N

N

Role de la protéine SOCS-1 dans la progression
tumorale colique

Lyne Valentino

» To cite this version:

Lyne Valentino. Role de la protéine SOCS-1 dans la progression tumorale colique. Sciences du Vivant
[g-bio]. Université Paris Sud - Paris XI, 2009. Francais. NNT: . tel-00598495

HAL Id: tel-00598495
https://theses.hal.science/tel-00598495

Submitted on 6 Jun 2011

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00598495
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE PARIS-SUD 11

FACULTE DE PHARMACIE DE CHATENAY-MALABRY

ECOLE DOCTORALE :

INNOVATION THERAPEUTIQUE : DU FONDAMENTAL A L’APPLIQUE
POLE : SIGNALISATION CELLULAIRE

ANNEE 2008 — 2009 SERIE DOCTORAT N° 1025

THESE

Présentée

A L’UNITE DE FORMATION ET DE RECHERCHE
FACULTE DE PHARMACIE DE CHATENAY-MALABRY
UNIVERSITE PARIS-SUD 11
pour I’obtention du grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE PARIS-SUD 11
par
Lyne VALENTINO
Titre de la these :
ROLE DE LA PROTEINE SOCS-1 DANS LA PROGRESSION TUMORALE COLIQUE

soutenue le : 30 Septembre 2009

JURY : Pr. Christian POUS Président
Pr. Olivier COQUERET Rapporteur
Dr. Serge ROCHE Rapporteur

Dr. Muriel JACQUIER-SARLIN  Examinatrice
Dr. Josiane PIERRE Directrice de these



LISTE DES ABBREVIATIONS

INDEX DES FIGURES : 6
AVANT-PROPOS 7
INTRODUCTION 9
A/ SIGNALISATION ET REGULATION DES EFFETS DES CYTOKINES 10
A.1 SIGNALISATION DES CYTOKINES.......coctiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiite sttt ettt st st sae e sne s ens e sa e s 10

A. 1.1 RECePIUF de CYIOKINE ..........c.oouiriiiiiiiiiiieiieieeee ettt 10
A.1.2 Voies de signalisation activées par les CYtOKINES ..............c..ccooooiiiiiiieiiiiiiiie et 11
A.1.3 La voie JAK/STAT dAns [€S CANCETS............cccueiiiiiiiiiieeieeee ettt 21

A.2 REGULATION NEGATIVE DE LA SIGNALISATION DES CYTOKINES .....ccerttriruirireietententenrenienieeneensensensensensens 23
A.2.1 Les phosphotyrosines phosphatases (SHPS, CD45) .........cccccouiiiiiiiiiie et 23
A.2.2 Les proteins PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) ........c..cccooeioiaoiioeieiiiiie e 26
A.2.3 Les protéines de la famille SOCS (et la protéine CIS) ............cooeoeiiioiiciiiiieieeeeeeeee e 27
COMCIUSION ...ttt ettt a ettt e h e bt ettt e st e et e et sae et ene s eneeneen 30

B/ SOCS-1 : FONCTIONS ET REGULATION 31
B.1 LES FONCTIONS BIOLOGIQUES DE LA PROTEINE SOCS-1 ...ttt 31
B.1.1 Régulation de la voie de signalisation JAK/STAT par la protéine SOCS-1 ...........cccoccovevcunevecnannne. 31
B.1.2 La protéine SOCS-1, régulateur clé des signaux induits par I'IFN-y ..........cccccccevcneniiniininocecenenne. 35
B.1.3 La protéine SOCS-1 inhibe 1’activité d’ONCOZENES VAFIES............ccoeviroiiiiiiiiiiieieeeeie e 38
B.1.4 SOCS-1 participe a la dégradation protéasomale de protéines..................ccccvoeueiencianceaveaieeniennnen. 40
B.1.5 La protéine SOCS-1 et le trafic intracellulaire..................cccccovoiiiieioiiiiiiiiie et 44
B.1.6 La protéine SOCS-1 dans I'TMIMURNTLC. .............c..cccueriuieeieeiiieeieecieeeeieeeeieeeaeeeteesseesveesseeseseeesae e 45
B.1.7 Evaluation des partenaires de la protéing SOUS-1.............ccoeeceeiiieeiiieiiieeieeeiieese e see e esae s 46

B.2 REGULATION DE L’EXPRESSION DE LA PROTEINE SOCS-1......cciiiiiiiiiiiiieiiienieiee e 49
B.2.1 La méthylation de I’ADN GEROMIQUE................c..ccooeveevuieceiaeeeiesieeeieeee e eiee et sse e ese e srae e ese s e 49
B.2.2 La régulation tranScriptiOnnelle ..................cccccoevuieiiiieiiieiieeieeeie et et ettt sseeesease e ens 51
B.2.3 La répression traductionnelle ...................c.cccooveovuieieiieeiieiieeeeieeeie et ens 52
B.2.4 La stabilisation de la PrOtEiNe...................ccccocuioiioiininiiiiiiist ettt 53

B.3 LES AUTRES PROTEINES DE LA FAMILLE SOCS .......cciiiiiiiiiiiiiiiiiiccce e 54
B.3.1 La Protéine SOCS-3 ........cocoiiiiiiiieie ettt ettt ettt ettt 54
B.3.2 Les protéines CIS € SOUS-2........coouiaiieee ettt ettt ettt ene 56
B.3.3 Les protéines SOCS-4 €1 SOUS=5........cuo oottt ens 57
B.3.4 Les protéines SOCS-0 €1 SOUS=7 .......coouuiiieieee ettt ettt ettt ettt ens 58

B.4 L’EXPRESSION DES PROTEINES DE LA FAMILLE SOCS CHEZ LES AUTRES ESPECES......ccccccveeienuenienenreeneenes 59
CONMCIUSTON ...ttt ettt et e e et et e e e ettt e ke e e e st eneeseeenaeeneeeneenne e 61

C/ LE CANCER COLORECTAL 62
C.1 LA PAROI COLORECTALE : STRUCTURE ET HOMEOSTASIE .....ccviiiiiiiiiiniieiieiieiereiesie st 62
C.1.1 Structure de la paroi COIOFECIALe ....................cc.cccevvuiviiiiiiiiieiieieeie et 62

C.1.2 Homéostasie de I'épithelium inteStinal ....................ccooemiiviaciieieeieeieecieeie e ees 62

C.2 CANCEROGENESE COLIQUE : HISTOLOGIE ET EVENEMENTS MOLECULAIRES .......cecueectenienienneenreenueenennenne 64
C.2.1 Les lésions précancéreuses du COION ................cococuiviiiiriniiiiniiiiiit et 64

C.2.2 Les modeles de cancérogenése COLIGQUE..................ocuoouuiininiininiiiiiiiiieteteeee e 65

C.2.3 Les principales voies de signalisation impliquées dans la cancérogenése colorectale ..................... 68
CONCIUSTON ... ettt ettt et et e ot e et et e bt e et e e e e e et e e st enseemeeeseeeseenneeneenseens 71

C.3 FORMATION DES METASTASES ET MODELE DE L’EMT ....c.coiiiiiiiiiiiiiiiciciccee e 72
C.3.1 Le PrOCESSUS MELASTALIQUE ...........ccuvveeieeeeeeeesiieeeieesiee e teesteeeseaeeteeataeeteeesaeesseesssaessseesnsaensseessseensseens 72

C.3.2 OFigINe deS MEIASIASES ........ccueeeeieeeieesei ettt ettt ettt ettt et et e st e nee e et enee e 77

C.4. LES MECANISMES D’INHIBITION DE L’EXPRESSION DE LA E-CADHERINE DANS LES CANCERS ........ccccoueene 81
C.4.1 Mutations génétiques et methylation de I’ADN..................cccccorvemiecieiiieiiieieeeeee e 82

C.4.2 Régulation transcriptionelle et MICFORNAS .............c..cccoovuevieciieciieieeieeieee e 82

C.4.3 Régulations poSt-traduCtionelles....................cccouiuiiioiiiiiiiioiiiiniie ittt 83
RESULTATS 86
PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE .....oooiiiiiiiiiiieere ettt 87



ARTICLE 1ottt st sttt sttt st et a e st e bt saeeb et esse s eaenbesaeas 89

ARTICLE 2 ..ttt ettt h ettt a et bbb neseenenens 101
RESULTATS COMPLEMENTAIRES 123
DISCUSSION 131

REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DU GENE Socs-1 EN REPONSE A L’IFN-T ......cccecevienennene. 132

Comparaison structurale du promoteur humain et du promoteur murin du gene Socs-1 :....................... 132
Les facteurs de transcription de 1a famille SP................c.ccccooiiioiiiiininiiiiiitst et 133
Mécanisme d’action du facteur Sp2 sur le promoteur humain du geéne Socs-1..............cccccevevvoenoeennnne. 134
REEXPRESSION DE LA PROTEINE SOCS-1 ET TRANSFORMATION DU PHENOTYPE
METASTATIQUE ...ttt ettt e bbbt b e et b et b et et b et et besens 135
Répression de I’expression du géene Socs-1 dans les cellules SW620 et conséquences de la réexpression de
LA PFOLEINE. ...ttt et e et e et e st e e e ab e e s et e e s sbaeeabeessbeenaseessbeenateensbeenaree e 136
L’ hypothese d’'une perturbation du trafic post-golgien dans les cellules SW620............cccccoocvveiiciacencnnn. 137
Un POLe de 1A PI20"? ...t 139
Perspectives exXpErimentales...............c..ccouueiieiiiiiiiiiiieeieeee ettt ettt 142
CONCLUSION 144
ANNEXE 149
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 160




LISTE DES ABBREVIATIONS

GH: Growth Hormone

PRL: Prolactine

LIF: Leukemia Inhibitory Factor

EPO: érythropoiétine

IL-: Interleukine

CNTF: Ciliary neurotrophic factor
GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
G-CSF: Granulocytes Colony Stimulating Factor
OSM: Oncostatin M

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
aa: acide aminé

ATP: adénosine triphosphate

JAK: Janus Kinase

JH: Janus Homology

STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription
SH2: Src homology 2

CDK: Cyclin-dependant kinase

PI3K: Phosphoinisitide 3 Kinase

IRS: Insulin Receptor Substrat

ERK: Extracellular signal Regulated Signal
JNK: c-Jun N-terminal Kinase

SOCS: Suppressor Of Cytokine Signalling
PIAS: Protein Inhibitors of Activated Stat
CIS: cytokine-inducible SH2 protein

IFN: Interferon

PTP: Protein Tyrosine Phosphatase

PGDF: Platelet-Derived-Growth-Factor
EGF: Epidermal Growth Factor

IGF: insulin-like growth factor

ABL: Abl protein Tyrosine Kinase
MTOC: Microtubule-organizing center



FERM: Four-point-one ezrin, radixin, moesin
HGF: Hepatocyte Growth Factor

FGF: Fibroblast Growth Factor

ESS: Extended SH2 Subdomain

KIR: Kinase Inhibitory Region

FAP: Familial Adenomatous Polyposis
TGF-B: Transforming Growth Factor béta
BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor
LPS: LipoPolySaccharide

SCF: Stem Cell Factor

GEF: Guanine Exchange Factor

FAK: Focal Adhesion Kinase

TLR: Toll Like Receptor

UTR: UnTranslated Region

OREF: Open Reading Frame

NFkB: Nuclear Factor kB

EMT: Epithelial to Mesenchymal Transition
MET: Mesenchymal to Epithelial Transition
MEC: Matrice Extra-Cellulaire

RTK: Receptor Tyrosine Kinase

PCM 1: Pericentriolar material 1

ETV6: Ets translocation variante gene 6
MSP: PCR M¢éthylation Spécifique

TGN : Trans Golgi Network

PGC : Post Golgi Carriers

NEM : N-EthylMaleimide

NES : Nuclear export signal

NLS : Nuclear-localization signal

PTHrP : parathyroid-hormone-related protein
CCR : Cancer ColoRectal



Index des figures :

Figure 1 : Structure des protéines de la famille JAK

Figure 2 : Structure des protéines de la famille STATs

Figure 3 : Mécanismes d’activation de la voie JAK/STAT

Figure 4 : Spécificité d’association des kinases JAK avec les récepteurs de cytokine
Figure 5 : Les mutations de la protéine kinase JAK2 dans les cancers

Figure 6 : Structure des protéines PIAS

Figure 7A : Structure et fonctions de la protéine SOCS-1

Figure 7B : Régulation de la voie JAK/STAT par la protéine SOCS-1
Figure 8 : Les étapes de I’ubiquitination

Figure 9 : L’interaction entre le domaine SOCS-box et les ¢longines B et C

Figure 10
Figure 11

Figure 13

Figure 15

Figure 18

Figure 20
Figure 21

Figure 23
Figure 24

régulation

Figure 26 :

: Les partenaires de la protéine SOCS-1
: La méthylation de ’ADN

Figure 12 :
: Schéma de la région 5’UTR du géne Socs-1
Figure 14 :
: Mécanismes d’actions comparées des protéines SOCS-1 et SOCS-3
Figure 16 :
Figure 17 :
: Arbre phylogénétique des protéines SOCS-1 et JAK-2
Figure 19 :
: Mécanismes de I’homéostasie intestinale

: Progression histologique et moléculaire des adénocarcinomes coliques
Figure 22 :
: Le processus métastatique

: Mode¢le dynamique de ’EMT
Figure 25 :

Structure du géne Socs-1
L homologie de séquence entre les membres de la famille de protéines SOCS

Structure tridimensionnelle de la protéine SOCS-2
Structure tridimensionnelle de la protéine SOCS-4

Structure de la paroi colorectale

La voie de signalisation Wnt

Structure de la région promotrice proximale du géne Cdh-1 et ses éléments de

Trafic intracellulaire de la E-cadherine et localisation de différentes protéines de

la famille des GTPases Rab

Figure 27 :
Figure 28 :

Modg¢le d’inhibition de I’activation de la kinase FAK par la protéine SOCS-1
Comparaison de la région proximale du promoteur humain et du promoteur murin

du gene Socs-1

Figure 29 :
Figure 30 :
Figure 31 :

Structure des facteurs de transcription de la famille Sp
Structure la protéine p120 catenine
M¢écanismes implicant I’inflammation dans la cancérogenese

Tableau 1 : Conséquences de I’inactivation des geénes codants pour les facteurs STATs dans
le modele murin

Tableau 2 : Induction de I’expression des protéines de la famille SOCS et leurs implications
dans la régulation des voies de signalisation des cytokines

Tableau 3 : Les troubles relevés chez les souris Socs-1 ™~

Tableau 4 : Les partenaires de la protéine SOCS-1



AVANT-PROPOS

La signalisation cellulaire permet normalement une régulation fine de mécanismes cellulaires
fondamentaux comme la différenciation et la prolifération cellulaire. L’intégration des
signaux biochimiques par les cellules permet de maintenir un €quilibre physiologique dans les
différents ensembles tissulaires. Ces signaux activent un ensemble de voies de signalisation
qui doivent normalement s’inter-réguler de facon coordonnée. La signalisation débute par la
fixation d’un ligand sur son récepteur membranaire. Cette liaison provoque 1’activation du
récepteur puis le recrutement de seconds messagers et conduit & une cascade biochimique
dont résulte 1’activation de la cellule (apoptose, prolifération, migration, entrée en cycle...).
Par différents mécanismes (expression de récepteurs membranaires altérés, surexpression de
récepteurs natifs, mutations génétiques...) la cancérogenése s’appuie largement sur la
dérégulation de voies de signalisation (la voie Ras-MAPK, la voie Wnt...).

Schématiquement, la cancérogenese compte en trois €tapes. La 1ésion définitive de I’ADN qui
sera transmise aux cellules filles marque I’initiation. Suit, I’étape de promotion. Il s’agit de la
période de prolifération clonale des cellules initiées sous 1’action de promoteurs tumoraux
(agents chimiques, hormones stéroidiennes, inflammation chronique...). Le cancer entre
ensuite dans une phase dite de progression. Les cellules acquiérent alors progressivement des
caractéristiques de plus en plus malignes. Le phénotype transformé qui en résulte est propre
aux cellules cancéreuses. Il est définit par 6 modifications physiologiques majeures : la
résistance a 1’apoptose, indépendance vis-a-vis des facteurs de croissances, insensibilité aux
antimitotiques, capacité d’invasion locale et métastatique, aptitude a la prolifération illimitée
et capacité d’angiogenése (Hanahan and Weinberg, 2000).

Les métastases sont les principales responsables de la morbidité des cancers. Pourtant notre
connaissance des mécanismes d’invasion et de dissémination des cellules tumorales est
incomplete. Des résultats récents viennent remettre en cause la vision traditionnelle de
I’invasion tumorale a partir d’une tumeur primaire. Ces nouvelles données impliquent la
possibilit¢ d’une dissémination métastatique qui aurait en fait lieu tout au long du
développement de la tumeur primaire. Cette suggestion souléve de trés nombreuses questions
sur les mécanismes mis en jeu, les phénotypes cellulaires engendrés, la chronologie des
événements... (Weinberg, 2008). Il est donc certain que la caractérisation de la progression

tumorale requicre encore de trés nombreuses investigations.



L’introduction de ce mémoire de thése portera sur les mécanismes de transduction et de
régulation des signaux provenant des cytokines. La voie de signalisation JAK/STAT et sa
régulation négative y seront particulierement traitées. L’étude bibliographique se
concentrera ensuite sur les fonctions biologiques de la protéine SOCS-1. Dans un troisieme
temps, je présenterai certains mécanismes fondamentaux de la cancérogenese colique. Cette
partie insistera sur la problématique des métastases.

La présentation du travail de theése et des résultats expérimentaux sera suivie d’une

discussion.



INTRODUCTION



A/ SIGNALISATION ET REGULATION DES EFFETS DES
CYTOKINES

Sécrétées par de nombreux types cellulaires, les cytokines ont des cibles tres diverses et sont a
I’origine d’effets biologiques importants. Ces effets passent par la liaison d’une cytokine a un

récepteur membranaire spécifique et I’activation de plusieurs cascades de signalisation.

A.1 Signalisation des cytokines

A.1.1 Récepteur de cytokine

A cause de leur homologie de séquence, les récepteurs membranaires de nombreuses
cytokines et de facteurs de croissance hématopoiétiques sont désignés sous le terme générique
de « récepteurs de cytokines » (Wang et al., 2009b). Cette famille regroupent les récepteurs
hormonaux (GH, PRL, CNTF), les récepteurs du GM-CSF, du G-CSF, du LIF, de I’EPO, de
I’oncostatine M et les récepteurs de facteurs de croissance hématopoiétiques (IL-2, IL-3, IL-
9...) (Ihle, 1995).

Les récepteurs de cytokines ont une structure complexe. Ils contiennent souvent plusieurs
chaines polypeptidiques codées par des genes distincts. Les récepteurs se forment par
oligomérisation de plusieurs chaines polypeptidiques. Certains récepteurs ont une ou plusieurs
chaines polypeptidiques en commun. Par exemple, la chaine gpl130 est partagée par les
récepteurs de I’'[L-6, du LIF, du CNTF, de I’oncostatine M et de I'IL-11 (Boulanger and
Garcia, 2004). Ce partage des chaines polypeptidiques est a 1’origine d’une certaine
redondance dans les voies de signalisation activées en aval et par conséquent, des effets
biologiques des cytokines. Mis a part le récepteur du CNTF qui est ancré a la membrane via
un glycosylphosphatidylinositol (GPI), les récepteurs de cytokine présentent tous un domaine
transmembranaire unique (Ozaki and Leonard, 2002). Des analogies structurales sont aussi
observées au niveau des domaines extracellulaires. Ces derniers comportent tous un module
de 210 acides aminés relativement conservés et en particulier au niveau de la séquence
WSXWS (Trp-Ser-acide aminé- Trp-Ser), proche du domaine transmembranaire. Dans la
région N-terminale, deux paires de cystéines engagées dans des liaisons disulfures intra-
chaines participent a la liaison du ligand. Un certain nombre de récepteur présentent des
modules structuraux supplémentaires (duplication du module de 210 aa, répétitions de type
fibronectine...) mais ils ne sont pas impliqués dans la fixation du ligand. Les récepteurs de

cytokines ne possedent pas de site de fixation pour ’ATP. La séquence de leur domaine intra-
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cytoplasmique ne présente aucune homologie avec les protéines serine/thréonine kinases ou

tyrosines kinases.

A.1.2 Voies de signalisation activées par les cytokines

A.1.2.1 La voie de signalisation JAK/STAT

La liaison d’une cytokine a son récepteur membranaire spécifique entraine la multimérisation
de ce récepteur. A cette occasion, les protéines kinases JAK (Janus Kinase) qui y sont
associées se trans-phosphorylent, et phosphorylent ensuite des résidus tyrosine spécifiques du
domaine intra-cytoplasmique des chaines du récepteur. Des sites d’ancrage (docking domains)
qui permettent le recrutement d’autres protéines de signalisation contenant des domaines SH2
(Src Homology Domain 2), sont ainsi créés.

Les facteurs de transcription de la famille STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription) possédent un domaine SH2. Ces protéines sont recrutées au niveau du
récepteur activé. Elles sont a leur tour phosphorylées par les JAKs. Elles quittent ensuite le
récepteur pour former des diméres dans le cytoplasme et transloquer dans le noyau ou elles
vont réguler I’expression de genes cible (Rawlings et al., 2004b).

Pour un type cellulaire donné, les cytokines induisent des réponses spécifiques via la voie
JAK/STAT. Cette précision est essentiellement assurée parla spécificité des récepteurs
membranaires et la combinatoire des protéines JAKs et des protéines STATs activées

(Murray, 2007).

- les protéines de la famille JAK (Janus Kinase)

La famille des protéines JAK compte quatre membres : JAKI1, JAK2, TYK2 et JAKS3.

L’expression de JAK3 est restreinte aux cellules hématopoiétiques (cellules NK, thymocytes,
cellules T et B, cellules myéloides) alors que JAKI, JAK2 et TYK2 sont d’expression
ubiquitaire (Gurniak and Berg, 1996) (Darnell et al., 1994).

Les protéines JAKs sont constituées de sept domaines conservés appelés JAK Homology
(JH), et numérotés de 1 a 7 en partant du domaine C-terminal (figure 1).

- Le domaine JH1 est le domaine catalytique. Il contient les résidus aminés tyrosine
conservés et impliqués dans I’autorégulation de 1’activité kinase. La phosphorylation de ces
tyrosines est nécessaire a I’activation de JAK1, JAK2 et TYK2 (Liu et al., 1997).

- le domaine JH2 est le domaine pseudo-kinase. Il ne posséde pas d’activité catalytique

propre mais il est néanmoins nécessaire a la fonction catalytique des JAKs (Rane and Reddy,
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2000) (Saharinen et al., 2000). En absence du domaine JH2, I’activité kinase des JAKs est
fortement augmentée (Frank et al., 1994) (Feener et al., 2004). Ces observations supposent
donc un role inhibiteur du domaine JH2. D’autre part, le domaine JH2 de JAK1, JAK2 et
JAK3 s’associe avec les facteurs de transcription de la famille STATs (Arora et al., 2003)
(Clevenger, 2004).

- Les domaines JH3 a JH7 forment le domaine N-terminal et sont impliqués dans
I’association des JAKs aux récepteurs des cytokines. Ils permettent aussi le recrutement
d’autres substrats. Les domaines JH4 a JH7 forment un motif FERM (Four-point-one, Ezrin,
Radixin, Moesin). Les motifs FERM sont impliqués dans des interactions protéine/protéine et
notamment dans les interactions avec les récepteurs (Giordanetto and Kroemer, 2002). Ce
motif semble ainsi étre impliqué dans I’interaction entre JAK1 et la chaine gp130 de certains

récepteurs de cytokines tels que le récepteur a I’IL-6 (Hilkens et al., 2001).

N-ter C-ter

Figure 1 : Structure des protéines de la famille Janus Kinase (JAK)

Les protéines JAKs sont constituées de 7 domaines d’homologie caractéristiques appelés
domaines JH. Ils sont numérotés a partir de I’extrémité carboxy-terminale. Le domaine JH1
est le domaine kinase. Il contient la tyrosine phosphorylable qui permet I’activation de la
protéine. Le domaine JH2 est le domaine pseudo-kinase, il permet I’interaction des protéines
JAK avec les protéines STATSs. Enfin, les domaines JH3 a JH7 permettent des interactions
avec d’autres protéines, notamment les chaines des récepteurs de cytokines.

Généralement, les protéines de la famille JAK sont présentes dans le cytoplasme sous forme
inactive. La liaison du ligand provoque [’oligomérisation du récepteur. Les JAKSs
constitutivement associées au récepteur sont alors activées.

L’agrégation des JAKs provoque leur auto- ou transphosphorylation et augmente leur activité
kinase. Les protéines STATs sont des substrats préférentiels des kinases JAKs activées

(Darnell, 1997).

- les protéines de la famille STAT (Signal Transducers and Activators of

Transcription)

Les protéines STATSs sont des facteurs de transcription. Chez les mammiferes, les protéines de
la famille STAT sont au nombre de 7 (en dehors des épissages alternatifs et des modifications

post-traductionnelles): STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5A, STAT-5B et STAT-6
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(Ihle et al., 1997). Bien que codées par des genes différents, toutes les protéines de la famille
STAT présentent une forte homologie de séquence et partagent une structure protéique
commune (Levy and Darnell, 2002). Les protéines STATSs se caractérisent par trois domaines

fonctionnels conservés (figure 2).

Domaine d'interaction Domaine de Domaine de  Domaine de
avec des protéines Liaison a I'ADN  dimérisation transactivation

| [ oeo | [sHZ [TAD
NHZ2 v COOH

Figure 2 : Structure des protéines de la famille STATSs

Les protéines de la famille STAT comportent trois principaux domaines fonctionnels.

Le domaine de liaison a I’ADN (DBD) permet a ces facteurs de transcription de se lier
spécifiquement a I’ADN. Le domaine SH2 permet le recrutement des protéines STATs au
récepteur puis la formation des dimeres de STATs activées. Dans la région C-terminale se
trouvent des ¢léments nécessaires a la régulation de 1’activité des STATSs : le domaine de

transactivation et le résidu aminés tyrosine conservé phosphorylé par les protéines JAKs (Y).

- Le DBD (DNA Binding Domain) :

Le DBD permet I’interaction des protéines STAT avec I’ADN. Les membres de la famille
STAT se fixent sur une séquence palindromique consensus de type TTCN3.4yGAA (ou N est
une base quelconque). Ces séquences sont appelées séquences GAS (Gamma Activated
Sequence) (Darnell, 1997).

- Le domaine SH2

Les domaines SH2 sont parmi les domaines fonctionnels les plus répandus dans les protéines.
En reconnaissant de maniére spécifique des résidus aminés tyrosine phosphorylés, les
domaines Src homology 2 permettent la formation de complexes protéiques pendant les
cascades de signalisation intercellulaire (Machida and Mayer, 2005). Le domaine SH2 permet
aux protéines de la famille STAT d’interagir avec les tyrosines phosphorylées du récepteur de
cytokine activé ou avec les protéines JAK phosphorylées. Il participe aussi a la formation de
dimeres de protéines STAT (Hebenstreit et al., 2006). L’interaction entre le résidu tyrosine
phosphorylé d’une premicre protéine STAT avec le domaine SH2 d’une seconde permettant
la formation d’homo ou d’hétérodimeéres. Les travaux de Chen et al suggérent que le domaine
SH2 pourrait aussi intervenir dans la stabilisation de la liaison STAT/ADN (Chen et al.,
1998).
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- Le TAD (domaine de transactivation)

Situ¢ en C-terminal, le TAD permet le recrutement des co-activateurs transcriptionnels
CBP/p300 et/ou NCoA (Gingras et al., 1999) (Litterst and Pfitzner, 2002) (Wojciak et al.,
2009). La région C-terminale des protéines STAT-1, STAT-3, STAT-4 et STAT-5 comporte
un motif conservé: Pro Met Ser Pro. Cette séquence permet une régulation in-vitro de STAT-1
et STAT-3 par les protéines MAPs kinases (David et al., 1995b). Le résidu Serine (Ser 727
pour STAT-1 et STAT-3) de ce motif peut aussi étre phosphorylé en réponse aux cytokines
(Zhu et al., 1997). Cette phosphorylation en sus de la phosphorylation sur tyrosine permettrait
d’activer la fonction transcriptionnelle des dimeres de protéines STATs de fagon maximale
(Wen and Darnell, 1997). Quelques auteurs rapportent que la phosphorylation sur ce résidu
serine est également associée a une répression directe (Chung et al., 1997b) ou indirecte (Jain
et al.,, 1998) (Sengupta et al., 1998) de D’activation des STATs par phosphorylation sur
tyrosine. La phosphorylation sur résidu serine pourrait donc avoir plusieurs rdles en fonction
des contextes mais les mécanismes sont encore mal connus.

- le domaine d’oligomerisation

Le domaine N-terminal des STATs, via un motif coiled-coil, serait impliqué dans des
interactions avec d’autres protéines et dans la formation de tétrameres de protéines STATs
(Xu et al, 1996) (Levy and Darnell, 2002). Le domaine N-terminal participerait a
I’organisation spatiale des tétrameres de STATs. En son absence, les diméres de protéines

STATSs ne peuvent pas s’associés (Chen et al., 2003a).

Le role crucial des facteurs STATs dans ’expression des génes activés par les cytokines a été
largement démontré (Calo et al., 2003). Le facteur STAT-2 est connu pour étre activé en
réponse a I’'[FN-0, STAT-4 est activé par I’'IL-12 ainsi que I'IFN-a et STAT-6 est lui,
seulement activé par I’'IL-4 et I'IL-13. Les facteurs STAT-1, STAT-3, STAT-5A et STAT-5B,
par contre, peuvent étre activés par de nombreuses cytokines. Le facteur STAT-3 est activé
par les cytokines de la famille de I’IL-6, par ’EGF et la leptine. Initialement il a été montré
que STAT-1 était activé par 'IFN-a et I’'IFN-y. Depuis, d’autres études biochimiques ont
démontrés que le facteur STAT-1 est aussi activé en réponse a une large gamme de cytokines
dont I’IL-6, le PGDF, I’'IL-2 et le GM-CSF. Par ailleurs, la GH, ’EPO, le GM-CSF, I'IL-2 et
I’IL-3 activent les facteurs STAT-5A et STAT-5B (Bromberg and Darnell, 2000) (Ihle and
Kerr, 1995). Mais plusieurs autres stimuli peuvent provoquer la phosphorylation des facteurs

STATS sur résidus tyrosine. Les facteurs STATs peuvent étre activés en réponse a la fixation
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de facteurs de croissance sur leur récepteur (EGF, PGDF) (David et al., 1996). Les facteurs
STATSs peuvent aussi €tre phosphorylés par des kinases qui ne sont pas des récepteurs. Ces
kinases sont souvent d’origines virales ou issues de réarrangement chromosomiques. Par
exemple, les facteurs STAT-3 et STAT-5 sont des cibles privilégi¢es des kinases v-Src et

BCR-AbI (Bowman et al., 2000; Danial and Rothman, 2000).

Les fonctions biologiques des protéines STATs ont été mises en évidence grace a des
expériences d’inactivation de géne chez la souris (Akira, 1999) (Bromberg and Darnell, 2000)
(tableau 1). Ces travaux démontrent 1’implication des STATs dans des mécanismes

cellulaires fondamentaux (différenciation, prolifération...)

Geéne inactivé Conséquences chez la souris KO
STAT-1 Altération de la réponse aux interférons
Sensibilisation aux infections virales et bactériennes (Durbin 1996, Meraz
1996)
STAT-4 Altération de la prolifération des lymphocytes T activés en réponse a I'TL-
12 (Thierfelder 1996)
STAT-6 Altération de la prolifération des lymphocytes T activés en réponse a I'TL-
4 (Kaplan 1996)
STAT-BA Défauts de développement de la glande marmmaire et de la lactation
pendant la gestation (Liu 1997)
STAT-CB Expression génique dismerphique au hiveau du fole (Udy 1997)
STAT-5A Femelles stériles
et Altération de la fonction immunitaire (Teglund 1998)
STAT-EB
STAT-2 Léthal (Kimura 1996)
STAT-3 Léthal (Takeda 1997)
KQ conditionnel Dans les cellules T : inhibition de I'apoptose induite par I'IL-6

Altération de la prolifération régulée par I'IL-2 et I'TL-6

Dans les macrophages : Augmentation de la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, TNF-o, IFN-v)

Dans les neutrophiles : Absence de la répense anti-inflammatoire induite
par I'TL-10

Pas d'inhibition de la production de cytokine en réponse a I'IL-10
Entérocolite chronique

Tableau 1 : Conséquences de I’inactivation des genes codants pour les protéines STATs dans
le modéle murin.

Les effets des protéines STATSs reposent sur leur capacité a réguler 1’expression de nombreux
genes. Pour cela, les facteurs STATSs doivent transloquer dans le noyau. Il a ét¢ démontré que
I’intégrité du seul résidu leucine 407 du facteur STAT-1 est indispensable a sa relocalisation

nucléaire. La protéine mutante STAT-1 Leu407Ala, bien qu’activable en réponse aux
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interférons et capable de se fixer & ’ADN (in-vitro) ne transloque jamais dans le noyau
(McBride et al., 2002). En fait, le résidu Leud07 est le site de liaison de I’importine-a5,
responsable de I’import nucléaire du facteur STAT-1 (Melen et al., 2003). La comparaison
des structures cristallographiques des monomeres de protéine STAT-1 et des dimeéres associés
a PADN a permis de mettre en évidence le mécanisme d’activation de la translocation
nucléaire du facteur. Dans les diméres non activés, les monoméres de STAT-1 sont en
position antiparallele et le résidu Leu407 masqué. Ils ne peuvent donc pas étre reconnus par
I’importine-a5. La phosphorylation du facteur STAT-1 provoque un changement de
conformation des monomeres. Le résidu tyrosine phosphorylé de I'un interagissant avec le
domaine SH2 de I’autre, et inversement. Cette configuration permet la fixation de I’importine-
a5 et I'import nucléaire (Chen et al., 1998; Mao et al., 2005). Les acides aminés basiques
Arg409 et Lys415 du domaine de liaison a ’ADN du facteur STAT-2 semblent aussi étre
impliqués dans des interactions avec I’importine-a5 (Melen et al., 2003). Par contre, les
protéines STAT-2 ne formant pas d’homodimeéres, la présence du facteur STAT-1 est
indispensable a ’accumulation nucléaire de STAT-2. Une fois activés, la conformation des
hétérodimeres permet la fixation de I’importine-a5 (Banninger and Reich, 2004).
Contrairement au facteur STAT-1 dont la translocation nucléaire n’intervient qu’apres
phosphorylation sur tyrosine, le facteur STAT-2 non-activé peut aussi étre nucléaire. Cette
relocalisation dépend d’une interaction avec le facteur de transcription IRF-9. La protéine
IRF-9 présente dans sa portion amino-terminale, une NLS reconnue par les importines a3, a4
et a7. Ainsi, en absence du facteur IRF-9 ou en cas d’inhibition de I’interaction IRF-
9/STAT2, la protéine STAT-2 non-activée demeure cytoplasmique (Banninger and Reich,
2004). Le facteur STAT-3 semble entrer et sortir du noyau de maniére constitutive et
indépendamment de son statut de phosphorylation (Liu et al., 2005). La protéine présente des
séquences NLS et NES intrinséques. Les domaines d’import nucléaires de la protéine STAT-3
sont spécifiquement reconnus par les importines a3 et a6. L’inhibition de I’expression de
I’importine-a3 par interférence ARN provoque une accumulation du facteur STAT-3 a
I’extérieur de la membrane nucléaire (Liu et al., 2005). Parallelement, les monomeres de
protéine STAT-3 peuvent s’hétérodimériser avec des monomeres de STAT-1 activés. Ce
phénoméne pourrait augmenter la quantité de protéine STAT-3 présente dans le noyau apres
une stimulation par certains facteurs de croissance ou hormones (OSM, IFN, EGF...) (Reich
and Liu, 2006). Aprés sa phophorylation, le facteur STAT-5B s’accumule dans le noyau selon
le meme mécanisme que le facteur STAT-1 (Zeng et al., 2002). A I'instar de la protéine

STAT-3, le facteur STAT-5 non-activé navigue constitutivement entre le noyau et le
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cytoplasme. Cette propriété dépend d’une ou plusieurs séquences non précisément
caractérisée(s) du domaine N-terminal (Zeng et al., 2002).

Naturellement aprés avoir régulé I’expression génique, les facteurs STATs ressortent du
noyau. D’autres mécanismes, dits d’export nucléaires sont alors mis en jeu (Reich and Liu,
2006). Les séquences NES des protéines STATSs sont alors souvent reconnues par la protéine
CRMI1 (Reich and Liu, 2006). Etonnement peu d’¢léments concernant le transport nucléaire
du facteur de transcription STAT-6 sont disponibles a ce jour.

La question de la régulation des facteurs de transcription de la famille STAT par méthylation
reste ouverte. En effet, un modele dans lequel la méthylation du facteur STAT-1 sur son
résidu Arg31 est nécessaire a sa régulation négative par les protéines PIAS et TcPTP a été
proposé par I’équipe de Mowen et al (Mowen et al., 2001; Zhu et al., 2002). De la méme
fagon, il a été rapporté que la méthylation sur résidu argine participerait a la régulation de la
fonction du facteur STAT-6 (Chen et al., 2004). Pourtant en utilisant des techniques en parties
identiques (inhibiteurs de la méthylation, protéines mutantes, anticorps dirigé contre le résidu
Argine méthylé) I’équipe de Behrmann n’a pas reussi a mettre en évidence la méthylation des
facteurs STAT-1 ou STAT-3 (Komyod et al., 2005).

La dégradation des facteurs STAT par le protéasome pourrait étre un mécanisme de régulation
de leur activité transcriptionnelle. Mais a ce jour, ce phénoméne n’a été observé que pour les
facteurs STAT-1 et STAT-2 dans des cellules infectées par certains virus (Precious et al.,
2005). Les conséquences de ce phénomene sur ’activité transcriptionnelle des facteurs STAT

n’a pas été mesuré et sa relevance physiopathologique n’a pas été mise en évidence.

Les génes cibles des facteurs STATs ont ét¢ mis en évidence par I’utilisation de mutants
dominants actifs (Bromberg, 2002). Il a ainsi été¢ démontré que STAT-3 régule I’expression de
la protéine anti-apoptotique Bel-xL (de la famille Bcl-2), de la cycline D1 et du facteur de
transcription c-Myc (Bromberg and Darnell, 1999) (Kiuchi et al., 1999). Récemment, il a été
rapporté que la présence du facteur STAT3 était nécessaire a la transformation cellulaire par
I’oncogéne Ras. Cette fonction s’appuierait non pas sur la fonction transcriptionnelle du
facteur STAT-3, mais sur sa capacité de se localiser au niveau de la mitochondrie ou il
régulerait 1’activité métabolique (Gough et al., 2009).

Une régulation de I’expression de la cycline D1 par le facteur STAT-5 a aussi été observée
dans des cellules dérivées de leucémies (de Groot et al., 2000). Avec trois séquences GAS

dans sa région promotrice, le gene codant pour la protéine inhibitrice du cycle cellulaire
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p21Wat/CIP1, est régulée par les facteurs STAT-1 et STAT-3 (Barre et al., 2003) (Bellido et
al., 1998).

En s’associant avec les protéines Cdk4 ou Cdk6, la cycline DI contrdle la progression du
cycle cellulaire de la phase G1 a la phase S (Malumbres and Barbacid, 2009). Avec la
protéine Bcl-2, la protéine Bcl-X1 intervient dans I’inhibition de la voie apoptotique a départ
mitochondrial (Kim et al., 2006). Le facteur de transcription c-myc régule a la fois la
prolifération cellulaire et la survie cellulaire. Et bien qu’il soit associé¢ a un arrét du cycle
cellulaire, un niveau élevé de la protéine p21 est observé dans certaines tumeurs (Sparrow et
al., 1998). 11 semble que la protéine p21 puisse participer a la formation des complexes
cyclineD1/CDK en tant que protéine échafaudage. Les génes codants pour les protéines p21,
cycline D1 et Bcl-XI ne sont pas les seules cibles des facteurs STATs. Mais elles reflétent la
maniére dont la voie JAK/STAT peut intervenir dans I’inhibition de 1’apoptose et 1’activation

du cycle cellulaire dans un contexte de cancérogeneése.

3 Transcriptiotnde génes cibles
2N
nﬂ? NS Ei

novau

Figure 3 : Mécanismes d’activation de la voie JAK/STAT
La voie de signalisation JAK/STAT est initiée lorsqu’un ligand tel qu'une cytokine vient se
lier a son récepteur membranaire et active ce dernier.
Les kinases JAKSs associées au récepteur se trans-phophorylent et permettent le recrutement
puis I’activation des facteurs STAT. Ces derniers vont ensuite réguler I’expression de genes
cibles dans le noyau.
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A.1.2.2 La spécificité d’activation de la voie JAK/STAT

En 2007, Murray J évaluait a environ 38, le nombre de récepteur de cytokines (avec le jeu des
combinaisons de chaines). Ces récepteurs permettraient la transduction de signaux provenant
d’environ 38 cytokines (dont les interférons) (Murray, 2007). L’expression différentielle de
ces récepteurs en fonction des types cellulaires et tissulaires permet un premier niveau de
spécificité dans 1’activation de la voie JAK/STAT par rapport au microenvironnement.

A un moment donné, une cellule doit pouvoir intégrer des signaux provenant de plusieurs
récepteurs. Il a été démontré que les différentes classes de récepteurs de cytokine s’associent
préférentiellement avec certaines kinases JAK (O'Shea et al., 2002). Ainsi, la chaine yc utilise
les kinases JAK1 et JAK3 alors que les récepteurs impliqués dans le développement et la
prolifération des cellules hématopoiétiques utilisent la protéine JAK2. La majorité des autres

récepteurs sont associés a la kinase JAK1. (Figure 4)

WP

Figure 4 : Spécificité d’association des kinases JAK avec les récepteurs de cytokine
La majorité des récepteurs de cytokine sont associés a des combinaisons de protéines JAK.
On remarque que la protéine JAKI est tres utilisée, a I’inverse de la kinase TYK?2.
(Murray 2007)

La relative spécificité d'association entre une chaine de récepteur et une kinase JAK ne rend
pas compte de la spécificité des réponses biologiques observées apres une stimulation par une
cytokine. En fait, une grande partie de la spécificité du signal repose sur la séquence du
domaine cytoplasmique du récepteur et en particulier du peptide contenant les résidus tyrosine
phosphorylables par les kinases JAK. Ces résidus permettent le recrutement spécifique de
facteurs de transcription de la famille STAT au niveau du récepteur puis leur activation.
Plusieurs kinases JAK peuvent donc activer le méme facteur STAT. La spécificité d'activation
des protéines STATs par une cytokine reposant sur son association spécifique, via son
domaine SH2, au récepteur activé (Lin et al., 1995) (Pellegrini and Dusanter-Fourt, 1997).

Plusieurs études rapportent 1’action sélective de certains facteurs STAT en réponse a une

cytokine donnée. Par exemple STAT-1 en réponse a I’interféron-y ou le facteur STAT-6 en
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réponse a I'IL-4. D’autre part, une protéine STAT peut étre activée par deux cytokines
différentes, sans pour autant avoir une action redondante (Ozaki and Leonard, 2002). Dans les
cellules B/T ou dans les macrophages, ’activation du facteur STAT-6 en réponse a 1’action
des kinases JAK1 et JAK3 via le récepteur IL-4R n’entraine pas ’expression des mémes
geénes (Chtanova et al., 2001).

Le facteur STAT-3 illustre la complexité du systéme. Dans les macrophages, une stimulation
par I’IL-6 ou I’IL-10 active la voie JAK1/STAT-3. La fonction proncipale de I’IL-10 est de
réguler négativement la réponse inflammatoire des macrophages et des cellules dendritiques
(DC). Et bien qu’elle active le facteur STAT-3, I'IL-6 n’entraine pas de réponse anti-
inflammatoire (El Kasmi et al., 2006). D’autre part, un récepteur a I’Epo transformé pour
activer le facteur STAT-3 et non plus le facteur STAT-5 est lui capable d’induire une réponse
anti-inflammatoire identique a celle de I'IL-10R (El Kasmi et al., 2006). Une hypothéese
émergente quant au mécanisme sous-jacent de cette spécificité est I’intervention d’autres
protéines suite a 1’activation du facteur STAT-3 par le récepteur IL-6R. Différents pools de
facteur STAT-3 seraient ainsi formés. A ce jour, les supports de la spécificité des voies

JAK/STAT ne sont pas encore tous ¢lucidés.

A.1.2.3 Autres voies de signalisation activées par les cytokines

Certaines sous-unités des récepteurs de cytokines (chaine gpl130, yc...) peuvent recruter
d’autres intermédiaires de signalisation en plus des kinases JAKs. De nombreuses cytokines
(IL-9, IL-4, IL-7, IL-21, IL-6, IL-11...) et facteurs de croissance (OSM, LIF, CTNF...)
activent ainsi d’autres voies de signalisation que la voie JAK/STAT (Hirano et al., 1997)
(Knoops and Renauld, 2004). Les trois principales autres voies de signalisation activées par
les cytokines sont les voies MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase), la voie PI3K
(phosphatidylinositol-3-kinase) et la voie IRS1/2.

