

Putative RNA-binding protein Luc7-like 1
Putative RNA-binding protein Luc7-like 2
RNA-binding protein 39

TAR DNA-binding protein 43

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

Serine/arginine-rich splicing factor 1
Serine/arginine-rich splicing factor 3
Serine/arginine-rich splicing factor 6
Serine/arginine-rich splicing factor 7

DAZ-associated protein 1

Interleukin enhancer-binding factor 2
RNA-binding motif protein, X-linked 2
Splicing factor 3A subunit 3

Splicing factor 3B subunit 5

WW domain-binding protein 11

Nucleolin

DXO
RNMT
CCDC174

CHTOP
RNPS1

CwcC22

RBM15
METTL14

WTAP

ELAVL1
FUS
LUCTL
LUC7L2
RBM39

TARDPB

HNRNPAB

HNRNPC

HNRNPK

HNRNPQ

HNRNPU

SRSF1
SRSF3
SRSF6
SRSF7

DAZAP1

ILF2
RBMX2
SF3A3
SF3B5
WBP11

NCL

5'-end processing

5'-end processing

Exon Junction Complex

Exon Junction Complex (TREX
subunit)

Exon Junction Complex (ASAP
subunit)

Exon Junction Complex and
splicing

mMG6A regulator

m6A methyltransferase

m6A methyltransferase
complex

m6A reader and splicing
splicing (bridges pol.ll and U1)
splicing (Ul-associated)
splicing (Ul-associated)
splicing (bridges U1 and U2)
splicing (Ul- and U2-
associated; splice site selection)
splicing (U2-associated; splice
site selection)

splicing (U1- and U2-
associated; splice site selection)
and m6A reader

splicing (U2-associated; splice
site selection)

splicing (U2-associated; splice
site selection)

splicing (U2-associated; splice
site selection) and Pol.ll pre-
initiation complex

splicing (Ul- and U2-
associated; splice site selection)
splicing (Ul- and U2-
associated; splice site selection)
splicing (Ul- and U2-
associated; splice site selection)
splicing (Ul- and U2-
associated; splice site selection)
splicing (U2-associated; splice
site selection)

splicing (U2-associated)
splicing (U2-associated)
splicing (U2-associated)
splicing (U2-associated)
splicing (U2-associated)
splicing (U2-associated; splice
site selection)




Non-POU  domain-containing  octamer-binding
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splicing (U2-associated; splice

Q15233 protein NONO site selection), partner of SFPQ
P17225 Polypyrimidine tract-binding protein 1 PTBP1 spllcmg (}JZ-assomated; splice
site selection)
splicing (U2-associated; splice
P23246 Splicing factor, proline- and glutamine-rich SFPQ site  selection), partner of
NONO
. . . . . splicing (U2-associated; splice
QIUQ35 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 SRRM2 site selection)
P62960 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 YBX1 spllcmg ('UZ-aSSOCIated; splice
site selection)
075940 Survival of motor neuron-related-splicing factor 30 SMNDCL1 spIICng (U2-and  U4/5/6-
associated)
Q16637 Survival motor neuron protein SMN1 splicing (spliceosome
assembly)
. splicing (Sm protein
BQA1 Methyl tein 50 WDR77
Q9BQ ethylosome protein methyltransferase)
Q8WWY3  U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp31 PRPF31 splicing (U4/5/6-associated)
P62304 Small nuclear ribonucleoprotein E SNRPE splicing (spliceosome
assembly)
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA splicing (spliceosome
043143 helicase DHX15 DHX15 disassembly)
Q92841 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 DDX17 splicing
P98179 RNA-binding protein 3 RBM3 splicing
Q9UKM9 RNA-binding protein Raly RALY splicing
Q12996 Cleavage stimulation factor subunit 3 CSTF3 3'-end processing
094913 Pre-mRNA cleavage complex 2 protein Pcfl11 PCF11 3'-end processing
Q6PKO04 Coiled-coil domain-containing protein 137 CCDC137 MRNA stability/localization
Q9GZR7 ATP-dependent RNA helicase DDX24 DDX24 mRNA stability/localization
Q3U0V1 Far upstream element-binding protein 2 KHSRP MRNA stability/localization
Q9BU76 Multiple myeloma tumor-associated protein 2 MMTAG2 mRNA binding, unclear role
095085  DNA topoisomerase 3-beta-1 TOP3B Decatenation of nucleic acids at
R-loop junction
S |Q8TDPL  Ribonuclease H2 subunit C RNASEH2c ~ Hydrolysis of the RNA moiety
5 in R-loops
o . .
8 070133 ATP-dependent RNA helicase A DHX9 Unw_lndlng of the DNA-RNA
g hybrid
S . . Unwinding of the DNA-RNA
-
7 Q8CFQ3 RNA helicase aquarius AQR hybrid
000148  ATP-dependent RNA helicase DDX39A DDX39A ﬁ;g;’i'gd'"g of the DNA-RNA
- Q8CJGO Argonaute RISC catalytic component 2 AGO2 small RNA binding/processing
<Z‘: % Q9UPY3 Endoribonuclease Dicer DICER1 small RNA binding/processing
e = Q9IUPQ9 Trinucleotide repeat-containing gene 6B protein TNRC6B AGO2 partner
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