Les mécanismes d’activation des voies MAPKs par chaque cytokine n’est pas connu
précisément. Il semble que I’activation de ces voies par les cytokines passe par le recrutement
de protéines adaptatrices telles que Shc au niveau du récepteur activé. Cette interaction
entraine le recrutement de protéines régulatrices des petites protéines G (Ras et Rac) et induit
les voies MAPKs, p38, ERK 1/2 et INK (Nelms et al., 1999).

Les protéines IRS1 et IRS2 sont des substrats phosphorylés lors d’une stimulation par
I’insuline ou I’IGF-1 (Sun et al., 1995). Ils peuvent aussi étre phosphorylés en réponse a des
stimulations par certaines cytokines (interférons, IL-2, IL-4...) (Sun et al., 1995) (Hirano et

al., 1997). Les protéines IRS sont des intermédiaires de signalisation impliqués dans

20



I’activation de la voie Akt (Butler et al., 1998). Dans certains cas, les IRS sont aussi associés a
I’activation de la PI3K (Hirano et al., 1997). Par exemple, en réponse a une stimulation par
I’IL-4, D’interaction entre la sous-unit¢ p85 de la PI3K et IRS1 phosphorylé provoque
I’activation de la sous-unité catalytique (p110) de la PI3K (Dhand et al., 1994). Les phospho-
inositides générés par la PI3K pourraient participer a 1’activation de plusieurs autres kinases

(PKC, Akt...) et jouer un rdle clé dans la survie cellulaire (Kirwan and del Aguila, 2003).

A.1.3 La voie JAK/STAT dans les cancers

A.1.3.1 Les mutations de la protéine JAK-2

Chez la drosophile, I’activité constitutive de la kinase hopscotch (homologue des kinases
JAK) induit la formation de néoplasmes de type leucémie via une activation aberrante des
protéines STATs (Hou et al., 1996). Chez I’homme, les altérations de la protéine JAK2 sont
impliquées dans des néoplasmes my¢loprolifératifs chroniques (Tefferi, 2007).

La translocation chromosomale t(9 ;12) améne le facteur de transcription TEL a fusionner
avec la protéine kinase JAK2. La protéine de fusion TEL-JAK2 qui en résulte a une activité
kinase constitutive. Cette derniere est retrouvée chez les patients atteints de leucémies
my¢loides chroniques (CML) ou de leucémies lymphoblastiques aigiies (ALL) (Lacronique et
al., 1997). D’autres réarrangements chromosomiques fusionnent le domaine JH1 et/ou JH2 de
JAK?2 aux protéines PCM1 et BCR, et aboutissent aussi a I’expression de protéines de fusion
a activité kinase constitutive (Griesinger et al., 2005) (Reiter et al., 2005). Les protéines
PCMI1-JAK2 et BCR-JAK2 sont ainsi respectivement associées a des AMLs (leucémie
my¢éloide aigue) et des CMLs (leucémie myéloide chronique) (Smith and Fan, 2008). La
présence de la protéine mutée JAK2V617F a activité kinase constitutive est décrite dans
certains troubles myéloprolifératifs (polycethémicia vera, throbocytosemie essentielle, la
my¢lofibrose) (Levine et al., 2007) (Morgan and Gilliland, 2008). Cette mutation située au
niveau du domaine JH2 de JAK2 provoque un changement de conformation de la protéine et
inhibe la régulation du domaine JH1 par le domaine JH2 (Kralovics et al., 2005). Les cellules
exprimant la protéine JAK2V617F sont donc hypersensibles aux cytokines. Récemment plus
d’une vingtaine d’autres mutations de la protéine JAK2 ont été rapportées, en plus ou
indépendamment de la substitution V617F, chez des patients atteints de polycethémicia vera
ou de throbocytosemie essentielle (Yoo et al., 2009). Des analyses de biologie moléculaire et
de biochimie sont actuellement en cours pour caractériser les conséquences les conséquences

de ces mutations et éventuellement détecter de nouvelles anomalies génétiques.
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Figure 5 : Les mutations de la protéine JAK?2 dans les cancers
A : Les mutations ponctuelles et les délétions impliquées dans les divers troubles
my¢éloprolifératifs et les leucémies aigues sont situées dans I’exon 12 et 14.
B : Les protéines de fusion PCM1-JAK2, TEL/ETV6-JAK2 et BCR-JAK2 sont retrouvées
dans les leucémies lymphoides et my¢loides.

A.1.3.2 Activation constitutive des protéines STATs dans les tumeurs

Dans le contexte physiologique, 1’activation des protéines STAT est rapide et transitoire. Par
contre, dans les tumeurs, les protéines STATs sont souvent sur-activées. Elles participent
alors a la progression tumorale.

Dans les tumeurs du sein, de la téte et du cou, mais aussi dans certains cas de leucémies et de
lymphomes, 1’activité du facteur STAT-1 est dérégulée (Lin et al., 2000). L implication de
cette protéine dans la cancérogenese est complexe. Différentes fonctions de la protéine sont
mises en jeu, notamment ses capacités d’inhibition de 1’apoptose et de la croissance cellulaire
(Khodarev et al., 2009; Sahni et al., 2001).

La voie JAK2/STAT-5 est primordiale dans le développement des glandes mammaires
(Miyoshi et al., 2001). Chez les souris transgénique il a été démontré que I’activation
constitutive du facteur STAT-5 induit la transformation des cellules mammaires et
I’apparition de tumeurs sporadiques (Iavnilovitch et al., 2004). Ce phénoméne favoriserait
I’échappement des cellules tumorales a I’apoptose et une croissance cellulaire indépendante

des facteurs de croissance (Wagner and Rui, 2008). Il a aussi ét¢ montré que le facteur
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STAT-5 était activé dans un certain nombre de leucémies et de désordres myéloprolifératifs
(Lewis and Ward, 2008).

L’activation constitutive du facteur STAT-3 dans les cancers est un phénomene trés décrit. En
plus des protéines JAKs, de nombreux oncogenes peuvent activés ce facteur. C’est le cas par
exemple, pour les oncogenes de la famille Src (Turkson et al., 1998), Abl (Carlesso et al.,
1996) et Ras (Garcia et al., 1997).

In-vivo, I’expression du mutant dominant actif de la protéine STAT-3 (STAT3-C) provoque
des tumeurs spontanées. Chez I’homme 1’activation aberrante du facteur STAT-3 est observée
dans de trés nombreux types tumoraux (myélomes, carcinomes, lymphomes...) (Bowman et
al., 2000). Le facteur STAT-3 est d’ailleurs une cible thérapeutique privilégiée. Plusieurs
équipes travaillent au développement de peptides pouvant bloquer soit 1’activation du facteur
STAT-3 en amont (inhibition de I’activité catalytique de protéines kinases activant STAT-3)
soit la fonction transcriptionnelle de la protéine (blocage du domaine SH2) (Costantino and

Barlocco, 2008).

A.2 Régulation négative de la signalisation des cytokines

Les processus fondamentaux régulés par les cytokines et les effets néfastes de 1’activation
constitutive de la voie JAK/STAT mettent en évidence I’'importance des mécanismes de
régulation. Normalement, la voie JAK/STAT est finement régulée par trois familles de
protéines : les SOCS (Suppressors of Cytokine Signalling), les PIAS et les phosphotyrosines
phosphatases. De maniére intéressante, dans certaines tumeurs, I’expression de ces protéines

est inhibée (Wormald and Hilton, 2004).

A.2.1 Les phosphotyrosines phosphatases (SHPs, CD45)

Plusieurs protéines a activité phosphatase interviennent pour limiter la cascade de
phosphorylations de la voie JAK/STAT. Elles agissent soit au niveau des kinases JAKSs, soit
au niveau du récepteur activé ou des facteurs STATs (Espert et al., 2005).

Les protéines de la famille SHP (SH2-domain containing phosphatases) ne sont que deux.
L’expression de SHP-1 est quasi exclusivement restreinte au systeme hématopoiétique, alors
que I’expression de SHP-2 est ubiquitaire. Les SHP sont constituées de deux domaines SH2

consécutifs et d’un domaine PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) (Tonks and Neel, 2001). Les
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domaines SH2 permettent aux SHPs de s’associer aux tyrosines phosphorylées des récepteurs
activés mais aussi a des molécules de signalisation comme IRS-1 ou les kinases JAKs (Yu et
al., 2000). Cette association entre domaine SH2 et résidus tyrosine phophorylés induit
I’activation enzymatique des SHPs et la déphosphorylation des protéines associées (Neel et
al., 2003). Les protéines SHP interrompent ainsi la voie JAK/STAT en aval du récepteur en
inhibant le recrutement des facteurs STATs. D’autres modeles d’inactivation plus complexes
font intervenir des protéines adaptatrices et d’autres molécules de signalisation (Chong and
Maiese, 2007). La protéine SHP-1 est exprimée principalement dans les cellules de type
hématopietiques (Qu, 2000). En absence de cette protéine, une stimulation par 'IFN-y ou
I’EPO conduit respectivement a une hyperphosphorylation des kinases JAK-1 ou JAK-2
(Klingmuller, 1997) (David et al., 1995a). Dans certains lymphomes et leucémies, le géne
shp-1 est hyperméthylé et considéré comme suppresseur de tumeur (Reddy et al., 2005).

Pour sa part, la protéine SHP-2 est d’expression ubiquitaire (Qu, 2000). Elle est un puissant
inhibiteur de la signalisation de I’IL-6 et de 1’activation des récepteurs associés a la chaine
gp130 (Fischer et al., 2004) (Xu and Qu, 2008). Chez I’Homme, le point d’ancrage de la
phosphatase SHP-2 sur la chaine gp 130 est le résidu tyrosine P-Y759. Chez la souris, il s’agit
du résidu tyrosine P-Y757. Dans ce modéle, lorsque cette tyrosine est mutée en
phénylalanine, on observe de nombreuses pathologies dont une lympho-adénopathie, une
splénomégalie et une augmentation de la réponse en phase aigue (Kamimura et al., 2003). La
phosphatase SHP-2 est impliquée dans la régulation des voies de signalisation activées par
plusieurs facteurs de croissance (PGDF, EGF, IGF-1), des cytokines (IL-2 et IL-3), mais aussi
I’insuline et I’interféron-y (Chong and Maiese, 2007). Toutefois, des études démontrent aussi
que la protéine SHP-2 peut aussi étre un régulateur positif de la voie JAK-STAT. En réponse
a une stimulation par la PRL, la protéine SHP-2 stabiliserait la kinase JAK2 en inhibant sa
dégradation par la protéine SOCS-1 (Ali et al., 2003).

De nombreuses études rapportent aussi la participation de la phosphatase SHP-2 dans la
transduction de signaux notamment dans les voies MAPKs et PI3K. Plusieurs mécanismes
semblent pouvoir permettre a la phosphatase SHP-2 de favoriser 1’activation de la protéine
Ras. SHP-2 interviendrait directement en intéragissant avec 1’adaptateur Grb2 et en
favorisant le recrutement du complexe Grb2/Sos. Parallelement SHP-2 inhiberait le
recrutement de la protéine inhibitrice RasGAP. La phosphatase SHP-2 serait aussi capable de
déphosphoryler certaines proteines régulatrices de la protéine kinase Src. Elle activerait ainsi

les voies MAPK de fagon indirecte en favorisant 1’activation de la protéine Ras par la kinase
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Src (Dance et al., 2008). Des travaux menés dans différents types cellulaires rapportent que la
phosphatase SHP-2 est indispensable a 1’activation de la PI3K en réponse au TPO a I’EGF et
au BDNF (Matsumoto et al., 1999; Miyakawa et al., 2001; Wu et al., 2001). Il semble que le
domaine SH2 amino-terminal de la protéine SHP-2 soit I’élément qui lui permette d’assurer
cette ~ fonction  d’intermédiaire = de  signalisation (Wu et al,  2001).
Chez la souris, I’inactivation du géne PTPNII (qui code pour la protéine SHP-2) est 1éthal
(Saxton et al., 1997). Chez ’homme, les mutations germinales du gene PTPNII sont a
I’origine du syndrome de Noonan et du syndrome LEOPARD. Ces maladies génétiques rares
se manifestent par des malformations cutanées, faciales et cardiaques (Porciello et al., 2008)
(Noonan, 2006). Ces syndromes s’accompagnent parfois de déficits intellectuels et sont
associés a un risque accru de leucémie et de lymphome (Wang et al., 2009a) (Lo et al., 2008).
Parallelement, les mutations somatiques du géne PTPNI/ sont aussi observées dans des

hémopathies telles que les leucémies myélo-monocytaires juvéniles (Chan et al., 2008).

La protéine transmembranaire CD45 est exclusivement exprimée dans les cellules
hématopoiétiques (Trowbridge and Thomas, 1994). Une délétion du gene CD45 conduit a une
hyperactivation des protéines JAK-1, JAK-2 et JAK-3 et s’accompagne d’une perte de la
réponse aux antigénes dans les cellules B et T (Yamada et al., 2002).

Les kinases JAK-2 et TYK-2 sont les substrats de la phosphatase PTP1B (phosphoTyrosine
Phosphatase 1B) (Myers et al., 2001). On observe une hyper-phosphorylation de la kinase
JAK-2 dans les fibroblastes de souris dont le géne codant pour la protéine PTPIB a été
invalidé (Myers et al., 2001). Par ailleurs, la surexpression de PTP1B inhibe I’activation des
genes cibles des interférons.

La protéine TC-PTP (T Cell ProteinTyrosine Phosphatase) est surtout exprimée dans les
cellules hématopoiétiques (Simoncic et al., 2002). Elle s’associe directement aux kinases
JAK-1 et JAK-3. Les phosphatases PTP1B et TC-PTP reconnaissent spécifiquement un motif
centré sur un tandem de résidus tyrosine a I’intérieur de la séquence peptidique. Pour les
kinases de la famille JAK, ces séquences se situent dans le domaine d’auto-activation. La
protéine TC45 est une isoforme nucléaire de TC-PTP. Elle est responsable de la
déphosphorylation nucléaire des facteurs STAT-1, STAT-3 et STAT-5 (ten Hoeve et al.,
2002) (Aoki and Matsuda, 2002).
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A.2.2 Les proteins PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT)

La protéine PIAS-3 est le membre fondateur de la famille PIAS. Elle a été¢ caractérisée
comme un répresseur de l’activité transcriptionnelle du facteur STAT-3; d’ou son nom
(Chung et al., 1997a). Chez les mammiferes, la famille des protéines PIAS compte 4
membres : PIAS1, PIAS3, PIASX, PIASY (Arora et al., 2003). Ces protéines partagent une
structure commune avec plusieurs domaines conservés (figure 6). Les domaines SAP sont
souvent présents dans les protéines qui agissent sur la structure chromatinienne mais aussi
dans des protéines régulatrices de la transcription (Cen et al., 2004). Les protéines PIAS
contiennent aussi un domaine RING, comparable a celui des enzymes E3-ligases. Grace a ce
domaine, les protéines PIAS sont douées d’une activit¢ E3 SUMO-ligase (Small Ubiquitin
Modifier) (Sharrocks, 2006). De nombreuses cibles des protéines PIAS ont été identifiées
(p53, c-Jun, LEF-1, IRF-1, STAT-1... (Jackson, 2001). Le mod¢le le plus largement admis
suggere que les PIAS sont des adaptateurs qui favorisent les interactions entre I’enzyme de
conjugaison et le substrat (Sharrocks, 2006). Les travaux de Takahaschi supposent que le
domaine RING en association avec le motif PINIT pourrait former un module a activité E3-

ligase (Takahashi and Kikuchi, 2005).

PINIT

[Tsap] W [RING] Bal

Figure 6 : Structure des protéines PIAS
Les protéines PIAS possédent un domaine SAP, une structure en doigt de zinc (RING) et une
région C-terminale riche en sérine et thréonine (absente pour PIASY). Les motifs PINIT et
RING forment le domaine E3 ligase.

Toutes les protéines de la famille PIAS peuvent réguler I’expression de génes de maniére
positive ou négative, principalement au niveau de la transcription. Bien que leur mécanisme
d’action differe selon leur cible, elles semblent principalement agir en relocalisant des
régulateurs transcriptionnels dans différents sous-compartiments cellulaires (Arora et al.,
2003). Par exemple, il a ét¢é montré que la protéine PIAS1 provoque la relocalisation du
facteur de transcription Msx1 a la périphérie nucléaire (Lee et al., 2006a).

Les PIAS sont des protéines constitutivement exprimées, mais elles ne se lient qu’aux formes
activées des facteurs STATs (Liu et al., 1998). Il existe d’autre part une certaine sélectivité de
reconnaissance des facteurs STATS par les protéines PIAS. Ainsi, les protéines PIASI,

PIASY et PIASX sont capables d’interagir spécifiquement avec le facteur STAT-1, la
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protéine PIAS3 avec STAT-3 et PIASY avec les protéines STAT-4 et STAT-1 (Chung et al.,
1997a) (Espert et al., 2005). Pour inhiber la voie JAK/STAT, les protéines PIAS utilisent
différents mécanismes. Les protéines PIAS1 et PIAS3 se lient respectivement aux diméres de
STAT-1 et de STAT-3 activés, et inhibent leur fixation a ’ADN. Ce n’est pas le cas pour
PIASX et PIASY (Wormald and Hilton, 2004). 11 a été montré que la protéine PIASX se
comporte en corépresseur transcriptionnel. Elle modifierait la structure chromatinienne en
recrutant des histones déacétylases (Arora et al, 2003). La protéine PIASY, elle,
délocaliserait des partenaires, comme le facteur de transcription LEF-1, au niveau de corps
nucléaire (Sachdev et al., 2001).

L’effet inhibiteur des protéines PIAS peut étre modulé par des modifications post-
traductionnelles de leurs cibles. La méthylation du facteur STAT-1 sur un résidu aminé
Argine conservé pourrait inhiber son interaction avec la protéine PIAS-1. Ce phénomene
augmenterait alors la capacité de liaison a I’ADN des diméres de facteur STAT-1 et par
conséquent, leur capacité a activer les genes cibles (Mowen et al., 2001) (Liao et al., 2000).
La protéine STAT-1 est la seule protéine de la famille STAT pour laquelle une SUMOylation
(par les protéines PIAS1 et PIASX) a été observé. Mais la fonction de cette modification n’a

pas été caractérisée (Ungureanu et al., 2003).

A.2.3 Les protéines de la famille SOCS (et la protéine CIS)

Les membres de la famille SOCS (Suppressors of cytokine signalling) sont impliqués dans
une boucle de rétrocontrole négatif de la signalisation induite par les cytokines (Alexander,
2002) (Croker et al., 2008). Les génes codants pour les protéines de cette famille sont des
cibles de la voie JAK/STAT (Fujimoto and Naka, 2003). L expression de certaines protéines
SOCS peut étre induite par des stimuli autres que les cytokines (LPS, insuline, SCF, EGF,
lipopolysaccharide) dont les voies de régulation n’impliquent ni les JAKs ni les STATs (De
Sepulveda et al., 1999). Par contre, a 1’état basal, les protéines SOCS ne sont pas ou peu

exprimées dans la cellule.
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Principaux signaux inducteurs Proteine Principales voie régulées

IL-2, IL-3, IL-6, IL-9, IL-10 IFN-a, CIs GH, FRL, IL-2, EPO, leptin,
GH, PRL, EPO, TNF- a, GM-CSF IGF-1, IL-3
IL-2, IL-4, IL-6, IL-T, IL-8, IL-10, IL- S0CS-1 [FN-y, IL-2 ye, IL-4

13, IFNBya, TNF-a, LIF, G-CSF,
M-CSF, GM-CSF, GH, insuline,
PRL, LPS, CNTF, EPO

IL-6, IFN-y, IFN-q, LIF, GH, PRL, S0Cs-2 GH, LIF
insuline, CNTF
IL-1, IL-2, IL6, IL-9, IL-10, IL-13, S0CS-3 (G-CSF, IL-6, LIF, IL-23, leptine

GM-CSF, IFN-y, IFN-0, GH, PRL,
insuline, CNTF, leptine, LPS, EPO

S0Cs4 EGF
IL-6 SOCs-5 IL-4, EGF
insuling SOCS-6 insuline
insuline S0Cs-7 Insuline, GH, PRL, leptine

Tableau 2 : Induction de I’expression des protéines de la famille SOCS et leurs
implications dans la régulation des voies de signalisation des cytokines
L’expression des différentes protéines de la famille SOCS peut étre induite par une large
variété de cytokines, d’hormones et de facteurs de croissance. En retour, les protéines SOCS
sont souvent des régulateurs négatifs clés de ces voies de signalisation.

(D’aprés Naka T 2003, Alexander WS 2004, Crocker B 2008

Le premier membre de la famille, CIS-1 (Cytokine-Inducible SH2 domain containing
protein), a été découvert en 1995 (Yoshimura et al., 1995). On compte a I’heure actuelle 8
membres dans cette famille : SOCS-1 a 7 et la protéine CIS (Krebs and Hilton, 2001). Les
membres de la famille SOCS sont caractérisé€s par une structure commune trés conservée avec

deux domaines fonctionnels importants :

- un domaine SH2

Un domaine SH2 permet aux protéines SOCS de se lier aux résidus tyrosine phosphorylés des
récepteurs ou a ceux des protéines JAKSs activées. De cette fagon, les protéines SOCS agissent
soit en bloquant par compétition le recrutement des facteurs STATs aux motifs tyrosine
phosphorylés du récepteur ou des JAKs, soit en inhibant directement I’activité catalytique des
JAKSs en bloquant les tyrosines de leur domaine d’auto-activation. Pour les protéines SOCS-1
et SOCS-3, deux autres régions en N-terminale du domaine SH2 ont été décrites. Leur
intégrité¢ est indispensable a la fonction de SOCS-1. La premiére est un domaine ESS
(extensed SH2 subdomain), le second est appelé domaine KIR (Kinase Inhibitory Region)
(Sasaki et al., 1999).
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- un motif SOCS-box

Les protéines de la famille SOCS se caractérisent aussi par la présence d’un motif
caractéristique en C-terminal. Ce domaine trés conservé d’environ 40 acides aminés est
appelé « socs-box » ou motif SC (Kile and Alexander, 2001). Ce domaine est aussi retrouvé
dans quatre autres familles de protéines non rattachées aux protéines SOCS (Kamura et al.,
1998) (Starr et al., 1997).

Le domaine SOCS-box s’associe aux ¢longines B et C. Cette interaction permet le
recrutement des éléments du complexe d’ubiquitine ligase E3 et I’ubiquitination des protéines
associées (Kamura et al., 1998). Les protéines SOCS peuvent donc entrainer la dégradation de
leur cible par la voie du protéasome (Kile and Alexander, 2001). Dans le contexte de la
régulation de la voie JAK/STAT, il a ét¢ montré que la protéine SOCS-1 provoque
I’ubiquinitation et la dégradation de la kinase JAK2 par le protéasome (Frantsve et al., 2001).
Le domaine SOCS-box pourrait aussi participer a la reconnaissance des substrats par les
protéines SOCS. A ce jour, le processus n’a été démontré que pour la protéine CIS. En effet la
présence du motif SOCS-box est nécessaire a la reconnaissance des récepteurs de ’EPO et de

la GH par la protéine CIS (Piessevaux et al., 2008).
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Conclusion

Les effets biologiques pleiotropiques des cytokines reposent principalement sur 1’activation
de la voie de signalisation JAK/STAT. De cette maniere, les cytokines régulent des fonctions
cellulaires fondamentales (prolifération cellulaire, différenciation...). Les sous-unités de
récepteurs gp130 et gamma permettent a certaines cytokines (IL-9, IL-4, IL-7, IL-21, IL-6,
IL-11...) et facteurs de croissance (OSM, LIF, CTNF...) d’agir aussi sur les voies de
signalisation MAPKSs, PI-3K et la voie IRS1/2. Les altérations de la voie de signalisation
JAK-STAT, et particulierement les protéines JAK-2, STAT-5 et STAT-3 sont associées au
développement de cancers.

Les phosphotyrosines phosphatases, les protéines de la famille PIAS et de la famille SOCS
assurent la mise au repos des voies JAK/STAT apreés stimulation. Les protéines
phosphotyrosines phosphatases et les protéines PIAS sont constitutivement exprimées. Ce
sont donc des inhibiteurs rapidement disponibles aprés une activation des récepteurs de
cytokine. A I’inverse, les protéines de la famille SOCS sont faiblement exprimées a 1’état
basal. Mais leur expression est rapidement induite en réponse a de nombreux stimuli.
Drailleurs, I’expression de plusieurs protéines SOCS peut étre induite par une méme cytokine.
La complémentarité fonctionnelle des protéines phosphotyrosines phosphatases, des protéines
PIAS et des protéines SOCS permet de réguler la voie JAK/STAT a chacune de ses étapes

clés.
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B/ SOCS-1: FONCTIONS ET REGULATION

Apres la protéine CIS (Cytokine Inductible SH2-containing protein) (Yoshimura et al., 1995),
la protéine SOCS-1 a été le deuxieéme membre de la famille a avoir été cloné. Il a été identifié
en 1997 par trois équipes indépendantes. Endo TA et ses collaborateurs la nommeérent JAB
pour JAK Binding Protein (Endo et al., 1997). L’équipe de Naka, I’identifia lors d’un
screening par homologie de séquence avec le domaine SH2 du facteur STAT-3 et ’appela
SSI-1 pour STAT induced STAT inhibitor-1 (Naka et al., 1997). Enfin, 1I’équipe de Starr a
identifi¢ la protéine SOCS-1 comme un inhibiteur de la signalisation induite par 1’IL-6 (Starr
et al., 1997). Par conséquent, pendant un temps, différentes nomenclatures se sont cotoyées
dans la littérature, mais elle est aujourd’hui harmonisée et la nomenclature SOCS a été

conservée.

B.1 Les fonctions biologiques de la protéine SOCS-1

B.1.1 Régulation de la voie de signalisation JAK/STAT par la protéine SOCS-1

Les études structure/fonction menées sur la protéine SOCS-1 ont démontré que cette protéine
peut étre impliquée dans deux types d’interactions (Johnston, 2004). Les premicres
concernent des résidus tyrosines phosphorylés reconnus par les domaines SH2, ESS et KIR.
Les secondes concernent des protéines cibles variées et sont supportées par le domaine SOCS-
box. Ces interactions permettent a la protéine SOCS-1 d’assurer plusieurs fonctions dont la
régulation de la voie JAK/STAT (Nicholson et al., 1999).

Aprées une stimulation par une cytokine, 1’activation des protéines de la famille JAK se traduit
par la phosphorylation du résidu tyrosine 1007 de la boucle d’activation du domaine JHI
(Yasukawa et al., 1999b). Des expériences de mutagénese dirigée ont démontré que ce résidu
est spécifiquement reconnu par le domaine SH2 de la protéine SOCS-1. Cette derniére
interagit de cette fagon avec les kinases JAK2, JAKI et TYK2 (Ungureanu et al., 2002;
Yasukawa et al., 1999b; Zhou et al., 1997). Le motif protéique FLVRDS permet a la protéine
SOCS-1, de reconnaitre spécifiquement les résidus tyrosine phosphorylés a la surface de son
domaine SH2. La substitution du résidu argine (R105) par une lysine provoque une inhibition
de P’interaction avec les kinases JAK2, JAK1 et TYK2 (Narazaki et al., 1998) (Nicholson et
al., 1999; Yasukawa et al., 1999b).
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L’interaction avec le résidu P-Y 1007 dépend aussi de I’intégrité du domaine ESS (aa 68 a 79)
de la protéine SOCS-1 (Giordanetto and Kroemer, 2003; Yasukawa et al., 1999b). Deux
acides-aminés (Ile68 et Leu75) sont conservés dans le domaine ESS (Extended SH2 domain)
des protéines SOCS-1, SOCS-3, SOCS-4 et SOCS-5. La mutation de ces deux acides aminés
diminue la liaison de la protéine SOCS-1 au résidu P-Y1007 et son effet régulateur sur la voie
de signalisation JAK/STAT.

Le domaine KIR (Kinase Inhibitory Region) est situ¢ en N-terminal du domaine ESS (aa 56 a
67). En absence de celui-ci, la reconnaissance du domaine JHI des kinases JAKs par la
protéine SOCS-1 est diminuée, bien que 1’affinité de la protéine SOCS-1 pour le résidu P-
Y1007 reste inchangée. Ces résultats supposent que le domaine KIR permet a la protéine
SOCS-1 de reconnaitre le domaine JH1 au niveau d’une région différente de la tyrosine
Y1007 mais avec une grande affinité (Giordanetto and Kroemer, 2003). Une synergie entre le
domaine SH2 et le domaine KIR est, en effet nécessaire pour I’inhibition de I’activité kinase
de JAK2 par la protéine SOCS-1 (Flowers et al., 2004; Narazaki et al., 1998). Le domaine
KIR est un analogue structural de la boucle d’activation des protéines JAKs (Waiboci et al.,
2007). Il permet a la protéine SOCS-1 d’agir en pseudo-substrat non phosphorylable. Aprés
une stimulation par une cytokine, la protéine SOCS-1 vient se loger dans la boucle
d’activation de la kinase JAK2 et par compétition, bloque 1’arrivée de I’ATP et/ou des
substrats, au niveau du site catalytique de la protéine (Yasukawa et al., 1999b). Par

conséquence, I’activation des facteurs STATs est inhibée.
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Figure 7A : Structure de la protéine SOCS-1
A gauche : Modele tridimensionel de la protéine SOCS-1 (Giordanetto and Kroemer, 2003).
A droite : Fonctions et interactions supportées par les domaines structuraux de la protéine
SOCS-1 (Piessevaux et al., 2008).
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Parall¢lement, la phosphorylation de la protéine JAK2 sur son résidu Y-1007 augmente sa
poly-ubiquitination et induit sa dégradation par le protéasome (Ungureanu et al., 2002). Dans
des cellules COS-7 traitées avec des inhibiteurs du protéasome, il a été possible d’observer
des complexes JAK2/SOCS-1 (Ungureanu et al., 2002). Ces résultats suggerent que la
protéine SOCS-1 peut aussi réguler la quantité de protéine JAK activée dans la cellule en
participant a sa dégradation protéolytique.

Le role du domaine SOCS-box dans régulation de la signalisation des cytokines par la
protéine SOCS-1 a longtemps ¢été débattu. Dans un premier temps, les expériences in-vitro,
n’ont démontré qu’un faible impact de ce motif sur la transduction des signaux des cytokines.
Pourtant, en absence du domaine SOCS-box, la demi-vie de la protéine SOCS-1 est
augmentée (Kamura et al., 1998; Narazaki et al., 1998). Par contre, in-vivo, Zhang et ses
collaborateurs ont mis en évidence I’'importance physiologique de la SOCS-box dans la
régulation de la réponse a I'[FN-y (Zhang et al., 2001). Pour leurs investigations, les
expérimentateurs ont généré des souris transgéniques exprimant une protéine SOCS-1 dont la
région correspondant au domaine SOCS-box a été tronquée. Comparées a des souris sauvages
et & des souris socs/ ", ces animaux présentent un temps de réponse a I’IFN-y intermédiaire.
Dans les modéeles de surexpression, il semble que les interactions entre la protéine SOCS-1 et
les kinases JAKs via le domaine SH2, soient suffisantes pour inhiber la cascade de
signalisation JAK/STAT. Par contre, in-vivo, la dégradation de la protéine JAK-2 par le
protéasome grace au domaine SOCS-box joue un role important dans la terminaison du signal

(Kile et al., 2002; Zhang et al., 2001).
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Figure 7B : Régulation séquentielle de la kinase JAK-2 par la protéine SOCS-1
1 : La protéine SOCS-1, dont I’expression est induite par 1’activation de la voie JAK/STAT va
bloquer 1’activité catalytique de la kinase JAK?2. 2 : Dans un deuxi¢me temps la protéine
SOCS-1 recrute la kinase JAK2 au niveau d’un complexe a activité ubiquitine ligase et
participe a sa dégradation.
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La régulation de la voie JAK-STAT par la protéine SOCS-1 serait a I’origine d’une inhibition
de I’apoptose induite par le stress oxydatif (Oh et al., 2009). Dans des cellules Jurkat et des
splénocytes de souris, en réponse a une stimulation par du TNF-a ou du H,O,, les protéines
kinases JAK1 et JAK?2 ainsi que les facteurs STAT-2 et STAT-5 sont activés. L’activation des
kinases JAK dans ce contexte provoquerait 1’activation de la voie p38-MAPK qui régule
I’apoptose induite par le stress oxydatif. Dans les cellules surexprimant la protéine SOCS-1,
ce phénomene d’apoptose en réponse au TNF-a ou du H,O; est inhibé. Il semble que I’activité
anti-apoptotique de la protéine SOCS-1 ne repose pas seulement sur une inhibition des
kinases JAKs. La protéine SOCS-1 maintiendrait aussi 1’activité catalytique de certaines
protéines phosphatases (SHP-1 et CD45) en provoquant I’augmentation de la quantit¢ de
thioredoxine dans la cellule. Cette protéine protégeant les phosphatases d’une inactivation
causée par les ROS (reactive oxygen species). Cette étude est la premiére a rapporter une
action anti-apoptotique de la protéine SOCS-1 reposant sur une régulation du systéme PTP-
thioredoxine. Mais elle ne décrit pas le mécanisme de régulation de I’expression de la
thioredoxine en présence de la protéine SOCS-1. Les auteurs suggerent soit régulation

transcriptionnelle du gene codant pour la thioredoxine soit une stabilisation de la protéine (Oh

et al., 2009).

Les protéines de la famille SOCS sont cytoplasmiques. D’ailleurs leurs actions inhibitrices sur
les voies JAK/STAT nécessitent leur recrutement a proximité du récepteur membranaire.
Pourtant, la protéine SOCS-1 peut aussi étre observée dans le noyau. Une analyse
bioinformatique complétée par des expériences de mutagénese dirigée ont récemment permis
de localiser une NLS bipartite entre le domaine SH2 et le domaine SOCS-box de la protéine
SOCS-1 (Baetz et al., 2008). Cette derni¢re semble étre la seule de la famille a posséder une
telle séquence. La présence d’'une séquence NLS pourrait permettre a la protéine SOCS-1
d’assurer une fonction importante dans la signalisation des glucocorticoides (GC) (Haffner et
al., 2008). Les récepteurs de GC (GR) sont protéines cytoplasmiques qui une fois activées
(fixation des GC) transloquent dans le noyau ou elles agissent en facteurs de transcription.
Dans des cellules COS-7, des analyses de co-immunoprécipation indiquent que le domaine
SH2 de la protéine SOCS-1 peut interagir avec le récepteur des GC (GR), aussi bien en
absence qu’en présence de ligand. Parall¢lement, il a été observé qu’un traitement par les GC
provoquait une augmentation de la quantité de protéine SOCS-1 dans le noyau. Les auteurs
ont analysé les conséquences des modulations de I’expression de la protéine SOCS-1 sur la

transcription des génes cibles des GR, et de manicre intéressante, ils ont constaté que la
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protéine SOCS-1 est a I’origine d’une inhibition de la transcription de certains génes régulés

par les GR (Haffner et al., 2008).

B.1.2 La protéine SOCS-1, régulateur clé des signaux induits par PIFN-y

B.1.2.1 Activation de la voie de signalisation JAK/STAT par IFN-y

Les interférons forment une famille multi-génique de cytokines dotée d’une activité anti-
virale, immuno-modulatrice et anti-proliférative. Ces protéines sont impliquées dans la
régulation de la réponse immunitaire et de 1’apoptose (Schroder et al., 2004). En fonction de
leur origine cellulaire et de leurs propriétés biologiques, on distingue les interférons de type 1
(IFN-a et IFN-p) et de type 2 (IFN-y).

Pour exercer ses fonctions biologiques, 'IFN-y se lie sur un récepteur spécifique et active
principalement JAK/STAT (Stark et al., 1998). Les protéines IFNGR1 et IFNGR2 forment les
deux des chaines du récepteur de I’'IFN-y. Leurs domaines intracellulaires sont respectivement
associés aux protéines kinases JAK1 et JAK2 (Leonard and O'Shea, 1998). En réponse a une
stimulation par I’IFN-y, les chaines du récepteur s’oligomérisent et autorisent I’activation
séquentielle de kinases de la famille JAK. En retour le domaine intra-cytoplasmique de la
chaine IFNGR1 est phosphorylée au niveau d’un résidu aminé tyrosine spécifique (Y440)
contenu dans la séquence XGYDKPH. Grace a leur domaine SH2, des monomeres de STAT-
1 sont alors recrutés au niveau du résidu P-Y440 et a leur tour activés (phosphorylation sur
Y701) (Heim et al., 1995) (Wang et al., 2004). Dans le noyau, les homo-diméres de STAT-1
activés régulent I’expression génique en se liant a des séquences promotrices GAS (Gamma
Activated Sequence) (Darnell, 1997). 11 a été montré que I’activité transcriptionnelle de ces
complexes est régulée par phosphorylation sur les résidus sérine en position 727. Cette
modification permet une activation transcriptionnelle maximale des facteurs STATs (Wang et
al., 2004).

L’activation de la voie JAK/STAT aboutit a une réponse aux interférons dite, primaire. Elle
va néanmoins conduire a la modulation de I’expression de plus d’une centaine de genes.
Parmi ces genes, on compte les facteurs de transcription de la famille IRF (Interferon-
regulated Factor). Ces derniers régulent I’expression des geénes en se fixant aux séquences
promotrices des ISGs (Interferon Stimulated Gene) (Tanaka et al., 1993). Ils induisent ainsi
une réponse secondaire aux interférons (Tanaka and Taniguchi, 2000). L expression du gene
irf-1 est induite par 'IFN-a et 'IFN-y et régulée par le facteur de transcription STAT-1
(Haque and Williams, 1994). Cette réponse secondaire permet a I'IFN-y de réguler
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I’expression de trés nombreux geénes (Sana et al., 2005). Parmi les génes cibles de I'IFN-y, se

trouve aussi le géne socs-1 (Sakamoto et al., 1998).

B.1.2.2 Effets de la signalisation IFN-y en absence de la protéine SOCS-1
Le respect d’une fenétre d’action des interférons autorise les effets immunologiques
bénéfiques (action antivirale par exemple) et prévient les effets déléteres d’une réponse
incontrdlée (Matthys et al., 1995).
Les souris dont le géne socs-1 a été inactivé meurent dans les trois premiéres semaines de leur
vie avec un poids plus faible que les animaux sauvages au méme age. Ces souris souffrent
aussi de pathologies complexes, qui touchent principalement le foie et le systéme immunitaire
(Fujimoto et al., 2000; Marine et al., 1999; Naka et al., 1998; Starr et al., 1998b). (Tableau 3)
Ces désordres complexes auraient pu étre liés a des défauts de régulation des voies de
signalisation de I’insuline et de la prolactine (Kawazoe et al., 2001; Lindeman et al., 2001).
Mais la similarit¢ des pathologies observées chez les souris socs-I 7 et chez des souris
sauvages traitées par ’IFN-y a un stade néonatal, démontre que ces troubles seraient plutot
liés & une réponse excessive a cette cytokine. En effet, lorsque les souris socs-1 7~ sont traitées
des leur naissance avec un anticorps anti-IFN-y, elles ne développent pas ce syndrome (Bullen
et al., 2001). Pour leurs expérimentations, Alexander et ses collaborateurs ont utilis¢ des
souris double knock-out socs-I"" IFN-y”". Dans cette configuration, les animaux restent en
bonne santé et ne développent aucune pathologie. Par contre, I’injection d’IFN-y est fortement
toxique chez les animaux nouveau-nés socs-I ~~ IFN-y ”, et entraine les mémes pathologies

que celles observées spontanément chez les souris socs-17" (Alexander et al., 1999).
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Organes touchés Description de la pathologie

Foie dégénérescence du foie
infiltration lymphocytaire avec formation dagrégats de
granulocytes, d'éosinophiles et de macrophages

pancréas, coeur, poumons invasion de monocytes

sang périphérique Nombre de polynucléaires neutrophiles augmenté
Nombre de globules rouges, de polynucléaires éosinophiles, de
lymphocytes et de plaquettes diminué

Rate Nombre de lymphocytes diminué
Absence de follicules lymphoides et présence de cellules
immatures
Augmentation du nombre de cellules en apoptose
Thymus Diminution de la taille de l'organe reflétant une déplétion en
thymocytes.

Augmentation du nombre de cellules en apoptose

Tableau 3 : Les troubles relevés chez les souris socs-1 7
Le tableau suivant présente succinctement les désordres physiopathologiques relevés chez les
souris socs-1 7 et les principaux organes touchés.

Des analyses biochimiques in-vitro, ont permis de compléter 1’analyse du réle de la protéine
SOCS-1 dans I’atténuation de la signalisation de I’'IFN-y (Brysha et al., 2001). Dans des
cellules de foie de souris socs-1"*, aprés une stimulation par I’IFN-y, la phosphorylation du
facteur de transcription STAT-1 est observée au bout de 15 minutes. Cette phosphorylation
est maintenue jusqu’a 2 heures avant de diminuer jusqu’a un niveau indétectable. Par contre,
dans les cellules socs-17", aprés une stimulation par I'IFN-y, la phosphorylation du facteur
STAT-1 reste détectable pendant plus de 8 heures. Des expériences complémentaires menées
dans des hépatocytes socs-17" isolés in-vitro confirment non seulement une phosphorylation
prolongée de la protéine STAT-1 en réponse a une stimulation par I’IFN-y, mais démontrent
aussi la présence de complexes STAT-1 spécifiquement fixés sur I’ADN de ces cellules
(Brysha et al., 2001).

Plus récemment, I’équipe de Hanada T a démontré que des souris socs-17" traitées par de
I’IFN-y développent des tumeurs colorectales de maniére spontanée au bout de six mois
(Hanada et al., 2006). Pour leurs expériences, les investigateurs ont utilisé des souris chez
lesquelles le geéne socs-1 a été inactivé puis spécifiquement restauré dans les cellules T et B
(souris socs-1 5 "Tg). L apparition de tumeurs colorectales chez ces animaux traités par I’I[FN-y
est associée a une hyper-activation du facteur de transcription STAT-1. Cette suractivation
s’accompagne de l’induction de I’expression des enzymes de I’inflammation Cox-2

(cyclooxygenase-2) et i-Nos (nitric oxide synthase inductible). Ces résultats suggerent
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fortement qu’en régulant négativement la voie IFN-y/STAT-1, la protéine SOCS-1 agit en

anti-oncogene majeur de la carcinogénese colique sur terrain inflammatoire.

Une seule étude rapporte un réle positif direct de la protéine SOCS-1 dans la signalisation de
I’IFN-y. Les glycoprotéines CMH-II participent a la présentation des antigénes aux
lymphocytes T CD4+ helper (Germain, 1994). En réponse a I'IFN-y, I’expression des
protéines CMH-II a la membrane est augmentée. Cette régulation par 'IFN-y intervient au
niveau transcriptionnel et post-traductionnel (Gonalons et al., 1998; Hobart et al., 1997). Les
travaux menés par [langumaran rapportent aussi un effet agoniste de la protéine SOCS-1 dans
I’expression des protéines CMH-II. Les expériences réalisées ont suggéré que SOCS-1
pourrait participer a la stabilisation et/ou au transport des protéines CMH-II a la membrane.

Mais, le mécanisme de cette régulation n’a pas été caractérisé (Ilangumaran et al., 2002).

B.1.3 La protéine SOCS-1 inhibe I’activité d’oncogénes variés

B.1.3.1 Inhibition de ’activité du récepteur Kit et de la kinase Tec

Le géne c-kit code pour une protéine transmembranaire de 145 KDa de la famille des
récepteurs a activité tyrosine kinase. Cette protéine est exprimée par les progéniteurs
hématopoiétiques, les mastocytes, les cellules germinales, certaines cellules intestinales mais
aussi dans des cellules tumorales (Ronnstrand, 2004). L’ inactivation du récepteur c-KIT ou de
son ligand le plus connu, le facteur Steel (SLF) démontre que cette voie est impliquée dans la
survie cellulaire, la prolifération cellulaire et la différenciation des précurseurs
hématopoiétiques (Heinrich et al., 2002). La liaison du SLF au récepteur KIT entraine la
phosphorylation de trés nombreux substrats qui sont souvent des kinases et qui servent a la
transduction de signaux intracellulaires. Ainsi, une activation constitutive du récepteur c-KIT
(mutations somatiques, activité paracrine et/ou autocrine) est a I’origine de nombreux cancers
(ovariens, intestinaux, leucémies...).

Des travaux menés dans des cellules hématopoiétiques démontrent que la protéine SOCS-1
est capable d’inhiber le signal induit par I’activation du récepteur c-KIT. Cette inhibition ne
repose pas sur une interaction directe entre la protéine SOCS-1 et le récepteur, mais sur une
modulation de I’activité des intermédiaires de signalisation Vav et Grb2 (Rottapel et al.,
2002). Grace a son domaine SH2, la protéine SOCS-1 interagit avec le domaine de régulation
du facteur Vav et grace a un motif « proline rich » situé dans sa partie N-terminale, SOCS-1

reconnait le domaine SH3 de la protéine adaptatrice Grb2 (De Sepulveda et al., 2000). En
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bloquant les fonctions de ces intermédiaires de signalisation, la protéine SOCS-1 inhibe Ila

transduction du signal en aval du récepteur KIT.

Dans les cellules hématopoiétiques stimulées par des cytokines, la protéine kinase TEC est
activée et phosphorylée sur résidu tyrosine. Un screening par double hybride chez la levure a
permis de démontrer que la protéine SOCS-1 s’associe avec la protéine TEC et bloque son
activité kinase (Ohya et al., 1997). Ni le role de la kinase TEC, ni les mécanismes de
transduction de ses signaux ne sont connus. La fonction biologique de I’inhibition de la kinase

TEC par la protéine SOCS-1 n’a donc pas encore été caractérisée.

B.1.3.2 Inhibition des effets prolifératifs des protéines oncogéniques Tel/JAK2 et

Ber/ABL
L’expression de la protéine de fusion TEL-JAK?2 induit une transformation cellulaire via une
augmentation de 1’activité de la voie p38MAPK et 1’activation des facteurs de transcription
STAT-5, STAT-1 et STAT-3 (Schwaller et al., 2000). Une expression constitutive de la
protéine SOCS-1 dans les cellules TEL-JAK?2 abolit complétement I’activation de ces facteurs
de transcription. Il semble que les mécanismes d’action de la protéine SOCS-1 dans
I’inhibition de TEL-JAK?2 soient les mémes que ceux mis en jeux lors de la régulation de la
kinase JAK-2 (Rottapel et al., 2002; Yasukawa et al., 1999b). Des auteurs rapportent aussi
I’ubiquitination et la dégradation de la protéine de fusion TEL-JAK2 en présence de la
protéine SOCS-1 (Frantsve et al., 2001; Kamizono et al., 2001; Monni et al., 2001).

Le défaut génétique le plus associé¢ a la leucémie myéloide chronique est la translocation
Philadelphia (Mauro and Druker, 2001). De ce réarrangement chromosomique résulte la
protéine de fusion BCR/ABL. Comme pour la protéine chimere TEL-JAK2, la fusion
provoque I’activation constitutive de la kinase ABL. Dans les cellules BaF3 transformées
BCR-ABL, I’expression de la protéine SOCS-1 inhibe la prolifération cellulaire et la
tumorigénicité des ces cellules chez la souris nude (Rottapel et al., 2002). Le mécanisme mis
en jeu dans cette régulation n’a pas été identifié, mais dans ce modele, la protéine SOCS-1 ne
semble modifier ni le statut de phosphorylation ni le niveau d’expression de la protéine BCR-
ABL.

La protéine v-ABL est une autre forme de I’oncogene ABL. Elle est le résultat d’une
transduction rétro-virale et entraine une leucémie des cellules pré-B chez les souris infectées.

La protéine SOCS-1 est capable d’inhiber totalement la croissance des cellules transformées
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par ’oncogene v-ABL (Rottapel et al., 2002). La transduction du signal oncogénique de v-
ABL entraine I’activation du facteur STAT-1. L’interaction entre les protéines v-ABL et
JAK-1 a été montrée in-vivo et prouve que la kinase JAK-1 est une cible de I’oncogene v-
ABL (Danial et al., 1998). L’atténuation des signaux provenant de v-ABL par la protéine
SOCS-1, pourraient donc étre liée a une inhibition de la voie JAK/STAT (Limnander and
Rothman, 2004). Dans les cellules v-ABL, I’expression de la protéine SOCS-1 entraine aussi
une diminution du niveau d’expression de la protéine v-ABL (Rottapel et al., 2002). Le
groupe de Limnander a émis I’hypothése que la protéine v-ABL serait capable de contourner
cette régulation par la protéine SOCS-1. Les auteurs démontrent que la protéine SOCS-1 est
un substrat de la kinase v-ABL. La phosphorylation de la protéine SOCS-1 par la kinase v-
ABL provoquerait I’inhibition de [I’interaction SOCS-1/ElonginesBC. Dans cette
configuration, la protéine SOCS-1 ne pourrait plus diminuer le niveau d’expression de la

kinase v-ABL (Limnander et al., 2004).

B.1.4 SOCS-1 participe a la dégradation protéasomale de protéines

B.1.4.1 La cascade enzymatique de I’ubiquitination

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui permet la liaison d’une
molécule d’ubiquitine a un résidu aminé lysine d’une protéine cible. De manicre générale,
I’ubiquitination entraine la dégradation de protéines cytoplasmiques par le protéasome. Mais
les ubiquitinylations peuvent étre a I’origine de multiples signaux (relocalisation cellulaire,
stabilisation de la protéine, reconnaissance protéine/protéine...) (Ciechanover, 2009).
L’ubiquitination est un processus séquentiel qui nécessite 1’action concertée de trois enzymes
(Figure 8). L ubiquitine est d’abord activée par une enzyme E1 dite enzyme d’activation. Elle
est ensuite transférée de fagon transitoire sur une cystéine conservée d’une enzyme de
conjugaison E2. Enfin, I’'ubiquitine est transférée de 1’enzyme E2 au substrat par une réaction
catalysée par une enzyme ubiquitine ligase E3. Les protéines poly-ubiquitinées sont
reconnues par la sous unité 26S du protéasome et dégradées en peptides (Nandi et al., 20006).

Il existe plus d’une centaine d’enzymes E3 chez I’homme.
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Figure 8: Les étapes de ’ubiquitination
1- I’enzyme E1 (ubiquitin-activating enzyme) se fixe a un monomere d’ubiquitine par une
liaison thioester et I’active.
2- L’ubiquitine est ensuite transférée sur I’enzyme E2 (ubiquitin-conjugating enzyme).
3- In-vitro, ’E2 peut directement transférer 1’'ubiquitine sur la protéine, mais cette réaction est
tres peu efficace.
4- Dans la majorité des cas, une enzyme E3 (ubiquitin-protein ligase) est nécessaire pour
I’ubiquitination du substrat. Pour certains substrats une enzyme E4 assurerait I’allongement
des chaines de poly-ubiquitine.

On distingue deux grandes classes d’ubiquitine-ligases, les ubiquitine-ligases a domaine
HECT (Homologous to E6AP Carboxyl Terminus) et les ubiquitine-ligases a domaine RING
(Really Interesting New Gene) finger (Weissman, 2001). Les E3 ubiquitine-ligases a
domaine HECT, catalysent le transfert de I’ubiquitine sur le substrat. Par contre, les E3
ubiquitine-ligases a domaine RING semblent plutét fonctionner comme des protéines
adaptatrices qui positionnent le substrat idéalement a proximité de I’enzyme E2 (Jackson et
al., 2000). Ces enzymes sont le plus souvent des complexes multimériques. Elles mettent en
jeu plusieurs sous-unités différentes pour le recrutement de 1’enzyme E2 et la reconnaissance
du substrat. Elles se caractérisent par un « noyau » constant qui comprend une protéine de la
famille des cullines et une protéine de la famille Rbx ou ROC (porteuse du domaine RING).
Cette derniere interagit directement avec I’enzyme E2. La sous-unité qui reconnait le substrat
s’associe au complexe via une ou plusieurs protéines adaptatrices (Petroski and Deshaies,
2005). De trés nombreuses protéines peuvent assurer cette fonction d’adaptateur, notamment

la protéine SOCS-1.

B.1.4.2 L’activité ubiquitine-ligase de la protéine SOCS-1
Le domaine SOCS-box de la protéine SOCS-1 s’associe a la culline 5 (ou la culline 2) et aux
¢longines B et C, pour former des complexes E3 de type ESC (Elongine SOCS Cullin)

(d'Azzo et al., 2005). L’hétéro-dimere ¢longine B / élongine C joue le role de pont entre le
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substrat reconnu par la protéine SOCS-1 et la culline. Deux séquences spécifiques du domaine
SOCS-box permettent ces interactions. La séquence B/C box pour I’interaction entre les
¢longines B et C et la protéine SOCS-1, et la culline box pour I’interaction avec la culline
(Zhang et al., 1999). Le recrutement par la culline de la protéine Rbx compléte 1’assemblage
du complexe E3 ligase (Kamura et al., 2004). Ainsi la protéine SOCS-1 amenerait au niveau
du complexe les protéines phosphorylées qu’elle a préalablement reconnu via son domaine
SH2. La protéine SOCS-1 régulerait ainsi la demi-vie de plusieurs protéines en participant a
leur ubiquitination puis a leur dégradation par le protéasome.

La kinase oncogénique TEL-JAK2 phosphoryle directement le facteur STAT-5. Mais elle
active aussi, indirectement, la kinase ERK2 en s’associant aux intermédiaires Shc et Grb2
(Winston and Hunter, 1995). Dans des cellules transformées par la protéine TEL/JAK?2,
I’expression de la protéine SOCS-1 sauvage, mais pas celle de la protéine privée du domaine
SOCS-box, provoque une diminution de la phosphorylation de la kinase TEL-JAK2 et de son
niveau d’expression (Kamizono et al., 2001). Les auteurs ont aussi montré une interaction
entre le domaine SOCS-box de la protéine SOCS-1 et la culline 2. Cette interaction permet
I’ubiquitination de la protéine TEL-JAK2 et est indispensable pour sa dégradation par le
protéasome (Frantsve et al., 2001; Kamizono et al., 2001). In-vitro, ’action de la protéine
SOCS-1 permet d’inhiber la prolifération des cellules transformées par la kinase TEL-JAK?2.
In-vivo, la surexpression de la protéine SOCS-1 retarde significativement 1’apparition des
désordres myelo- et lymphoproliferatifs diis a I’activité constitutive de la kinase TEL-JAK2
(Frantsve et al., 2001).

La kinase FAK est activée par phosphorylation sur son résidu tyrosine 397. Elle régule alors
des réponses cellulaires induites notamment par les intégrines (migration cellulaire, survie
cellulaire) (Schaller, 2001). Des expériences de co-immunoprécipitation démontrent que les
protéines SOCS-1 et SOCS-3 peuvent interagir avec la kinase FAK activée. Les domaines
SH2 et KIR sont alors nécessaires. De plus, grace a leur domaine SOCS-box, ces protéines
SOCS provoquent I’ubiquitination et la dégradation par le protéasome de la kinase activée. In-
vitro, les protéines SOCS-1 et SOCS-3 inhibent ainsi I’activité de la kinase ERK induite par
FAK et empéche la migration cellulaire (Liu et al., 2003a).

Le bon métabolisme du glucose repose largement sur la signalisation de 1’insuline au niveau
de ses tissus cibles. Les protéines IRS-1 et IRS-2 sont des intermédiaires de signalisation de
cette voie. Ils interagissent directement avec le récepteur de I’insuline, lorsqu’il est activé
(Ferre, 2007). 11 a été démontré que I’expression de la protéine SOCS-1 ou SOCS-3 (mais pas

de la protéine SOCS-2), entraine in-vivo et in-vitro une diminution du niveau d’expression de
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ces facteurs. Chez la souris, la surexpression de la protéine SOCS-1 a I’aide d’un plasmide
adénoviral provoque I’apparition d’une intolérance au glucose (Rui et al., 2002).

Dans certains types cellulaires, I’expression de la protéine SOCS-1 est induite apreés une
stimulation par le SCF (Stem Cell Factor) (De Sepulveda et al., 1999). Par ailleurs,
I’interaction entre le récepteur KIT et le domaine SH2 de la protéine SOCS-1 a été¢ montrée
par co-immunoprécipitation. Pourtant, la protéine SOCS-1 ne semble pas réguler I’activité
kinase du récepteur. Par un screening de double hybride chez la levure, 1’équipe de De
Sepulveda a démontré que la protéine SOCS-1 interagit avec différentes molécules de
signalisation dont les facteurs d’échange VAV et VAV2 (De Sepulveda et al., 1999). Les
protéines VAV et SOCS-1 forment un complexe dans lequel le domaine SH2 de la seconde
interagit avec la région régulatrice NH2-terminale de la premicére de fagon tyrosine
dépendante. In-vivo, la protéine SOCS-1 stimule la polyubiquitination de la protéine VAV et
diminue son niveau d’expression. Parallélement, les auteurs ont aussi observé une réduction
du niveau d’expression et de 1’activité de la forme oncogénique (onco-VAV) en présence de
la protéine SOCS-1 (De Sepulveda et al., 2000).

L’activité ubiquitine ligase de la protéine SOCS-1 a aussi ét¢ mise en évidence dans la
dégradation de la protéine Mal. La protéine Mal est une protéine adaptatrice recrutée par les
récepteurs TLR activés. Elle assure notamment la transduction du signal pour activer les
facteurs de transcription NFkb et/ou IRF3 (Kobayashi et al., 2006; Naka et al., 2005). Il a été
observé que le niveau d’expression de la protéine Mal diminue aprés stimulation des
récepteurs TLR2 et TLR (Mansell et al., 2006). Parallelement, il a été montré que 1’expression
de la protéine SOCS-1 est induite par des ligands des TLR (Nakagawa et al., 2002). Par des
expériences de co-immunoprécipitation, Mansell et al ont montré une interaction entre la
protéine Mal phosphorylée et le domaine SH2 de la protéine SOCS-1 et que la surexpression
de la protéine SOCS-1 provoque une dégradation de la protéine Mal par le protéasome. Les
auteurs suggerent que 1’action de la protéine SOCS-1 sur I’expression de la protéine Mal
inhibe la transactivation du facteur NFxb en réponse a ’activation des TLR2 et TLR4 et
réprime la réponse inflammatoire (Mansell et al., 2006).

Certains auteurs suggérent que les propriétés de la SOCS-box permettrait aussi une régulation
du niveau d’expression des protéines SOCS (Piessevaux et al., 2008). En effet, des mutations
de la protéine SOCS-1 inhibant I’interaction avec le complexe des élongines B et C,
augmenteraient la stabilité¢ de la protéine (Kamura et al., 1998). Mais il a aussi été¢ démontré
que I’interaction SOCS-1 / ¢élongines B et C stabilise 1’expression des protéines SOCS

(Hanada et al., 2001).
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Figure 9 : L’interaction entre le domaine SOCS-box et les élongines B et C
A : Mod¢lisation structurale en ruban du complexe protéique a activité E3 ligase de type ESC
(D’apres Piessevaux 2008 p371)

B : La protéine SOCS-1 interagit avec des protéines tyrosine phosphorylées grace a son
domaine SH2. Le domaine SOCS-box se lie directement avec les elongines B et C. La
protéine Rbx interagit avec I’ubiquitine transférase E2 et permet le transfert de 1’ubiquitine
sur la protéine cible. Cette derniére sera ensuite dégradée par le protéasome.

B.1.5 La protéine SOCS-1 et le trafic intracellulaire

11 avait déja été suggéré que la régulation positive de I’expression de la protéine CMH-II par
la protéine SOCS-1 pourrait passer par une régulation du transport et/ou de 1’assemblage de la
protéine CMH-II (Ilangumaran et al., 2002). Mais cette hypothése n’a pas été vérifice.

Dans les lignées cellulaires 293T et Cos, Vuong et ses collaborateurs ont pu localiser la
protéine SOCS-1 au niveau du protéasome 20S et mettre en évidence son association avec le
MTOC (Microtubule organizing complex). Des expériences de co-purification et d’immuno-
localisation démontrent que la protéine SOCS-1 recrute la kinase JAK-1 au niveau du MTOC
(Vuong et al., 2004).

Récemment, I’implication de la protéine SOCS-1 dans le trafic intracellulaire a été clairement

mise en évidence grice a des travaux sur la réplication du virus HIV-1 (Human
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immunodeficiency Virus type-1). Apres infection, les virus doivent utiliser la machinerie de
transport des cellules pour la production des protéines virales (Naghavi and Goff, 2007).
Plusieurs études ont déja permis d’identifier des protéines cellulaires intervenant dans le trafic
et la localisation de protéines virales (Joshi et al., 2008). La protéine HIV-gag mature
comporte notamment la capside, la nucléocapside et la matrice. Apres sa synthese, la protéine
sort du TGN (Trans Golgi Network) et est acheminée a la membrane plasmique. Dans leurs
travaux, Ryo et Nishi ont caractérisé les mécanismes moléculaires du transport de HIV-gag a
la membrane plasmique (Nishi et al., 2009). Des analyses de PCR semi-quantitative ont
d’abord montré une augmentation de la quantit¢ d’ARNm codant pour la protéine SOCS-1
suite a I’infection par le virus HIV-1. Ce phénomene favoriserait la réplication (Ryo et al.,
2008). En absence de la protéine SOCS-1, HIV-gag n’est pas relocalisée a la membrane et la
production de particules virales est diminuée (Ryo et al., 2008). En utilisant des modulateurs
de la dynamique des microtubules et des expériences de co-immunoprécipitation, Nishi et al
ont mis en évidence une interaction entre la protéine HIV-gag et les microtubules.
Parallélement, en immunohistofluorescence, ils ont observé une colocalisation entre la
protéine SOCS-1 et les microtubules. Ces résultats peuvent laisser penser que la protéine
SOCS-1 pourrait étre un adaptateur protéique entre HIV-gag et les microtubules (Nishi et al.,
2009). A I’heure actuelle, les données ne permettent pas de déterminer si la protéine SOCS-1
pourrait aussi avoir un rdle dans le déplacement de la protéine HIV-gag le long des

microtubules.

B.1.6 La protéine SOCS-1 dans I’'immunité

Les macrophages et les cellules dendritiques sont les principales cellules de I’immunité innée
et les TLR sont les principaux récepteurs de I’immunité induite par les agents pathogeénes.

Dans les macrophages, les DC (cellules dendritiques) et les monocytes, les ligands des TLR,
les bactéries ou les parasites, induisent I’expression des protéines SOCS-1, SOCS-3 et CIS
(Heeg and Dalpke, 2003). De nombreuses études rapportent que la protéine SOCS-1 inhibe
les effets de I'IFN-B sécrété suite a 1’activation des TLR. Des données expérimentales
démontrent aussi I’inhibition de la cascade TLR ou du facteur NFkB par la protéine SOCS-1
(Croker et al., 2008). En régulant les signaux TLR, la protéine SOCS-1 inhibe la production
de cytokines pro-inflammatoires et protége la cellule des effets immuno-pathologiques d’une

réponse inflammatoire trop soutenue (Heeg and Dalpke, 2003).
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L’intervention de la protéine SOCS-1 a aussi été rapportée dans la prolifération, la
différenciation et la maturation des cellules dendritiques (Hanada et al., 2003; Shen et al.,
2004). Certains auteurs soulignent qu’en régulant négativement la voie JAK/STAT, la
protéine SOCS-1 pourrait étre a 1’origine d’une diminution des effets anti-microbiens de
I’TFN-y et/ou d’une perturbation du développement des DC initiée par le GM-CSF (Dalpke et
al., 2008).

La protéine SOCS-1 joue également un role important dans le développement et la fonction
des lymphocytes T. En effet, le niveau d’expression du geéne Socs-1 est particulierement élevé
dans les lymphocytes doubles positifs CD4" CD8". Par contre, il est faible dans les
lymphocytes T immatures (Chong et al., 2003). Les cellules T socs-17" montrent une
hypersensibilité aux signaux provenant des cytokines qui agissent via la chaine yc, avec une
sur-activation du facteur de transcription STAT-5 en réponse a I'IL-2, I'IL-7 et I'IL-15
(Cornish et al., 2003). L’¢étude de souris transgéniques indique que ’action de la protéine
SOCS-1 permettrait in-vivo la différenciation des lymphocytes T helper (Alexander and
Hilton, 2004).

Récemment, a 1’aide de peptides mimétiques, Ahmed et al ont mis en évidence in-vivo, un
potentiel role de la protéine SOCS-1 dans I’infection par le virus de la vaccine (Ahmed et al.,
2009). Les investigateurs ont développé un peptide mimétique de la protéine SOCS-1. Ce
dernier bloque donc I’activité kinase de la protéine JAK2 en agissant en pseudo-substrat et
inhibe le recrutement et 1’activation des facteurs STATs. De maniére intéressante, chez la
souris, 1’administration du peptide protége d’une I’infection létale par le virus de la vaccine.
La protection semble optimale lors d’une administration préventive, mais elle peut aussi
sauver des animaux préalablement infectés. Des résultats similaires ont été obtenus avec un
peptide correspondant uniquement au domaine KIR (Ahmed et al., 2009). Dans les deux cas,
les animaux protégés présentent une forte réaction immunitaire. Ces observations suggerent
que la protéine SOCS-1 pourrait assurer une fonction antivirale physiologique. Les auteurs
indiquent que 1’action de la protéine SOCS-1 pourrait se faire via une inhibition de la

phosphorylation des protéines JAK2 et ErbB-1 en réponse au virus.

B.1.7 Evaluation des partenaires de la protéine SOCS-1

Grace a son domaine SH2 et a son motif SOCS-box, la protéine SOCS-1 peut s’engager dans
de nombreuses interactions. Le serveur STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting

Genes/Proteins) est un outil informatique qui permet d’analyser les interactions protéiques. I
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intégre des informations provenant de plusieurs sources, notamment bibliographiques et des
algorithmes d’analyses bioinformatiques (Jensen et al., 2009). Son interface web, s’interroge a

la maniére d’une base de données (http://string32.embl.de:8062/). L’interrogation du serveur

STRING au sujet de la protéine SOCS-1 humaine permet d’évaluer les interactions
expérimentalement mises en évidence et les interactions dans lesquelles la protéine pourrait

étre théoriquement impliquée.

TCEB1

Figure 10 : Les partenaires de la protéine SOCS-1
Le réseau a été généré par le programme STRING32 a partir des données bibliographiques
(indexées dans Pubmed) et de I’analyse de la base de séquence du serveur d’EMBL.
(indice de confiance minimal 0,9)

Avec un indice minimal de confiance de 0,9 le résultat de I’interrogation du serveur
STRING32, indique que quatorze partenaires ont été identifiés expérimentalement (in-vitro
et/ou in-vivo et/ou par double hybride) pour la protéine SOCS-1. A I’exception du cas de la
protéine TCEB-1, toutes ces intéractions sont « prédites » par 1’outil bio-informatique.
Mais I’analyse des homologies de séquence suggére que la protéine SOCS-1 pourrait avoir

bien plus de partenaires (tableau 4).
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Your Input:

®1aB Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS-1) (JAK-binding protein) (JAB) (STAT-induced STAT inhibitor 1) [S5I-1) (Tec-interacting
protein 3) (TIP-3); SOCS family proteins form part of a classical negative feedback system that regulates cytokine signal
transduction. SOCS1 is involved in negative regulation of cytokines that signal through the JAK/STAT3 pathway. Through binding
o JAKs, inhibits their kinase activity. In vitro, also suppresses Tec protein- tyrosine activity. Appears to be a major regulator of

=
signaling by interleukin & (IL&) and leukemia inhibitory factor (LIF). Regulates [...] (211 aa) ,8 : é ; = e
(Homa sapiens) SECizaze
Predicted Functional Partners: 52595358
23385352 §
7 Frrry
JAK2 Tyrasine-protein kinase 1AK2 (EC 2.7.10.2) (Janus kinase 2) (JAK-2); Plays a role in leptin sig [...] (1132 aa) ® x|= #/x 0999
= INSR. Insulin receptor precursor (EC 2.7.10.1) (IR} (CD220 antigen) [Contains- Insulin receptor subun [...] {1382 aa) ® we e x 0972
IRS1 Insulin receptor substrate 1 (IRS-1); May mediate the control of various cellular processes by [...] (1242 aa) ® we e x 0972
W IFNGR1 Interferon-gamma receptor alpha chain precursor (IFN-gamma-R1) (CD119 antigen) (CDw119); Recept [...] (483 aa) x x = 8 x 0960
JAK3 Tyrosine-protein kinase JAK3 (EC 2.7.10.2) (Janus kinase 3) (JAK-3) (Leukocyte janus kinase) (L [...] (1131 aa) ® u| = ®x  0.960
S IL2RB Interleukin-2 receptor subunit beta precursor (IL-2 receptor) (P70-75) (p75) (High affinity IL- [...] (551 aa) ® /= & x 0959
JAK1L Tyrosine-protein kinase 1AK1 (EC 2.7.10.2) (Janus kinase 1) (JAK-1); Tyrosine kinase of the non [...] (1156 aa) ® w = e x 0959
" TCEBL  Transcription elongation factor B polypeptide 1 (RMA polymerase I transcription factor 5111 su [...] {112 aa) x x ® x 0953
Tvav Proto-oncogene vav: Couples tyrosine kinase signals with the activation of the RhofRac GTPases, [...] (845 aa) ® ¥ = e|x| 0928
" GRBZ Growth factor receptor-bound protein 2 (Adapter protein GRBZ) (SH2/SH2 adapter GRB2) (Protein A [...] (217 aa) ® u|» ®x 0928
Sl ay Mast/stemn cell growth factor receptor precursor (EC 2.7.10.1) (SCFR) (Proto-oncogene tyrosine-p [...] (976 aa) ® x| = & x 0928
MPL Thrombopoietin receptor precursor [TPO-R) (Myeloproliferative leukemia protein) (C-mpl) (CD110 [...] (635 aa) ® ®i= elx 0921
GHR. Growth hormone receptor precursor (GH receptor) [Somatotropin receptor) [Contains- Growth hormo [...] (638 aa) x x = e x 0920
IRS2 Insulin receptor substrate 2 (IRS-2); May mediate the control of various cellular processes by [...] {1338 aa) x|x|ele|x| 0919
IL4R Intzrlzukin-4 receptor zloha chain precursor (IL-4R-zlpha) (CD124 antigen) [Contains- Selublz i [L..] (225 za) * x| elx 0,899
CD212  Interleukin-12 receptor beta-1 chain precursor (IL-12R-betal) (Intedeukin-12 recepror beta) (1 [...] (662 az) * x| #x 0,899
Lz Interleukin-2 precursor [IL-2} (T-cell growth factor] (TCGF) (&ldesleukin}; Produced by T-cells [...] (133 az) % e x 0,899
SF Kit Iigand precursar (C-kit ligand) (Stem cell faczor) [SCF) [Mast cell growth factor) (MGF); S [...] (273 za) % e x 0,899
IFNG Intzrfercn gamma precurser [IFN-gamma) {Immune interferon): Produced by lymphocytes activated b [...] (155 =a) % e« 0.899
IL12B Interleukin-12 subunit beta precursor (IL-128) (IL-12 subunit p40) (Cytotoxic lymphocyte matura [...] (328 aa) % e x 0,899
L4 Interleukin-4 precursor (IL-4} (B-cell stimulatory factor 1) (BSF-1) (Lymphecyte stimulatory fa [...] (133 =a) % e« 0.899

X « x 0.899
MK ® x  0.899
X|x e 0,893
x| & 0,899
x| # 0,899
x| & 0,899

IL12RE2 Interleukin-12 receptor beta-Z chain precursor (IL-12 receptor beta-2) [IL-12R-beta2); Receptor [...] (562 az)
PIASS E3 SUMO-protein ligase PIAS4 (Prozein inhibitor of activated STAT protein 4) (Protein inhibitor [...] {510 aa)

ITK1L Nen-receptor tyrosine-pretein kinase TYK2 (EC 2.7.10.2): Probably invelved in intracellular sig {1187 aa)

IL2RG  Cytokine receptor commeon gamma chain precurser (Gamma-C) (Interleukin- 2 receptor gamma chain) [...] (369 aa)

STATSE Signal transducer and activator of transcriotion 5B; Carries out a dual function- signal tranzd [,
STATS  Signal transducer and activater of transcription & (IL-4 Stat); Carries out a dual function- si [...

o35 Interleukin-12 subunit alpha precursor (IL-12A4) [IL-12 subumit p353) (Cytotovic lymohooyte matur [,..] (253 23] * x| #x 0,899
ETSL C-ets-1 protein (p34); Transcristion factor (441 za) = x| elx 0,899
LCK Proto-oncogens tyrosine-protein kinase LCK (EC 2.7.10.2) (p36-LCK) (Lymphocyte cell-specific pr [...] (539 aa) % e x 0,899
STATSA  Signal transducer and activator of transcription 5A; Carres out a dual function- signal transd [...] (794 2a) % e« 0.899
STATL  Signal transducer and activator of transcription 1-zlpha/beta [Transcription factor ISGF-3 cemp [...] (750 az) % e« 0.899
JIL13RA1 Interleukin-13 receptor alpha-1 chain precurser (IL-13R-alpha-1) (IL- 13RA-1) (CD213a1 antigen) [...] (427 za) x|x| |e|x| 0.899
IRF1 Intarfercn regulatory factor L (IRF-1); Specifically binds to the upstream regulatory region of [...] (325 23) % e« 0.899

oM « x  0.899
X|x e 0,893
x|x|e 0,871
x| & 0,800

IL2RA Interleukin-2 receptor alpha chain precursor (IL-2 recepter alpha subunit) (IL-2-RA) {IL2-RA) ( [...] (272 2a)
HRAS GTPase HRas precursoar (Transforming orotein p21) (p2iras) (H-Ras-1) (c-H-ras) (Ha-Ras): Ras oro [...] (273 2a)

IGFIR  Insulin-like growth facter 1 receptor precursor (EC 2,7.10.1) (Insulin-like growth factor I rec [...] (1367 2a)
EPOR Erythropoietin receptor precursor (EPO-R): Receptor for erythropoieting Mediates erythropeietin [L..] (308 2a)

IL10R Interleukin-10 receptor alpha chain precursor (IL-10R-A) [IL-10R1) (CDw210a antigen); Receptor [...] (578 az) x| elx 0,800
CMTFR  Ciliary neurotrophic factor receptor alpha precurser [CNTFR alphz); Binds to CNTF, The alpha ch [...] (372 2a) % e % 0,800
IL13RA2 Interleukin-13 receptor alpha-2 chain precursor (Interleukin-13- binding protein) (CD213a2 znti [...] (380 z2a) * x| # % 0,800
ILSR Interleukin-$ receptor precurser (IL-3R) (CD129 antigen); This is a recegtor for interleukin-9 (521 az) % e % 0,800
IRS4 nsulin recegtor substrate 4; Acts a5 an interface between multiple growth factor receptors pos [...] (1257 =a) % e x 0,800
ILSRA Interleukin-3 receptor alpha chain precursor (IL-5R-alpha) (CD123 antigen) (CDw125); This is th [...] (420 2a} % e x| 0,800
ILSRE Cytokine receptor commen beta chain precursor (GM-CSF/IL-3/IL-5 receptor commen beta-chain) (CD [...] (897 aza) % e 0,800
LIFR Leukemia inhibitery factor receptor precurser (LIF recepror) (LIF-R) (CD118 antigen}; Signal-tr [...] {1097 aa) x|x| |e|x| 0.800
U IL22RA1 interleukin 22 receptor, alpha 1; Component of the receptor for IL20, IL22 and IL24, Companent [. 74 za) x|x| |#|x| 0.800
IL10RE  Interleukin-10 receptor beta chain precursor (IL-10R-B) (IL-10R2) (Cytokine recepror family 2 m [...] (325 aa) % e % 0.800
2IL22RAZ Interleukin-22 receptor alpha-2 chain precursor (IL-22R-algha-2) (Interleukin 22-binding protei [...] (263 aa) (o x elx 0,800

Tableau 4: Les partenaires potentiels de la protéine SOCS-1
Ce tableau liste les partenaires protéiques de la protéine SOCS-1 proposés par le programme
STRING32 de EMBL en analysant sa base de données de séquences et les publications
indexées dans PubMed (Indice de confiance minimal 0,8).

La majorité des partenaires potentiels identifiés par I’outil informatique n’a pas encore été
validée expérimentalement. Les analyses bioinformatiques ne tiennent évidemment pas
compte de la réalité biologique, mais ce résultat peut laisser suggérer qu’a ce jour, tous les

partenaires de la protéine SOCS-1 n’ont pas encore été mis en évidence.
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B.2 Régulation de I’expression de la protéine SOCS-1

La transcription du géne Socs-I est activée par de nombreuses cytokines. Les fonctions
biologiques variées de cette protéine la relient aussi bien a la régulation de 1’inflammation
qu’au développement tumoral. La littérature rapporte de nombreux cas de cancers dans
lesquels I’expression du gene Socs-1 est perturbée. Par contre, dans la cellule normale, le

niveau d’expression de la protéine SOCS-1 est finement régulé.

B.2.1 La méthylation de ’ADN génomique

B.2.1.1 Mécanismes généraux de la méthylation de ’ADN génomique

La méthylation de ’ADN est une modification post-réplicative de type épigénétique. Une
réaction chimique catalysée par les DNMT (DNA Methyl Transférases) permet d’ajouter un
groupement méthyle & une cytosine (Figure 11A) (Herman and Baylin, 2003). Chez les
mammiferes, seules les CpGs (cytosines preceeding a Guanine) peuvent étre concernées par
ce type de modification. Les CpGs ne sont pas uniformément réparties dans le génome. Elles
sont souvent regroupées et forment des « clusters » appelés 1lots. Lorsqu’elle est corrélée a
une inhibition de I’expression génique, la méthylation des CpGs est généralement localisée au
niveau des régions promotrices. Plus exceptionnellement, des méthylations d’ilots CpGs
peuvent étre observées dans des introns ou des exons (Reik and Dean, 2001).

La méthylation de I’ADN modifie localement la structure chromatinienne. Au final, la
méthylation de ’ADN empéche 1’acces des facteurs de transcription et leurs co-activateurs
aux régions régulatrices de I’expression génique (Baylin et al., 2001) (Figure 11B). Dans les
conditions physiologiques, la méthylation permet de maintenir certaines régions du génome
dans un état transcriptionnellement inactif. C’est le cas par exemple pour I’inactivation des
genes du chromosome X (Reik and Dean, 2001). Mais, dans des contextes tumoraux,
I’inhibition d’expression par méthylation touche de nombreux génes suppresseurs de tumeurs

de fagcon aberrante (BRCAI, Cdhl, Apc, Rb1) (Luczak and Jagodzinski, 2006).
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L " DNMTs N

SAM : S-adenosylmethionine
SAH : 5-adenosylhomocysteine
DNMT : DNA Methyltransferases

CA: CoActivateurs transcriptionnels; HAT: Histones Acetyl Transférases ;
FT: Facteurs de Transcription; MBPs: Methyl cytosine-binding proteins;
CR: CoRépresseurs transcriptionnels; HDAC: Histones Déacétylases

Figure 11 : La méthylation de ’ADN

A- La réaction chimique de la méthylation
La méthylation est une modification chimique de I’ADN. Les enzymes DNA-

méthyltransférases (DNMTs) catalysent 1’ajout d’un groupement méthyl sur des cytosines
situées dans des ilots CpG. La S-adenosylméthinine (SAM) et la S-adenosylhomocystéine

(SAH) sont respectivement donneur et accepteur de protons de cette réaction.
B- Mécanisme du réarrangement chromatinien lors de la méthylation de I’ADN

Les protéines MBP (Methyl Binding Proteins) se fixent au niveau des ilots CpG méthylés.
Elles interagissent directement avec les protéines HDAC (Histones DéAcetylases) et des co-
répresseurs transcriptionnels. La chromatine est ainsi maintenue dans un état qui empéche

B.2.1.2 Méthylation du géne Socs-1 dans les tumeurs humaines

I’accés de la machinerie transcriptionnelle aux zones régulatrices.

Le phénotype CIMP positif (CpG methylator phenotype) décrit des patients atteints de cancer

(colorectal, gastrique et thyroidien principalement) chez lesquels on reléve une

hyperméthylation de plusieurs génes (Toyota et al., 1999a; Toyota et al., 1999b). Dans ce

travail, les auteurs ont observé que le géne Socs-1 est spécifiquement hyperméthylé chez ces

malades.
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La séquence du gene Socs-1 contient de nombreuses CpGs. Ces derniéres sont réparties de
part et d’autre du site d’initiation de la transcription (Galm et al., 2003). L’inhibition de
I’expression du gene Socs-I par hyper-méthylation de I’ADN a été associée au
développement des hépatocarcinomes (Miyoshi et al., 2004; Okochi et al., 2003). Les
modifications de profil de méthylation du géne Socs-1, ont été observées au niveau de la
région promotrice, mais aussi dans la région codante (exon 2) (Galm et al., 2003). D’autres
études rapportent la méthylation de ’ADN du géne Socs-/ dans des tumeurs solides
(carcinomes du sein, des ovaires, de I’estomac, du colon...) (Fujitake et al., 2004; Fukushima
et al., 2003; Lin et al., 2004; Nagai et al., 2003; Oshimo et al., 2004; Sutherland et al., 2004;
To et al., 2004) et des désordres hématopoictiques (leucémies myeloides acquises,
my¢lomes...) (Brakensiek et al., 2005; Chen et al., 2003a; Ekmekci et al., 2004; Galm et al.,
2003; Liu et al., 2003b; Watanabe et al., 2004).

L’inhibition de I’expression du géne Socs-1 par une hyperméthylation aberrante, provoque,
entre autre, I’activation d’éffecteurs de la voie JAK/STAT (Brakensiek et al., 2005). Dans la
plupart des cas, la restauration de I’expression de la protéine inhibe la prolifération des
cellules cancéreuses. Cette observation renforce 1’idée que le géne Socs-1 puisse étre un gene

suppresseur de tumeur.

B.2.2 La régulation transcriptionnelle

Il a été observé depuis longtemps, que les facteurs de transcription de la famille STAT
assuraient un réle clef dans la régulation de I’expression du géne Socs-1 (Naka et al., 1997).
Des ¢éléments de réponse pour les facteurs STATs ont été identifiés sur les promoteurs des
genes Cis, Socs-1 et Socs-3 (He et al., 2003; Matsumoto et al., 1997). Une premicére étude de
Hebenstreit a mis en évidence le role de trois SBE (STAT6 binding Element) dans la réponse
a I'IL-4. Ces séquences présentent dans la région promotrice du géne Socs-1 (-691/-606),
doivent étre intactes pour une induction maximale du géne en réponse a 1I’IL-4 ou a I’IL-13
(Hebenstreit et al., 2003). Par la suite, un travail effectué¢ a 1’aide de ’outil informatique a
permis de mettre en évidence d’autres sites régulateurs sur le promoteur du gene Socs-1.
(Travagli et al., 2004). En plus des trois SBE déja décrits, des potentiels sites de fixation pour
les facteurs AP-1, GATA-1, IRF-1, Sp-1 et Ets-1 ont été identifiés. Les auteurs se sont
concentrés sur les sites de fixation du facteur Ets-1 proches des SBEs. Leurs expériences
indiquent que les facteurs de transcription STAT-6 et Ets-1 pourraient former un complexe

capable de se lier au SBE le plus distal. La surexpression de la protéine ETS-1 dans les
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cellules de la lignée HaCaT provoque une inhibition de ’activation du promoteur de Socs-1/
en réponse a I’[L-4 (Travagli et al., 2004).

L’expression du geéne Socs-1 est aussi induite par des molécules qui n’activent pas la voie
JAK/STAT. C’est le cas pour le LPS (lipopolysacharide) (Nakagawa et al., 2002) et plus
globalement pour les ligands des TLR (Dalpke et al., 2008) sans que les mécanismes
d’activation soient décrits. Des tests d’activation transcriptionnelle et des expériences
d’immunoprécipitation de la chromatine démontrent que le facteur Egr-1 (Early growth
response factor -1) induit I’expression du géne Socs-I dans les lignées cellulaires murines
THP-1 et RAW264.7 (Mostecki et al., 2005). On ne peut donc pas exclure que des analyses
complémentaires de la région promotrice du gene Socs-1 pourraient mettre en évidence le role

d’autres facteurs de transcription.

B.2.3 La répression traductionnelle

Une régulation post-traductionnelle de la protéine SOCS-1 a été décrite par deux équipes
(Gregorieff et al., 2000; Schluter et al., 2000). Le géne Socs-1 a initialement ét¢ décrit comme
comportant un unique exon (Naka et al., 1997). En fait, ’ARNm du gene socs-1 code pour
deux exons (Schluter et al., 2000). Le premier exon est composé d’une partie de la région
5’UTR (UnTranslated Region) alors que le second exon, beaucoup plus grand, contient une

partie de la région 5’UTR, la région codante et la région 3’UTR. (Figure 12)
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Figure 12: Structure du géne Socs-1
Le géne Socs-1 contient deux exons séparés par un petit intron. La région codante (639 aa) et
la région 3°’UTR (404 aa) sont situées dans le deuxieéme exon. La région 5’UTR (134 aa)
contient le premier exon, 1’intron et une petite partie du deuxieéme exon.

Les travaux de Gregorieff et al ont démontré que la région 5’UTR est responsable d’une
inhibition de la traduction de la protéine. Une étude comparative des régions 5’UTR des

transcrits socs-1 humains et murins a permis d’identifier une ORF (Open Reading Frame)
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avec deux codons d’initiation (AUG) et un codon stop (UAG) en amont du véritable AUG
(Gregorieff et al., 2000) (figure 13).

Région D'UTR

Figure 13 : Schéma de la région 5’UTR du géne Socs-1
Il existe dans la région 5’UTR du géne socs-1 une ORF supplémentaire qui contient deux
AUGs (AUG 1 et AUG 2) situés en amont du principal AUG (AUG3). Seul I’AUG3 situé au
début de I’exon 2 est a I’origine d’une protéine compléte et fonctionnelle.

La mutation de ’AUG 1 ou de I’AUG 2 en UUG n’a que peu d’effet sur le niveau
d’expression de la protéine. Par contre, les mutations simultanées de ces deux AUGs
provoquent une forte augmentation de la quantité de protéine produite (Gregorieff et al., 2000;
Schluter et al., 2000). L’inhibition d’une ORF par la présence d’une autre ORF plus en amont
est un mécanisme connu. Ce systéme de régulation post-transcriptionnel a déja été observé
pour d’autres protéines (Bcl-2, RARP2...) (Kozak, 1996; Reynolds et al., 1996). Son
importance dépend d’ailleurs du type cellulaire. Mais la fonction exacte de ce mécanisme

reste inconnue.

B.2.4 La stabilisation de la protéine

Les trois protéines serine/thréonine kinases de la famille Pim sont des oncoprotéines. Ces
kinases sont impliquées dans le développement de cancers chez I’Homme et chez la souris
(Cuypers et al., 1984). Une étude publiée en 2002 démontre par plusieurs approches (double
hybride, co-immunoprécipitations) que les kinases Pim s’associent a la protéine SOCS-1 et la
phosphorylent in-vitro et in-vivo (Chen et al., 2002). La phosphorylation de la protéine SOCS-
1 par les kinases de la famille Pim augmente sa demi-vie et prolonge son action inhibitrice sur
les voies JAK/STAT. Si la kinase Pim-2 est surexprimée, le cycloheximide (inhibiteur de la
synthése protéique) n’a pas d’effet sur le niveau d’expression de la protéine SOCS-1 et
inversement, les souris transgéniques Pim™ présentent une suractivation du facteur de

transcription STAT-6 en réponse a une stimulation par 1’IL-4.
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Les kinases de la famille Pim interagissent avec la protéine SOCS-1 au niveau de son
domaine N-terminal. Par contre leurs sites de phosphorylation se situent au niveau du
domaine SOCS-box. Cette phosphorylation de la protéine SOCS-1 inhiberait son interaction
avec le complexe des élongines B et C. Les auteurs suggerent que dans ce cas, la protéine

SOCS-1 pourrait étre a son tour étre dégradée par le protéasome (Chen et al., 2002).

B.3 Les autres protéines de la famille SOCS

L’analyse des séquences primaires et des structures génétiques suggere que les protéines de la
famille SOCS peuvent étre rapprochées par paires (Hilton et al., 1998) : CIS et SOCS-2,
SOCS-1 et SOCS-3, SOCS-4 et SOCS-5 puis SOCS-6 et SOCS-7.

CIS | -

Socs-1 I

socs-2 [T

50C5-3 | ¥ -

S0CS-4| [
S0¢s-5 | I
S0CS-6 | [

S0CS-7 | l

I Domaine KIR [ bomaine sH2 Bl Domaine SOCS-box

Figure 14 : L’homologie entre les membres de la famille SOCS
Les huit membres de la famille SOCS partagent une structure commune.
L’analyse de leurs séquences protéiques indique que certains membres sont treés proches. Les
pourcentages d’homologie de s€quences sont indiqués sur la droite.
(D’aprés Alexander WS 2002)

B.3.1 La protéine SOCS-3

Apres la protéine SOCS-1, la protéine SOCS-3 est le deuxieme membre de la famille le plus
¢tudié. La protéine SOCS-3 présente de trés nombreuses similarités avec la protéine SOCS-1.
Leurs régions N-terminales sont d’ailleurs interchangeables (Nicholson et al., 1999).

La protéine SOCS-3 inhibe les signaux provenant de nombreuses cytokines et hormones de
croissance. Certaines inhibitions sont communes avec la protéine SOCS-1 (LIF, IL-6, IL-4,
GH et PRL) mais I’action de la protéine SOCS-3 a aussi ses spécificités (IL-2, IL-3 et la
leptine) (Nicholson et al., 2000).
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Les protéines SOCS-3 et SOCS-1 peuvent étre immunoprécipitées avec la kinase JAK-2, mais
seule SOCS-1 inhibe efficacement ’activité kinase in-vitro (Narazaki et al., 1998; Sasaki et
al., 1999; Yasukawa et al., 1999b). En fait, la protéine SOCS-3 n’interagit pas directement
avec la kinase JAK-2. Elle reconnait spécifiquement le résidu tyrosine Y759 de la chaine gp
130 humaine lorsqu’il est phosphorylé et se fixe au récepteur activé (Schmitz et al., 2000).

Elle inhibe ensuite 1’activité des kinases JAKs grace a son domaine KIR (Masuhara et al.,

1997) (figure 15).

JAK D (r'i:Kz;
==

Figure 15 : Mécanismes d’action comparés des protéines SOCS-1 et SOCS-3
La protéine SOCS-3 inhibe I’activité kinase des protéines JAK aprés s’étre fixée au récepteur,
alors que la protéine SOCS-1 bloque I’activité catalytique de JAK2 par intéraction directe.

L’expression de I’ARNm des génes Socs-1 et Socs-3 est induite par le G-CSF. Les deux
protéines assurent un fort rétrocontréle des effets prolifératifs induits par ce facteur
croissance. Elles inhibent 1’activation du facteur STAT-5 en se fixant sur le résidu tyrosine
729 phosphorylé du récepteur activé. Si le résidu tyrosine 729 est muté ou absent (comme
chez les patients atteints d’AML chez qui le récepteur G-CSFR est souvent tronqué), la
régulation négative par les protéines SOCS-1 et SOCS-3 est abolie (Zhuang et al., 2005).

Grace au domaine SOCS-box, la protéine SOCS-3 participe a 1’ubiquitination de certains
récepteurs membranaires. Il a été démontré qu’en présence de la protéine SOCS-3, la
dégradation du récepteur CD33 et du récepteur Siglec-7 (Sialic acid-binding immunoglobulin-
like lectin 7) est accélérée (Orr et al., 2007a; Orr et al., 2007b). Comme la protéine SOCS-1,
la protéine SOCS-3 concourt aussi a la dégradation des intermédiaires de signalisation IRS-1
et IRS-2, mais aussi a celle de la kinase FAK (Liu et al., 2003a; Rui et al., 2002). L analyse
des souris transgéniques Socs-3ASocs-box” démontre le role de ces multiples dégradations
in-vivo. En effet, ces animaux présentent une hypersensibilit¢ au G-CSF et une réponse

inflammatoire altérée (Boyle et al., 2007). Par contre I’inactivation compléte du geéne Socs-3
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est létale. Les embryons succombent a une érythropoicse feetale excessive (Marine et al.,
1999).

Les résidus 204 a 221 du domaine carboxy-terminal de la protéine SOCS-3 peuvent étre
spécifiquement phosphorylés aprés une stimulation par plusieurs cytokines (IL-2, IL-6) et
facteurs de croissance (EGF, PGDF) (Cacalano et al., 2001; Peraldi et al., 2001). 11 a été
démontré que la protéine SOCS-3 phosphorylée sur son résidu tyrosine 212 aprés une
stimulation par I’IL-2, interagit avec la protéine inhibitrice de Ras, la p120RasGAP (Cacalano
et al.,, 2001). Cette interaction provoque le maintient de ’activation de la voie ERK en
réponse a I’IL-2 alors que la protéine SOCS-3 (méme phosphorylée) assure I’inhibition du
facteur STAT-5 (Cacalano et al., 2001). En absence de phosphorylation, la protéine SOCS-3
bloque a la fois la voie IL-2/STAT-5 et la voie IL-2/ERK en laissant libre action a la
p120RasGAP.

Dans des cellules dérivées de leucémie, il a été rapporté qu’une expression élevée de la
protéine SOCS-3 pourrait favoriser la croissance tumorale (Sakai et al., 2002). Mais, le plus
souvent, dans les tumeurs solides, le géne Socs-3 est fréquemment hyperméthylé (Teofili et
al., 2008). L’inhibition de I’expression de la protéine SOCS-3 est alors associée a une

prolifération et une survie cellulaire augmentées (Niwa et al., 2005; Weber et al., 2005).

B.3.2 Les protéines CIS et SOCS-2

La protéine CIS (Cytokine inductible SH2-containing protein) a été caractérisée comme étant
rapidement induite aprés une stimulation par I’IL-3 (Matsumoto et al., 1997; Yoshimura et al.,
1995). Des études de surexpression de la protéine ont démontré que la protéine CIS inhibe la
signalisation induite par ’EPO, I’'IL-2, la PRL et le GM-CSF en entrant en compétition avec
le facteur de transcription STAT-5 au niveau de la chaine IL-3 phosphorylée des récepteurs
concernées (Aman et al., 1999; Matsumoto et al., 1997). Les souris transgéniques pour le géne
Cis-1 ont un développement normal mais un poids plus faible que les souris sauvages. Des
défauts de lactation sont aussi €té observés chez les femelles. L’analyse des cellules T a mis
en évidence une altération de la différenciation Th1/Th2 chez ces animaux (Matsumoto et al.,
1999).

La GH induit I’expression de plusieurs protéines de la famille SOCS (CIS, SOCS-1, SOCS-2,
SOCS-3). In-vitro, elles interagissent toutes avec le récepteur GHR, mais in-vivo seule la
protéine SOCS-2 semble réguler les effets de la GH (Greenhalgh et al., 2002b; Tollet-Egnell
et al., 1999). Elle inhibe alors la voie de signalisation JAK-2/STAT-5 (Hansen et al., 1999).
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Les souris Socs-2 7 souffrent de gigantisme. Elles présentent une hypertrophie des viscéres et
des os (Metcalf et al., 2000). Ces animaux sont hypersensibles a la GH (Greenhalgh et al.,
2002b) et présentent une activation prolongée de STATSb en réponse a cette hormone

(Greenhalgh et al., 2002a).

Extended

Figure 16 : Structure tridimensionnelle de la protéine SOCS-2
(Bullock et al., 2006)

B.3.3 Les protéines SOCS-4 et SOCS-5

Les protéines SOCS-4 et SOCS-5 ont environ 50% d’homologie (Hilton et al., 1998).

La protéine SOCS-4 est un des membres de la famille SOCS le moins bien caractérisé. Peu de
choses sont connues sur sa régulation, son expression ou encore sa fonction.

Les protéines SOCS-4 et SOCS-5 seraient impliquées dans la régulation de la signalisation de
I’EGF (Kario et al., 2005; Nicholson et al., 2005). Le domaine SH2 de la protéine SOCS-4
semble pouvoir interagir spécifiquement avec le résidu tyrosine phosphorylé¢ Y1092 du
domaine cytoplasmique du récepteur de I’EGF. La protéine SOCS-4 pourrait par la suite
emmener le récepteur vers la dégradation par I’intermédiaire de son domaine SOCS-box
(Bullock et al., 2007). Pour la protéine SOCS-5, I’interaction décrite par Nicholson n’est pas
dépendante de la phosphorylation du récepteur et implique le domaine N-terminal de la
protéine (Nicholson et al., 2005). Seki et ses collaborateurs ont d’ailleurs démontré que la
protéine SOCS-5 interagirait aussi avec le récepteur IL-4Ra via son domaine N-terminal (Seki
et al.,, 2002). Leurs résultats suggerent que la protéine SOCS-5 pourrait ainsi inhiber la

différenciation des lymphocytes Th2 induite par 1’IL-4.
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Figure 17 : Structure tridimensionnelle de la protéine SOCS-4
En rouge, la SOCS-box, en bleu de domaine ESS et en jaune le domaine SH2.
(Bullock et al., 2007)

B.3.4 Les protéines SOCS-6 et SOCS-7

Les protéines SOCS-6 et SOCS-7 sont exprimées de maniere constitutive dans de nombreux
tissus (Krebs et al., 2002; Martens et al., 2004). La protéine SOCS-7 régule négativement les
signaux provenant de la PRL, de la GH et de la leptine. En interagissant directement avec les
facteurs de transcription STAT-3 et STAT-5, la protéine SOCS-7 diminuerait leur
phosphorylation et leur translocation nucléaire (Martens et al., 2005).

Des expériences de double hybride chez la levure et d’immunoprécipitation ont démontré une
interaction entre le motif « proline rich » de la protéine SOCS-7 et la vinexine. Par ailleurs,
des observations de microscopie confocale indiquent une colocalisation de la protéine SOCS-
7 a la fois avec la vinexine et avec I’actine polymérisée (Martens et al., 2004). Les auteurs
suggerent donc une interaction entre la protéine SOCS-7 et le cytosquelette d’actine via la
vinexine.

En fait, d’autres partenaires de la protéine SOCS-7 ont déja été identifiés. C’est le cas des
protéines Hck, Lck ou encore Nck-1 et Nck-2 (Martens et al., 2004; Matuoka et al., 1997). De
manicre intéressante, 1’association de ces protéines avec le cytosquelette et largement
documentée. Par exemple, dans le noyau, 1’adaptateur protéique Nck-1 régule Ia
réorganisation du cytosquelette d’actine. La protéine Nck-1 participe ainsi a des phénomeénes
cellulaires importants comme le maintient de la polarité, 1’arrét du cycle en cas de dommage
de ’ADN et I’induction du facteur p53 (Buday et al., 2002). Récemment, Kremer et ses
collaborateurs ont démontré que la protéine SOCS-7 était responsable de la translocation

nucléaire de I’adaptateur Nck-1 (Kremer et al., 2007). Bien que la fonction de la protéine
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SOCS-7 soit toujours en cours d’investigation, ces données suggerent que cette protéine
pourrait participer a la relocalisation de facteurs agissant directement sur le cytosquelette.

Les expressions des protéines SOCS-6 et SOCS-7 sont co-régulées en réponse a I’insuline. En
retour, ces deux protéines seraient engagées dans des interactions avec le récepteur a
I’insuline, la sous unité p85 de la kinase PI3K et les protéines IRS-2 et IRS-4 (Krebs et al.,
2002; Mooney et al., 2001).

Les souris dont le gene Socs-6 a été invalidé sont globalement saines. Elles présentent juste un
l1éger retard de croissance (Krebs et al., 2002). Par contre, les souris socs-7”" meurent dans la

période périnatale (Banks et al., 2005).

B.4 L'expression des protéines de la famille SOCS chez les autres
especes

La protéine SOCS-1 n’est pas exprimée chez les bactéries. Chez les eucaryotes, sa séquence
protéique est fortement conservée chez les mammiféres (homme, rat, souris, singe et poulet).
Récemment, une équipe coréenne a cloné une protéine homologue de la protéine SOCS-2
chez le mollusque Haliotis discus discus (De Zoysa and Lee, 2009). Cette protéine appelée
AbSOCS-2 présente le domaine SH2 et le motif SOCS-box caractéristiques des protéines de
la famille exprimées chez les vertébrés. L’expression de la protéine AbSOCS-2 semble
ubiquitaire mais 1’expression de ’ARNm peut étre significativement induite par le LPS et
certaines bactéries.

Chez la drosophile, la sur-activation de la protéine orthologue des kinases JAKs entraine des
désordres prolifératifs de type néoplasiques (Luo et al., 1997). On observe alors chez ’adulte,
des malformations de la téte, des yeux mais aussi des veines des ailes et des ovaires (Bach et
al., 2003).

Le génome Drosophila Melanogaster présenterait 3 génes codants pour trois protéines SOCS
différentes, SOCS36E, SOCS44A et SOCS16D. Une analyse comparative des séquences
nucléotidiques indique que les génes Socs444 et Socs16D codent pour des protéines similaires
a SOCS-6 et SOCS-7. Alors que le géne Socs36F, code pour une protéine semblable a la
protéine humaine SOCS-5. Par ailleurs, seul le géne Socs44A4 n’est pas une cible de la voie de
signalisation JAK/STAT (Rawlings et al., 2004a).

Les protéines SOCS36E, SOCS44A et SOCS16D régulent négativement la voie JAK/STAT

chez la drosophile. Leur action varie selon les organes et le stade de développement. Par
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exemple, SOCS36E est fortement exprimée pendant I’embryogenése (Callus and Mathey-
Prevot, 2002). En plus de son réle dans la régulation de la voie JAK/STAT, il a été montré
que la protéine SOCS44A augmente 1’activité de la cascade de signalisation EGFR/MAPK
(Rawlings et al., 2004a). Inversement, la protéine SOCS36E inhiberait cette méme voie in-

vivo (Callus and Mathey-Prevot, 2002).

De manicre intéressante, les protéines SOCS-1 et JAK2 ont des profils phylogénétiques
comparables (figure 18). Ce phénoméne traduit souvent une association fonctionnelle entre
deux protéines. Cette observation laisse donc supposer que la régulation de la voie
JAK/STAT par la protéine SOCS-1 pourrait bien étre un mécanisme fondamental qui a été

conservé au cours de 1’évolution.
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Figure 18: Arbre phylogénétique des protéines SOCS-1 et JAK-2
Arbre phylogénétique construit a partir de la fonction du serveur STRING.

A gauche, sont listées les especes. La présence ou I’absence du gene dans un organisme donné
est indiqué par une intensité de couleur. Plus la couleur est foncé, plus la séquence est
conservée dans I’espece considérée par rapport a la séquence de la protéine SOCS-1 humaine
(le marron foncé correspond donc a 100% d’homologie)
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Conclusion

La protéine SOCS-1 est, historiquement, un régulateur clé de la voie JAK/STAT. Mais ses
nombreuses interactions, lui permettent aussi de réguler négativement ’activité de kinases
oncogéniques et d’autres des voies de signalisation. En effet, grice a son domaine SH2, la
protéine SOCS-1 est capable de se lier spécifiquement a des protéines tyrosine phosphorylées
(récepteurs ou intermédiaires de signalisation) et de bloquer des cascades de signalisation.
D’un autre coté, le domaine SOCS-box permet a la protéine SOCS-1 de cibler certaines
protéines phosphorylées (avec lesquelles elle interagit) au protéasome. Ces propriétés
permettent au gene Socs-I d’agir en géne suppresseur de tumeurs et en régulateur de la
réponse inflammatoire. D’autres fonctions de la protéine SOCS-1 sont en cours de
caractérisation, notamment dans le développement des cellules du systéeme immunitaire et
dans le trafic intracellulaire. Ces travaux permettront peut-étre d’identifier des nouvelles
cibles de la protéine SOCS-1.

L’expression de la protéine SOCS-1 est soumise a un systeme de régulation élaboré qui
permet de maitriser 1’action de la protéine dans le temps et de respecter une certaine
spécificité tissulaire. La régulation transcriptionnelle des genes de la famille Socs repose
principalement sur I’activité des facteurs de transcription de la famille STAT. Mais elle
semble aussi pouvoir impliquer d’autres facteurs. Par ailleurs, la méthylation aberrante de
I’ADN génomique est a l’origine une inhibition de I’expression du gene Socs-I. Ce
phénomene est observé dans de nombreuses tumeurs humaines.

Comparés aux protéines SOCS-3 et SOCS-1, les autres membres de la famille SOCS sont mal
connus. Pourtant, chez la drosophile, des protéines comparables a SOCS-5, SOCS-6 et SOCS-
7 ont été caractérisées. D’autre part, le niveau de conservation de la séquence de la protéine
SOCS-1 entre les espéces suppose que cette protéine joue un role d’une importance telle,

qu’elle a été conservée au cours de 1’évolution.
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C/ LE CANCER COLORECTAL

C.1 La paroi colorectale : structure et homéostasie

C.1.1 Structure de la paroi colorectale

De I’extérieur vers la lumicre, la paroi colique est constituée de quatre couches concentriques
caractéristiques du tube digestif : une séreuse, une musculeuse et une muqueuse séparées par
une sous-muqueuse. La muqueuse comporte trois €éléments : 1’épithélium de surface (dont les
cellules forment des cryptes, la lamina propia (un tissu conjonctif) et la muscularis mucosae
(cellules musculaires lisses). C’est aux dépends de la muqueuse que se développent les
carcinomes (Figure 19). Les tumeurs coliques se concentrent dans la région charniére
séparant le colon du rectum. Ainsi, on parle donc, de facon générale, de carcinomes

colorectaux.

Glandes Epithélium
(cryptes)

W
- —

Lamina propia
Module lymphatique isolé
WMuscularis mucosae

Sous - mugueuse
Musculeuse

Sous - séreuse

Séreuse

Figure 19 : Structure de la paroi colorectale
A : Le colon est la partie de I’intestin située entre 1’intestin gréle et I’anus. La majeure partie
des cancers touchant cet organe se concentrent dans le colorectum (en foncé).

B : La paroi colorectale est composée de quatre couches tissulaires concentriques aux
fonctions spécifiques. En partant de la lumiére, se trouve : la muqueuse (absorption
intestinale), la sous muqueuse (drainage lymphatique), la musculeuse (tonus intestinal) et la
séreuse (protection). La surface externe de la muqueuse intestinale est recouverte par un
¢épithélium.

C.1.2 Homéostasie de I’épithélium intestinal

L’¢épithélium intestinal se renouvelle continuellement et est entierement remplacé environ
tous les 5 jours. Il est constitué de structures appelées cryptes de Lieberkuhn. Au fond de ces

cryptes se trouvent des cellules souches responsables du renouvellement cellulaire. Ces
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derniéres donnent naissance a des progéniteurs indifférenciés qui proliférent rapidement. Au
cours de leur migration vers la lumieére de ’intestin, ceux-ci arrétent leur prolifération et se
différencient en types cellulaires fonctionnels, puis sont éliminés de la surface de 1’épithélium
par un processus apoptotique.

Différents mécanismes cellulaires et moléculaires sont responsables du maintient de
I’homéostasie intestinale. Il a ét¢ démontré que la voie de signalisation Wnt/Wingless est
active dans la zone proliférative de 1’épithélium colique normal et inactive dans les cellules
ayant migré au sommet des villosités (van de Wetering et al., 2002). Dans cette méme étude,
les auteurs se sont interessés a plusieurs génes cibles de la voie Wnt/Wingless, p21<7" 41 et
le couple EphB/éphrineB.

La protéine EphB est un récepteur a activité tyrosine kinase dont le ligand est 1’éphrineB. Les
récepteurs EphB régulent la morphologie et la migration cellulaire en remodelant le
cytosquelette d’actine. Le plus souvent, I’intéraction entre les récepteurs Eph et leurs ligands
provoque une répulsion entre les cellules (Merlos-Suarez and Batlle, 2008). La voie
Wnt/Wingless régule positivement 1I’expression du recepteur EphB. Inversement, 1’expression
du ligand Ephrine B est induite quand la voie de signalisation est au repos (Clarke, 2006). Ce
systtme permet au recepteur EphB d’étre exprimé exclusivement au niveau cellules
multipotentes des cryptes. Le ligand éphrine B est quant a lui exprimé la ou la voie Wnt n’est
pas active, c'est-a-dire dans toutes les cellules sauf celles du fond de la crypte. Ce mécanisme
d’expression différentielle permettrait a la voie Wnt/Wingless de réguler le positionnement
des cellules le long des villosités en controlant 1’expression des geénes codant pour le récepteur
EphB et I’éphrineB (Batlle et al., 2002).

1CIP/WAF1

La protéine p2 participe activement a la régulation du cycle cellulaire. Lorsque la

voie de signalisation Wnt/Wingless est active, le facteur c-Myc est exprimé et inhibe

1CIP/WAF1

I’expression de p2 . Inversement, lorsque la voie Wnt est en position « off », la

protéine p21CIP/ WAFI

inhibe le cycle et induit la différenciation cellulaire (van de Wetering et
al., 2002). En cas d’activation constitutive de la voie Wnt, les cellules continueraient donc a
proliferer en dépit de leur localisation. Ainsi, le syndrome FAP (Familial Adenomatous
Polyposis) se caractérise par 1’apparition de centaines de polypes colorectaux qui sans
traitement se transforment inévitablement en carcinomes. Les patients atteints de ce syndrome
présentent une mutation germinale du géne Apc (Al-Sukhni et al., 2008). Parall¢lement, dans

80% des cancers colorectaux d’origine sporadique, on observe qu’une mutation de la protéine

APC est a ’origine d’une activation constitutive de la voie Wnt (Korinek et al., 1997).
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Figure 20 : Mécanismes de I’homéostasie instestinale
L’interaction entre le ligand EphrineB et son récepteur EphB régule la localisation et les

capacités migratoires des cellules le long des villosités intestinales. Des gradients inverses
d’expression d’EphrineB et d’EphB sont maintenus par une régulation spatiale de 1’activité de
la voie Wnt. En régulant I’expression de protéines agissant sur le cycle cellulaire, la voie Wnt

régule aussi la prolifération des cellules souches intestinales situées au fond des cryptes. La

dérégulation de la voie Wnt, entraine la rupture de I’équilibre entre prolifération et
différenciation et favorise 1’apparition de tumeur.
(D’apres Scoville et al. Gastroenterology 2008)
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C.2 Cancérogenese colique : Histologie et évenements moléculaires

C.2.1 Les lésions précancéreuses du colon

- Les lésions hyperplasiques

Les cellules épithéliales qui délimitent la lumicre interne de la paroi colique forment des
cryptes. Une modification de la topologie de ces cryptes refléte une perturbation précoce de
I’équilibre cellulaire. On parle alors de focus de cryptes aberrantes (FCA). C’est 1’étape la
plus précoce de la carcinogenése colique. Lorsque ces lésions s’étendent, il se forme des
polypes hyperplasiques. L’étude des altérations génétiques de ces lésions a révélé de
fréquentes mutations du proto-oncogeéne K-ras et du géne suppresseur de tumeur Apc (East et

al., 2008).
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- Les lésions adénomateuses

Les adénomes sont des tumeurs épithéliales bénignes. En principe, elles se développent a
partir des FCA présentant une dysplasie. Le concept actuel, quasi universellement accepté,
indique que la majorité des cancers du cdlon se développe a partir d’un adénome. En théorie,

I’ablation de tous les adénomes éliminerait tous les carcinomes (Cappell, 2007).

- Les carcinomes

Les carcinomes sont des lésions de haut degré de dysplasie qui se développent a partir d’un
adénome. Les caractéristiques d’un carcinome (niveau de différenciation cellulaire, instabilité
génétique, une activité proliférative, perte d’expression de molécules adhésion intercellulaire
(E-cadherine, CD44), expression de protéases de la matrice extracellulaire) permettent

d’évaluer I’agressivité de la tumeur (Cappell, 2007; Jankowski et al., 1995).

- Les métastases

Les carcinomes invasifs évoluent inévitablement vers la formation de métastases. Pour des
raisons en partie anatomiques, les carcinomes colorectaux métastasent le plus souvent dans le
foie, les poumons et la région intra-abdominale (Bates and Mercurio, 2005). La formation de
ces foyers tumoraux secondaires constitue la premicre cause de déces des patients atteints de

cancers.

C.2.2 Les modéles de cancérogeneése colique

La tumorigenése colique suit un processus multi-étapes. Parmi les différentes tentatives
d’établir une logique pour la succession d’événements qui jalonnent le chemin de la cellule
normale a la cellule néoplasique, éventuellement métastatique, le modele de la cancérogenése
énoncé par Fearon et Volgestein s’est longtemps distingué (Fearon and Vogelstein, 1990). Ce
modele établit une chronologie des altérations génétiques en les associant directement aux
¢tapes de la cancérogénése colique définies a partir de critéres clinico-pathologiques. Il s’est
avéré que ce modele linéaire était en grande partie erroné. En fait, plusieurs voies peuvent
mener aux étapes successives de la cancérogénese colique : chaque voie aboutissant au méme
résultat (un cancer), en altérant un panel de geénes différent et spécifique (Calvert and Frucht,

2002).
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- l'instabilité chromosomique

L’instabilit¢ chromosomique est la voie de développement des cancers colorectaux (CCR) la
plus fréquente (80 % des tumeurs sporadiques). Elle correspond au phénotype CIN
(Chromosomal INstability), ou aux cancers LOH (Loss Of Heterozygosity). L’instabilité
chromosomique entraine des anomalies du nombre des chromosomes et des pertes d’alléles
(Albertson et al., 2003). Dans ces tumeurs, 20 % des chromosomes en moyenne ont subi une
délétion majeure. Les segments les plus fréquemment perdus dans les CCR sont : le bras long
du chromosome 18 (18q), le bras long du chromosome 5 (5q, contenant le gene Apc) et le bras
court du chromosome 17 (17p, contenant le géne p53). Parallélement, les pertes alléliques
sont fréquemment associées a des mutations des geénes p53 et Apc, conduisant a une
inactivation des deux copies de ces génes.

Cette voie de cancérogenese correspond a la voie impliquée dans la polypose adénomateuse
familiale (FAP). Le ou les geénes responsables de cette instabilité chromosomique ne sont pas
encore connus, mais il pourrait s’agir entre autres du géne Apc. La protéine APC jouant un
role dans la ségrégation des chromosomes lors de la mitose (Kaplan et al., 2001).

- l'instabilité des microsatellites

Les erreurs de transcription survenant de facon habituelle dans chaque cellule sont
normalement réparées éfficacement par des systémes de réparation de I’ADN. Des altérations
de deux systémes de réparation différents ont été observées dans la cancérogenése colique.
Dans ce type de tumeur, les mutations génétiques sont donc tres fréquentes.

De nombreux geénes sont impliqués dans le systéme de réparation des mésappariements de
bases (MMR). Ceux les plus touchés dans la cancérogenese colique sont essentiellement
MLH1 et MSH2 (et hMSH6). La déficience du systtme MMR est responsable de mutations
fréquentes dans des séquences répétées de nucléotides, appelées microsatellites. Les
mutations touchent donc des geénes cibles contenant des microsatellites, notamment le géne du
récepteur de type II du TGF-béta et le géne suppresseur de tumeur Bax (Soreide et al., 2006).
Ce type de tumeurs correspond au syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal
Cancer) et a 15 % des tumeurs sporadiques dont le phénotype est appelé MSI (Microsatellites
Instability).

Le géne MUTYH (MutY Homologue ou MYH) fait partie du systtme de réparation par
excision de bases (BER), un autre systéme de réparation de I’ADN. Des mutations du géne
MUTYH ont été récemment observées dans un type de cancer héréditaire (MAP, polypose
associée @ MYH). Son role dans les CCR sporadiques reste encore a évaluer (Lipton et al.,

2003).
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- Pinstabilité épigénétique

L’instabilité épigénétique concerne 20 a 30 % des tumeurs sporadiques. Cette voie de
carcinogenese repose sur l’inactivation de nombreux geénes suppresseurs de tumeur par
hyperméthylation de leurs promoteurs. Le phénotype des tumeurs est alors appel¢ CIMP
(CpG Island Methylator Phenotype). Parmi les génes inactivés, on rencontre fréquemment
MLHI1 (géne du MMR), dont I’inactivation entraine un phénotype MSI. : Les deux groupes
MSI et CIMP peuvent donc se chevaucher. La découverte du phénotype CIMP dans le CCR
est relativement récent et le ou les génes responsables de ce phénotype ne sont pas encore

connus (Frazier et al., 2003; Issa, 2000).
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Figure 21 : Progression histologique et moléculaire des adenocarcinomes coliques
La progression tumorale colique nécessite 1’altération séquentielle de plusieurs génes.
L’accumulation des ces altérations génétiques peut se faire par plusieurs voies. Les voies de
cancérogénese colique impliquant I’instabilité chromosomique (LOH) et I’instabilité
microsatellites (MSI) sont les mieux décrites. La chronologie proposée par Fearon et
Vogelstein est indiquée pour rappel.
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C.2.3 Les principales voies de signalisation impliquées dans la cancérogenese

colorectale

Les différentes voies de cancérogénese aboutissent inévitablement au méme résultat, mais
elles altérent des panels de genes différents. Pourtant ces geénes participent souvent aux
mémes voies de signalisation. Par exemple, dans les tumeurs LOH+ on observe plutot des
mutations de la protéine APC alors que dans les tumeurs MSI+ on rencontre plutét des
mutations de la B-caténine. Mais ces altérations aboutissent toutes deux a la dérégulation de la
voie de signalisation Wnt/Wingless. La dérégulation d’au moins trois voies de signalisation
semble ainsi étre critique lors de la progression maligne colique : la voie Wnt/Wingless, la

voie Ras/MAPK et la voie du TGF-B (Scoville et al., 2008).

- La voie Wnt/Wingless
L’activité physiologique de la voie de signalisation Wnt/Wingless régule la prolifération de
1’épithélium intestinal au niveau des cryptes (Pinto et al., 2003; van de Wetering et al., 2002).
En absence d’une protéine APC fonctionnelle, la B-catenine n’est pas dégradée. Elle
s’accumule dans le cytoplasme avant de transloquer dans le noyau. La B-catenine active alors
I’expression des genes cibles de la voie Wnt en absence de ligand (Korinek et al., 1997)

(figure 22).
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Figure 22 : La voie de signalisation Wnt
En position OFF (a gauche), la B-catenine fait partie d’un complexe protéique qui régule sa
dégradation. En position ON (a droite), I’activation des récepteurs de la famille Frizzled par les ligands
de la famille Wnt conduit a la phosphorylation de la protéine Dishelvelled (Dsh). La B-catenine est
alors libérée du complexe. Non dégradée elle transloque dans le noyau ou elle régule 1I’expression de
geénes cible tels que c-myc et cycline D1, en s’associant aux facteurs de transcriptionTCF/LEF.
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L’activation constitutive de la voie Wnt dans un contexte tumoral donne un avantage aux
cellules cancéreuses quant a la prolifération cellulaire. Les cellules cancéreuses maintiendrai
ainsi un phénotype « cellule-souche » leur permettant de proliférer sans limite (Pommier and
Kohn, 2003). Ainsi, chez des souris adultes dont le géne Apc a été invalidé, on observe
I’apparition de polypes hyperplasiques accompagnés de perturbations de la différenciation et
de la migration des cellules épithéliales le long des cryptes intestinales (Andreu et al., 2005;
Harada et al., 1999). A cause de la fréquence des mutations inactivatrices de la protéine APC
dans les cancers colorectaux, ce phénomene a est longtemps été désigné comme 1’unique

éveénement initiateur de la cancérogeneése colorectale.

- Les voies Ras-MAPK
Des mutations activatrices des proto-oncogeénes K-Ras et B-Raf sont communément observées
dans les cancers colorectaux. L’activation constitutive de la voie ERK-MAPK qui en résulte
favorise la prolifération et la survie des cellules tumorales (Haigis et al., 2008; Oikonomou
and Pintzas, 2006). En utilisant un modéle de souris transgéniques exprimant un gene K-Ras
muté dans 1’ensemble des cellules de la muqueuse intestinale, 1’équipe du Dr Louvard a pu
montrer qu’au bout de quelques mois, 80% des animaux développent des cancers intestinaux,
en absence d’altération de la protéine APC (Janssen et al., 2006). Dans le mod¢ele de
cancérogenese colorectale proposé par les auteurs, la mutation de ’oncogeéne K-Ras
entrainerait une activation constitutive des voies MAPK et aboutirait a une prolifération
cellulaire anormale. Des travaux complémentaires indiquent qu’il existerait un lien entre la
mutation du geéne K-Ras et I’activation de la voie Wnt. Chez les souris transgéniques K-
Ras(V12G)/Apc(+/1638N) on observe une progression tumorale accélérée et une mortalité
accrue en comparaison avec les animaux présentant des mutations simples K-Ras(VI12G) ou
Apc(+/1638N) (Janssen et al., 2006). L hypothése avancée suggére une phosphorylation de la
B-catenine par la protéine K-Ras. Le complexe E-cadherine/B-catenine serait par conséquent
déstabilisé et le pool de B-catenine cytoplasmique grossi. En absence d’une protéine APC
fonctionnelle, cette augmentation de la quantité de B-catenine cytoplasmique se traduirait par

une augmentation de 1’expression des geénes cibles de la voie Wnt (Janssen et al., 2006).

- La voie du TGF-§
Le TGF-p est un facteur de croissance impliqué dans le contrdle de la division cellulaire, la
différenciation et le contréle de 1’apoptose ... (Attisano and Wrana, 2002). Les protéines de la

famille Smad sont les intermédiaires de signalisation recrutés en réponse a une stimulation par
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TGF-B (Nawshad et al., 2005). Mais les facteurs Smad peuvent aussi étre recrutés lors de
I’activation des voies MAPK, PI3K ou Akt (Ahmed and Nawshad, 2007).

Sur les cellules épithéliales normales, le TGF-B exerce un effet antiprolifératif en régulant
positivement 1’expression des CKI (cycline kinase Inhibitors) (Ten Dijke et al., 2002).
Cependant, des mutations inactivatrices des geénes codant pour les récepteurs au TGF-J et les
facteurs Smad permettent souvent aux cellules cancéreuses de devenir résistantes a ces
signaux (de Caestecker et al., 2000). Une autre fonction du TGF-f est de réguler 1’expression
des protéines de la MEC (Matrice Extra-Cellulaire) notamment de la fibronectine et des
collagenes fibrillaires (Elliott and Blobe, 2005). Dans les stades tardifs du cancer (formation
de métastases), en participant a la modulation de la composition de la MEC, le TGF-3 peut
étre un facteur pro-oncogénique (Xu and Pasche, 2007).

L’altération de la voie du TGF-p serait ainsi impliquée dans la progression des adénomes puis

dans I’invasion tumorale.
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Conclusion

Les modeles de cancérogenése colorectale proposent plusieurs voies d’accumulation d’erreurs
génétiques (LOH+, MSI+, CIMP+) qui entrainent I’apparition de carcinomes a partir de
l1ésions bénignes. Les altérations génétiques les plus fréquentes sont des mutations somatiques
et des délétions chromosomiques. La voie Wnt/Wingless, les voies Ras-MAPK et la voie
TGF-B /SMAD semblent les plus systématiquement touchées. Mais d’autres détériorations
génétiques semblent participer spécifiquement a la progression tumorale colique. L’activité
constitutive de la kinase Src tronquée augmente la tumorigénicité in-vitro et in-vivo. De
maniere intéressante, une ¢tude rapporte que ce type de mutation est observée dans environ
12% des tumeurs colorectales métastatiques (Irby et al., 1999). La perte de I’expression du
geéne suppresseur de tumeur DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) qui code pour un
récepteur membranaire de la netrine est associée a un mauvais pronostic clinique. Pourtant,
peu de données sont disponibles au sujet de ses fonctions biologiques (Bernet and Fitamant,
2008). Bien que son rdle dans la régulation de 1’apoptose aie été suggéré (Chen et al., 1999).
Autrement, 1’expression de plusieurs autres geénes est dérégulée dans les tumeurs colorectales
alors qu’ils ne sont pas mutés. C’est le cas du géne codant pour la protéine cyclo-oxygénase
(COX)-2 et le facteur de croissance IGF-II. Bien que ces événements semblent postérieurs
aux altérations génétiques, ils pourraient avoir des roles critiques.

Au final, la liste des geénes impliqués dans le développement du cancer colorectal reste

stirement a compléter et d’autres altérations génétiques sont certainement sont a caractériser.
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C.3 Formation des métastases et modele de 'EMT

C.3.1 Le processus métastatique

Le processus métastatique étre défini comme « une dissémination de cellules néoplasiques
dans un site secondaire (ou de plus grand ordre) non contigu et distant, au sein duquel ces
cellules proliféerent pour former un masse extravasculaire de cellules incomplétement
différenciées » (Welch, 2006). La formation des métastases hématogeénes est un processus

complexe qui implique le franchissement de plusieurs étapes par les cellules tumorales.

i- L’invasion locale

L’invasion locale est la premicre étape du processus métastatique. Elle correspond a trois
principaux phénomeénes : la dégradation du stroma péri-tumoral, la migration cellulaire et
’intravasation.

Une protéolyse des protéines de la matrice extracellulaire (MEC) par les protéases de la
famille des MMPs et potentiellement des TIMPs est & 1’origine d’une dégradation du stroma
péri-tumoral. Dans les mod¢les animaux, une augmentation de I’expression et ou de ’activité
des MMPs est généralement associée a une invasion tumorale locale accrue et un pronostic
clinique défavorable (Egeblad and Werb, 2002). La dégradation de la MEC permet aux
cellules tumorales de franchir la membrane basale et de migrer vers le stroma. Ce dernier va
alors étre « activé » (par les cellules tumorales). En retour, cette activation concoure a la
croissance et I’invasion tumorale. Par exemple, la plupart des enzymes protéolytiques de la
MEC sont sécrétées sous forme de pro-enzymes inactives par les cellules du stroma et sont
activées par les protéases tumorales. La protéolyse de la MEC permet aussi la libération de
nombreuses cytokines ou facteurs de croissance (TGF-b, bFGF, VEGF, PDGEF, IGFI...).
Libérés de la MEC, ces facteurs jouent un role trophique et chémo-attractant pour les cellules
tumorales, souvent via 1’établissement de boucles de régulations paracrines (Wyckoff et al.,
2004)

Pour des cellules tumorales initialement de phénotype épithélial, la migration nécessite une
perte de la cohésion cellulaire au niveau de la tumeur initiale, avec individualisation des
cellules tumorales. Le processus s’accompagne alors de [’acquisition d’un phénotype
migratoire avec perte de la polarisation baso-latérale au profit d’une polarisation de type front
de migration/arriére. Les cellules cancéreuses peuvent théoriquement migrer de différentes
manicres. La migration collective en feuillets concerne les cellules carcinomateuses ayant

gardé leur jonctions intercellulaires. Il s’agit du type de migration utilisé par les cellules
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¢épithéliales non transformées lors des processus de cicatrisation (Friedl and Gilmour, 2009).
De¢s lors que les fonctions des cadhérines sont diminuées ou perdues, les cellules tumorales
peuvent se déplacer de maniere isolée. Elles peuvent alors réaliser une migration
mésenchymateuse et/ou une migration amiboide (Friedl and Wolf, 2003). La migration
mésenchymateuse se déroule par la répétition d’étapes d’élongation/rétraction cellulaire,
auxquelles s’ajoute la dégradation de la MEC. Cette dégradation localisée au pole antérieur de
la cellule est associée a la concentration des protéases au niveau des pseudopodes ou des
lamellipodes ancrés dans la matrice par de nombreux contacts focaux. Au contraire, lors de la
migration amoeboide les interactions cellule-matrice apparaissent limitées. Cette migration se
caractérise par le fait que la cellule se déforme pour se « glisser » entre les fibres de collageéne
de la matrice extracellulaire, sans les dégrader. Ce type de migration est typiquement utilisé
par les lymphocytes et les polynucléaires neutrophiles, lors de leur extravasation. L utilisation
de ce type de migration par les cellules tumorales n’a ét¢ démontré qu’in vitro. D’autre part,
dans des conditions non physiologiques (présence d’inhibiteur de protéases), de nombreuses
lignées cellulaires utilisant la migration mésenchymateuse peuvent migrer de facon

amoeboide (Wolf et al., 2007).

ii- Intravasation et circulation des cellules tumorales

Le terme intravasation désigne le passage des cellules tumorales dans la lumiére des vaisseaux
sanguins a travers la paroi capillaire. Les mécanismes de cette translocation sont mal connus,
d’autant plus que les vaisseaux sanguins tumoraux présentent des anomalies structurales
importantes. Le passage dans la circulation sanguine place les cellules tumorales circulantes
en contact avec les ¢éléments figurés du sang. Des interactions indirectes entre les plaquettes
activées et les événements thrombotiques sont associées a la progression métastatique. Les
cellules tumorales circulantes peuvent former des micro-thrombi en « s’enveloppant » des
plaquettes activées, grace aux P et L sélectines plaquettaires qui sont capables de fixer les
mucines membranaires tumorales. L’inhibition pharmacologique (héparines...) de la
formation de ces micro-thrombi diminuerait I’incidence des métastases dans les modeles
précliniques (Borsig et al., 2002). Parallélement, les plaquettes activées relachent des facteurs
tels que ’acide lysophosphatidique (LPA) ou la thrombine, qui favorisent la croissance et la
dissémination tumorale (Nierodzik and Karpatkin, 2006).

L’anoikis est le phénomene normal d’apoptose qui survient a I’occasion d’une perte de
contact « extérieur », que cela soit avec un support solide (matrice extracellulaire...) ou avec

d’autres cellules. Ce phénomene de mort cellulaire est initi€¢ par les intégrines, ces dernicres
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jouant le role de « récepteurs» pour les éléments de la matrice extracellulaire. Un signal est
ensuite relayé par des voies de signalisation intracellulaires multiples (PI3K, MAPK, JNK,
Src...). L’activation finale du processus de mort cellulaire emprunte les voies intrinséques
(perméabilisation de la membrane mitochondriale avec activation des caspases par les facteurs
relachés dans le cytosol) et extrinséques (signal intracellulaire initié par les récepteurs a Death
Domain, formation de DISC et activation de la caspase 8) de I’apoptose (Hynes, 2002). La
résistance a ’anoikis contribue grandement a la dissémination des cellules tumorales dans
I’organisme (Shanmugathasan and Jothy, 2000). Pourtant, les mécanismes moléculaires de
cette résistance sont relativement peu décrits.

Il a aussi été rapporté que la plupart des cellules tumorales se fragmentent au contact de la
pression intraluminale des micro-vaisseaux. De manicre intéressante, seules les lignées
cellulaires sélectionnées sur leur potentiel métastatique sont capables de survivre dans la
circulation sanguine (Wyckoff et al., 2000). A 1’heure actuelle, aucun régulateur moléculaire

spécifique de cette résistance n’a été décrit.

iii- Arrét des cellules tumorales, extravasation et invasion du site secondaire

Dans un premier temps, I’arrét des cellules tumorales circulantes peut avoir lieu de maniére
passive lors du passage dans un vaisseau capillaire étroit, généralement dans un organe

« filtre » (foie, poumons). Cet arrét mécanique repose sur la différence importante de taille
entre les éléments figurés du sang et les cellules carcinomateuses, généralement plus
volumineuses, et a été rapporté par plusieurs expériences de vidéomicroscopie (Ito et al.,
2001). Peu de données sont actuellement disponibles sur les mécanismes de reconnaissance
spécifique de I’endothélium par les cellules tumorales circulantes lorsqu’elles ne sont pas
arrétées de manicre passive. Les mécanismes d’arrét cellulaire proposés ont été envisagés par
analogie avec les processus de reconnaissance endothéliale des leucocytes sanguins au cours
de la réponse inflammatoire. Ainsi, la reconnaissance et I’adhérence aux cellules endothéliales
pourrait étre assurée par certaines sélectines. La E-sélectine (exprimée par certaines cellules
hépatiques) est capable de lier les cellules d’adénocarcinomes coliques et la suppression de
son expression inhibe la formation de métastases dans ce modele tumoral (Gout et al., 2008).
Le débat reste ouvert sur I’importance respective des emboles intra-vasculaires et des cellules
isolées extravasées dans la formation des métastases. Au niveau moléculaire, il est probable
que le franchissement de cette étape repose sur les déterminants moléculaires déja utilisés par
les cellules tumorales lors de I’invasion du stroma péri-tumoral: protéases de la matrice,

kinases intracellulaires (Earley and Plopper, 2008).
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Un aspect spécifique de la croissance tumorale secondaire réside dans la nature du
microenvironnement des cellules tumorales disséminées. Les propriétés de renouvellement
intrinséques du tissu-hdte sont susceptibles d’étre mises a profit par les cellules tumorales. Ce
phénomene est particulierement bien décrit dans les métastases osseuses, autour desquelles les
ostéoclastes sont stimulés par les cellules tumorales (Bussard et al., 2008). Dans le modéle de
cancer de la prostate, cette stimulation passe par diverses molécules sécrétées par les cellules

tumorales (PTHrP, IL-1, IL-8, RANK-ligand soluble, TNF-a, prostaglandines...).

La théorie « seed and soil » édicte que les cellules tumorales (seed) ne forment une métastase
que dans un tissu qui leur est favorable (soil). Mais la connaissance des bases moléculaires de
I’implantation spécifique des cellules métastatiques a particulierement fait progresser cette
idée. La théorie de ’adressage métastatique suggere que le profil génétique de la tumeur
primaire est a I’origine d’une localisation sélective des métastases au sein de 1’organisme de
I’hote. Par de nombreuses approches d’identification de génes-candidats (PCR, puces a ADN,
ARN...) plusieurs profils d’expression ont ét¢ plus ou moins associ€¢s a I’apparition de
métastases. Par exemple, Dans le cancer du sein, I’expression du récepteur de chémokine
CXCR4 a été associée a I’apparition de métastases hépatiques (Andre et al., 2006). Dans un
modele in-vivo, une équipe new-yorkaise a défini 102 génes dont la variation était associée a
la formation de métastases osseuses (Kang et al., 2003). De maniere intéressante, parmi les
genes dont I’expression variait le plus, CXCR4 a été retrouvé.

Le VEGF synthétis¢ par les cellules tumorales agit sur le développement de la néo-
vascularisation en activant les cellules endothéliales matures (VEGFR1+) déja présentes dans
la paroi vasculaire et en recrutant localement des cellules hématopoiétiques progénitrices
d’origine médullaire VEGFR2+ (Grunewald et al., 2006). En réponse a la stimulation
endocrine (cytokines...) générée par I’existence de la tumeur primitive, des cellules
hématopoiétiques médullaires VERGFR1+ seraient capables de circuler dans le sang et
d’envahir les stromas périvasculaires. Ces derniers sont alors localement « activés » (comme
précédemment pour le stroma péri-tumoral au cours des processus d’invasion tissulaire).
L’action d’intégrines et de cytokines comme SDF1/CXCLI12 serait alors responsable du
recrutement localement des cellules tumorales circulantes. Les cellules hématopoiétiques
médullaires VEGFR2+ formeraient ainsi une « niche » pré-métastatique favorisant
I’implantation des cellules tumorales circulantes (Kaplan et al., 2006). Le recrutement des

cellules médullaires hématopoiétiques VEGFR2+ ferait suite a I’arrivée des cellules tumorales
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circulantes, et contribuerait a 1’établissement d’une microvascularisation de la future 1ésion

secondaire.

iv- Croissance secondaire des cellules tumorales disséminées

Plusieurs mode¢les cliniques et expérimentaux ont progressivement introduit I’idée de
I’existence d’une « dormance » des cellules tumorales disséminées au sein des tissus hotes.

La plupart de ces travaux ont confirmé que la régulation de la croissance métastatique était
assurée par des facteurs environnementaux agissant sur la prolifération et 1’apoptose. La
régulation de la dormance, et le déclenchement de la croissance secondaire (ou « colonisation
» du site métastatique) serait ainsi 1’ultime étape du processus métastatique (Vincent-Salomon
et al,, 2008). Trois principaux mécanismes sont actuellement proposés pour expliquer
I’existence d’une « pause » au cours de la prolifération tumorale: une interaction avec le
systéme immunitaire, une réversion du switch angiogénique et un effet inhibiteur du nouvel
microenvironnement tumoral (Aguirre-Ghiso, 2007).

A Theure actuelle, les mécanismes régulateurs de la dormance restant donc trés mal
caractérisés et aucun marqueur ne permet de distinguer, parmi les cellules micro-
métastatiques, celles qui proliféreront de celles qui resteront dormantes (Vincent-Salomon et

al., 2008) .

Croissance de la tumeur primaire
Angiogenese

Intravasation

Interactions cellules tumorales-éléments
figurés du sang

Adhésion a la paroi vasculaire
Extravasation

Formation d'un foyer métastatique

Figure 23 : Le processus métastatique
La formation des métastases requiert le franchissement de plusieures étapes par les cellules
tumorales. (D’apres Fribourg 2006)
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C.3.2 Origine des métastases

Plusieurs théories sont actuellement proposées par différents groupes pour expliquer 1’origine

du processus métastatique.

C.3.2.1 La théorie clonale

Le paradigme de la sélection clonale fait reposer I’apparition de métastases sur la présence, au
sein de la population tumorale primitive, d’au moins une sous-population possédant tous les
déterminants génétiques et phénotypiques nécessaire au processus métastatique (Fidler, 2003).
Ce switch métastatique serait ainsi un éveénement rare dont la probabilité¢ de survenue dans
une tumeur dépend directement du nombre de cellules tumorales, et donc de la taille de la
tumeur. Dans ce modele de switch, plusieurs génes peuvent étre impliqués. Des génes maitres
(« master genes ») seraient des facteurs de transcription ou de signalisation, et seraient les
initiateurs de la dérégulation de I’expression des genes secondaires, éffecteurs. Ces derniers
seraient I’ensemble des protéases, molécules d’adhésion, (...), nécessaires au franchissement
successif des étapes du processus métastatique.

Mais ce modele n’explique pas toutes les observations faites en clinique. Il a par exemple été
démontré que des signatures moléculaires pouvaient étre conservées entre tumeurs primitives
et métastases (Weigelt et al., 2005). Par conséquence, des modeles alternatifs plus ou moins
proches de celui de la sélection clonal ont été développés. Par exemple, le modéle de
« I’évolution parallele » a été construit a partir d’une analyse génétique des cellules tumorales
disséminées. D’apres cette hypothese, la dissémination est un événement précoce de
I’oncogenese. Elle implique que les cellules tumorales disséminées doivent accumuler des
changements génétiques ultérieurs afin de pouvoir former des métastases. Par ailleurs, ces
changements génétiques seraient indépendants de ceux survenant dans les cellules de la
tumeur primaire (Gray, 2003). Au final, d’importants débats tendent réguliérement a faire
coincider tous ces modéles.

Conférant potentiellement a une cellule tumorale une capacité migratoire accrue, 'EMT
semble, étre un des mécanismes le plus plausible d’application de la théorie du switch

métastatique. Actuellement, c’est la théorie la plus largement admise.
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C.3.2.2 Le modele de la transition épithélio-mésenchymateuse

i) Cellules épithéliales et mésenchymateuses

Les cellules épithéliales et mésenchymateuses difféerent par de nombreuses caractéristiques
fonctionnelles et phénotypiques. Les cellules épithéliales s’associent les une aux autres pour
former des structures cellulaires en monocouche grice a des structures membranaires
spécialisées : jonctions serrées, jonctions adhérentes, desmosomes et jonctions
communicantes. Les cellules épithéliales présentent par ailleurs une polarisation cellulaire
apico-basolatérale marquée par une localisation sélective des protéines d’adhésion
(cadhérines, intégrines), par la présence des jonctions intercellulaires sur la membrane
latérale, par I’organisation du cytosquelette d’actine et par la présence d’une membrane basale
au contact du pole basal des cellules. Les cellules épithéliales peuvent migrer au sein d’un
méme ¢épithélium, mais ne peuvent normalement pas s’en détacher (Thiery and Sleeman,
2000).

Les cellules mésenchymateuses ne présentent pas cette polarisation cellulaire, ne forment des
adhésions intercellulaires qu’au niveau de points focaux, et ne sont pas associées a une
membrane basale. En culture, elles présentent un phénotype fibroblastoide et ne forment pas
d’amas cellulaires, a I'inverse des cellules épithéliales. Les capacités migratoires de ces
cellules sont souvent évidentes in-vitro, sans que cela soit systématiquement observé in-vivo

(Thiery and Sleeman, 2006).

ii) Définition de PEMT

La transition épithélio-mésenchymateuse est définie comme le processus au cours duquel

une cellule épithéliale (1) acquiert un phénotype invasif, fibroblastoide ; (2) diminue
I’expression de protéines spécifiquement épithéliales (par exemple les protéines des jonctions
serrées et des jonctions adhérentes) alors que des protéines spécifiquement mésenchymateuses
sont exprimées (vimentine, N-cadhérine...) (3) dégrade et migre a travers la MEC (Thiery and
Sleeman, 2006) (Guarino, 2007; Lee et al., 2006b). L’EMT est un processus cellulaire
intervenant dans plusieurs phases du développement embryonnaire. De part les propriétés
migratoires des cellules mésenchymateuses, ’EMT est largement présentée comme pouvant
étre responsable de 1’acquisition du potentiel métastatique par les cellules tumorales
épithéliales. En effet, il a été rapporté dans de nombreux modéles que la progression tumorale
vers des stades invasifs et métastatiques s’associe a une dédifférenciation cellulaire, avec

altération de la polarisation et acquisition d’un morphotype fibroblastoide (Thiery, 2002).
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iii) Régulation de PEMT

Il semble aujourd’hui que de nombreuses modifications cellulaires aient été abusivement
rapportées dans la littérature sous le nom d’EMT. L’analyse des données publiées en est
d’ailleurs considérablement complexifiée (Klymkowsky and Savagner, 2009; Polyak and
Weinberg, 2009).

Des mode¢les in-vivo et in-vitro ont permis de caractériser cinq grandes voies capables de
provoquer ’EMT ou des phénotypes associés. Les récepteurs a acticité tyrosine kinase
(EGFR, HGFR, récepteur a l’insuline...), les intégrines, le facteur de transcription NF-
kappaB, la voie Wnt et les voies de signalisation activées par le TGF- B (Klymkowsky and
Savagner, 2009). Les facteurs de transcriptions de la famille Snail et Twist sont associés a la
répression de 1’expression du géne Cdhl (codant pour la E-cadherine). Ces facteurs semblent
impliqués dans la plupart des EMTs physiologiques. Par ailleurs, lorsqu’ils sont surexprimés
dans des lignées cellulaires épithéliales, ils provoquent une EMT (Peinado et al., 2007; Thiery
and Sleeman, 2006).

De plus en plus de travaux indiquent que I’EMT est un état cellulaire transitoire (figure 24).
Plusieurs études rapportent des co-expressions de marqueurs épithéliaux et mésenchymateux
dans les cellules métastatiques et une réexpression de la E-cadhérine dans ces cellules
(Brabletz T, PNAS 2001) (Oft M, Nat Cell Biol 2002). La MET (Transition Mésenchymato-
Epithéliale), est le processus inverse de I’EMT. Elle permet a une cellule ayant subie une
EMT de « retrouver » un phénotype épithélial et est caractérisée par la réexpression de la E-
cadherine. La MET pourrait étre le mécanisme qui permet aux cellules métastatiques de
s’établir au niveau d’un nouveau foyer (Brabletz et al., 2005).

In-vivo, les processus ’EMT et de MET sont fortement régulées par les changements du
microenvironnement cellulaire (variation de la quantité de TGF- et d’autres cytokines). Ces
ainsi que les cellules micro-métastatiques seraient appelées a se redifférencier en cellules

épithéliales au niveau du site métastatique.
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Figure 24 : Mode¢le dynamique de PEMT
Il existe une tendance a considérer que ’EMT ne correspond pas a un changement de lignage
complet, et que cette transformation est transitoire. L’EMT et son processus inverse, la MET
se composent de plusieurs étapes. La régulation des jonctions serrées et des jonctions
adhérentes sont des étapes clefs. (D’apres (Thiery, 2002))

iv) Cellules souches cancéreuses et EMT

Il avait déja été observé que des cellules tumorales pouvaient avoir des caractéristiques
normalement propres aux cellules souches. La sialoglycoprotéine CD24 et le récepteur a
I’acide hyaluronique CD44, sont des protéines membranaires classiquement utilisées comme
des marqueurs de la différenciation cellulaire. En 2003 I’équipe de Clarke a isolé une sous-
population cellulaire tumorale CD44""/CD24"" désignées comme « cellules souches
cancéreuses » (CSC pour cancer Stem Cells) (Al-Hajj et al., 2003) . Ce résultat a été suivi par
de nombreuses études similaires dans des tumeurs solides (Visvader and Lindeman, 2008).
Des cellules positives pour différents marqueurs de CSC (notamment CDI133) ont été
observées au niveau du front invasif de tumeurs du sein, du colon et du pancréas. Les CSCs
partagent d’importantes propriétés avec les cellules souches des tissus normaux. Bien que ce
soit de fagon aberrante, ces cellules sont capables de s’auto-renouveler et de se différencier.
Une étude récente rapporte qu’il pourrait exister un lien direct entre EMT et I’acquisition d’un
phénotype de type «cellule souche ». Mani et ses collaborateurs ont démontré que le

phénotype de surface CD44"€"/CD24'" associé aux cellules souches pouvait étre induit in-
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vitro par une EMT. En exposant des cellules épithéliales mammaires normales au TGF-
pendant 12 jours ou en surexprimant les facteurs de transcription Snail ou Twist, les
expérimentateurs ont induit le phénotype CD44"€"/CD24'" (Mani et al., 2008). Les cellules
obtenues présentent une morphologie mésenchymateuse et les mémes propriétés que des
cellules souches (isolées du tissu mammaire normal) lors de tests in-vitro. Ces résultats créent
un lien direct entre le phénoméne d’EMT et les CSCs. Les CSCs ne seraient donc pas des
cellules qui auraient pu étre présentes auparavant mais plutot des cellules tumorales qui
auraient acquis de facon transitoire des propriétés de cellules souches suite a une EMT
(Polyak and Weinberg, 2009). Il est ainsi envisagé par certains que I’EMT subie par des
cellules tumorales donne naissance a des précurseurs métastatiques voire a des CSCs

métastatiques (mCSCs) (Visvader and Lindeman, 2008).

C.4. Les mécanismes d’inhibition de I'expression de la E-cadherine
dans les cancers

Avant de pouvoir former des métastases, les cellules cancéreuses qui quittent le foyer tumoral
initial doivent franchir des étapes successives. Ces étapes sont autant d’obstacles que seul un
petit nombre de cellules cancéreuses réussiront a franchir. Il a été estimé qu’une cellule
tumorale (injectée en intraveineuse) a environ une 1 chance sur 100 000 ou 1 000 000 de
former une métastase. Dans les tumeurs épithéliales, 'EMT est considérée comme
I’événement clef du processus métastatique. Cette transition cellulaire implique une inhibition
de I’adhésion intercellulaire et I’acquisition de propriétés migratoires et invasives.

Les signaux extracellulaires activateurs du programme d’EMT sont relayés par des réseaux
complexes de signalisation intracellulaire. Ils aboutissent pour la plupart a la perte de la
fonction ou d’expression de la E-cadherine.

La E-cadherine est une protéine de 120 kDa codée par le géne cdhl (van Roy and Berx,
2008). Elle est normalement exclusivement exprimée au niveau des épithéliums. De tres
nombreuses études in-vitro et in-vivo établissent que cdhl est un géne suppresseur de tumeur
(Thiery, 2002). La perte de I’expression de la E-cadherine la membrane est le point de départ
de PEMT. Dr’ailleurs, les voies d’activation oncogéniques de ’EMT convergent souvent sur
une inhibition de I’expression de la E-cadherine. Dans les tumeurs, ce phénomeéne provoque
une rapide progression de l’adénome bénin a 1’adénome invasif puis au carcinome

métastatique (Birchmeier and Behrens, 1994; Guilford, 1999).
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C.4.1 Mutations génétiques et méthylation de I’ADN

Des mutations germinales du géne Cdhl sont a I’origine de cancers gastriques diffus et
prédisposent aux carcinomes lobulaires du sein (Dunbier and Guilford, 2001; Schrader et al.,
2008). Parallelement, des mutations somatiques ont aussi €té rapportées dans ces types de
cancers (Berx et al., 1996). Ces altérations génétiques sont parfois associées a des mutations
inactivatrices de génes codant pour d’autres protéines du complexe de la E-cadherine (B-
catenine, o-catenine) (Berx et al., 1998b). Néanmoins, en régle générale, les altérations du
gene cdhl dans les carcinomes sont rares (Berx et al., 1998a).

La méthylation du promoteur du gene Cdhl pourrait intervenir en supplément d’une altération
génétique ou d’une inhibition transcriptionnelle (Cheng et al., 2001; Grady et al., 2000). Des
études ont démontré une méthylation aberrante du géene Cdhl dans des tumeurs de la prostate
et du sein (Strathdee, 2002). Par ailleurs, des travaux effectués sur des cellules tumorales
coliques indiquent que d’autres mécanismes de régulation épigénétiques (tel que la
déacétylation des histones) pourraient aussi participer a I’inhibition de I’expression de la E-

cadherine (Koizume et al., 2002).

C.4.2 Régulation transcriptionelle et MicroRNAs

L’inhibition transcriptionnelle est un des mécanismes de régulation de la E-cadhérine le plus
décrit dans les tumeurs. Chez I’Homme, la région promotrice proximale de cdhl contient
plusieurs motifs de régulation : une boite CAAT, une région riche en GC et trois séquences
palindromiques appelées E-box. (Behrens et al., 1991) (Figure 25). La boite CAAT et la
région riche en GC sont nécessaires a 1’expression basale du géne Cdhl. Elles sont
respectivement régulées par des « CAAT binding proteins » et les facteurs de transcription

AP2 et Sp1 (Faraldo et al., 1997).

© ® @ o0 @ 4 O

E-box 1 CAAT GC E-box3 E-box 4
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ZEB1/2 SIP1

Figure 25 : Région promotrice proximale du géne cdhl et ses éléments de controle
Les E-box sont contrdlées par les répresseurs transcriptionnels (Snail, Slug et SIP1) alors que
la boite CAAT et la région GC sont régulées par des activateurs de la transcription.

82



Les E-box sont responsables d’une inhibition de I’expression du géne Cdhl. Ces régions sont
régulées par les répresseurs Snail, Slug et SIP1. Lorsqu’ils sont fixés sur le promoteur, ces
répresseurs surpassent ’action des régulateurs positifs (Batlle et al., 2000). Dans les
carcinomes humains et murins, on observe souvent une surexpression d’au moins un de ces
répresseurs. In-vitro, il a été montré que les expressions des facteurs Snail et Slug sont
inversement corrélées a celle de la E-cadherine (Cano et al., 2000). Dans les cellules de type
¢épithélial, la surexpression de ces répresseurs entraine la transition ¢épithélio-
mésenchymateuse (Peinado et al., 2007). D’autres protéines (ZEB1, TWIST1, FOXCI,
FOXC2...) sont capables de se fixer sur les E-box et sont aussi responsables d’une répression
transcriptionnelle de Cdhl. Ces protéines sont aussi impliquées dans ’EMT durant la

morphogeneése et la cancérogénese (Moreno-Bueno et al., 2008).

Les microRNAs (miRNAs) sont des simples d’ARN d’environ 25 paires de bases. Apres leur
synthese, les miRNA sont incorporés dans des complexes appelés « miRNA-induced
silencing complexes » (miRISCs). Un miRNA donné peut se fixer a plusieurs ARNm cibles et
induire soit leur destruction, soit I’inhibition de leur traduction (Perron and Provost, 2009).
Des ¢études récentes on démontrées I’implication des familles de miRNA, miR-200 et miR-
205 dans I’activation de ’EMT (Gregory et al., 2008; Park et al., 2008b). En fait, les
répresseurs transcriptionnels ZEB1 et ZEB2 sont les cibles de ces miRNAs. Dans les cancers,
I’inhibition de I’expression des miRNAs, miR-200 et miR-205 provoque une inhibition de
I’expression de la E-cadherine en favorisant celle des facteurs ZEB1 et ZEB2 (Polyak and
Weinberg, 2009).

C.4.3 Régulations post-traductionelles

L’inhibition transcriptionnelle de I’expression du geéne cdhl n’est pas toujours suffisante pour
une extinction totale de I’expression de la protéine (Comijn et al., 2001). Des données
récentes suggerent de plus en plus I'implication des mécanismes de régulation post-

traductionnels additionnels.

C.4.3.1 Clivages protéolytiques de la E-cadhérine
Les métalloprotéases (MMPs) régulent la morphogénése, et participent aussi activement a
I’invasion tumorale et a la formation des métastases en modulant la structure de la MEC. Ces

enzymes qui dégradent certains récepteurs membranaires et la plupart des composants de la
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MEC, peuvent aussi agir directement sur 1’adhésion intercellulaire assurée par la E-cadherine
(Egeblad and Werb, 2002). A [D’instar d’autres MMPs, la stromelysine-1 (SL-1) et la
matrysiline-1 (MT-1) clivent la E-cadhérine dans sa portion extracellulaire (Noe et al., 2001).
La protéine tronquée de 80KDa qui en résulte (sE-cadh) est souvent détectée dans les tissus et
le sérum de patients atteints de cancer de la prostate (Dhanasekaran et al., 2001; Kuefer et al.,
2003).

Dans des lignées cellulaires dérivées de cancers de la prostate et du sein, des études indiquent
que I’expression de la m-calpaine est augmentée dans les tissus tumoraux en comparaison
avec les tissus sains adjacents et que cette augmentation de 1’expression de la m-calpaine est
directement associée a la présence d’un fragment Ecadh'® (fragment de clivage de la E-
cadherine de 100KDa) (Rashid et al., 2001; Rios-Doria et al., 2003).

D’autres protéases, comme la cathepsine D ou ADAM-10 semblent aussi intervenir dans la
progression de certaines tumeurs en affaiblissant les jonctions adhérentes (Kohutek et al.,
2009; Zhang et al., 2007).

Actuellement, des travaux sont en cours pour évaluer les conséquences in-vivo d’autres

clivages de la E-cadhérine, par exemple par la preseniline-1/y-secretase (Marambaud et al.,

2002; Park et al., 2008a).

C.4.3.2 L’internalisation de la E-cadhérine
Le pool de protéines membranaires (récepteurs, molécules d’adhesion, canaux...) est
constamment renouvelé. Ces protéines sont adressées a la membrane et parallélement, elles
sont endocytées pour étre dégradées ou redistribuées a la membrane. Ce phénomene permet
une régulation de 1’expression des protéines membranaires, dans le temps et dans 1’espace.
I1 existe plusieurs voies d’endocytose de la E-cadherine. Elles impliquent des mécanismes
d’internalisation dépendants ou non de la clathrine, les cavéoles et méme la macropinocytose
(Bryant et al., 2007). Les molécules de E-cadherine progressent ensuite au travers de
compartiments endosomaux avant d’étre dégradée au niveau des lysosomes. La voie des
endosomes de recyclage permet a des molécules endocytées d’étre redistribuées a la
membrane (Bryant and Stow, 2004) (Figure 26).
Les endosomes de recyclage sont issus du réseau tubulaire des endosomes précoces. Ils
relocalisent a la membrane plasmique des composants endocytés en 10 a 15 minutes
(Mellman et al., 1986). Les marqueurs classiques de ces compartiments sont les petites
protéines G Rab-4 et Rab-11 (Sonnichsen et al., 2000). Les protéines de la famille Rab font

partie de la superfamille des petites GTPases Ras. Grace a des interactions avec différents
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¢ffecteurs, ces protéines régulent le trafic intracellulaire avec les petites GTPases Ral et Rho

(Wu et al., 2008).
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Figure 26 : Trafic intracellulaire de la E-cadherine et localisation de différentes
protéines de la famille des GTPases Rab
La E-cadherine nouvellement synthétisée sort du TGN et est incorporée a la membrane
plasmique. En parall¢le, la E-cadherine membranaire est endocytée. Différentes voies
impliquant les GTPases de la famille Rab, permettent alors un recyclage ou une dégradation.
(CV : vésicule recouverte de clathrine)

De plus en plus d’études rapportent une internalisation aberrante de la E-cadherine dans les
cancers (Mosesson et al., 2008). La phosphorylation de la E-cadherine sur des résidus tyrosine
par des kinases oncogéniques de la famille Src ou des RTK, est un des principaux
déclencheurs de 1’endocytose de la E-cadherine. Ainsi, un certain nombre de facteurs de
croissance tels que le HGF, le FGF et I’EGF provoquent une endocytose de la E-cadherine et
par conséquent la rupture des jonctions adhérentes (Bryant and Stow, 2004; Mosesson et al.,
2008).

La p120 catenine (p120ctn) interagit avec la région juxta-membranaire de la E-cadherine
(Ireton et al., 2002). De nombreux travaux démontrent I’importance de la p120ctn dans la
régulation de 1’adhésion intercellulaire au niveau de la membrane plasmique. La p120ctn y
module notamment la clusterisation de la E-cadherine et la quantité de E-cadherine présente a
la membrane (Reynolds and Roczniak-Ferguson, 2004). En son absence la région intra-
cytoplasmique de la E-cadherine est exposée a I’action de protéines potentiellement porteuses

de signaux d’internalisation (Bryant and Stow, 2004).
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PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

La protéine SOCS-1 est un régulateur spécifique de la voie de signalisation IL-4/STAT-6. Des
travaux précédemment menés au laboratoire ont permis de cloner la région proximale du
promoteur du geéne Socs-I et d’étudier sa régulation en réponse a 1I’'IL-4 dans la lignée
cellulaire HaCat (kératynocytes humains immortalisé€s, transformés non tumorigenes). La
protéine SOCS-1 est aussi un régulateur trés spécifique de la voie IFN-y/STAT-1. Les
animaux Socs-/ *~ meurent d’ailleurs des effets délétéres de la sur-activation de cette voie.
Pourtant, les mécanismes de régulation du promoteur humain de Socs-/ en réponse a I’TFN-y
ne sont pas précisément décrits.

La premiere partie de ce travail de thése a donc été consacrée a la caractérisation des éléments
de réponse du promoteur humain du géne Socs-I, mis en jeu lors d’une stimulation des
cellules Hacat par I’IFN-y. Pour atteindre cet objectif, nous avons mis en ceuvre des approches

bioinformatiques et des méthodes biochimiques d’analyse de promoteur.

Depuis quelques années, les données impliquant la protéine SOCS-1 dans le développement
tumoral sont de plus en plus nombreuses. En effet, comme 1’expression du geéne Socs-1 est
fréquemment inhibée dans les tumeurs, ce géne est supposé €tre un gene suppresseur de
tumeur (Luczak and Jagodzinski, 2006). Les premiers mécanismes moléculaires associés a
I’action anti-tumorale de Socs-1 ont été rapportés par Rottapel et ses collaborateurs en 2002
(Rottapel et al., 2002). Ces derniers ont démontré que la protéine SOCS-1 régule 1’abondance
et D’activit¢ de plusieurs oncoprotéines hématopoiétiques comme Abl, Kit et BCR-Abl.
Parallélement les auteurs ont aussi observé que des fibroblastes Socs-1" sont plus sensibles a
une transformation induite par les oncoprotéines Tel-JAK2 et BCR-Abl. L’importance de ces
observations est renforcée par les études rapportant I’inhibition de 1’expression du géne Socs-
1 dans certains lymphomes et leucémie (Watanabe et al., 2004). Mais I’expression de ce gene
suppresseur de tumeur est aussi éteinte dans de nombreux types de tumeurs solides (cancer de
I’estomac, de la prostate, hépatocarcinomes, mélanome, tumeurs du sein et du colon...). Dans
ces modeles, en dehors d’une inhibition de I’activité du facteur de transcription STAT-3
lorsque celui-ci est constitutivement actif, aucun mécanisme d’action n’a été avancé pour
expliquer la fonction de la protéine SOCS-1.

Pourtant, dans la plupart des lignées cellulaires tumorales dans lesquelles I’expression du gene
Socs-1 est inhibée par méthylation de I’ADN, une réexpression de la protéine provoque une

inhibition de la prolifération cellulaire. Dans certains modéles celle-ci s’accompagne d’une
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inhibition des capacités de pousse en absence de support ou méme de la formation de
métastases (Huang et al., 2008; Yoshikawa et al., 2001). En 2006, Hanada et ses
collaborateurs ont confirmé in-vivo que Socs-1 est un gene suppresseur de tumeurs coliques
(Hanada et al., 2006).

Nous avons donc choisi de nous intéresser au role de la protéine SOCS-1 dans Ia
cancérogenese colique. Pour cela, nous avons surexprimé la protéine dans deux lignées
cellulaires formant un mode¢le validé de progression tumorale colique.

L’étude différentielle des cellules parentales et des cellules surexprimant la protéine d’intérét

a été plus axée sur la biologie cellulaire et constitue le deuxiéme volet de mon travail de thése.
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Introduction

Les facteurs de transcription de la famille STATs sont cruciaux dans la régulation des génes
socs. Mais, il a été démontré que I’expression de ces genes est aussi modulée par d’autres
facteurs. Suite aux travaux menés au laboratoire sur la régulation du promoteur de socs-1 par
I’IL-4 dans la lignée cellulaire HaCaT (Travagli et al., 2004), nous nous sommes intéressées a
I’IFN-y.

L’IFN-y est un puissant inducteur de I’expression du gene Socs-1, pourtant, les mécanismes
de régulation mis en jeu pour le promoteur humain sont peu connus.

Dans les cellules murines NIH3T3, il a ét¢ montré que I’IFN-y induit I’expression du geéne
Socs-1 via une activation des facteurs de transcription STAT-1 et IRF-1. Ces derniers
reconnaissant respectivement des sites consensus GAS (TTCN3GAA) et IRF-1 (AANGAAA)
du promoteur murin (Saito et al., 2000).

Pour analyser les facteurs de transcription potentiellement impliqués dans la régulation du
promoteur humain du géne Socs-1, nous avons donc choisi de mettre en ceuvre une analyse

différentielle des promoteurs humain et murin.

Principaux résultats :

La structure globale des deux promoteurs est comparable. Mais I’alignement, puis la
comparaison des séquences n’a mis en évidence qu’un seul élément de réponse pour le facteur
IRF-1 sur le promoteur humain, alors que le promoteur murin en présente deux consécutifs.
L’analyse informatique a aussi révélée la présence d’une séquence GAS additionnelle en
position -4500 en amont du premier exon dans le promoteur humain.

Nous avons démontré par des expériences in-vitro (retards sur gel) et in-vivo (ChiP) que les
facteurs de transcription STAT-1 et IRF-1 sont capables de se fixer sur ces sites consensus.
Ces travaux ont aussi démontré la fixation d’un autre facteur de transcription au niveau des
IRF-Es du promoteur murin. Des expériences de super-shift ont permis d’identifier le facteur
de transcription Sp2. Nous avons aussi été capables de co-immunoprécipiter les facteurs IRF-

1 et Sp2. Ce résultat suggére donc une interaction entre ces deux facteurs.
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Parallélement, nous nous sommes intéressées a I’activité des promoteurs humain et murin de
Socs-1 dans nos cellules. Nous avons observé que 1’activité du promoteur murin en réponse a
une stimulation par I’IFN-y est plus importante que celle du promoteur humain.

Nous avions supposé un role du double motif IRF-E sur promoteur murin mais les
transformations réciproques de I’IRF-E murin en IRF-E humain par mutagénése dirigée n’ont
pas entrainé de variations significatives des résultats des tests d’activation transcriptionnelle.
Nous nous sommes alors concentrées sur 1’évaluation du role du facteur Sp2 au niveau
fonctionnel. Nous avons utilisé¢ I’interférence ARN pour inhiber 1’expression de la protéine
dans les cellules. L’expression de SiIRNA Sp2, provoque une diminution globale de I’activité
du promoteur murin, mais pas de variation du rapport d’induction en réponse a une
stimulation par ’IFN-y. Dans les cellules HaCat, 1’utilisation des SiRNAs Sp2 entraine une
diminution drastique de I’induction de I’ARNm de Socs-1 en réponse a I’'I[FN-y. Par contre,

nous n’avons pas pu identifier le ou les sites de liaison de Sp2 sur le promoteur humain.

Conclusion :

L’objectif de se travail était de caractériser les éléments importants de la régulation du
promoteur humain du géne Socs-1 apres une stimulation par I’IFN-y dans les cellules HaCat.
Notre approche par analyse différentielle des promoteurs humain et murin a permis de mettre
en évidence I’'importance du facteur de transcription Sp2. Ce facteur semble respectivement
réguler I’activité basale et I’activation transcriptionnelle des promoteurs murin et humain. Par
ailleurs, il semble que ce soit la premicre fois qu’une interaction directe entre les protéines

IRF-1 et Sp2 soit rapportée.
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Suppressor of cytokine signalling (SOCS) proteins are inducible feedback inhibitors of Janus kinase (JAK)
and signal transducers and activators of transcription signalling (STAT) pathways. Interferon (IFN)-y
induces the expression of the socs1 gene in several cell types through several cis elements present in
its promoter and their binding proteins. Socs1 expression is induced in the human keratinocytes HaCaT

Keywords: cell line through sequential activation of STAT1 and IRF-1. Comparison of the 5'-upstream sequences of the
Promoter mouse and human socs1 genes identified conserved binding sites for IRF-1 regulatory elements. Although
siRNA . . . . . h

Transcription factor Sp2 this response element is able to bind IRF-1 in human cells, no IFN-y responsiveness was observed with
Luciferase human socs1 promoter reporter constructs containing this element. In contrast the mouse socs1 promoter

EMSA was fully responsive. The mouse promoter contains two cis-acting elements which modulate its expres-
sion and are recognized by IRF-1 and Sp2. Despite the absence of Sp2 in the 5-upstream sequence of
the human promoter, silencing of Sp2 by RNA interference clearly demonstrated that Sp2 is required for

IFN-y-induced regulation of socs1 mRNA both in human and mouse.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Interferons (IFN) are multifunctional cytokines that have antivi-
ral, antiproliferative, and immunomodulatory effects (for review
see Stark et al., 1998). IFN are used in the clinical management
of malignant tumours, multiple sclerosis and chronic viral hepati-
tis (Baffis et al., 1999; Gresser, 1997). Type II interferon (IFN-v) is
a pleiotropic cytokine produced by activated T cells and NK cells,
and is the most potent activator of the proinflammatory functions
of keratinocytes. In fact, IFN-y-activated keratinocytes express a
broad array of chemokines, cytokines, and membrane molecules
that direct the recruitment, activation, and retention of specific
leukocytes in the skin (Albanesi et al., 1999, 2001; Federici et al.,
2002). The reciprocal activation of T lymphocytes and keratinocytes
has a primary role in the amplification of skin inflammation during
immune-mediated skin diseases.

IFN-vy receptors consist of two ligand-binding IFNGR1 chains
associated with two signal-transducing IFNGR2 chains. Recep-
tor activation triggers JAK kinases activation which in turn the
STAT1 transcription factors. After dimerization, activated STAT1

Abbreviations: GAS, y-activated sequence; IFN, interferon; IFNGR, IFN<y recep-
tor; IL-4 RE, IL-4 responsive element; IRF, IFN-regulated factor; IRF-E, IRF-binding
element; SBE, STAT6-binding element.

* Corresponding author. Tel.: +33 146835483; fax: +33 146835496.

E-mail address: josiane.pierre@u-psud.fr (J. Pierre).

! Authors contributed equally to this work.

0161-5890/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molimm.2009.05.004

translocates to the nucleus and induces target gene transcrip-
tion by binding to +y-activated sequences (GAS) in the promoters
of IFN-y-responsive genes (Darnell, 1997; Darnell et al., 1994).
Interferon-regulated factors (IRFs) were also identified as transcrip-
tional regulators of IFN-stimulated genes. Transcription of the irf-1
gene is inducible by both IFN-a and IFN-y (Haque and Williams,
1994; Pine et al., 1994; Sims et al., 1993) and this inducible tran-
scription factor binds to an interferon regulatory factor binding
element (IRF-E), AANNGAAA which is also a consensus sequence
for IRF-2 (Tanaka et al., 1993).

Suppressors of cytokine signalling (SOCS) are a family of proteins
that act in a feedback loop to inhibit cytokine responses and activa-
tion of the JAK/STAT pathway (Endo et al., 1997; Naka et al., 1997,
Starr et al., 1997). SOCS1 is one of the eight members of the SOCS
gene family which is characterized by a C-terminal SOCS box region
and a central phosphotyrosine-binding Src homology 2 domain
(Hilton et al., 1998). The SH2 domain of SOCS proteins interacts with
phosphorylated tyrosine residues in tyrosine kinases and, in many
cases, negatively regulates their activity (Krebs and Hilton, 2001;
Yasukawa et al., 2000). The SOCS boxes of SOCS1 and SOCS3 have
been found to mediate interaction with elongin B/C complex and to
target SOCS1 interacting proteins for proteasomal-mediated degra-
dation via ubiquitinylation; such proteins include JAK2 (Ungureanu
et al., 2002), Tel-JAK2 (Frantsve et al., 2001; Kamizono et al., 2001),
p65 NF-kB (Ryo et al., 2003), Vav (De Sepulveda et al., 2000), FAK
(Liu et al.,, 2003) and Mal (Mansell et al., 2006). SOCS1 is a critical
regulator of IFN-y signalling since hyper-responsiveness to IFN-y
was found in socs1 deficient mice (Alexander et al., 1999; Cornish
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et al,, 2003). Mice lacking the gene for both socs1 and ifn develop
chronic inflammatory lesions in kidney, skin and various other
organs (Metcalf et al., 2002). Keratinocytes are primary target of
IFN and after IFN exposure they synthesize numerous inflammatory
cytokines involved in the initiation of skin diseases (Albanesi et al.,
2005). Keratinocytes also express socs1 to minimize consequences
of IFN treatment.

Regulation of socs1 gene expression occurs at several levels. The
silencing of socs1 gene by hypermethylation has been reported and
is associated with the development of hepatocellular carcinoma
(Yoshikawa et al., 2001) and was then further found in several other
cell lines. Transcription of socs1 mRNA is rapidly induced by vari-
ous cytokines. Direct transcriptional repression has been described
either for the transcriptional repressor GFI-1B (Jegalian and Wu,
2002) or for the transcription factor, ETS-1 (Travagli et al., 2004).
Socs1 expression is also controlled through translational repression
(Gregorieff et al., 2000; Schluter et al., 2000).

Although the molecular bases of SOCS1 activity and regulation
by various cytokines have been extensively investigated, limited
information exists on its transcriptional regulation by IFN-vy, espe-
cially concerning the human promoter. We therefore examined the
IFN-y-activated transcription factors implicated in regulating socs1
human promoter in comparison with the mouse promoter. Compar-
ative gene analysis is a powerful approach to gain insight into gene
regulation and function. To this end, we cloned the socs1 promoter
regions of mouse and human origin upstream a luciferase reporter
gene. Functional promoter analyses using reporter assays revealed
that the presence of tandem repeats of the core sequences of IRF-E,
observed in the mouse promoter lead to a better IFN-y responsive
promoter. In addition we have characterized a putative Sp2 binding
site just in front of the IRF-E. Specific inhibition of Sp2 expression
by RNA interference inhibits socs1 mRNA expression. These results
demonstrate a decisive role of Sp2 in regulating socs1 expression.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

The human keratinocyte cell line HaCaT was cultured in Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with
antibiotics (50 pg/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin), with
1 mM sodium pyruvate and 10% foetal calf serum (FCS).

2.2. Cytokine, antibodies, and reagents

Human recombinant IFN-v, kindly provided by ]. Wietzerbin,
was added to the culture media at a final concentration of 103 U/ml.
Anti-STAT1 (sc-346), anti-IRF-1 (sc-497), anti-IRF-2 (sc-498), anti-
Sp2 (sc-643) polyclonal antibodies and Sp2 siRNA (sc-29489) were
from Santa-Cruz. Control siRNA (#1027310) was from Qiagen. HA-
IRF-1 and HA-Sp2 cDNAs were generous gift of Drs. I. Dusanter-
Fourt and J.M. Horowitz, respectively. Plasmid encoding wt socs-1
promoter (—743/+690) luciferase construct was a generous gift of
D. Hebenstreit.

2.3. PCR analysis

Total RNA was extracted with Trizol (Life technologies, Gaithers-
burg, MD, USA) as described by the manufacturer and quantified at
OD 260nm and further treated with DNase from Roche. 2 pg of
total cellular RNA was reverse-transcribed using an oligo dT primer
and 2 units of AMV reverse transcriptase (Promega, Madison, WI,
USA) and then used as template for PCR. The specific primers used
and PCR reactions were performed as described (Travagli et al.,
2004). 1 .l of RT was amplified with the socs1-specific primers and
GAPDH-specific primers and analyzed by real time PCR using a Light

Cycler (Roche). Results obtained with socs1-specific primers were
normalized against GAPDH.

2.4. Plasmids constructs

The promoter region of mouse genomic socs1 DNA (—952/+44)
was constructed by PCR from the PCR2-socs1 plasmid (generous
gift of P. De Sepulveda). The proximal 960 bp and 177 bp fragments
of the mouse promoter were cloned into the pGL3 basic vector
containing the firefly luciferase reporter gene (luc). Each promoter
fragment was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using
unique forward primers and a common reverse primer that ends
45 nucleotides after the start of transcription previously described
(Saito et al., 2000), cut by restriction enzymes (listed in Table 1, part
A) and then inserted at the same site into the pGL3 basic vector.
Sequences of all promoter constructs were verified by sequencing.
The numbering of all constructs begins at the start of transcription.

The —590 hsocs1 and —170 hsocs1 were generated from —750
hsocs1 previously described (Travagli et al., 2004) by PCR ampli-
fication using forward primers described in Table 1, part A. The
PCR fragments were cut by appropriate restriction enzymes and
inserted at the same site into pGL3 basic vector.

Site-specific mutations in either the mouse or human socs1
promoter were performed using the quick change site-directed
mutagenesis kit (Stratagene) by using the oligonucleotides
described in Table 1, part B.

2.5. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis

ChIP experiments were performed as described (Travagli et al.,
2004). The primers used for PCR amplification are described in
Table 1, part C.

2.6. Immunoprecipitation and Western blotting

After stimulation by IFN-vy (103 U/ml), cells were lysed in a buffer
containing 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1% Triton X-100, 50 mM Nacl,
50 mM NaF, 10 mM NaPP, 5mM EDTA, 1 mM Na3VO,4, 1 mM PMSF,
10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml pepstatin, 10 pg/ml leupeptin. The
cell lysates were clarified by centrifugation. 500 g of total pro-
tein was incubated with appropriate antibodies overnight and with
protein G-Sepharose for 1h at 4°C. The immunoprecipitates were
separated through 8% SDS-PAGE and proceeded for Western blot-
ting as described (Travagli et al., 2004).

2.7. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

HaCaT cells were stimulated with IFN-y during 30 min or
2h, scrapped in PBS supplemented with 1mM Na3VO,4, and
pelleted. Nuclear extracts, radiolabeled double-strand oligonu-
cleotides were prepared and EMSA experiments performed as
previously described (Travagli et al., 2004). The 32P labeled probes
used in EMSA are described in Table 1. Supershift experiments were
performed using the anti-STAT1, anti-IRF-1, anti-IRF-2 or anti-Sp2-
specific antibodies. Oligonucleotides used as probes in EMSA assays
contained the same mutated nucleotides as those used to introduce
the mutations in reporter plasmids.

2.8. Transfection experiments

For transient transfection, cells were seeded at 4 x 10° cells
per well in 6-well dishes 24 h before transfection. The different
plasmids DNA were adjusted to 3 j.g of DNA and 6 .l of jet-PEI solu-
tion (Polyplus transfection, Illkirch, France) in serum-free culture
medium. After 16-h incubation, cells were stimulated or not with
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Table 1

Oligonucleotides used in this study.

(A) Primers and restriction enzymes used for cloning of the reporter vectors

Position relatively to

Position on genomic

transcription start DNA 746940
Human

Name Forward primer Reverse primer

—750 hsocs1 cgatggtaccTTTCTTCCGCAGCCGGGTAG (Kpnl) acgtaagcttGCGCATGCTCCGGGGCCAGG (HindlIII) —750 to +30 25902-26700

—170 hsocs1 atgcgctagc TCCAGAAGAGAGGGAAACAG (Nhel) gcatagatctGCGCATGCTCCGGGGCCAGG (BglII) —170 to +30 26483-26700

mouse Position relatively to Position on genomic

transcription start DNA 747352

Name Forward primer Reverse primer

—952 msocs1 gctagagcetcACCTCATCCGCCTTCATTAC (Sacl) gcatctcgagTGGGAGCCGTGCCGCTGCCA (Xhol) —952 to +44 10896-11890

—133 msocs1 atgcgctagcACCGTCTCCAGGGAGAGCCT (Nhel) gcatagatctTGGGAGCCGTGCCGCTGCCA (BglII) —133 to +44 11715-11890

Desired inserts were amplified
by PCR and cut with selected
restriction enzymes and
cloned into pGL3 basic vector

(B) Primers used either for
site-directed mutagenesis or
EMSA analysis

Name Forward primer Reverse primer Position relatively to Position on genomic
transcription start DNA Z46940
hIRF GGACGCCACCGCGGAAAGAGAAACCAAAAGTGGAGCTGGG CCCAGCTCCACTTTTGGTTTCTCTTTCCGCGGTGGCGTCC —121to -89 26522-26561
hIRF mut h— m GGACGCCACCGCGGAAAGAGAAACCGAAAGTGGAGCTGGG CCCAGCTCCACTTTCGGTTTCTCTTTCCGCGGTGGCGTCC —120 to —90 26522-26561
Name Forward primer Reverse primer Position relatively to Position on genomic
transcription start DNA 747352
mIRF GAAAGACTTGCCGGAAAGAGAAACCGAAAGCGGGGGTGGG CCCACCCCCGCTTTCGGTTTCTCTTTCCGGCAAGTCTTTC -93to -53 11755-11794
mIRF mut m— h GAAAGACTTGCCGGAAAGAGAAACCAAAAGCGGGGGTGGG CCCACCCCCGC GGTTTCTCTTTCCGGCAAGTCTTTC -93to -53 11755-11794
mIRF-Sp2 CGAAAGACTTGCCGGAAAGAGAAACCGAAAGCGGGGGTGGGCTGGACCTGTGG CCCACAGGTCCAGCCCACCCCCGCTTTCGGTTTCTCTTTCCGGCAAGTCTTTCG -93to -43 11754-11807
mIRF-Sp2 mut IRF CGAAAGACTTGCCGGAAAGATCACCTCAAGCGGGGGTGGGCTGGACCTGTGGG CCCACAGGTCCAGCCCACCCCCGCTTGAGGTTGATCTTTCCGGCAAGTCTTTCG —93to —43 11754-11807

(C) Primers used for PCR analysis of ChIP analysis

Name Forward primer Reverse primer Position relatively to Position on genomic
transcription start DNA 746940

ChIP IRF1 h GGTCCAGAAGAGAGGGAAAC GCCCCTGCGCCAGTCTTTTA -168to —15 26481-26636

ChIP Sp2 AGCCGGTTTAAAAGACTGGC ACTCCTGGCTGCCCTGGACT —42 to +182 26609-26833

ChIP neg TCCACTACGACTGGCTGATT ACATCTGCTGGAGGCCACAC —1898 to —1573 24750-25075

Name Forward primer Reverse primer Position relatively to Position on genomic
transcription start DNA 747352

ChIP IRF m ACCGTCTCCAGGGAGAGCCT TGGGAGCCGTGCCGCTGCCA —153 to +18 11715-11890

Bold and italic: Sits for restriction enzymes used for cloning. Underlined:

binding sites for transcription factors. Bold and underlined

: mutated base in transcription factor binding site.
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IFN-v. Cells were lysed 7 h later in Reporter Lysis Buffer (Promega,
Madison, WI, USA).

A constitutively active renilla luciferase (pRL-TK-luc) was
included to correct for transfection efficiency. Luciferase activity
was measured in the cell lysates using a dual luciferase assay kit
(Promega, Madison, WI, USA) and photon counting (MicroLumat
Plus 96V, Berthold, Nashua, NH). Each transfection experiment was
performed in triplicate. Data are shown as the mean + standard
error of the mean (SEM).

2.9. siRNA gene silencing

Cells were seeded at 4 x 10° cells per well in 6-well dishes the
day before transfection. Cells were transfected with a medium con-
taining 150 I OPTIMEM, 7.5 wl interferin (ozyme) and 50 nM of
Sp2-specific siRNA (Santa Cruz) or control siRNA. After 45-min incu-
bation with the RNA complex, 1 ml of medium containing 10% FCS
was added.

3. Results
3.1. IFN-y activates STAT1 and IRF-1 in keratinocytes

IFN-vy is known to activate the JAK/STAT signalling pathways
leading to STAT1 tyrosine phosphorylation. After a time course of
[FN-vy stimulation of HaCaT keratinocyte cell line, we observed a
tyrosine phosphorylation of STAT1« (Fig. 1(A)). This tyrosine phos-
phorylation began 5 min after IFN-y stimulation and persisted for at
least 3-5 h. This tyrosine phosphorylation was associated with ser-
ine phosphorylation of STAT1q, as visualized by a shift in migration
of the STAT1a band (Fig. 1(A, 2nd panel)). This serine phosphory-
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Fig.1. IFN-y enhances the expression of socs1 gene in HaCaT cells through activation
of Stat1 and IRF-1. (A) HaCaT cells were stimulated by IFN-vy for increasing periods of
time. Proteins were analyzed by SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose mem-
brane. Western blot analysis was performed with the indicated antibodies. Asterisk
in Western blot indicates the position of the shifted band of STAT1a. The depicted
blot is representative of an experiment that was replicated more than three times.
(B) Serum-starved HaCaT cells were stimulated for the indicated time with IL-4 in
the absence (4) or the presence (M) or IFN-vy in the absence (4 ) or the presence ( x ) of
cycloheximide. Expression of socs1 gene was determined by real time RT-PCR. Socs1
mRNA level was compared with the gapdh mRNA level used as a control.

lation is essential for maximal ability to activate transcription of
target genes.

STAT homodimers travel to the nucleus and bind to GAS ele-
ments to initiate transcription of IFN-y-regulated genes. Many of
these genes are in fact transcription factors, such as IRF-1, which
are activated by IFN to drive regulation of the next wave of tran-
scription. As it has been previously described, IRF-1 expression was
indeed enhanced after IFN-v stimulation; the expression of the IRF-
1 protein was observed after 1 h of stimulation and remained for at
least 24 h (Fig. 1(A, 3rd panel)). STAT1 expression is also regulated
by IRF-1 (Schroder et al., 2004). This increase in STAT1 expression
was observed in our cells after 15h of IFN-y stimulation. IRF-2,
which mainly acts as an antagonist to IRF-1 to block the IFN-y
signalling pathway, has been also described as an IFN-vy inducible
gene (Kroger et al., 2002). In our cellular conditions we observed
constitutive expression of IRF-2 which was not modified by [FN-y
treatment.

3.2. IFN-y induces socs1 gene expression through an inducible
factor

Suppressors of cytokine signalling (SOCS) proteins are inducible
feedback inhibitors of JAK/STAT signalling pathways, which expres-
sion is regulated by IFN-y. We then analyzed the time course
expression of socs1 mRNA in HaCaT cells stimulated by IFN-y by
real time RT-PCR. As shown in Fig. 1(B) socs1 mRNA appeared after
1h of stimulation and reached its maximal level at 3 h after the
addition of IFN-vy. IL-4 has also been shown to induce socs1 mRNA
expression in HaCaT cells (Travagli et al., 2004), but the maximal
accumulation of mRNA was observed earlier. This delay in IFN-y-
induced socsTmRNA time course suggested the requirement of an
inducible factor. We then treated the cells with a protein synthesis
inhibitor and tested the consequence of such a treatment on IL-4 or
IFN-y-mediated socsT mRNA expression. We observed that treat-
ment with cycloheximide enhanced IL-4-mediated expression of
socs1 mRNA. This effect could be related to previous results which
indicated that some inhibitors of protein synthesis themselves acti-
vate gene expression in the absence of other inducers (Edwards and
Mahadevan, 1992; Greenberg et al., 1986). In contrast, cyclohex-
imide treatment completely abolished the IFN-y-mediated socs1
mRNA expression. This result indicates that socs1 mRNA induction
by the IFN-v requires ongoing protein synthesis.

3.3. Functional characterization of the socs1 promoter

We have previously described the proximal human socs1 pro-
moter and its regulation by IL-4. To identify in intact cells the
cis-acting elements involved in IFN-y-mediated regulation of
human socs1 promoter activity, a series of different promoter con-
structs was generated and examined for IFN-y responsiveness. The
different fragments of human socs1 promoter region extending
from +53 to —170 up to —750 relative to the start site were cloned
upstream of the luciferase reporter gene in the pGL3 basic vector
(Travagli et al., 2004). These constructs contain either the two reg-
ulating elements (IL-4 RE and IRF-E) or only the IRF-E (Fig. 2(A)).
HacCaT cells were transfected with these various constructs and then
analyzed for luciferase activity as described in Section 2.

As shown in Fig. 2(B), IFN-y treatment of cells transfected with
these two constructs had no effect on luciferase production, in spite
of the presence of the two regulating elements IL-4 RE and IRF-E.
The absence of IFN regulation of the human socs1 promoter was
also observed in hematopoietic cell lines of human origin (THP1)
and mouse origin (RAW 264.7) (data not shown). We have pre-
viously described a fivefold IL-4 responsiveness of the —750/+53
construct (Travagli et al., 2004). The IL-4 RE, which contains three
STAT6-binding sites (SBE), is implicated in IL-4-mediated regula-
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Fig. 2. Analysis of the human promoter activity. (A) Schematic organization of
human promoter showing putative binding sites for STAT (IL-4 RE) and IRF-1 (IRF-
E) transcription factors. (B) The different regions of human (-750 and —-170 to
+30) socs1 promoter were cloned in the pGL3 basic vector. HaCaT cells were tran-
siently transfected with the different reporter constructs. After 18 h transfected cells
were then stimulated or not for 7h with IFN-y prior to prepare cellular extracts
for measuring luciferase activity. The results are expressed as relative luciferase
activities as compared to the basal level observed in absence of IFN-vy. Results are
the means + standard deviations of at least three independent experiments. Values
located at the right of each construct indicate the fold difference in the promoter
activity in the IFN-y-stimulated compared to non-stimulated cells. (C) ChIP analy-
sis of STAT1 (1st and 2nd panel) and of IRF-1 (3rd panel) binding on the promoters
after a 2 h IFN-y-stimulation was visualized on either human socs1 ILRE (1st), IRF-E
(3rd) or human irfl promoters. Representative image of agarose gels showing IRF
and STAT1 binding to the human promoters.

tion of socs-1 expression. These SBEs, which are composed of a
palindromic sequence separated by four nucleotides (TTCN4GAA),
are specific binding sites for STAT6. In vitro comparison of affinity
of different STATs to the STAT-binding sites indicated that neither
STAT1 nor STATS5 are able to bind to these N4 sites (Ehret etal., 2001).
After IFN stimulation, ChIP analysis indicated that activated STAT1
is not able to bind to the IL-4 RE (Fig. 2(C, 1st panel)), whereas in the
same conditions a specific binding is observed on the GAS-binding
site present in the irfl promoter (Sims et al., 1993) (Fig. 2(C, 2nd
panel)). ChIP analysis also showed that IRF-1 could indeed bind to
the IRF-E in the human socs1 promoter (Fig. 2(C, 3rd panel)).
Comparison and alignment of the human (GeneBank accession
746940), and mouse sequences (GeneBank accession Z47352) using
mVista tools showed three highly conserved regions in the proxi-
mal socs1 promoter (Bray et al., 2003). The first one is a region of
an approximately 195bp which displays 76% homology between
human and mouse. This region contains the IL-4 RE composed of
three SBEs. The second one ~90bp sequences in the immediate
vicinity of the transcriptional start site shows a high degree of
homology (87.6%). In addition to these sequences we also observed
a short sequence of 50bp which was highly conserved (82% of
homology) between mouse and human. Computer predictions of
this region revealed the presence of GAAA elements which are char-
acteristic DNA binding for IRF factors (IRF-E) (Tanaka et al., 1993).
Many IRF-Es contain tandem repeats with 2 bp spacer (Fujii et al.,

1999). This dimeric IRF-E is only observed in the mouse socs1 pro-
moter (Fig. 3(A)). The main difference between these two promoters
is the presence of a GAS element which is only observed in the
mouse promoter (Fig. 3(B)).

We have then cloned a fragment containing 5’-upstream regions
of mouse socs1 gene into pGL3 basic vector. We obtained approx-
imately 0.95Kkb sequence upstream of the mouse transcriptional
start site (Fig. 3(B)). Various deletions starting from —952 (con-
taining IL-4 RE, GAS and IRF-E) to —130 (containing only IRF-E)
relative to the transcription initiation site were subjected to tran-
sient transfection in HaCaT cells in the presence or absence of
IFN-vy. As shown in Fig. 3(C), these two constructs exhibited about a
threefold increase in luciferase activity after stimulation by IFN-vy.
This result indicates that at least at the level of proximal promoter
the sequences present in the mouse promoter confer an IFN-y
responsiveness. The —130 msocs1 promoter, which does not con-
tain GAS, showed virtually the same IFN-vy responsiveness as the
—952 msocs1 promoter, indicating that STAT1 is not directly impli-
cated in the regulation of mouse socs1 promoter. This observation is
in agreement with previous observation which have indicated that
no contribution of the GAS-like sequences of the mouse promoter
to the IFN-y responsiveness of the mouse socs1 promoter (Saito
et al,, 2000). Altogether, this indicated that IFRE is the only region
involved in the induction of transcription of the socs1 promoter by
IFN-y stimulation.

3.4. Identification of nuclear factors that bind to IRF-E in the
socs1 promoter

We next examined nuclear factors able to bind to the IRF-E in the
human and mouse socs1 promoter region. Nuclear extracts of HaCaT
cells were prepared before or after IFN-y stimulation and subjected
to gel shift assays using the —125/—86 region (hIRF) of the human
promoter as a probe (Table 1B and Fig. 4(A left part)). Two com-
plexes (C1 and C2) with very different intensities were observed in
nuclear extracts after the cytokine treatment. These two complexes
were supershifted with anti-IRF1 antibodies indicating that they
both contain IRF-1. The most rapidly migrating complex (C1) con-
tains monomer of IRF-1. The use of IRF-2 antibodies did not modify
the DNA-transcription factor complexes. Although IRF-2 is consti-
tutively expressed in keratinocytes (Fig. 1(A)), IRF-2 binding was
not detected on the IRF-E, either in absence or after IFN-y stimula-
tion, thus indicating that IRF-2, generally known as a transcriptional
repressor, did not bind to this sequence and could not be implicated
in the absence of IFN-y responsiveness of the human promoter. In
Fig. 4(A, right) the same experiment was done by using the IRF-E
derived from the socs1 mouse promoter (mIRF) which contains two
IRF-Es (Table 1B). In this experiment, we also observed, in addi-
tion to C1 and C2, the appearance of an extra complex (C3). The
formation of the same three DNA-complexes are observed when
mutations were introduced in the hIRF, leading to formation of two
IRF-binding sites (hIRF1 mut h—m). All these complexes are also
supershifted by anti-IRF-1 antibodies (Fig. 4(B)).

We then examined if the IRF-E has a consequence in promoter
activity. For this purpose we have introduced the same modifica-
tion (one IRF-E into two IRF-Es) in the —170 hsocs1 promoter and
analyzed it for luciferase activity after IFN-y stimulation. As shown
in Fig. 3(C, bottom) no significant modification of the luciferase
activity by IFN treatment was observed with this construct.

We therefore mutated the mouse IRF-E and transformed it into
a human-like, monomeric IRF-E [-130 msocs1 mut m—h], and as
shown in Fig. 3(C) quite the same induction of this promoter activity
(3.68-fold) was observed as compared to the wild-type promoter
construct (3.42-fold), although by EMSA we observe a disappear-
ance of the C3 complex (Fig. 4(B)).
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Fig. 3. Expression of mouse and human socs1 promoter. (A) Sequences of human and mouse IRF-E sites. Consensus sequence for IRF-E is indicated in bold. (B) The different
regions of mouse socs1 (—952 and —130 to +44) promoter were cloned in the pGL3 basic vector. Mutated —170 hsocs1 promoter, in which the human IRF-E was transformed
into mouse IRF-E (—170 hsocs1; hIRF [mut h — m]) or mutated —130 msocs1 promoter in which the mouse IRF-E was transformed into human IRF-E (—130 msocs1; m IRF
[mut m — h]) were also generated by site-directed mutagenesis. (C) HaCaT cells were transiently transfected with the different reporter constructs. After 18 h transfected cells
were then stimulated or not for 7 h with IFN-vy prior to prepare cellular extracts for measuring luciferase activity. The results are expressed as relative luciferase activities as
compared to the basal level observed in absence of IFN-vy. Results are the means + standard deviations of at least three independent experiments. Values located at the right
of each construct indicate the fold difference in the promoter activity in the IFN-y-stimulated compared to non-stimulated cells.

Altogether these results indicated that the presence of two adja-
cent IRF-Es is not a prerequisite for IFN-y responsiveness of the
socs1 promoter and that other transcription regulator(s) might be
required.

3.5. Sp2 and IRF-1 bind to the mouse socs1 promoter in vitro

In the vicinity of the IRF-binding site in the mouse socs1 pro-
moter, we have identified a Sp2 consensus [5-GGGCTGGAC-3']
DNA-binding site (Moorefield et al., 2004). An oligonucleotide
probe (—93 to —43 mouse promoter), which contains both IRF and
Sp2 consensus element (m IRF-Sp2), was used in EMSA analysis
and as shown in Fig. 5(A) in the absence of stimulation or after
30 min a new complex (C4), migrating slower than the C3 complex
(noted as a thick arrow) was observed. This complex is super-
shifted with a Sp2 antibody (compare lanes 2-4). Stimulation by
IFN-vy for 2 h slightly modify the migration of this complex pre-
sumably by the fact that Sp2, which constitutively binds to the Sp2
element, could interact with IRF-1 after its binding on the IRF-E.
This C4 complex is also supershifted by anti-IRF-1 antibodies. By
using competition with specific Sp1 and Sp3 antibodies, we ruled
out the presence of these two factors in the C4 complex (data not
shown).

The interaction of the two transcription factors was confirmed
by two experiments. First, binding of Sp2 was also examined on a
mIRF-Sp2 mut IRF oligonucleotide probe, in which the IRF-binding
site has been deleted. As shown in Fig. 5(A lanes 7-9), we observed
the putative Sp2 complex. This complex is supershifted by either
Sp2 or IRF-1 antibodies. These observations strongly suggested that
these two transcription factors interact at the promoter level. Sec-

ond, we then examined if these two proteins were able to physically
interact. Therefore, we transfected HaCaT cells with HA-tagged IRF-
1 and HA-tagged Sp2 expressing vectors. As shown in Fig. 5(B)
(input), we observed the expression of the two proteins but the
level of expression of the Sp2 protein was lower than the expression
of IRF-1, although the expression of these two recombinant pro-
teins is driven by the same CMV promoter. In the left part we have
immunoprecipitated the cellular extracts with an anti-IRF-1 anti-
body and then probed with an anti-HA antibody. We were able to co
immunoprecipitate Sp2 with IRF-1. In the right part of the figure the
reciprocal experiment indicates that IRF-1 is also immunoprecip-
itated with an anti-Sp2 antibody. These results indicated that the
interaction of these two transcription factors observed by EMSA
also occurs at the protein level.

We also attempted to determine if Sp2 is able to interact on
the mouse promoter ectopically expressed in intact cells. ChIP for
Sp2 was therefore examined on the transfected mouse promoter.
As shown in Fig. 5(C, left) the presence of Sp2 on the DNA was
observed both in control condition and after IFN stimulation. In
these transfected cells, ChIP analysis indicated that IRF-1 also binds
to this region, but this immunoprecipitation is dependant of the
IFN-v stimulation (Fig. 5(C, right)).

In contrast to the mouse promoter, no Sp2-binding site was
observed in the human promoter in the vicinity of IRF-E. Trans-
fac analysis indicated that one Sp2-binding site is present in the
first exon of the human socs1 gene (+102 to +106; 26749-26752,
position on human genomic DNA Z46940). It was very difficult to
amplify this region, which contains a high level of GC rich content,
corresponding to 3’-end of the first exon. This renders the visu-
alization of Sp2 binding to its target sequence after ChIP analysis
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Fig. 4. Complexes present on the IRF-E. 40 bp radiolabeled probe containing the either wild type (A) human or mouse or mutated (B) human or mouse (see Table 1) IRF-E
were used for EMSA and incubated with nuclear extracts of untreated or IFN-y (10° U/ml for 2 h) treated HaCaT cells. Supershift experiments were performed by incubation

with either anti-IRF-1 or -IRF-2 antibodies or both.

impossible even if the amplification of the region was performed in
the presence of 1 M betaine and 5-10% DMSO.

3.6. Sp2 regulates IFN-induced gene expression and
transcriptional activation

By EMSA and ChIP analysis we have shown that Sp2 is able to
bind to the mouse proximal socs1 promoter, we further examined
if Sp2 affects IFN-y-induced transcriptional activation of msocs1
promoter by using siRNA to reduce the endogenous expression of
Sp2 in HaCaT cells. A specific siRNA for Sp2 or a control siRNA was
transfected into HaCaT cells. The IFN-y-mediated transcriptional
responses were measured using —952 msocs1 luciferase reporter
plasmid. As shown in Fig. 6(A) siRNA-mediated extinction of Sp2
expression resulted in some reduction of basal promoter activity,
but the IFN-vy induction remains virtually unchanged (3.0-fold in
the presence of siRNA compared to 3.59-fold in absence). Aliquots of
cell lysates were analyzed by Western blotting to confirm reduced
expression of Sp2 (Fig. 6(B)). To examine if Sp2 is implicated in
the regulation of human socs1 expression we first evaluated if the
expression of a reporter plasmid containing a human DNA sequence
including this putative Sp2-binding site is regulated by IFN-y. To
do so, we used the wt SOCS1 promoter (—743/+690), previously
described by Hebenstreit et al., which contains the putative Sp2-
binding site. No modification of luciferase activity was observed
with this promoter construct after IFN-y stimulation (data not
shown).

To further examine if Sp2 participates in regulating IFN-vy-
induced endogenous human socs1 mRNA expression transcription,
the level of socs1 mRNA was determined by using quantitative real

time PCR after Sp2 extinction by siRNA experiment. As shown in
Fig. 6(C) IFN-y-induced socs1 mRNA expression was dramatically
reduced in Sp2 siRNA-treated cells. Taken together these results
strongly suggest that Sp2 is implicated in the regulation of socs1
gene in intact cells. This regulatory mechanism implies the involve-
ment of chromatin-specific regulatory mechanisms which allow
Sp2 to influence the expression of IFN-y-induced genes.

4. Discussion

In the present study we isolated 5'-flanking regions of human
and mouse socs] gene to analyze their regulation by IFN-y in
keratinocytes. The general structure of both human and mouse
promoters appeared similar. Comparative analysis allows the iden-
tification of sites that are of functional importance. We and others
identified two elements, IL-4 RE and IRF-E that are highly conserved
in the two species of socs1 promoter. These factors are likely to be
essential regulators of socs1 gene by cytokines (Hebenstreit et al.,
2003; Saito et al., 2000; Travagli et al., 2004). We have shown that
in human keratinocytes STAT1 is rapidly tyrosine phosphorylated
after IFN-y stimulation. Our results indicate that although STAT1 is
functionally activated, it is not directly implicated in the socs1 gene
regulation.

The activation of socs1 gene expression was completely abol-
ished when the cells were stimulated by IFN-vy in the presence of
protein synthesis inhibitor, thus indicating that inducible factors
were implicated in socs1 regulation. This observed effect is prob-
ably due to the binding of activated STAT1 to the GAS site in the
irf-1 promoter which is an essential event in irf-1 gene regulation
(Haque and Williams, 1994; Pine et al., 1994; Sims et al., 1993). The
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Fig. 5. Sp2 and IRF-1 are present in complexes both in vitro on promoter and
in intact cells. (A) A 53 bp radiolabeled probe containing IRF-1 and putative Sp2-
binding sites was used for EMSA analysis. Nuclear extracts from either 30 minor 2h
IFN-y-stimulated were used untreated or after incubation with anti-Sp2 or IRF-1
antibodies. The nuclear extracts were incubated with the wt probe [mIRF-Sp2] (left)
or with a mutated probe in which the IRF-E is mutated [mIRF-Sp2 mut IRF] (right).
(B) HaCaT cells were transiently transfected with plasmids allowing ectopic expres-
sion for HA-IRF-1 and HA-Sp2. Cell lysates were immunoprecipitated with indicated
antibodies. The presence of IRF-1 and Sp2 was visualized by Western blotting by anti-
HA antibodies. Level of expression of HA-IRF-1 and HA-Sp2 in the transfected cells
was controlled in the total cell lysate (Input). (C) ChIP analysis of Sp2 binding on
the human socs1 promoter and on the transfected mouse promoter (—952 msocs1)
after a 30 min or 2 h IFN-y stimulation. After Sp2 or IRF-1 immunoprecipitation, a
171 bp amplicon of the transfected mouse socs1 promoter was amplified by PCR.
Representative image of agarose gels showing Sp2 and IRF-1 binding to the mouse
socs1 promoter.

IRF-1 transcription factor seems therefore to be the most important
regulator of socs1 transcription.

EMSA analysis indicated that two complexes are observed on the
human IRF-E, the major one seems to correspond to monomeric
form of IRF-1. The nature of the second complex if it contains
dimeric form of IRF-1 represents only a very small amount of the
complexes generated by IFN-vy. During this study, we have also
cloned the human and the mouse socs1 promoter. Despite the high
homology between these two promoters, [IFN-vy responsiveness was
observed only with the mouse promoter. EMSA analysis indicated
that an additional complex was observed on the mouse IFR-E, in
addition to the two previously described complexes. After intro-

duction of a mutation which transforms the monomeric hIRF-E to
a dimeric mouse IRF-E we observed the presence of this extra com-
plex on the mutated hIRF-E. Thus, this observation reinforced the
role of this additional DNA-protein complex.

Here we demonstrated that in contrast to the human socs1 pro-
moter, the mouse socs1 promoter activity was enhanced by IFN-vy
treatment in the human keratinocytes HaCaT cell line. This differ-
ence of expression between mouse and human promoters is also
observed if the promoter activities were examined in mouse cell
lines (data not shown). The shortest mouse fragment —133/+44 of
5’-flanking sequence contains most of the elements required for
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Fig. 6. Requirement of Sp2 for regulation of IFN-y-induced socs1 expression. (A)
HacCaT cells were treated with control or Sp2 siRNA for 18 h. Cells were then trans-
fected with —130 msocs1 for an additional 18 h lap of time and then stimulated or not
with IFN-vy for an additional 7 h.The cells were harvested and assayed for luciferase
activity. Values located on the top of each condition indicate the fold difference in
the promoter activity in the IFN-y-stimulated compared to non-stimulated cells. (B)
The cells were lysed and an aliquot (50 ug) of total cell lysates was blotted with
anti-Sp2 or GAPDH antibodies. (C) Cells were treated with siRNA for 48 h prior to
stimulation by IFN-+y for 3 h. Total RNA samples isolated from these cells were sub-
jected to real time RT-PCR to determine relative socs1 mRNA level. Values located at
the top of each condition indicate the fold difference in the mRNA expression in the
IFN-y-stimulated compared to non-stimulated cells.
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IFN-+v responsiveness. Site-directed mutagenesis of the IRF-E in the
mouse promoter did not dramatically modify the reporter activity.
This minimized the relevance of the binding of two IRF transcrip-
tion factors in the regulation of socs1 promoter and in contrast
reinforced the role of another transcriptional regulator in the IFN
response.

Several members of the IRF family of transcription factors are
potent activators of IRF-E-dependent transcription. For example
IRF-9 and IRF-3, which are present in a latent form prior to stim-
ulation are activated by IFNs and are responsible for immediate
activation of target genes. IRF-1, inducible after IFN, also activates
transcription. On the other hand, other members of the IRF family,
the prototype being IRF-2 repress IRF-E-dependent transcription.
This repression is thought to contribute to the maintenance of IFN-
inducible genes in a silent state prior to stimulation. ICSBP (IRF-8;
IFN consensus sequence binding protein) is also a repressor of IRF-
E-dependent transcription (Nelson et al., 1993; Weisz et al., 1992).
The absence of IRF-2 induction after IFN-vy stimulation led us to
exclude the implication of this member of the IRF family in the
unresponsiveness of the human socs1 promoter.

The interaction of IRF proteins with other transcription factors
has been also described (Brass et al., 1996, 1999; Kuwata et al.,
2002; Perkel and Atchison, 1998). TEL, a member of the Ets family,
has been shown to be recruited to the IFN-stimulated response ele-
ment (IRSE) in IFN-y-stimulated macrophages and this recruitment
is associated with an increased repression of IRSE-dependent tran-
scription by allowing recruitment of HDAC to their target promoters
(Kuwata et al., 2002). Sp2 has been also implicated in the repres-
sion of target gene expression by recruiting histone deacetylase to
its promoter (Phan et al., 2004).

In our study we have characterized another transcriptional fac-
tor Sp2 which also interacts with the proximal region of the mouse
promoter. This recruitment was found to be independent of IFN-y
and remained after IFN-vy stimulation. Sp2, which is a member of
the Sp transcription factor family, has been shown to bind weakly
to the TCR Va GT-box promoter element (Kingsley and Winoto,
1992). This consensus-binding sequence was then more precisely
characterized and defined to be as 5'-GGGCGGGAC. Recombinant
Sp2 binds to this sequence with a high affinity (Moorefield et al.,
2004). More recently Sp2 has been shown to preferentially associate
with the nuclear matrix within subnuclear foci and this associa-
tion may play a role in Sp2-regulated transcription (Moorefield et
al., 2006). Sp2 may participate in fastening GC rich region of chro-
mosome regions to nuclear matrix. It is worth pointing out that
a somatic matrix associated region is found in the human socs1
gene (Kramer et al., 1998; Yoshikawa et al.,2001). Matrix-associated
Sp2 may regulate socs1 gene expression via maintaining struc-
tural conformation of DNA allowing transcription factors, which
activity is regulated by growth factors, to interact with their bind-
ing sequence. Despite the direct interaction of Sp2 to its target
sequences, Sp2 could be also able to interact with IRF-1 and this
interaction is also observed on DNA indicating that by this way Sp2
is able to modulate IRF-1 transcriptional activity. To our knowl-
edge, the interaction of Sp2 and IRF-1 we described in this study
is the first example of the interaction between proteins of the IRF
and Sp families. siRNA-mediated extinction of Sp2 leads to oppo-
site outcomes in transcription on the transfected promoter and on
the endogenous mRNA. With the former, siRNA causes virtually no
modification of the expression, and with the latter results in tran-
scriptional repression. These opposite effects strongly suggested
that the transcriptional modification mediated by Sp2 depends
upon chromatin structure. Three-dimensional chromatin structure
involving the formation of interactions among distant regulatory
elements has been described for IFN-y-mediated CIITA and socs1
gene transcription regulation (Abou El Hassan and Bremner, 2009;
Ni et al.,, 2008). It has been shown that there are multiple distant

enhancers at the socs1 locus spreading over 100 kb that mediated
the establishment of the long distance chromatin loops between
the distal enhancers and the proximal regions (Abou El Hassan and
Bremner, 2009). In this study, implication of only the two transcrip-
tion factors STAT1 and IRF-1 is described but it is likely that other
transcription factors could be also implicated in the formation of a
complex leading to a three-dimensional chromatin structure. It is
tempting to speculate that Sp2, which interacts with nuclear matrix
and IRF-binding region, could be also implicated in this regulation.
It has been shown that SOCS1 proteins were undetectable in
healthy skin and in atopic dermatitis (AD) but highly expressed
in the epidermis of psoriasis and allergic contact dermatitis (ACD)
(Federicietal.,2002). These differences are probably due the promi-
nent infiltration of IFN-y-producing Th1 lymphocytes in ACD and
psoriasis compared with AD (Bos and De Rie, 1999; Cavani et al.,
2001; Girolomoni et al., 2001). IFN-vy is one of the cytokines which
participate to the activation cycle of keratinocytes (Freedberg et al.,
2001). In fact in the late stages of wound healing, the contraction of
newly formed extracellular matrix produced by the fibroblasts is an
important process. Keratinocytes have to contract the fibronectin-
rich basement membrane. The signal that renders the keratinocytes
able to contract is IFN-y. It has been shown that the expression of
keratin17 gene is one of the implicated gene in this event. Socs1 gene
expression is also regulated in keratinocytes and is implicated in the
negative feedback of IFN-y signal transduction, therefore allowing
the activated keratinocytes to go back to their regular function.
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ARTICLE 2

Socsl regulates E-cadherin membrane expression and cell invasion in
colorectal cancer cells.

Lyne Valentino, Martine Letourneur, Jacques Bertoglio, and Josiane Pierre.
Manuscrit en cours de rédaction

Introduction

L’extinction de ’expression du géne Socs-1 par hypermethylation de ’ADN semble exister
dans de trés nombreuses tumeurs. Cela témoigne probablement de I’importante activité anti-
tumorale de la protéine SOCS-1.

L’¢tude par PCR méthylation spécifique, des profils de méthylation de plusieurs genes
potentiellement impliqués dans la tumorigénese colique de Lin et al rapporte que 1’expression
du geéne Socs-1 est significativement réduite dans les tumeurs comparées aux tissus sains
adjacents (Lin et al., 2004). Le phénotype CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) décrit
une catégorie de tumeurs colorectales présentant une hyperméthylation de plusieurs geénes. Ce
phénotype semble associé a 1’apparition de la plupart des cancers colorectaux sporadiques et a
un risque accru de métastases lymphatiques (Shen and Issa, 2002). Une analyse quantitative
des profils de méthylation menée sur 195 échantillons par Weisenberger et al. suggérait déja
que la méthylation du géne Socs-1 serait caractéristique du phénotype CIMP (Weisenberger et
al., 2006). De maniere intéressante, ce résultat est confirmé par 1’é¢tude d’Ogino et al menée
sur 920 échantillons. Les auteurs confirment que le géne Socs-/ fait parti des 8 meilleurs
marqueurs du phénotype CIMP (Ogino et al., 2007).

Parall¢lement, les travaux de Hanada et al. ont mis en évidence, in-vivo, I’implication de la
protéine SOCS-1 dans la cancérogenése colique. Dans cette étude, des souris déficientes pour
le géne Socs-1 (souris Socs-1 Tg) ont été générées. Traités par 'IFN-y, ces animaux
développent spontanément des tumeurs colorectales avec des mutations du géne p53 au bout
de six mois (Hanada et al., 2006). Dans les macrophages et les cellules tumorales, une
augmentation de 1’expression des protéines de I’inflammation iNOS et COX-2 a aussi été
observée. Ces altérations semblent étre les conséquences d’une hyper phosphorylation du
facteur STAT-1. Les auteurs suggerent donc que l’action anti-tumorale du géne Socs-/

intervienne dans un contexte inflammatoire. La protéine SOCS-1 inhiberait les effets de
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I’TFN-y produit par les macrophages en régulant 1’activité du facteur de transcription STAT-1.
Les résultats n’indiquent pas de fonction de la protéine SOCS-1 dans la cellule épithéliale.
Pourtant, dans les cellules dérivées d’hépatocarcinomes et de mélanomes (dans lesquelles
I’expression de Socs-1 est inhibée par méthylation), la réexpression de la protéine SOCS-1
provoque une inhibition de I’activité du facteur de transcription STAT-3. Dans les cellules
hépatiques, cette inhibition est associée a une diminution de la prolifération cellulaire et une
réduction des capacités de pousse en absence de support (Yoshikawa et al., 2001). Dans les
cellules A375 (dérivées d’un mélanome) les auteurs ont observé une diminution des capacités
d’invasion et d’angiogénese, corrélées a une diminution du niveau d’expression de la protéase
MMP-2, et des facteurs FGF et VEGF. In-vivo, ces modifications se traduisent par une
réduction de la fréquence d’apparition de métastases cérébrales (Huang et al., 2008).

Donc, en dépit des données qui suggerent fortement des effets inhibiteurs de la protéine
SOCS-1 sur le développement tumoral, les mécanismes de cette régulation n’ont pas encore

¢été clairement mis en évidence.

A Taide de deux lignées cellulaires isogéniques (SW480 et SW620) dérivées d’un
adénocarcinome colique, nous nous sommes intéressés au role de la protéine SOCS-1 dans la

progression tumorale colique.

Principaux résultats

Dans les cellules SW620 (issues d’une métastase ganglionnaire), 1’expression du géne Socs-/
est réprimée par méthylation de ’ADN. Lorsque 1’expression de la protéine SOCS-1 est
rétablie, on observe une modification de la morphologie cellulaire ainsi qu’une diminution
des capacités migratoires et invasives des cellules. Parallelement, dans les cellules SW480
(issues de la tumeur primaire) ou ’ADN du géne Socs-1 n’est pas méthyl¢, la surexpression
de la protéine n’entraine aucun changement de morphologie. In-vivo, des résultats
préliminaires semblent indiquer que la protéine SOCS-1 pourrait étre a 1’origine d’une
diminution du volume des tumeurs.

Les transformations phénotypiques des cellules métastatiques s’accompagnent d’une
réexpression de la E-cadherine a la membrane. Des analyses d’immunohistochimie ont permis
de localiser la E-cadherine, dans les cellules SW620 parentales au niveau de vésicules
cytoplasmiques positives pour les protéines Rab4 et Rabl11.

La surexpression de la protéine SOCS-1 dans les cellules métastasiques provoque aussi une

modification du profil d’expression des isoformes de la p120°". Dans les cellules SW620-
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SOCS-1, I’expression de I’isoforme p120°"1A est inhibée et ’expression de 1’isoforme 3A
sensiblement augmentée.

De maniére intéressante, la ré-extinction de I’expression de la protéine SOCS-1 (dans les
cellules SW620-SOCS-1) a I’aide de sh-RNA provoque un retour au phénotype parental.
L’étude complémentaire de plusieurs clones dans lesquels I’expression de la protéine est plus
ou moins inhibée a mis en évidence un « effet dose ». Les variations des niveaux d’expression

de la protéine SOCS-1 donnant lieu a plusieurs phénotypes intermédiaires.

Conclusion

L’objectif de cette étude était d’évaluer le réle de la protéine SOCS-1 dans la progression
tumorale colique. Les observations consécutives a la réexpression de la protéine dans les
cellules métastatiques SW620 suggerent que la protéine SOCS-1 serait impliquée dans le
contrdle de I’apparition du phénotype invasif des cellules tumorales. Néanmoins, des travaux
chez la souris sont encore nécessaires pour comparer le pouvoir métastatique des cellules
SW620 surexprimant la protéine SOCS-1 a celui des cellules parentales.

Les modifications phénotypiques subies par les cellules SW620-SOCS-1 s’accompagnent
d’une réexpression de la E-cadherine a la membrane. Mais nous n’avons pas encore
clairement identifi¢ le mécanisme de cette réexpression. Des travaux récents rapportent
I’implication de la protéine SOCS-1 dans le trafic post-golgien. Il serait donc envisageable
que la protéine SOCS-1 puisse participer a I’acheminement de la E-cadherine a la membrane,

et ce possiblement en régulant I’expression de la p120°".
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INTRODUCTION

Colorectal cancer is one of the most common cancers in industrialized countries. Multiple
well characterized mutations are necessary for the development of colon cancer, concerning
mutations in oncogenes and tumour suppressor genes such as APC, K-ras, DCC and p53
(Korinek et al., 1997). Epigenetic mechanism are also implicated in human neoplasia and
constitute a functionally mechanism equivalent to classical genetic alterations. Aberrant DNA
methylation of CpG islands has been widely in human colorectal tumours and is associated
with gene silencing. The expression of genes implicated in controlling cell cycle, DNA repair,
cell adhesion and apoptosis is often modulated by hypermethylation (Esteller, 2002).

Recently it has been demonstrated that suppressor of cytokine signaling-1 (socsl) was
frequently silenced by methylation of CpG island in human hepatocellular carcinoma
(Yoshikawa et al., 2001). Methylation of socsl in tumours of colorectal cancer patients has
been also described (Fujitake et al., 2004; Lin et al., 2004). More recent studies indicated that
socs] gene methylation is mainly associated with CIMP1 subclasses of colon cancer (Shen et
al., 2007).

Socsl is a member of a family of proteins which has been mainly described as negative
regulators of JAK/STAT signaling (Valentino and Pierre, 2006). Socs| is relatively specific to
IFN-y/STAT!1 and IL-4/STAT6. Although SOCSI1 deficient mice (Socsl-/-) are normal at
birth, they die within 3 weeks of age due multiorgans inflammation as the result of a
deregulated IFN-y and other inflammatory cytokine signaling (Kubo et al., 2003; Naka et al.,
1998; Starr et al., 1998a). More recently an important role of SOCSI1 in cancer development
has been provided by (Hanada et al., 2006). These authors demonstrated that socs1-deficient
mice in which transgenic SOCS1 was expressed in splenic T and B cells ( SOCS1-/-Tg mice)
spontaneously developed colorectal carcinomas with nuclear -catenin accumulation and p53
mutations at 6 months of age. The expression of iNOS and COX-2 in both macrophages and
tumour cells was also considerably higher and seemed to be a consequence of high level of
STATI tyrosine phosphorylation and activation. Altogether this pointed out the role of socs1,
as one of the candidate tumour suppressor gene for inflammation-associated colon cancer.
Based on these studies we hypothesized that socs/ gene inactivation might participate in
colon cancer development.

We have chosen to study the importance of socs gene in colon cancer cell lines. Therefore we

have chosen to examine the consequence of ectopic expression of socsl in two isogenic
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cancer cell lines, SW480 and SW620 which constitute a model of colon cancer progression
(Leibovitz et al., 1976). SW480 have an epithelioid morphology, while metastasis-derived
SW620 cells have a fibroblast-like morphology (Hewitt et al., 2000). These two cell lines
displayed considerable differences in the migration capacity (Kubens and Zanker, 1998).

In the present study, we reported that socsl expression is silenced by methylation in the two
cell lines. Using the ectopic socs1 expressing SW620 cells we demonstrated a role of socs1 in

the regulation of invasion and cell-cell junctions.
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MATERIAL AND METHODS

Plasmids, Reagents and antibodies

The myc-tagged SOCS-1 expressing vector is a generous gift from Dr. Yoshimura (Yasukawa
et al., 1999a). PLKO.1 lentiviral puromycine vector (TRCN0000067419) was purchased from
Open Biosystem and used to silence mouse SOCS-1 expression.

Monoclonal anti-e-cadherin (clone36), anti-p120°™ (clone 98) antibodies were from BD
transduction laboratories). Monoclonal anti-e-cadherin (clone HECD1) antibody was a
generous gift of Pierre Roux. Polyclonal anti-f-catenin (C2206) and polyclonal anti-socs1
were from Sigma and Immuno biological laboratories respectively.

The anti-rabbit Tag Myc (9E10) antibody was from Upstate, and antibodies used for
immunofluorescence analysis were from Molecular probes (Molecular Probes, Eugene, Oreg)

(Alexa Fluor anti-mouse 488 and anti-rabbit 546).

Immunohistochemistry

Paraffin-embedded tumors and normal tissue sample from colon cancer patient were from
Super bio Chips (Tissu Array). Immunohistochemistry was performed using rabbit anti-
SOCS-1 antibody from Santa Cruz as described previously (Li et al., 2004).

Stained sections were viewed and photographed.

Cell culture and transfections

SW480 (CCL-228), SW620 (CCL-227) and HaCaT cells were maintained in DMEM
supplemented with 10% foetal calf serum (FCS) and ImM sodium pyruvate.

Transfection was performed using JET-PEI reagent as previously described (Travagli et al.,

2004).

RNA isolation and RT-PCR

Total RNA was extracted with Trizol (Life technologies, Gaithersburg, MD, USA) as
described by the manufacturer and quantified at OD 260nm and further treated with DNase
from Roche. 2 ug of total cellular RNA was reverse-transcribed using an oligo dT primer and
2 units of AMV reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) and then used as
template for PCR. The specific primers used and PCR reactions were performed as described

(Travagli et al., 2004). 1 pl of RT was amplified with the socs! and irf-1 specific primers and
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GAPDH specific primers and analysed by real time PCR using a Light Cycler (Roche)

Results obtained with Socs-1 and irf-1 specific primers were normalized against gapdh.

DNA isolation and Methylation specific PCR

A phenol-chloroform procedure was used to isolate genomic DNA from 10° cells (Maniatis et
al., 1982). The methylation status of socs1 was analyzed by methylation specific PCR after
bisulfite treatment of DNA by using the methyl detector kit (Active motif ®). Briefly, 500 ng
of DNA was treated by sodium bisulfite in presence of hydroquinone for 9h at 50°C.
Modified DNA was desalted using the DNA purification resin and amplified with
oligonucleotide specific for unmethylated or methylated DNA. Primers for nested PCR were
designed to flank the potential gene region allowing amplification of both methylated and
unmethylated DNA.

Oligos for nested PCR for Socs-1: 5’- GYG TGA AGA TGG TTT YGG GAT TTA
(forward), 5’- RAA ATT AAA AAA AAT ACR AAC CAA ATT CTC (reverse)

The primers used in the second run of PCR for detection of unmethylated Socs-/ DNA (190
bp) 5’-TTA TGA GTA TTT GTG TGT ATT TTT AGG TTG GTT (forward), 5’-ACA CTA
ACA AAACAA CTC CTA CAA CAA CCA (reverse) and Socs-1 methylated DNA (170 bp)
5°- TTC GCG TGT ATT TTT AGG TCG GTC (forward), 5’- CGA AAC AAC TCC TAC
AAC GAC CG (reverse). PCR conditions used for all PCR: 5min at 94°C followed by 35
cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 59°C, 1 min at 72°C and final extension at 72°C for 10 min.

Immunoblot analysis

Cells were lysed in a buffer containing 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1% Triton X-100, 150 mM
NaCl, 1 mM PMSF, 10mM NEN 10 pg/ml aprotinin, 5 ug/ml leupeptin. Cellular extracts
were separated either directly or after immunoprecipation with appropriate antibodies through

8% SDS-PAGE and proceeded for Western Blotting as described (Travagli et al., 2004)

Immunoflurorescence analysis

Cells were seeded on poly- Lysine (Sigma) coated cover slides for 24h. Cells were then rinsed
in PBS prior to fixation in 3% PFA, permeabilization in PBS-TritonX100 0.1%, saturation in
PBS-BSA 5% and incubated with required antibodies. For labelling procedure primary
antibodies were visualized by incubation with Alexa Fluor 488 or alexa fluor 546 conjugated
anti species immunoglobulin G as indicated. After three wash in 1X PBS cover slides were
mounted onto slide with Dako (Dakocytomation) 1% hoescht (to stain nuclei) and processed

for immunofluorescence microscopy (Zeiss, Apotome).
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Wound healing assay

Wounds were created in confluent cells using a pipette tip. Cells were then rinse twice with
serum free medium in order to remove any free-floating cells and debris. Serum free medium
were then added and culture dishes incubated at 37°C. Wound healing was observed at 0, 24,

48 and 72 hours and photographed. Each experiment was duplicate and repeated three times.

MTT Asssay

Cells were seeded at 5%10"3 cells/well in 96-well plates and cultured in 100 ul DMEM-0O,1%
FBS. Tripilicate culture wells were set up for each experiment. At day 1, 2, 3 and 10 pl MTT
dye solution (5mg/ml) was added to each well and samples were incubated at 37°C for 3
hours. At the end of the incubation period, medium was removed and 100pl of stop solution
(0,04M HCI in absolute isopropanol) was added. After the complete dissolution of the

converted dye, the absorbance was read at OD at 570 nm using 96-well plate reader.

Anchorage-independent growth
A total of 5000 cells was plated in 1ml of DMEM with 0,3% low-melting agarose and 10%
FBS and overlaid onto 1ml/35 mm dish of DMEM with 0,5% agarose and 10% FBS. After

two weeks, plates were photographed.

In vivo studies
All animal experiments were conducted by Dr Pocart (Inserm U965). Tumorigenicity was
assessed by subcutaneous flank inoculation of 1076 cells in 6-week-old female athymic nude

mice.Animal were assessed for 3 weeks after inoculation. Six mice were used for each clone.

Invasion assay

Cells were suspended at 2x 10> per well in 12 well matrigel precoated transwell filter plates
(BD BioCoat Matrigel Invasion Chambers) in serum-free medium. Serum containing medium
(10%) was used as the chemo-attractant in the lower chamber. After 72h of incubation, cells
that have invaded to the lower surface of the matrigel-coated membrane were fixed with
100% methanol, stained with toluidine blue and counted in 5 randomly select fields under a

light microscope. Data are expressed as mean +/- SD of at least 3 individual experiments.
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Figure 1: IFN-mediated Socsl induction in the colon cell lines SW480 and SW620

(A-B) Serum-starved SW620 or SW480 cells were stimulated for the indicated time with IFN-
v. Expression of socsl (A) or irf~-1(B) mRNA relative to gapdh mRNA was determined by
real time RT-PCR. The depicted graph is representative of an experiment that was replicated
more than three times.

(C) Methylation specific PCR analysis of SW480 and SW620 cell lines. Visible bands in ‘U’
lanes are unmethylated 190 bp DNA products with unmethylated specific primers and those
in ‘M’ lanes are methylated 170 bp DNA products with methylation specific primers.
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FIGURE 2:

A oé,« C
& a,“ > &
F&F ST

myc-

S0CS

Hsc70

reuesed

JOIDBA [OJJU0D

GAS promoter
ich'v'rty -
S =3

L2 8008

40

N of cells Invaded
=

2k 8008

@ &
e
Qé;@%o‘?%o@

Figure 2: Consequences of overexpression of socsl in the metastatic colon SW620 cell line.
(A) Immunoblot analysis for the expression of SOCSI1 in SW620 cells, SW620°°"™" and two
independently selected clones of SW620 SOCS expressing cells. The expression of ectopic
SOCS protein was visualized with anti-SOCS1 antibodies and migrated as a 31 kD protein.
Hsc70 was used as control for protein loading. (B) SW620°™™ or SW6205° cells were
transfected with 3 pg of GAS reporter plasmid and then stimulated or not with 10° U/ml of
IFN-y for 6 h and analysed for GAS promoter activity. (C) Representative phase-contrast
images of monolayer cultures of different SW620 cells (left). Representative
photomicrographs of cell migration by monolayer wound- healing assay using the different
SW620 cells. Photomicrographs were obtained 0 and 72 hours after scrape wounding, as
described in material and methods. (D) A cell invasion assay was performed using 24-well
transwells coated with matrigel. After 72h of plating, cells that invaded the coated membrane

were fixed and counted.
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FIGURE 3:

A
B 3
2,5
£
2 =~ 620 SDCS CI1
wn -+ 620 SOCS CI2
s LS = 620 parental
o == §20control
O 1
0,5
0 T T .
11 K2 143 #4145 Daysafter seeding
C
. 4500 N
g 4000 n=2
£ gggg ——620 $0CS Cl1
£ =620 SOCS CI2
5 2500 —“—620 I
% 2000 n=3 parenta
> =+~ 520control
5 1500 =1
£ 1000 n=1
~ 500
0 . .
J+11 J+19 1+28 Days after injection

Figure 4: Effect of modulation of socs-1 expresion on proliferation, anchorage-
indépendent-growth and tumor xenograft

(A) Result of soft agar assay. Experiment was performed as described in Methods.
Photographs were taken 2 weeks after seeding (upper). Difference in clone morphology is
observable at high magnificence (lower) (Preliminary result) (B) Cellular proliferation was
measured in SW620°"™" SW620°°%, and in parental cells using MTT assay. (C) Flank tumor
xenografts after subcutaneous injection were monitored for SW620°°"™" parental cells and the

two SW620°° clones in nude mice. (Preliminary result, initially n = 6 mice per group).
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FIGURE 4:
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Figure 4: Effect of ectopic SOCS1 expression in the metastatic SW620 cells

(A and B) Western Blot analysis of SW620 cells stably expressing SOCS1 protein. Equal
amounts of total protein were subjected to immunoblot using anti-e cadherin HEDCl1
antibodies (A) and anti E-cadherin (clone 36) antibodies (B). Hsc70 was used as control
protein loading in both conditions. (C) Co-immunofluorescence localization of E-cadherin
(using either HEDC1 or clone 36 antibodies) and SOCS1 (with a myc-tagged antibody) in
different SW620 cells. (D) E-cadherin (clone36, red) localisation was compared with
transiently expressed GFP-Rab4 (green) or GFP-Rab 11 (green). Bars are 10um (C-D). Insets

in (D) show high-magnification images of the regions of the cell.
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FIGURE 5:
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Figure 5: Consequence of SOCS1 expression on p120 ctn isoforms and localization

(A) p120°™ isoforms expression was studied in cellular extracts from SW60WT , SW620°°"!,
and SW620 SOCS expressing cells. Immunoblotting was performed with p120°" antibodies
directed against isoform 1 (H-90) or all p120°" protein isoforms (pp120).

(B) Immunofluorescence localisation of p120 proteins using pp120 antibodies.
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FIGURE 6:
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Figure 6: Effects of ShRNA-based inhibition of SOCS1 expression in SW620°°S cl2 cells
on E-cadherin expression.

(A) Western blot analysis of SW620°°“cl2 cells stably expressing socsl siRNA
(SW6205"™™"™* cells). Equal amounts of total protein were subjected to immunoblot analysis
using a anti-myc or a anti-Ecadherin antibody (clone 36). (C) The same lysates were
subjected to immunoblot analysis using anti-p120°" antibodies. (B) Immunofluorescence
localization of E-cadherin in SW620%™™¢l1 and SW6205"™™¢12 clones compared to the

SOCS expressing SW620°°“c12 cell line.
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RESULTS

Correlation of methylation of Socs1 DNA and absence of Socsl induction in SW620 cells
We analysed the IFN mediated expression of two early responsive genes, socs! and irf-1, in
the two isogenic colon carcinoma cells lines, derived from primary (SW480) and metastatic
lesions (SW620) of a single colon cancer patient (Hewitt et al., 2000). As shown in figure 1A
socs] mRNA appeared after two hours of stimulation and slightly decreased thereafter in the
IFN-stimulated SW480 cell lines. In the SW620 cells we observed a barely detectable IFN-
induced socsI mRNA expression. The maximal level observed is 5-6 folds less than that
observed in SW480 cells. In contrast, in the two cell lines we observed a rapid induction of
irf~1 which remains detectable for at least 6 hours (figure 1B). Thus, the difference in
activation of Socsl was not attributable to a defect of IFN signal transduction pathway in
these cells.

Methylation of socs! CpG island has been previously shown in some colon cancer cells
(Fujitake et al., 2004; Lin et al., 2004; Yoshikawa et al., 2001) and in human hepatocellular
carcinoma cell lines. In majority of cases a correlation of methylation of Socsl CpG island
and silencing has been described (Yoshikawa et al.,, 2001). We therefore analysed the
methylation status of socs/ gene by methylation specific PCR analysis (MSP) in the two cell
lines using a set of primers design in exon II (Yoshikawa et al., 2001). Methylated PCR
products were only observed in SW620 colorectal tumour cell lines but not in SW480 cell line
(figure 1C). This epigenetic silencing of socs! in SW620 cell lines is consistent with the
observed lack of IFN-mediated socs/ induction.

To further confirm the results demethylation was done by culture with 5-azacytidine, a drug
known to remove methyl group from the nucleotides. A 15mM 5-azacytidine treatment
completely demethylated socs/ and restored IFN responsiveness of socsl expression in
SW620 cells (data not shown). Thus, results indicate that the inhibition of the IFN induced

expression of Socs-1 in SW620 cell line correlates with methylation of the socs-1 gene.

Socsl is important for invasive properties of SW620 cells

Previously it has been shown that socs/ is one of the candidate tumour suppressor genes for
inflammation-associated colon cancer (Hanada et al., 2006). However, the precise molecular
function of SOCSI in cancer development is unknown. To determine whether socs/ has a

causal role in colon tumour progression and invasion, we manipulated the expression levels of
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socs1 in the two isogenic cell lines SW480 and SW620. After neomycin selection we have
isolated several clones expressing SOCS-1 protein and we have chosen to further investigate
the biochemical and cellular function in two cell clones (SW6205°“Scll and SW6205°5c12)
in comparison to the parental cells (SW620P"™) and to SW620 cells transfected with empty
vector (SW620°°"™"). The myc-tagged transfected SOCS1 protein migrated as 31 kD protein
(Figure 2A).

Because SOCS1 inhibit cytokine responses and activation of the JAK/STAT pathway, we
then addressed the question if over expressed SOCSI in SW620 cell affect IFN-y induced
GAS-mediated regulation of a reporter luciferase promoter. This was assayed using a highly
responsive STAT1-luciferase reporter gene containing five copies of STAT binding sites
derived from the -casein gene promoter (Moriggl et al., 1996). IFN treatment activated the
B-casein constructs by 100 fold in extracts of SW620P*™ and in SW620°°"™ cells. SOCS1
was highly inhibitory toward IFN-y induction of this reporter activity, which represented only
10% and 2% of the control experiment for the extracts of the SW6205°°° ! and SW62050¢S <2
respectively (figure 2B).

In standard 2D cell culture (i.e., on plastic or glass) the morphologies induced by socs/
expression differed markedly from the parental cell lines. The SW620P*™! and SW620%°"!

059¢8 cells showed

cell morphology appeared fibroblastoid in monolayer, whereas SW62
epithelial appearance and tended to form multicellular aggregates like the SW480 cells. In
contrast overexpression of socs/ in SW480, although the level of ectopic SOCS1 expression
was similar to those observed in SW620 cells, no modification of cellular morphology was
observed (data not shown). We then examined consequences of socs/ expression in the two
clones SW620°°®. A monolayer wound healing assay revealed almost no migration in SOCS
expressing cells compared to parental and control cells (figure 2C). The two clones performed

identically in this assay. In addition, using a Boyden chamber invasion assay, we observed a

significant decrease in the invasion capacity of SOCS expressing cells (Figure 2D)

Socs-1 involvement in tumor growth

Based on previous resuls obtained in hepatocarcinoma derived cell lines (Yoshikawa et al.,
2001), we postuled that SOCS-1 expression could affect tumor growth.

We first investigated the effect of the ectopic expression of socs-1 on the rate of cellular
proliferation. Tetrazolium salt (MTT) assay did not reveal any significant difference in

cellular proliferation due to SOCS-1 expression (figure 3B). On the other hand, SW620%°°°
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cells demonstrated a decrease in number of colonies formed compared to SW620°°"™! cells
when cultured in soft agarose (figure 3A). For in-vivo study, cells from each group
(SW620P ™ W20 SW620%°cl1, and SW620°°c12) were injected subcutaneously
into the flanks of nude mice (n=6 for each group). By 4 weeks after injection, mice injected
with the SW620°°® cells present smaller tumor volumes than animals injected with parental

or control cells (figure 3C).

Socsl regulates E-cadherin expression

Western blot analysis and immunofluroscence indicated that ectopic expression of socs/ in
SW620 cells increases E-cadherin expression. We have examined the E-cadherin protein
expression by using mouse monoclonal antibodies directed against the extracellular domain of
E-cadherin (HEDC1) as shown in figure 4A. E-cadherin was only observed in the SOCS
expressing cells, even after a long exposure. In contrast, when using another monoclonal
antibody directed against the cytoplasmic domain of human E-cadherin (clone 36), we
observed a slight expression of E-cadherin which is dramatically enhanced in the SOCS
expressing cells (figure 4B). To determine whether SOCS1 expression participates into a
direct or indirect E-cadherin mRNA expression, we prepared total RNA from SW620
parental, SW620 "™ ¥ and the two SW620°°S clones and subjected it to real time RT-
PCR analysis. We found that SOCS! expression did not modify E-cadherin mRNA expression
compared to parental and control transfected cells (not shown). In addition no modification of
E-cadherin promoter activity was observed in all the cells. Interestingly, mRNA expression
levels of Snail or Slug, which are known to be involved in transcriptional repression of E-
cadherin, were not affected by Socsl expression (Cano et al., 2000). Altogether these

observations led us to eliminate a transcriptional regulation of E-cadherin expression.

SOCS-1 expression in SW620wt modified the intracellular pool of E-Cadherin

Immunofluorescence studies revealed that mostly the SOCS! expression was restricted to the
nucleus. Increasing the exposure time during image acquisition revealed that SOCS1 was also
expressed in low amounts within the cytoplasm (not shown). Western blot analysis revealed
that ectopic SOCS1 protein is observed both in the nucleus and in the cytoplasm of the
transfected cells. Nuclear localization sequence has been described in SOCS1 has been

previously described leading to a nuclear accumulation when the protein is overexpressed

(Dalpke et al., 2008; Lee et al., 2008).
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Immunofluorescence studies, with HECD1, revealed a honeycomb pattern of E-cadherin at
sites of cell-cell contact in all SW620%°°' clones, whereas no signal was observed with the
SW620 and SW620°"™! cells (Figure 4C, left). Immunoflurorescence studies with E-cadherin
(clone 36) antibodies indicated that E-cadherin was seen intracellular in a punctuate, vesicular
pattern in the cytoplasm in SW620 parental and SW620°°"™! " cells, whereas in the
SW620° staining of endogenous E-cadherin appeared mostly at the cell surface, with some

remaining of intracellular vesicles (Figure 4C, right).

E-cadherin colocalizes with recycling endosomes in SW620 wt cell lines

Numerous studies have indicated that cadherin function is a dynamic process (Le et al., 1999).
The pool of E-cadherin undergoing endocytosis and recycling is markedly increased in cells
without stable cell-cell contacts. In epithelial cells E-cadherin endocytosis and recycling
proceeds via the rab compartment and exibits ‘short loop kinetics. Rab4 regulates traffic from
early endosomes and recycling endosomes to the plasma membrane (van der Sluijs et al.,
1992), whereas rabl1 controls transport from early endosomes to recycling endosomes
(Casanova et al., 1999; Ren et al., 1998). For these reasons we have examined the localisation
of E-cadherin with these two GTPases in the SW620WT and SOCSI1 expressing cells. As
shown in figure 4D immunofluorescence studies indicates that in the parental cell lines we
observed a colocalization of E-cadherin with rab4 and rab11, indicating that in the SW620 E-
cadherin is mainly observed with the early and recycling endosomes. In addition in these cells
no localization with Rab7, a late endosome-/lysosome-associated small GTPase, is observed
(data not shown). These observations indicated that E-cadherin is only observed in the
recycling compartment of the cells.

In contrast when the same experiment was performed in the SOCS1 expressing, there are no
colocolization of E-cadherin with rab4 and rabl1 indicating that the traffic of E-cadherin is

dramatically increased.

Expression of p120ctn isoforms in parental and SOCS1 expressing cells

P120-catenin (p120ctn), a member of the Armadillo gene family, has emerged as a master
regulator of cadherin stability (Ireton et al., 2002) Different isoforms of pl20-catenin
(p120ctn), are variably expressed in different tissues as a result of alternative splicing and the
use of multiple translation initiation codons. When expressed in cancer cells, these isoforms
may confer different properties with respect to cell adhesion and invasion (Anastasiadis et al.,

2000; Davis et al., 2003) Previous works have shown that p120 ctn isoforms are expressed in
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a cell type specific manner. To investigate p120ctn expression, we used two antibodies that
recognize either a C-terminal epitope shared between all known pl20ctn isoforms
(BD/pp120) or an epitope exclusive to the longest p120ctn isoform (H-90). As shown in
figure 5A, the Mab BD/pp120 recognized four major p120 bands in the parental and control
cell lines, in contrast the two SOCS1 expressing clones expressed mainly band 3 and 4. In
addition band 4 appeared to be tightly spaced doublet reflecting probably the result of post
translational modifications. The antibody raised against an epitope near the N-terminus of
isoform 1A of p120 detected a single band in both SW620 parental and - control vector but
not in extracts from both SOCS1 expressing cells. This finding confirms that the expression of
pl120ctn isoform 1 is mainly observed in mesenchymal cell lines (Aho et al., 2002).
Immunohistochemical analysis of the cells revealed distinct staining patterns. Whereas the
Mab strongly and uniformly stained cytoplasm, a cell-cell adhesion junctions staining was

observed in SOCS-1 expressing cells (figure 5B).

Ectopic expressed SOCS1 is responsible for membrane E-cadherin expression.

In experiments complementary to the overexpression studies, we used small hairpin RNA
(shRNA) oligonucleotide-based inhibition of gene expression to show that SOCS-1 is directly
implicated in the previous observation. Socsl shRNA were stably transfected into SW620
SOCS cl2 as described in materials and methods. Two clones SW620 SOCS -ShRNA 1 and -
ShRNA 2, exhibiting different levels of inhibition of SOCSI1 protein expression as determined
by Western Blot analysis, were selected for further study (figure 6A IB myc-SOCS). As
shown in figure 6A (IB: clone 36) the level of E-cadherin expression followed the
modification of SOCSI expression level. This modification of SOCS1 level is also
accompanied by a modification of E-cadherin traffic visualized by reappearance of vesicles of
E-cadherin accumulation (figure 6B). This transformation is associated with the reappearance

of the p120ctn isoform 1A in western-blot analysis (figure 6C).
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Effet de la surexpression de la protéine SOCS-1 sur les voies de signalisation Wnt/[}-

catenine et NFxB
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Les voies de signalisation Wnt/B-catenine et NFkB ont un role majeur dans la carcinogenese
colorectale. L’activation de la voie NF«xB dans les stades tardifs serait associée a la
diminution de I’expression de la E-cadherine et a 1’invasion tumorale ; Alors que dans la
majorité¢ des tumeurs coliques, des mutations du gene Apc sont a 1’origine d’une accumulation
nucléaire de la B-catenine et d’une dérégulation de I’expression de nombreux genes impliqués
dans la prolifération et la migration cellulaires.

Des études rapportent que dans les cellules SW480, la E-cadherine est a I’origine d’une
inhibition de la signalisation B-catenine/TCF-Lef (Gottardi et al., 2001). Lors d’expériences
d’immunofluorescence, nous avons observé que la réexpression de la E-cadherine dans les
clones SW620°°°® était accompagnée d’une relocalisation partielle de la p-catenine & la
membrane. Nous avons alors émis 1’hypothése qu’une diminution de la quantité de B-catenine
nucléaire pourrait expliquer les modifications phénotypiques observées dans les cellules sur-
exprimant la protéine SOCS-1. Pour explorer cette possibilité, nous avons transfecté dans nos
cellules les plasmides rapporteurs pTOPflash et pFOPflash. Ces derniers comportant
respectivement des ¢léments de réponse TCF natifs ou mutés suivis par un geéne codant pour
la luciférase. Une forte activité transcriptionnelle est obtenue avec le plasmide pTOPflash
dans les cellules controles. Mais cette activité n’est pas inhibée dans les cellules SW620°°¢%,
Une analyse complémentaire d’extraits cytoplasmiques et nucléaires par western-blot indique
qu’une grande quantité de B-catenine demeure dans le noyau des cellules SW620°°°°. Ces

résultats laissent penser que la relocalisation partielle de la B-catenine a la membrane dans les
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cellules SW620°°°® ne serait donc pas un événement majeur responsable de leur
transformation phénotypique.

Parallélement, nous avons mesuré 1’activité transcriptionnelle du facteur de transcription
NFkB. plusieurs études rapportent en effet un role régulateur de la protéine SOCS-1 sur
I’activation de ce facteur. Il a par exemple été observé que des MEFs SocsI” sont plus
sensibles au TNF-a que les cellules sauvages (Alexander and Hilton, 2004). Pour évaluer
I’activité du facteur NFxB dans nos cellules, nous avons mesuré¢ 1’activité transcriptionnelle
d’un plasmide rapporteur comportant 3 éléments de réponse consécutifs en amont du gene
codant pour la luciférase. Comme le montre le graphique (a droite), 1’expression de la
protéine SOCS-1 ne modifie pas significativement I’activité transcriptionelle basale du facteur
NF«B. Par contre, elle semble diminuer 1’activation de la transcription en réponse a une
stimulation par le TNF-a (résultat d’une expérience représentative). Cette observation suggere
qu’en présence de la protéine SOCS-1 certains effets du TNF-a ou plus globalement du

facteur NFkB pourraient étre inhibés.

Les facteurs de transcription STAT-1 et STAT-3 ne sont pas constitutivement activés dans

les cellules SW620 parentales
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La protéine STAT-3 est un facteur de transcription bien connu pour son potentiel
oncogénique. Différents mécanismes provoquent I’activation aberrante de ce facteur dans les
cancers (Bromberg, 2002). Dans certaines cellules dérivées de carcinomes coliques,
I’inhibition de la signalisation JAK-3/STAT-3 provoque une inhibition du cycle cellulaire,
une augmentation de 1’apoptose ainsi qu’une diminution de 1’invasion cellulaire (Lin et al.,
2005; Xiong et al., 2008).

Dans les cellules SW620, nous n’avons pas détecté de phosphorylation du facteur STAT-3 (ni

du facteur STAT-1) a 1’état basal. Une activation constitutive de ce facteur ne peut donc pas
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étre a I’origine du phénotype de nos cellules parentales. Par contre, la surexpression de la
protéine SOCS-1 diminue fortement 1’intensité de la phosphorylation des facteurs STAT-1 et
STAT-3 respectivement induite par une stimulation par I’I’'IFN-y ou I’IL-6.

La surexpression de la protéine SOCS-1 ne semble pas modifier ’activité de la kinase Src

dans les cellules SW620

Br-sc i S . B

L’oncoproteine Src est impliquée dans la régulation de nombreux processus
physiopathologiques (Frame, 2004). Dans des cellules épithéliales il a été démontré que
I’activation de I’oncoprotéine Src provoque une endocytose du complexe de la E-cadherine
(Fujita et al.,, 2002). Par ailleurs, dans les cancers coliques, la kinase Src est souvent
suractivée et associée au processus métastatique (Jones et al., 2002). Ainsi, dans les cellules
tumorales coliques SW480 et HCT116, la surexpression d’une protéine Src constitutivement
active provoque une dérégulation de la E-cadherine et une EMT (Avizienyte et al., 2002). Le
modele proposé par les auteurs suggere que la sur-activation de la kinase Src dans les cellules
tumorales coliques est a l’origine d’une hyper-phosphorylation de la p120°" et d’une
dérégulation du trafic de la E-cadherine (Avizienyte et al., 2002).

La kinase Src posséde plusieurs sites d’autophosphorylation necessaires a son activation
maximale. Par des expériences de western-blot, nous avons analysé la phosphorylation de la

kinase Src sur son site d’autophosphorylation Y418 (Anticorps anti-Src pY*®

Biosource).
Cette approche ne nous a pas permis de mettre en évidence d’effet significatif de la
surexpression de la protéine SOCS-1 sur I’activation de la kinase Src. Nous avons ensuite
compléter notre analyse a 1’aide d’un anticorps anti-Cstl (fourni par le Dr Serge Roche). Nous
avons ainsi vérifié que 1’expression et la phosphorylation des SFK (Src Familly Kinase) Fyn

et Yes n’étaient modifiées dans nos cellules.
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Effet de la surexpression de la protéine SOCS-1 sur lactivation et le niveau d’expression

de la kinase FAK
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La protéine FAK (Focal Adhesion Kinase) est a la fois un substrat de la kinase Src et une
cible des protéines SOCS. Liu et ses collaborateurs ont démontré que les protéines SOCS-1 et
SOCS-3 intéragissent in-vitro avec la kinase FAK phosphorylée sur son résidu tyrosine 397.
Cette intéraction provoque une poly-ubiquitination de la kinase et sa dégradation par le
protéasome (Liu et al., 2003a). La protéine FAK participe a la transduction des signaux
transmis par les intégrines et intervient dans la régulation de la prolifération, de la
differenciation et de la migration cellulaire (Schaller, 2001). Dans des cellules épithéliales
MDCK et CHO, la surexpression de la kinase FAK autorise la prolifération cellulaire en
absence de support et augmente la migration cellulaire (Cary et al., 1996; Frisch et al., 1996).
Parallelement, plusieurs études rapportent une augmentation du niveau d’expression de la
kinase FAK dans les cancers colorectaux. Par des analyses d’immunohistochimie couplées a
des mesures de PCR en temps réel, I’équipe de Lark a démontré que I’expression de la kinase
FAK était significativement augmentée dans les tumeurs coliques primaires comparées aux
tissus sains adjacents. Et de la méme facon, I’expression de la kinase est plus forte dans les

métastases que dans les tumeurs primaires (Lark et al., 2003).

Dans nos cellules, 1’expression de la protéine SOCS-1 ne provoque pas de diminution de
I’expression de la proteine FAK. Par contre on observe dans les cellules SW620°°“° une

diminution de la phosphorylation de la kinase FAK sur son résidu Y861.

L’activation de la kinase FAK se fait de facon séquentielle. Dans un permier temps, un
stimulus (activation d’une intégrine par exemple) provoque 1’autophosphorylation de la
kinase sur son résidu Y397. Cette modification crée alors un site d’ancrage pour la kinase Src,
qui va a nouveau phosphoryler la protéine FAK, mais cete fois sur son résidu Y861. De

maniére interessante, la régulation de la protéine FAK par la protéine SOCS-1 repose sur
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I’interaction entre le résidu Y397 phosphorylé de la premiére avec le domaine SH2 de la
seconde (Liu et al., 2003a). Lorsqu’elle est surexprimée, la protéine SOCS-1 pourrait donc

inhiber I’activation de la kinase FAK par Src en empéchant I’interaction Src/Y397.

Figure 27 : Modéle d’inhibition de I’activation de la kinase FAK par la protéine SOCS-1
En se fixant au site d’autophosphorylation de la kinase FAK, la protéine SOCS-1 pourrait
empécher 1’action de la kinase Src.

In-vivo, la diminution de [!’expression de SOCS-1 semble associée a la progression

tumorale et a une augmentation de la phosphorylation du facteur STAT3.

L’expression des protéines SOCS-1 (Anticorps anti SOCS-1 N-18 sc7006) et STAT3
phosphorylée (Anticorps anti P-STAT3 sc-9131) ont été examinées par immunohistochimie
(IHC), sur les mémes 59 échantillons de tissus coliques (Lames CDA2 Super Bio Chips).

Dans les tissus sains et les adénocarcinomes bien différenciés, 1’intensité du marquage de la
protéine SOCS-1 est toujours forte. Par contre, dans les carcinomes moins différenciés et les
métastases, le marquage tend a étre plus souvent faible. Ainsi, le pourcentage d’échantillon
présentant une expression forte de la protéine SOCS-1 est maximal pour les tissus sains et les
adénocarcinomes bien différenciés alors qu’il n’est plus que de 33% (3/9) pour les métastases.
Entre, les carcinomes moins différenciés présentent un pourcentage intermédiaire de 54%
(12/22). Une diminution de I’expression de la protéine SOCS-1 est aussi observée lorsque les
¢échantillons sont classés selon le score TNM de I’UICC (Union Internationale Conte le

Cancer) qui défini différents stades dans la progression tumorale colique.
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Analyse statistique des marquages d’IHC :

Niveau d'expression de SOCS-1

n faible forte
Age du patient n=54
<55 28 8 29% 20 71%
255 24 6 25% 18 75%
+2
inconnus
Sexe n=54
homme 32 8 25% 24 75%
femme 22 7 32% 15 68%
Localisation de la tumeur n=37
colon ascendant 8 4 50% 4 50%
Caecum 3 1 33% 2 67%
colon descendant 2 0 0% 2 100%
Rectum 6 2 33% 4 67%
colon sigmoid 14 3 21% 11 79%
colon transverse 4 0 0% 4 100%
Localisation des metastases n=9
Poumon 2 1 50% 1 50%
Ganglion lymphatique 4 2 50% 2 50%
Ovaire 3 3 100% 0 0%
Histologie n=45
Tissu sain 8 0 0% 8 100%
Carcinome bien différencié 15 0 0% 15 100%
Carcinome moy. différencié 18 7 39% 11 61%
Carcinome peu diférencié 1 1 0
Carcinome mucineux 3 2 1
Stade (UICC) n=46
Il 13 1 8% 12 92%
[l 16 6 38% 10 63%
v 8 3 38% 5 63%
metastase 9 5 56% 4 44%
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Des images représentatives des résultats obtenus pour le marquage de la protéine SOCS-1 (a
gauche) et de la protéine STAT-3 phosphorylée (a droite) ont été acquises.

Dans les échantillons correspondant a du tissu colique sain (A-B) ou des adénocarcinomes
bien différenciés (C-D), le marquage de la protéine SOCS-1 est fort alors que celui de P-
STATS3 est absent ou faible. Inversement, dans les échantillons issus d’adénocarcinomes peu
différenciés (E-F) la diminution de I’expression de la protéine SOCS-1 correspond a
I’apparition d’un fort marquage de la protéine STAT-3 phosphorylée. De fagcon générale, les
tissus métastatiques (localisés dans le poumon (G) ou dans les ganglions (H)) présentent un
marquage faible pour la protéine SOCS-1. L’analyse du marquage de la protéine STAT-3
phosphorylée dans ces tissus a été rendue plus délicate par le nombre restreint d’échantillons
et leur qualité.

Ces observations suggerent néanmoins que le marquage de la protéine P-STAT3 serait
inversement corrélé a celui de la protéine SOCS-1. Ce qui peut laisser penser qu’in vivo, au
cours de la progression tumorale colique, une diminution de ’expression de la protéine
SOCS-1, pourrait étre a I’origine d’une levée d’inhibition sur la phosphorylation du facteur de

transcription STAT-3.
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Discussion
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Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressées au géne suppresseur de tumeur
Suppressor of cytokine signalling-1. Dans un premier temps nous avons ¢tudié¢ la régulation
du promoteur humain proximal du géne Socs-/ en réponse a 'IFN-y, un de ses meilleurs
inducteurs. Parallélement, des données expérimentales récentes, indiquant que 1’inhibition de
I’expression du gene Socs-1 serait un phénomeéne important dans 1’apparition et la progression
de certaines tumeurs solides, nous nous sommes engagés dans une étude plus fonctionnelle.
Cette derniere a pour objectif de caractériser le ou les mécanisme(s) qui peuvent supporter

I’action anti-tumorale de la protéine SOCS-1 dans la progression maligne colique.

REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DU GENE Socs-1 EN
REPONSE a L’IFN-y

L’expression du geéne Socs-1 est induite par de nombreuses cytokines. Ces dernicres activent
principalement la voie de signalisation JAK/STAT.

L’IFN-y est une cytokine d’action pleiotropique (Stark et al., 1998). Produit par les cellules
NK et les cellules T activées, I’'IFN-y est aussi un des plus puissants inducteurs de
I’expression du geéne Socs-1 (Alexander, 2002). Les mécanismes d’activation du promoteur
murin du gene Socs-1 par I'IFN-y ont été décrits par I’équipe de Saito (Saito et al., 2000). Par
contre, les données concernant les mécanismes d’activation du promoteur humain sont plutot

limitées.

Comparaison structurale du promoteur humain et du promoteur murin du géne
Socs-1 :

Pour identifier les facteurs de transcription potentiellement impliqués dans la régulation de
promoteur humain du geéne Socs-I en réponse a I’IFN-y, nous avons choisi I’approche de
I’analyse comparative (entre promoteur humain et murin).

Nous avons ainsi observé que la région promotrice proximale humaine présente une seule
séquence IRF-E, alors que le promoteur murin porte deux séquences IRF-E consécutives et
partiellement chevauchantes. Le promoteur murin présente aussi une séquence GAS

supplémentaire.
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Figure 28 : Comparaison de la région proximale du promoteur humain et du promoteur
murin du gene Socs-1
Le promoteur humain ne posséde qu’un seul site de fixation pour le facteur IRF-1 (en violet)
alors que le promoteur murin en présente deux. Une séquence GAS (en bleu) additionnelle est
aussi présente sur ce promoteur. Par contre, les deux régions promotrices possédent trois sites
potentiels de liaison pour le facteur de transcription STAT-6 qui constituent un IL-4 RE (IL-4
Response Element) (en jaune).

Des expériences d’EMSA (Electrophoretic Mobility Schift Assays) et de ChIP (Chromatine
Immuno Precipitation) nous ont permis de démontrer que le facteur IRF-1 venait se fixer aux
niveaux des IRF-E en réponse a une stimulation par ’IFN-y. Néanmoins, la transformation du
simple IRF-E humain en double IRF-E murin (et inversement) n’a pas entrainé¢ de
modification significative de I’activité des promoteurs. En effet, nous n’avons observé, ni une
diminution de I’activation du promoteur murin, ni une meilleure induction de la transcription
avec le promoteur humain. Ces résultats indiquant que le double IRF-E n’est pas la séquence
déterminante de ’activation transcriptionnelle en réponse a ’IFN-y. Nous avons alors émis

I’hypothéese de I’intervention d’autres facteurs.

Les facteurs de transcription de la famille SP

Sur le promoteur humain, a proximité du double IRF-E, nous avons localisé une séquence
consensus pouvant étre reconnu par le facteur de transcription Sp2.

Les facteurs de transcription Sp forment une petite famille de protéine dont Spl est le
prototype. A ce jour, cette famille compte 4 membres, Spl a 4. La protéine Spl a été
initialement identifiée comme un facteur de transcription qui se lie a plusieurs motifs « GC-
box » et qui active la transcription au niveau du promoteur du virus SV40 et de la thymidine
kinase (Suske, 1999). Les quatre membres de la famille Sp partagent des domaines
structuraux communs. Ces protéines contiennent trois motifs en doigts de zinc dans leur
région C-terminale et des domaines riches en glutamine adjacents a des stretchs de

sérine/thréonine dans leur portion N-terminale (figure 29).
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Figure 29 : Structure des facteurs de transcription de la famille Sp
Les motifs en doigts de zinc (en noir) sont au nombre de trois et se situent dans la région
carboxy-terminale. Les facteurs de la famille Sp se caractérisent aussi par des régions riches
en glutamine (en rouge) et en Sérine/Thréonine (en jaune).

En dehors de leur structure commune, la comparaison des séquences des protéines Sp indique
que la protéine Sp2 se détache des trois autres (Suske, 1999). Ainsi, le facteur Sp2 ne
reconnait pas des motifs GC-box, mais plutdét des motifs GT-box (Kingsley and Winoto,
1992). La protéine Sp2 reconnait la séquence 5’-GGGCGGGAC avec une forte affinité
(Moorefield et al., 2004).

Dans notre étude, nous avons mis en évidence 1’association du facteur de transcription Sp2
avec le promoteur murin du geéne Socs-/ au niveau d’une séquence consensus situé¢e a
proximité du double IRF-E. Cette interaction est par ailleurs indépendante d’une stimulation
par I'IFN-y. Lorsqu’on éteint I’expression du facteur Sp2 par interférence ARN, ’activité
basale du promoteur murin est diminuée. Par contre le rapport d’induction en réponse a I’IFN-
y reste inchangé. Il semblerait donc que le facteur de transcription Sp2 soit impliqué dans le
maintient du niveau d’expression basal de I’ARNm de Socs-1 et non pas dans ’activation de

la transcription.

Meécanisme d’action du facteur Sp2 sur le promoteur humain du géne Socs-1

Il a ét¢ montré que le facteur de transcription Sp2 s’associe préférentiellement a la matrice
nucléaire. Cette association pourrait moduler [D’activité¢ transcriptionnelle du facteur
(Moorefield et al., 2006). Le facteur Sp2 pourrait ainsi participer au maintient des régions
riche en GC des chromosomes au niveau de la matrice nucléaire. De maniére intéressante, des
zones de contact avec la matrice nucléaire ont été observées pour le géne Socs-/ humain
(Kramer et al., 1998; Yoshikawa et al., 2001).

Nous avons localisé une potentielle séquence consensus pour le facteur Sp2 dans le premier
exon. Mais nos analyses d’immunoprécipitation de la chromatine ne nous ont pas permis de

démontrer sa fixation sur cette séquence. Pourtant, I’utilisation de SiRNA dirigés contre les
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ARNm Sp2 provoque une forte diminution de la quantit¢ d’ARNm Socs-1 induite en réponse
a I’'IFN-y. Nous avons aussi observé que le promoteur humain du geéne Socs-1 n’était pas
activé par I'IFN-y lorsqu’il est transfect¢ de fagon transitoire alors que dans les mémes
conditions, cette construction est régulée par I’IL-4 (Travagli et al., 2004). Cette observation a
soulevé la question de I’importance de la structure chromatinienne dans la régulation de la
transcription du géne Socs-1 humain. En effet, la présence de plusieurs « enhancers » dans le
gene Socs-1 a été mise en évidence. Ces « enhancers » autoriseraient des réorganisations
chromatiniennes et des régulations transcriptionelles « a distance » (Abou El Hassan and
Bremner, 2009). Ce phénoméne a aussi été¢ décrit pour le géne CIITA, lui aussi induit par
I’IFN-y (Ni et al., 2008).

On peut donc imaginer que le facteur Sp2, en s’associant a la matrice nucléaire, est essentiel a
la formation des structures chromatiniennes nécessaire a la régulation transcriptionnelle du

gene Socs-1 humain en réponse a une stimulation par I’ IFN-y.

Au cours de nos investigations, nous avons aussi mis en évidence une interaction directe entre
les facteurs IRF-1 et Sp2 sur I’ADN en réponse a une stimulation par I'IFN-y. Cette
interaction observée aussi bien sur le promoteur murin que sur le promoteur humain, ne
semble pas avoir été décrite auparavant. Nous avons émis 1’hypothése que cette interaction
pourrait moduler ’activité transcriptionnelle du facteur IRF-1, mais ce phénomene n’a pas été

caractérisé au niveau fonctionnel.

REEXPRESSION DE LA PROTEINE SOCS-1 ET TRANSFORMATION
DU PHENOTYPE METASTATIQUE

Les résultats d’analyses de PCR Méthylation Spécifique (MSP) réalisées par trois équipes
indépendantes sur plus de 300 échantillons de tumeurs primaires au total, indiquent que le
geéne Socs-1 est fréquemment hyper-méthylé chez les patients ateints de cancers colorectaux
(Fujitake et al., 2004; Hibi et al., 2005; Lin et al., 2004). Dans le mod¢le murin, des travaux
démontrent que des souris transgéniques Socs-/ - (Socs-1 7T ) développent spontanément des

tumeurs colorectales au bout de quelques mois lorsqu’elles sont traitées par I’IFN-y (Hanada

135



et al., 2006). Ces données supportent 1’hypothése que I’inhibition de I’expression de la
protéine SOCS-1 participe a la tumorigenese colique.

L’inhibition de I’expression du gene Socs-I par hyperméthylation est aussi observée dans
d’autres types de tumeurs solides. Dans des cellules dérivées d’hépato-carcinomes, la
réexpression de la protéine SOCS-1 provoque une inhibition de la prolifération cellulaire
induite par I’activité constitutive du facteur STAT-3. Par contre, il n’y a pas de donnée
spécifique concernant le role de la protéine SOCS-1 dans les tumeurs colorectales. Nous nous
sommes donc proposé d’étudier les conséquences de I’inhibition du geéne Socs-I dans la

cancérogenese colique.

Répression de I’expression du géne Socs-1 dans les cellules SW620 et

conséquences de la réexpression de la protéine

La lignée SW620 a été établie a partir des cellules métastatiques d’un patient atteint d’un
cancer colorectal et non traité (Leibovitz et al., 1976). Le couple de lignées cellulaires SW480
(dérivée de la tumeur primaire du patient) et SW620 a été validé comme un modele de

progression tumorale colique (Hewitt et al., 2000).

Lors d’expériences préliminaires, nous avions observées que dans la lignée SW620, malgré
une phosphorylation de STAT-1 qui semble normale, I'IFN-y n’induit pas d’augmentation de
I’expression du géne Socs-1. Des analyses de PCR méthylation spécifique (MSP) et
I’utilisation d’un agent déméthylant, nous avons par la suite permis de mettre en évidence
I’inhibition de I’expression du geéne Socs-1 par méthylation aberrante de I’ADN au niveau de
I’exon 2.

Pour analyser les conséquences de I’inhibition de I’expression du gene Socs-I dans le
phénotype des cellules SW620, nous avons choisi de surexprimer la protéine en générant des
clones stables. Dans les cellules SW620, la surexpression de la protéine SOCS-1 a provoqué
une transformation de la morphologie cellulaire. Les cellules SW620-SOCS ont acquis une
morphologie de type épithélial ressemblant a celle des cellules SW480. Par contre, dans les
cellules SW480 nous n’avons observé aucun changement. Des tests phénotypiques indiquent
que les capacités migratoires et invasives des cellules SW620-SOCS sont tres réduites
comparées aux cellules parentales.

Ces modifications phénotypiques s’accompagnent d’une réexpression de la E-cadherine a la

membrane dans les cellules SW620-SOCS. Des analyses d’immunofluorescence ont aussi
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permis d’observer une relocalisation partielle de la B-catenine et la p120catenine (p120°™) & la

membrane et suggeérent donc une reformation des complexes des jonctions adhérentes (JAs).

L’importance de la protéine SOCS-1 en tant que régulateur de la carcinogénése colique a été
renforcée par nos experiences préliminaires in-vivo. Injectées en sous-cutanées chez la souris
nude, les cellules SW620-SOCS semblent former des tumeurs moins rapidement que les
cellules exprimant le vecteur vide ou les cellules parentales. D’autre part, notre analyse
d’échantillons de tumeurs coliques par immunohistochimie semble indiquer que 1’expression
de la protéine SOCS-1 est perdue au cours du developpement tumoral colique. La perte
d’epression de la protéine SOCS-1 semble positivement corrélée a la perte de la

différenciation cellulaire et a la progression tumorale.

In-vitro, lorsque 1’expression de la protéine SOCS-1 est ré-éteinte par interférence ARN (dans
les cellules SW620-SOCS) nous avons constaté une inhibition de la relocalisation
membranaire de la E-cadhérine et une réapparition des capacités migratoires et invasives des
cellules. Ce résultat indique que les transformations phénotypiques que nous observons sont
spécifiquement liées au niveau d’expression de la protéine SOCS-1.

En définitive, il semble que la surexpression de la protéine SOCS-1 dans les cellules

métastatiques SW620 soit responsable d’une inhibition de leurs caractéres invasifs.

L’hypothese d’une perturbation du trafic post-golgien dans les cellules SW620

Dans les cellules parentales, la E-cadhérine est localisée dans des structures cytoplasmiques
ressemblant a des vésicules. On observe dans ces cellules un marquage fluorescent
punctiforme au lieu du marquage membranaire caractéristique de la E-cadherine. Par contre,
dans les cellules SW620-SOCS, comme dans les cellules de la lignée SW480, on détecte un
marquage classique, en nid d’abeille.

Aprés avoir écarté les hypothéses d’inhibition génique (MSP) et de répressions
transcriptionelles (PCR semi-quantitative et tests d’activation transcriptionnelle), nous nous
sommes concentrées sur les mécanismes de régulation post-traductionnels de la E-cadherine.
Nous avons alors constaté que les études rapportant une endocytose aberrante de la E-
cadherine dans les cancers sont de plus en plus nombreuses (Mosesson et al., 2008). Nous
avons donc tenté de mettre directement en évidence une endocytose constitutive de la E-

cadherine dans les cellules SW620 parentales.
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De nombreux récepteurs sont internalisés par la voie d’endocytose dépendante de la clathrine.
Parmi les mieux connus se trouvent, les récepteurs aux LDL et a la transferrine, qui sont
recyclés a la membrane, et le récepteur a ’EGF qui est dégradé suite a son internalisation
(Goldstein et al. 1985). Les immuno-marquages de la transferrine internalisée et de la E-
cadherine n’ont pas permis de co-localiser ces protéines dans les cellules parentales.

Dans le schéma classique de la voie endocytaire, les compartiments terminaux sont les
lysosomes. Nous avons marqué ce sous compartiment dans nos cellules a 1’aide de
Lysotracker ® (Invitrogene — Molecular Probes). Le marquage obtenu, ne correspond pas a
celui de la E-cadherine. La protéine ne semble donc pas se trouver au niveau des lysosomes.
Nous avons aussi eu recours a des inhibiteurs de la formation des vésicules d’endocytose
(chloroquine, dynasore) (Kirchhausen et al., 2008; Schneider and Trouet, 1981). Aucun n’a
permis de relocalisée la E-cadherine & la membrane des cellules parentales. Enfin, nos
mesures de la demi-vie de la E-cadherine par incorporation de Ss;s n’ont pas montré de

différence significative entre les cellules parentales et les cellules SW620-SOCS.

Les mécanismes précis de I’adressage de la E-cadherine a la membrane plasmique ne sont pas
exactement connus. A sa sortie du TGN (Trans golgi Network), la E-cadherine semble
localisée au niveau des PGC (Post-Golgi Carriers) (Lock and Stow, 2005). Ces PGC sont des
structures de transport post-golgien de type tubulo-vesiculaire (Lippincott-Schwartz et al.,
2000). Les PGCs bourgeonnent a partir de la membrane du TGN, puis s’associent aux
microtubules et se déplacent dans le cytoplasme. Ces structures fusionnent ensuite avec la
membrane plasmique ou elles délivrent leur contenu (Toomre et al., 1999).

Dans les cellules SW620 parentales, nous avons pu localiser la E-cadherine au niveau de
vésicules positives pour la protéine Rab-4, d’une part, et pour la protéine Rab-11 d’autre part.
Les outils utilisés (vecteurs Rab4-GFP et Rab11-GFP) ne nous ont pas permis de vérifier si
ces vésicules pouvaient étre a la fois positives pour les protéines Rab-4 et Rab-11.

Une analyse de ’exocytose de la E-cadherine dans des cellules MDCK vivantes a démontré
que les molécules de E-cadherine sortant du TGN sont délivrées dans un compartiment
intermédiaire correspondant a des endosomes de recyclage positifs pour Rab-11 (Lock and
Stow, 2005). Il se pourrait alors que les co-localisations observées entre la E-cadherine et
Rab-4 d’une part et Rab-11 d’autre part, ne témoignent pas d’une endocytose de la E-
cadherine. Au contraire, au regard de ’ensemble de nos résultats, elles pourraient refléter une

perturbation de 1’exocytose. Les vésicules positives pour la protéine Rab-11 correspondraient
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a des vésicules d’exocytose (sorties du TGN) bloquées dans leur trafic intracellulaire. Et les

vésicules positives pour la protéine Rab-4, des vésicules de recyclage elles aussi bloquées.

A DP’heure actuelle, aucun lien direct entre I’expression de la protéine SOCS-1 et la régulation
de la E-cadherine n’a été rapporté. Par contre, des travaux récents impliquent la protéine
SOCS-1 dans le trafic de la protéine HIV-gag (Nishi et al., 2009; Ryo et al., 2008). On peut
donc imaginer, dans notre modele cellulaire, un mécanisme par lequel la réexpression de la
protéine SOCS-1 pourrait provoquer une inhibition du phénotype invasif des cellules

SW620WT en rétablissant le trafic post-golgien de la E-cadherine.

Un role de la p120°™"?

En plus de son rdle dans I’adhésion cellulaire, la p120ctn serait impliquée dans le trafic
intracellulaire. 11 a été démontré que la pl20°" pourrait réguler 1’organisation des
microtubules autour du centrosome et qu’elle interagirait directement avec la kynésine
(Roczniak-Ferguson and Reynolds, 2003). La possibilité d’un transport de la p120°" le long
des microtubules grace a des moteurs comme la dynéine ou la kynésine n‘est pas exclue
(Franz and Ridley, 2004). En effet, I’association de la p120°" avec la kinésine semble
favoriser la transport du complexe E-cadherine/B-catenine vers la membrane plasmique (Chen

et al., 2003b).

Dans la cellule, de nombreuses isoformes de la p120“" peuvent étre générées par épissage
alternatif et a partir de plusieurs sites d’initiation de la transcription (Keirsebilck et al., 1998)
(figure 30). Ces isoformes pourraient avoir des localisations cellulaires propres et pourraient
moduler I’adhésion ainsi que I’invasion cellulaire de manicre spécifique selon le contexte et le
type cellulaire (Aho et al., 2002) (Liu et al., 2007) (Liu et al., 2009). Dans ses travaux,
Yanagisawa démontre I’importance du niveau d’expression relatif des différentes isoformes,

les unes par rapports aux autres (Yanagisawa et al., 2008).
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Figure 30 : Structure de p120°"
Les répétitions Armadillo 1 a 5 sont permettent I’interaction entre la p120ctn et les
cadherines. Le domaine N-terminal contient un domaine coiled-coil et un domaine de

régulation. Ce dernier comporte les huit sites de phosphorylation, substrats de la kinase Src.
(D’aprés Mariner 2001)

Les GTPases de la famille Rho sont avant tout décrits comme des régulateurs clef du
cytosquelette d’actine. Mais ces protéines ont bien d’autres fonctions. Elles interviennent par
exemple dans la régulation de 1’adhésion cellulaire, le trafic ou encore dans le controle de la
transcription (Kaibuchi et al., 1999). Généralement, ces protéines cyclent entre un état actif,
ou elles sont liées au GTP, et un état inactif, ou elles sont liées au GDP. Dans leur forme
active, les GTPases Rho interagissent avec plusieurs effecteurs pour induire des réponses
cellulaires variées. Les protéines GEFs (Guanine Exchange Factors) favorisent 1’échange du
GDP en faveur du GTP alors que les protéines GAPs (GTPases activating proteins) catalysent
I’hydrolyse du GTP. L’activité des GTPases est aussi régulée par les protéines GDI (Guanine
nucleotide dissociation inhibitors). Ces derniéres inhibent 1’interaction des GTPases Rho avec
leurs GEFs et/ou leurs effecteurs (Kaibuchi et al., 1999).

Il a été démontré que la p120°" posséde une activité Rho GDI. Apparemment la p120°™ est
capable d’inhiber I’activité de la GTPase RhoA et aurait tendance a augmenter celles des

GTPases Cdc42 et Rac (Grosheva et al., 2001; Wildenberg et al., 2006).

In-vitro, toutes les isoformes de la p120°" sont capables de se lier a la GTPase RhoA. Cette
interaction repose sur 1’intégrité¢ de la région centrale de la protéine p120ctn (aa 622 a 628)
(Anastasiadis et al., 2000). Par contre, le domaine N-terminal de la protéine doit étre présent

pour l’inhibition effective de [’activit¢ de la GTPase. Seule I’isoforme 1A posséde un
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domaine N-terminal intacte et est donc capable d’inhiber RhoA (Yanagisawa et al., 2008).
Ainsi, I’invasion cellulaire induite par la surexpression de 1’isoformelA serait liée a une
inhibition de ’activité de la GTPase RhoA (Anastasiadis et al., 2000). La p120°" peut aussi
interagir avec la p190RhoGAP pour inhiber Rho de fagon indirecte (Wildenberg et al., 2006).
Lorsqu’elle est activée, la pl90RhoGAP transloque du cytoplasme a la membrane, ou elle va
se lier a la p120°" engagée dans les jonctions adhérentes. Elle inhibe alors I’activité de Rho
autour des complexes de la E-cadherine.

Au final la p120°" peut jouer deux rdles différents dans la progression tumorale : i) La perte
de I’expression de la p120°" provoque la déstabilisation de la E-cadherine membranaire, ii)
En absence de E-cadhérine a la membrane, la p120°" délocalisée peut moduler I’activité des

GTPases Rho. Dans les deux cas, la migration et ’invasion cellulaire sont favorisées.

Lors de notre étude, aprés avoir observée la réexpression de la E-cadherine a la membrane dans
les cellules SW620-SOCS, nous avons analysé le statut de la p120“". Lorsqu’on compare par
western-blot, ’expression de la p120°" dans les cellules parentales et dans les cellules
SW620-SOCS, on obtient un profil différent. Dans les cellules surexprimant la protéine
SOCS-1, le signal correspondant a I’isoforme 1 a disparu.

Comme le domaine N-terminal de la protéine pl120°" contient de nombreux sites de
phosphorylation qui permettent notamment de réguler son interaction avec la GTPase RhoA
(Castano et al.,, 2007) ; nous avions émis I’hypothése que la protéine SOCS-1 pourrait
reconnaitre 1’isoforme 1A via des résidus tyrosine phosphorylés du domaine N-terminal et
provoquer sa dégradation par le protéasome. Mais 1’utilisation d’inhibiteurs du protéasome
(bortezomib, Mgl32) n’a pas permis d’inhiber la disparition de I’isoforme 1A dans les
cellules SW620-SOCS. Néanmoins, il n’est pas exclue que des expériences complémentaires
pourraient nous permettre de corréler une modulation de 1’activité de la GTPase RhoA a la
modification du profil d’expression de la p120°" (et a la diminution des capacités migratoires

et invasives) dans les cellules SW620-SOCS.
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Perspectives expérimentales

Nos résultats indiquent un lien entre la surexpression de la protéine SOCS-1 et la modulation
du phénotype métastatique des cellules SW620, apparemment a travers un mécanisme qui
permet la réexpression de la E-cadherine a la membrane plasmique. Mais des investigations
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer et caractériser le mécanisme original suggéré

par nos données.

A court-terme, nos investigations viseront a caractériser le ou les mécanismes sous-jacent(s)
de la transformation du phénotype dans les cellules SW620-SOCS.

» Grace a un vecteur d’expression codant pour I’isoforme 1A de la p120ctn, nous
souhaitons mettre en évidence I’importance de I’inhibition de 1’expression de la forme
longue de la protéine dans les cellules SW620-SOCS.

» Parallélement, 1’exploitation de mutants fonctionnels de la protéine SOCS-1 (SOCS-
IRK, SOCS-1ASH2, SOCS-1ASOCS-box) générés lors nos travaux, devraient nous
permettre de déterminer quel(s) domaines de la protéine est (sont) critique(s) pour la
transformation du phénotype cellulaire.

» L’hypothése d’une régulation du trafic cellulaire par la protéine SOCS-1 devra étre
testée. Dans un premier temps, des expériences d’immunofluorescence seront
envisagées. Elles pourraient nous permettre de déterminer si la protéine SOCS-1 peut
interagir avec les microtubules, et le cas échéant, si elle peut favoriser le transport

vésiculaire en stabilisant ces structures.

Parallelement, les études chez la souris devront étre reprises et complétées pour confirmer les
effets de la protéine SOCS-1 sur le phénotype invasif des cellules tumorales in-vivo. Dans un
premier temps, de nouvelles injections de cellules en sous-cutané pour la détermination de la
vitesse de formation des tumeurs seront réalisées. Puis, les capacités métastatiques des
cellules surexprimant la protéine SOCS-1 seront comparées a celle des cellules sauvages,

quatre semaines apres inoculation intra-splénique.
Le couple de lignées SW480 et SW620 n’est pas le seul modéle qui permette 1’étude des

stades tardifs du cancer colorectal. Les lignées cellulaires Isreco 1, 2 et 3 ont aussi été établies

a partir des cellules cancéreuses coliques. La lignée Isreco est dérivée de la tumeur primaire
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alors que les lignées Isreco 2 et 3 sont des cellules métastatiques hépatique et péritonéales
(Cajot et al., 1997). Il pourrait étre intéressant de caractériser les statuts du géne Socs-1 (MSP)
et de la protéine E-cadherine dans ces modeles. Cette étude pourrait étre élargie a d’autres
lignées de carcinomes coliques (HT29, HCT116, colo205, CaCo2...) ou a d’autres types
tumoraux comme les mélanomes dans lesquels la protéine SOCS-1 semble impliquée dans la

formation des métastases (Huang et al., 2008).

Enfin, notre travail repose sur une surexpression de la protéine SOCS-1 dans des cellules ou
I’expression du geéne est réprimée par hyperméthylation de I’ADN. L’identification d’un
modele cellulaire (de préférence épithélial) dans lequel la protéine SOCS-1 est détectable a
I’état basal, nous permettrait la démarche inverse. En effet, il serait intéressant d’inhiber
I’expression de la protéine SOCS-1 dans ces cellules et d’observer les conséquences

phénotypiques. Cela permettrait de consolider fortement nos résultats.
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CONCLUSION
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Dans nos travaux, nous avons d’abord étudi¢ les mécanismes d’induction du géne Socs-1 en
réponse a I’'IFN-y. Cette étude a permis de mettre en évidence I’importance des facteurs de
transcription IRF-1 et Sp2. Cette étude a aussi soulevé la question du mécanisme d’action du
facteur de transcription Sp2 au niveau du promoteur humain.

Trois études épidémiologiques indépendantes concluent que la méthylation du géne Socs-1 est
un phénomene associé aux cancers colorectaux (Fujitake et al., 2004; Hibi et al., 2005; Lin et
al., 2004). En analysant par immunohistochimie, des échantillons de tissus provenant de
tumeurs colorectales, nous avons pour notre part constaté que la perte d’expression de la
protéine SOCS-1 est associée a la dédifférenciation cellulaire et a la progression tumorale. La
répression de 1’expression du géne Socs-1 par métylation de I’ADN a aussi été rapportée dans
d’autres types tumoraux dont des hépato-carcinomes et des tumeurs du sein. Dans des lignées
dérivées de ces types tumoraux, la réexpression de la protéine provoque respectivement une
inhibition de la croissance tumorale et la suppression de la formation de métastases cérébrales
(Huang et al., 2008; Yoshikawa et al., 2001).

Les investigations menées lors de ce travail de thése ont donc eu pour but de déterminer le ou
les mécanismes régissant ’activité anti-tumorale de la protéine SOCS-1 dans les cancers
colorectaux. Pour cela nous avons utilisés les cellules coliques métastatiques SW620 dans
lesquelles 1’expression du géne Socs-I est justement réprimée par hyper-méthylation de
I’ADN. Nos résultats suggerent un mécanisme original dans lequel la protéine SOCS-1
participerait a la régulation du trafic intracellulaire de la E-cadherine. Cette hypothése qui
reste a valider est néanmoins supportée par les résultats récents de Nishi et al. Cette équipe
rapporte I’implication de la protéine SOCS-1 dans le transport de la protéine HIV-gag, le long
des microtubules (Nishi et al., 2009).

Une régulation effective des caractéres invasifs par la protéine SOCS-1, impliquerait cette
derniére dans des processus tardifs de la tumorigenése colique et notamment celui de la

formation des métastases.

Grace a une étude chez la souris, Hanada et ses collaborateurs ont démontré in-vivo le role de
la protéine SOCS-1 dans I’initiation de la tumorigenése colorectale (Hanada et al., 2006). Le
modele proposé par les auteurs suggere que la protéine SOCS-1 participe a la régulation des
effets des cytokines pro-inflammatoires au niveau de I’épithélium colique.

Les données épidémiologiques montrent en effet un lien entre une situation d’inflammation
tissulaire chronique et une transformation maligne au niveau de ce tissu. Ainsi, chez les

patients atteints de colite ulcérative ou de la maladie de Crohn, le risque de cancer colorectal
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est dix fois plus élevé que dans la population générale. De la méme fagon, les patients qui
présentent une cirrhose ou une fibrose hépatique sont trés fortement exposés au
développement d’un hépatocarcinome. La fibrose est une composante essentielle de la
réaction inflammatoire chronique. C’est le dernier stade avant la cirrhose. Plusieurs travaux
rapportent la méthylation du géne Socs-/ dans les hépatocarcinomes et des analyses
statistiques démontrent que cette répression génique est fortement corrélée a la cirrhose ou la
présence de fibrose (Okochi et al., 2003; Yoshida et al., 2004). Les auteurs suggérent que la
méthylation du géne Socs-I pourrait intervenir avant 1’apparition du carcinome. Ce qui
implique que la protéine SOCS-1 serait nécessaire a la prévention de la carcinogénése
hépatique sur terrain fibrotique. Cette conclusion vient conforter les résultats des travaux de
Hanada et de ses collaborateurs. En effet, leur étude souligne I’importance de 1’inhibition, par
la protéine SOCS-1, des effets de I'I[FN-y produit par les macrophages. En absence de la
protéine SOCS-1, I’hyper-phosphorylation du facteur STAT-1 induite par DI’IFN-y,
provoquerait indirectement les Iésions de I’ADN responsables de I’initiation tumorale. Au
final, dans ce travail, Socs-1 est défini comme un géne suppresseur de tumeur colique sur
terrain inflammatoire.

Le knock-out du géne Socs-1 a mis en évidence son rdle indispensable dans la régulation des
effets de I'I[FNy (Marine et al., 1999). Mais une autre étude démontre que des animaux
double-KO Socs-17" IFNy'/' souffrent toujours de maladies inflammatoires. Et bien que la
maladie et la mort prématurée des animaux soient évitées en supprimant I'IFNy, leur
espérance de vie reste significativement plus courte que celle des animaux sauvages (Metcalf
et al., 2002). Cette observation suggeére que la protéine SOCS-1 est aussi un régulateur
important des effets d’autres cytokines pro-inflammatoires que l’IFNy'/ ", in-vivo.
Parallelement, in-vitro, il a été¢ démontré que la protéine SOCS-1 pouvait inhiber les signaux

provenant de plusieurs médiateurs de I’inflammation (Alexander, 2002).

L’inflammation chronique se caractérise par I’infiltration du tissu par des mononucléaires
(macrophages, lymphocytes...). Ces cellules produisent de grandes quantités de cytokines, de
facteurs de croissance et d’espeéces réactives a 1’oxygene qui peuvent intervenir a tous les
stades de la progression tumorale (figure 31). Par exemple, les chémokines seraient associées
a I’invasion et a la formation de métastases en controlant la migration cellulaire (Lu et al.,
2006). De maniére tres intéressante, on retrouve des cellules de I’inflammation au niveau du

stroma tumoral et méme a I’intérieur des tumeurs (Macarthur et al., 2004).
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Figure 31 : Mécanismes impliquant I’inflammation dans la cancérogenése
Le schéma illustre les interactions complexes qui existent entre les médiateurs de
I’inflammation et la progression tumorale. Les médiateurs de I’inflammation peuvent étre
impliqués dans les grands processus cellulaires associés a la carcinogenése (transformation
cellulaire, inhibition de I’apoptose, adhésion cellulaire, angiogénese, prolifération cellulaire).
De maniére intéressante la protéine SOCS-1 pourrait inhiber les effets de plusieurs médiateurs
de I’inflammation. (D’apres Lu et al 2006 et Hanada et al 2006)

Au cours de nos investigations, nous avons analysé les conséquences de la réexpression de la
protéine SOCS-1 dans les cellules SW620 sur certaines voies de signalisation. Et en
particulier des voies de signalisation impliquées dans la carcinogenése colique. Nous n’avons
relevé ni variation de I’activité transcriptionnelle de la B-caténine, ni diminution de
I’activation de la kinase Akt en réponse a une stimulation par I’'IGF-1. Par contre, la
surexpression de la protéine SOCS-1 provoque une diminution de 1’activation du facteur
STAT-3 en réponse a I'IL-6 et du facteur NFkB en réponse a une stimulation par le TNF-
alpha. On pourrait donc envisager que le role de la protéine SOCS-1 dans la tumorigenése
colique ne se limite pas a une inhibition des effets de ’IFN-y. D’autant plus qu’une action des
cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a sur la cellule épithéliale colique pourraient
expliquer I’hyperactivation des facteurs STAT-3 et NFkB observée chez les souris Socsi-/~-Tg
par Hanada. Les effets de ces cytokines pourraient participer a la tumorigenese colique tardive
en activant la migration cellulaire par exemple. Cette hypothése impliquerait la protéine

SOCS-1 a plusieurs niveaux du processus de cancérogenese colique. L’inhibition de
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I’expression de la protéine SOCS-1 favoriserait I’initiation tumorale au niveau de la paroi
colorectale touchée par une inflammation chronique (absence de régulation des effets de
I’IFNy) et par la suite favoriserait la croissance tumorale, I’invasion et la migration cellulaire
(défaut de régulation des signaux provenant d’autres facteurs secrétés par les cellules
inflammatoires ou la tumeur elle-méme).

Les fonctions anti-tumorales de la protéine SOCS-1 associées a I’inhibition de I’activation du
facteur STAT-3 et des effets de 'IFNy sont bien décrites. Ces régulations s’appuient sur
I’inhibition de la kinase JAK-2 par la protéine SOCS-1. Mais la protéine SOCS-1 possede
plusieurs autres propriétés (régulation de la dégradation par le protéasome, régulation de
I’apoptose, régulation du trafic intracellulaire...). Il n’est donc pas exclu que d’autres
mécanismes moléculaires plus complexes soient encore a mettre en évidence afin de
compléter la caractérisation de la fonction anti-tumorale de la protéine SOCS-1. Des
investigations devront par exemple permettre d’¢lucider les mécanismes de régulation du
facteur NFkB et de la E-cadhérine par la protéine SOCS-1.

Enfin, sachant que I’expression du gene Socs-1 est inhibée dans d’autres types de tumeurs
solides (cancers de I’estomac, hépato-carcinomes, cancers du sein, mélanomes...), il est
envisageable que ce geéne ait une action anti-tumorale étendue qui pourrait en faire une cible

thérapeutique.
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REVIEW
JAK/STAT signal transduction: Regulators and implication in

haematological malignancies
VALENTINO Lyne, PIERRE Josiane
Biochem Pharmacologie 2006 (1) 71, 713-721

La voie JAK/STAT est la principale voie de signalisation activée réponse a des stimulations
par des cytokines, des hormones ou des facteurs de croissance. Les facteurs de transcription
de la famille STAT sont alors activés par les kinases de la famille JAKs. Par la suite, les
monomeres de facteurs STATSs se dimérisent puis transloquent dans le noyau ou ils régulent
I’expression de nombreux génes cibles.

Des mutations activatrices de la protéine JAK2 et des protéines chimeéres constitutivement
actives impliquant le domaine JH1 de JAK2 ont été mises en évidence dans désordres
my¢loprolifératifs. Ces observations démontrent I’importance de la régulation de I’intensité et
de la durée des signaux transmis par la voie de signalisation JAK/STAT.

Normalement, la régulation négative de la voie JAK/STAT est assurée par différentes familles
protéines : 1) les protéines tyrosine phosphatases, ii) les protéines PIAS et, iii) les protéines de
la famille SOCS. Les protéines de la famille SOCS inhibent la signalisation des cytokines par
différents mécanismes. Grace a leur domaine SH2, les protéines SOCS inhibent la
transduction du signal en interagissant avec les phosphotyrosines du récepteur activé ou avec
les kinases JAKs. Parallelement, les protéines SOCS participent a la dégradation de certains
substrats en interagissant et en régulant 1’activité enzymatique des E3 ligases de type ESC.
De maniére intéressante, dans les cellules cancéreuses, des altérations de I’expression des

genes Socs-1 et Shp-1 ont été observé.
Cette revue traite des altérations de la voie JAK/STAT rencontrées dans les syndromes

néoplasiques. Les fonctions et les implications des principales protéines régulatrices de cette

voie en physiopathologie y sont aussi discutées.
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ABSTRACT

Signal transducers and activators of transcription (STATs) comprise a family of several
transcription factors that are activated by a variety of cytokines, hormones and growth
factors. STATs are activated through tyrosine phosphorylation, mainly by JAK kinases,
which lead to their dimerization, nuclear translocation and regulation of target genes
expression. Stringent mechanisms of signal attenuation are essential for insuring appro-
priate, controlled cellular responses. Among them phosphotyrosine phosphatases (SHPs,
CD45, PTP1B/TC-PTP), protein inhibitors of activated STATs (PIAS) and suppressors of
cytokine signaling (SOCS) inhibit specific and distinct aspects of cytokine signal transduc-
tion. SOCS proteins bind through their SH2 domain to phosphotyrosine residues in either
cytokine receptors or JAK and thus can suppress cytokine signaling. Many recent findings
indicate that SOCS proteins act, in addition, as adaptors that regulate the turnover of certain
substrates by interacting with and activating an E3 ubiquitin ligase. Thus, SOCS proteins act
as negative regulators of JAK/STAT pathways and may represent tumour suppressor genes.
The discovery of oncogenic partner in this signaling pathway, more especially in diverse
hematologic malignancies support a prominent role of deregulated pathways in the patho-
genesis of diseases. Fusion proteins implicating the JH1 domain of JAK2 (TEL-JAK2, BCR-
JAK2), leading to deregulated activity of JAK2, have been described as the result of transloca-
tion. Somatic point mutation in JH2 domain of JAK2 (JAK2V¢'’F), leading also to constitutive
tyrosine phosphorylation of JAK2 and its downstream effectors was reported in myelopro-
liferative disorders. Furthermore, silencing of socs-1 and shp-1 expression by gene methyla-
tion is observed in some cancer cells.
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1. Introduction

Cytokines are secreted glycoproteins, which regulate diverse
biological process through their interaction with multi-
subunit receptor complexes. Binding of cytokine to cell
surface receptors results in receptor oligomerization and
activation of the Janus Kinase (JAK) family of tyrosine
kinases [JAK1, JAK2, JAK3 and tyrosine kinase-2 (TYK2)].
Activated JAKs phosphorylate the cytoplasmic domain of the
receptor, thereby creating recruitment sites for signaling
proteins, such as STATSs (signal transducers and activators of
transcription). STATs are phosphorylated by JAKs, dimerize
and subsequently migrate to the nucleus where they
regulate gene transcription. The pathways that convey
signals from the cell surface to the nucleus are tightly
controlled. At least three different classes of negative
regulators exist to limit the strength and duration of cytokine
responsiveness. These include protein tyrosine phospha-
tases, such as Src-homology 2 (SH2)-containing phospha-
tase-1 (SHP-1), CD45 and PTP1B/TC-PTP, protein inhibitors of
activated STATs (PIAS) and the suppressors of cytokine
signaling (SOCS). SOCS gene expression is rapidly induced
upon cytokine stimulation, and by a wide range of other
stimuli including LPS, insulin and chemokines.

A number of diseases including cancer are linked to
deregulation of tyrosine kinases. Constitutive activation of
JAK2 and STATSs are believed to mediate neoplastic transfor-
mation and promote abnormal cell proliferation in various
malignancies.

In this review, we will discuss a number of deregulation of
tyrosine kinase JAK2 associated with hematopoietic neoplasia
and will focus on inducible negative regulators and their
implication in oncogenesis.

1.1.  JAK/STAT signaling pathways

JAK tyrosine kinases play critical roles in cytokine signaling in
haematopoietic cells. Activation of JAKs occurs as a conse-
quence of ligand-induced aggregation of receptor-associated
JAKs and their subsequent autophosphorylation. JAKs are
involved in the signal transduction of type I receptors (i.e. for
IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL13, GM-CSF, GH, PRL, EPO and TPO)
as well as of type II cytokine receptors (for IFN-q, -8, -v). Four
human JAKs have been identified: JAK1, JAK2, JAK3 and TYK2.
JAKs share common domains, termed JAK homology (JH)
domains 1-7, numbered from the C- to the N-terminus (Fig. 1).
The JH7 domain associates with the proline rich conserved
region in cytokine receptors termed Box1, while the JH1

SH2-like
FERM domain domain y 617 y1007
| € ———— i T i 1 1131
JH7 | | JH6 |upg JH4 | H3]l JH2 | JH1 | | JAK2 wt
(44-117) (378-452) (565-845) (865-1125)
(147-280) (500-555)
(309-324)
1 V‘”:—» F Y‘I"‘” " Gain of function
[ [ur7] [oe Jufle ™ ana ] omaf ™ uHo [ JH1 || mutation ofJAK2
Ref: 12-17
; TEL 336
- »
/. =
O TELUAKe
Oligomerization ity Ref : 5-6
domain 812 JAKE 1131
1 BCR 4
-
P" | [ JH1 [ | BCR-JAK2
domain 812 JAK2 T3
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’ Ref : 11
Coiled-coil L JAK2 1=
domains

Fig. 1 - Schematic representation of JAK2, somatic point mutation of JAK2, TEL-JAK2, BCR-JAK2, and PCM1-JAK2 fusion
proteins. Proteins are represented with their functional domains and motifs (grey boxes on PCM1 and BCR correspond
to coiled-coils, shaded box on TEL to oligomerization domain). JH1-7 are the different domain of JAK2, with JH1 and JH2
corresponding to the kinase and the pseudokinase domain respectively.
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Table 1 - Molecular abnormalities of regulators of JAK/

STAT pathways frequently detected in myeloprolifera-
tive disorders

Molecular Disease

abnormality

PTPN11 mutations Juvenile myelomonocytic leukaemia
(JMML) [39] Myelodysplastic syndrome
(MDS) Chilhood acute myeloid
leukaemia (AML)

Loss of PIAS3 Anaplastic lymphoma kinase-positive

expression T/null-cell lymphoma (ALK* TCL) [52]
Loss of PIASy Myelodisplastic syndrome (MDS) [53]
expression

Mutations of socs-1
Loss of SOCS-1
expression

Primary mediastinal B-cell lymphoma [101]
Primary mediastinal B-cell lymphoma [102]

domain carries the catalytic phosphotyrosine kinase domain
[1]. The function of JH2 domain, which is a pseudokinase
domain, is not completely defined, but there is growing
evidence that it regulates both the basal activity of the JAK
kinase and receptor induced activation of the catalytic
function [2]. The JH3-JH4 region shares some similarity with
SH2 domains but lacks phosphotyrosine binding ability, and
the JH4-JH7 region constitutes the band 4.1 domain [also
known as FERM domain (four-point-one, Ezrin, Radixin,
Moesin)] [3,4]. The FERM domain is involved in the interactions
between JAKs and other kinases. The only JAK family member
known so far to be involved in human leukaemia is JAK2
(Table 1).

Two fusion genes that involve the JH1 domain of JAK2 have
been described, the first one being ETV6/TEL-JAK2, which
arises as a consequence of a t(9;12) in patients with chronic
myeloproliferative diseases or acute lymphoblastic leukae-
mias [5,6]. The second one BCR-JAK2 was observed in a single
individual with atypical chronic myelogenous leukaemia
(CML) [7]. The amino-terminal region of TEL contains the
pointed (PNT) domain, which mediates oligomerization of TEL
fusion proteins [8]. Similarly, BCR has been shown to contain
an oligomerization motif which is required to activate the BCR
fusion proteins [9]. Another translocation fuses the PCM1 gene
to the JAK2 gene in patients with atypical CML and related
myeloproliferative disorders, but in this case the PCM1-JAK2
fusion protein implicates the JH1 and JH2 domain of JAK2
[10,11] (Fig. 1).

JAK?2 kinase has been also described to be activated as the
result of somatic point mutation in JH2 domain (Val®*’Phe) in
myeloproliferative disorders (MPD) (such as polycethemia
vera (PV), essential thrombocythemia (ET) or myelofibrosis
with myeloid metaplasia (MMM), atypical MPD and myelo-
proliferative syndrome [12-17]) (Fig. 1). The pseudo kinase
suppressed basal JAK2 activity by lowering the V. of the
kinase domain but does not affect the K,, value. Three
inhibitory regions, namely IR1 (residues 619-670), IR2 (725-757)
and IR3 (758-807), have been defined in the pseudokinase
domain [2]. Val®" is just N-terminal to IR1 and is conserved in
JAK?2 ortholog of various animals from fish, frog, bird to mice
[17]. One can predict that the replacement of Val by Phe in JAK?2
should cause major conformation changes. This may disrupt
the inhibitory function of the pseudokinase domain and thus
cause deregulation of the kinase domain. Functional analysis

demonstrates that this mutation confers cytokine-indepen-
dent growth in vitro, deregulates signaling pathways down-
stream of JAK2 and causes autonomous proliferation in a
murine model.

Fused to a “‘dimerizing” protein such as TEL, BCR or PCM1,
JAK2 is probably more strongly activated than that which
occurs as a consequence of Val®”’Phe mutation. This dimer-
ization leads to diseases such as acute leukaemia or CML
which are more aggressive than PV or ET. The chromosomal
region containing JAK2 gene has been also described to be
amplified in Hodgkin’s lymphomas [18].

In normal physiological conditions, activated JAKs phos-
phorylate additional targets, including both the receptor itself
and the STATs. STATs are latent transcription factors that
reside in the cytoplasm until they become activated by
tyrosine phosphorylation. Activated STATs rapidly translo-
cate into the nucleus, where they bind to specific sequences in
the promoter regions of their target genes and stimulate their
transcription [19]. STATSs, like many signal-responsive tran-
scription factors, are found to be regulated by coactivators
belonging to the histone acetyl transferases involved in
chromatin remodelling [20,21]. The terminal transactivation
domain of some STATs contains a serine residue that can
modulate the transcriptional activity of STAT [22] and seems
to be important in coregulator recruitment, which interacts
either directly or through other coactivator proteins [23,24].

The role of constituvely activated STATs, particularly
STAT3 and STATS, in cellular transformation has been
established by in vitro and in vivo studies and is extensively
reviewed elsewhere [25 and references herein]. The mechan-
isms by which activated STAT can promote tumourigenesis,
appear to be involved at least in part, in deregulated cell
growth and/or prevention of apoptosis [26]. Activated STAT3,
observed in ovarian cancer cell, is localized not only to nuclei
but also to focal adhesion in these cells and may therefore
contribute to enhanced cell invasiveness [27]. The reports that
STAT1-deficient mice develop spontaneous and chemically
induced tumours more rapidly compared to wild-type mice
and that STAT1-deficient cells are more resistant to agents
that induce apoptosis strongly support the argument that
STAT1 acts as a tumour suppressor [28].

2. Regulation of STAT activity
2.1. Constitutive suppressors

2.1.1. Tyrosine phosphatases

As STATs are activated by tyrosine phosphorylation, phospho-
tyrosine phosphatases are likely to play a role in STAT
deactivation. Three families of tyrosine phosphatases are
implicated in negative regulation of JAK/STAT signaling
pathways.

The first to be described were the SH2-containing tyrosine
phosphatases that include SHP1 (previously named PTP1C)
and SHP2 (previously named PTP1D). These phosphatases are
characterized by the presence of two SH2 domains N-terminal
of the canonical 250 amino-acid-long tyrosine phosphatase
domain. These enzymes are mainly cytoplasmic; their SH2
domains allow association with phospho-tyrosines 1pé%sent on
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activated receptors or on signaling molecules as well as on
activated JAKs. This association triggers activation of the
phosphatase domain and the subsequent dephosphorylation
of the substrate. In case of a receptor, STATs will no longer be
recruited to it and thus will no longer be phosphorylated and
activated. SHP1 is mainly expressed in hematopoietic cells but
it is also present in epithelial or smooth muscle cells [29], as
opposed to SHP2 which is ubiquitously expressed. SHPland
SHP2 shared 55% homology at the protein level. Mice deficient
for SHP1 display important immunological and hematopoietic
dysfunctions, and hyperphosphorylation of JAK1 and JAK2
following IFN«a, GH or EPO treatment was observed. This gene
is frequently altered in cancer cells. Hypermethylation of
normally unmethylated CpG islands of tumour suppressor
genes is associated with transcriptional silencing and thus is
assumed to play an important role in cancer development and
progression [30,31]. High-frequent silencing of haematopoietic
cell-specific protein tyrosine phosphatase shp-1 gene by
promoter methylation was detected in various kinds of
leukaemia and lymphomas [32,33], myeloma [34] and acute
myeloid leukaemia [35].

Deletion of SHP2 gene is embryonic lethal for mice, thus
revealing a major role for SHP2 in development. SHP2 can
inhibit signaling from IL6 and gp130-containing receptors, but
SHP2 can also function as a positive factor by stabilizing JAK2
protein or inducing src kinase activation [36]. Mutations of
SHP2 (PTPN11), occur in ~50% of individuals with Nooman
syndrome. Some of these patients develop myeloproliferative
disease, which usually resolves but can develop into leukae-
mia (Table 1) [37-39]

The second type of tyrosine phosphatase that was reported
to negatively affect JAK/STAT signaling pathways is the
transmembrane tyrosine phosphatase CD45. CD45 is
expressed in hematopoietic cells [40]. It exhibits two phos-
phatase domains in its intracellular part, but only one seems
to be active. CD45 regulates T-cell and B-cell antigen receptor
signals in T and B lymphocytes [41]. Mice deficient for CD45
show hyperactivation of JAK1 and JAK3, associated with a loss
of antigen responses in T and B lymphocytes. However, CD45
has no major effect on cytokine signaling. Moreover, both the
SHPs and CD45 do not directly associate with the JAK kinase
domain, suggesting that other tyrosine phosphatases may
deactivate the JAKs.

The PTP1B (Phospho-Tyrosine Phosphatase 1B) and TC-PTP
(T Cell Protein Tyrosine Phosphatase) tyrosine phosphatases
show great similarities in their catalytic domain. PTP1B is
expressed in many tissues and is located on the cytosolic face
of the endoplasmic reticulum due to a hydrophobic sequence
atits C-terminal end [42]. TC-PTP is mainly hematopoietic and
alternative splicing of its gene allows expression of two
distinct proteins, a p45 nuclear form called TC45 or TC-PTPq,
and a p48 cytoplasmic form called TC48 or TC-PTP1B. Both
PTP1B and TC-PTP selectively recognize a motif centered on
the characteristic double tyrosine residues present in the JAK
activation loop, but each exhibits different specificity for
surrounding residues: PTP1B only interacts with the D/E-
PYPY-K/R sequence present in JAK2 and TYK2 while TC-PTP
interacts with the D/E-pYpY-T/V sequence presentin JAK1 and
JAK3. This interaction leads to selective JAK dephosphoryla-
tion and subsequent deactivation. In addition, the nuclear

TC45/TC-PTP1B is responsible for deactivation of nuclear
STAT1 and STATS3, and probably also STATS [43]. In accor-
dance with these observations, mice deficient for PTP1B
showed hyperphosphorylation of JAK2, while the absence of
functional TC-PTP in mice induces anemia and splenomegaly
responsible for perinatal death of the animals.

2.1.2. Protein inhibitors of activated STATs (PIAS)
Mammalian protein inhibitors of activated STAT (PIAS) were
initially identified as negative regulators of STAT signaling.
The PIAS family consists of PIAS1, PIAS3, PIASx and PIASy
(for review see [44]). Recent studies indicate that PIAS have a
small ubiquitin-like modifier (SUMO)-E3-ligase activity (for
review see [45]). Co-immunoprecipitation assays have shown
that PIAS3 and PIASx interact with STAT3 and STAT4
respectively, while PIAS1 and PIASy are able to interact with
STAT1 [45]. These PIAS-STAT interactions negatively regulate
the activity of the specific STAT(s) in the complex. It seems
that the SUMO E3 ligase activity of STAT is not implicated in
the regulation of STAT. It has been proposed that PIAS1 and
PIAS3 function by blocking the DNA binding activity of STAT1
and STAT3 respectively [46,47]. In contrast PIASx and PIASy
repress the transcriptional activity of STAT1 and STAT4 by
recruiting corepressor molecules such as histone deacetylases
(HDACs) [48,49]. Gene-targeting studies in mice have been
carried out to understand the physiological functions of PIAS
proteins in cytokine signaling. Pias1™~ mouse embryonic
fibroblasts showed an unexpected specificity in gene regula-
tion. After stimulation by IFN, the removal of PIAS1 results in
the increased expression of only some IFN-induced genes [50].
It has been shown that the differential effect of PIAS1 on the
binding of STAT1 to the promoters of STAT1 target genes
contributes to the observed PIAS1 specificity. PIAS1 has more
profound effects on genes containing weak STAT1-binding
sites than on genes containing a strong STAT1-binding site. In
contrast no alteration of IFN responsive genes was observed in
piasy™~ cells which can be the result of redundancy in PIAS
proteins [51].

Cells derived from patients with anaplastic lymphoma
kinase-positive T/null-cell lymphoma which express the
nucleophosmin (NPM)/ALK chimeric kinase as the result of
a translocation show continuous activation of STAT3 due to
the loss of PIAS3 (Table 1) [52]. Furthermore DNA microarray
analysis indicate that piasy is active in normal hematopoietic
stem cells (HSC) or pluripotent stem cells in the indolent stage
of myelodysplastic syndrome (MDS), but that the expression of
the gene is suppressed in the cells on transition to the
advanced stage of MDS (Table 1) [53]. This indicates that the
loss of piasy may therefore contribute directly to the growth of
MDS blasts and stage progression.

2.2. Inducible suppressors: suppressors of cytokine
signaling (SOCS) proteins

In addition to the constitutive negative regulators of cytokine
signaling, the inducible SH2 containing proteins belonging
to the SOCS family have been described. Cytokine-inducible
SH2 containing protein (CIS) was the first member of the
family identified, as an immediate-early gene product
induced by IL-2, IL-3 and EPO [54]. CIS then 1%rads to
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phosphorylated Y401 of the EPO receptor, the binding site for
STATS, thereby suppressing STATS-mediated signaling [55].
Subsequently, three groups identified a protein similar to CIS,
termed Suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1), JAK-
Binding protein (JAB), and STAT-induced STAT Inhibitor-1
(SSI-1) [56-58]. SOCS proteins are a family of at least eight
members which bind through their SH2 domain to phospho-
tyrosine residues either in cytokine receptors (in the case of
SOCS-2, SOCS-3, and CIS) [54,59,60] or JAKs (in the case of
SOCS-1) [57]. They can suppress cytokine signaling either by
inhibiting the activity of JAKs, or by competition with STATs
for phosphorylated docking sites on the receptors, or by
targeting bound signaling proteins to the ubiquitin protea-
some pathway through the SOCS box, which is part of an E3
ubiquitin ligase [61]. Thus, the SOCS box may act as a bridge
between SOCS-SH2 interacting proteins and E3 ubiquitin
ligase, and regulate protein turnover by targeting proteins for
polyubiquitination and proteasome-mediated degradation.
SOCS-1 can ubiquitinate and regulate the half life of VAV [62],
of JAK [63-65], the IRS1 and IRS2 adaptor proteins [66]. It has
been observed that SOCS proteins also promote polyubiqui-
tination and degradation of Focal Adhesion Kinase (FAK) in a
SOCS box-dependent manner and inhibit FAK-dependent
signaling events [67].

The level of SOCS-1 seems to be tightly controlled at
different level. Transcription of socs-1 mRNA is rapidly
induced by many cytokines. The presence of GAS elements
in the proximal region of CIS, SOCS-1 or SOCS-3 promoters has
been described by several laboratories, the implication of the
activated STAT in their regulation has been shown upon EPO,
IFN and IL-4 stimulation [68-71].

It has been also reported that SOCS-1 protein stability is
tightly regulated. Stabilization of SOCS proteins by inhibitors
of the proteasome, suggests that cells may regulate SOCS-1
level through the proteasome pathway [72]. Association of
Elongin BC and the SOCS box has been suggested to alter the
stability of the SOCS-1 protein. A recent report indicates that
SOCS-11is found to colocalize and biochemically copurify with
the microtubule organizing complex (MTOC) and its asso-
ciated 20S proteasome. SOCS-1 may target JAK1, in a SH2
dependent manner, to a perinuclear location resembling the
MTOC-associated 20S proteasome, this observation was only
shown in the case of overexpression of the two proteins SOCS-
1 with JAK1 [73]. Phosphorylation by PIM kinases prolongs the
half-life of the SOCS-1 protein and potentiates the inhibitory
effect of SOCS-1 on JAK-STAT activation [74].

SOCS-1 may function as a tumour suppressor gene and its
down regulation may contribute to tumour progression [75].
Overexpression of SOCS-1 suppresses the growth of cells
transformed either by an oncogenic form of the KIT receptor
or by the TEL-JAK2 fusion protein, but implicates different
function of SOCS-1 proteins, since the presence of SH2
domain of SOCS-1 is required for the inhibition of TEL-JAK2,
whereas it is not required for the inhibition of KIT [76]. Direct
transcriptional repression of the socs-1 tumour suppressor
gene by proto-oncoproteins has been described either for the
transcriptional repressor GFI-1B [77] or the transcription
factor ETS-1 [71]. More recently it has been shown that the
hepatitis C virus (HCV) core protein down regulates the
expression of socs-1 gene, by interfering with the intracel-

lular signaling pathway, and may thus contribute to the
pathogenesis in HCV infection including hepatocarcinogen-
esis [78].

In the exploration of the mechanisms underlying the
down-regulation of socs-1 gene, it has been reported that the
silencing of the socs-1 gene by hypermethylation is associated
with the development of hepatocellular carcinoma [79-81].
Methylation of CpGislands in the region of tumour suppressor
genes induces a block to transcriptional initiation. The sites
responsible for silencing tumour suppressor genes generally
reside in the promoter (or 5 UTR) region. However some
exceptional observations have been reported, where these
sites are located in exons or introns [82]. In the case of the socs-
1 gene, hypermethylation occurs also inside the translated
exon?2. Subsequent studies found hypermethylation of socs-1
in different solid tumours [83-89] as well as in haematopoietic
diseases [90-97]. In most cases, the restoration of SOCS-1 in
cell lines suppressed cell growth. The inactivation of socs-1
gene by aberrant methylation leads, at least partially, to an
activation of effectors of JAK/STAT pathways [97]. The finding
that socs-1 is frequently silenced in malignancies, mainly as a
result of hypermethylation, reinforced the idea that socs-1 may
function as a tumour suppressor gene. The expression of socs-
3, which shows the highest homology to socs-1, has also been
reported to be invalidated by methylation in hepatocellular
carcinoma. The loss of socs-3 expression confers cell advan-
tage in growth and migration by enhancing JAK/STAT and FAK
signaling [98]. socs-3 methylation is also frequently observed in
head and neck squamous cell carcinoma [99] and as for all the
previous described examples it is associated with activation of
the JAK/STAT pathway and of expression of downstream
target genes.

Recently, amplification of the JAK2 gene and constitutive
phosphorylation of JAK2 in primary mediastinal large B-cell
lymphoma (MedB-1 cell line) has been described [100]. The
constitutive activation is not associated with an overexpres-
sion at the protein level, but is due to delayed protein
degradation. This is caused by a biallelic mutation of SOCS-
1 which abrogates SOCS box function of the protein [101]. Thus
the assumption is that mutated and loss of function of socs-1
might be the cause for sustained activation and low turnover
of JAK2. A large biallelic chromosomal deletion on 16p13.13
including the entire SOCS-1 gene was observed in Karpas
1106P, another primary mediastinal large B-cell lymphoma
cell line [102]. In addition the simultaneous loss of function by
gene methylation of shp-1 and socs-1 is observed in the
pathogenesis of myeloma [34].

Constitutive activation of JAK/STAT pathways or inactiva-
tion of negative regulators of JAK/STAT pathways is observed
in several myeloproliferative diseases. Although activation of
JAK/STAT pathways leads to enhanced expression of socs-1,
constitutive activation of JAK2 by either point mutation or by
fusion proteins exhibit transforming properties often linked
to STAT activation [5,75,103]. Escape from the SOCS-1
negative feedback could be due to the nature of the JAK2
fusion protein in which the JH1 conformation might be
different from the wild type JAK2. The connection between
aberrant activation of JAK/STAT pathways and silencing of
socs-1 is not demonstrated even though it is tempting to
speculate that the events leading to most 1agg'essive
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pathologies might implicate at the same time deregulation of
positive and negative regulators of JAK/STAT pathways.

3. Conclusion

Negative regulation of signal transduction is necessary for an
appropriate cellular and physiological response to cytokine
stimulation. Over the past few years, several different
mechanisms by which cytokine signaling is attenuated have
been identified. The discovery of oncogenic partner in this
signaling pathway, more especially in diverse hematologic
malignancies supports a prominent role of deregulated
pathways in the pathogenesis of diseases. The functional
relationship between JAK2 activation and SOCS-1 hyper-
methylation remains speculative, but they may collaborate
in pathogenesis.
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