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CONTEXTE SCIENTIFIQUE

͠

 Durant la tumorigenèse, les cellules modifient leur capacité à détecter puis à réparer les 

dommages de l’ADN ou encore à réguler la progression du cycle cellulaire et l’apoptose. En 

parallèle, ces cellules interviennent dans de nouveaux mécanismes tels que l’angiogenèse et la 

croissance invasive. L’étude du rôle des protéines STATs depuis deux décennies a permis de mettre 

en évidence que ces protéines contribuent à la tumorigenèse à travers leur implication dans la 

signalisation des facteurs de croissance, l’apoptose et l’angiogenèse. 

 Le but de ce travail a été d’étudier le rôle du facteur de transcription STAT3 dans des lignées 

tumorales colorectales en réponse à un traitement génotoxique mais également au cours du cycle 

cellulaire. Pour cela, il nous a semblé important de réaliser, dans un premier temps, une 

introduction générale portant sur la famille des facteurs de transcription STATs, et dans un 

deuxième temps d’aborder plus précisément les plus grands rôles de STAT3, mais sans pouvoir être 

exhaustif. 
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A la découverte des STATs
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I. Caractérisation du complexe ISGF-3

 Pour savoir comment les facteurs de transcription STATs ont été découverts, il faut faire un 

saut dans le temps d’environ 20 ans. Il avait déjà été établi que des peptides spécifiques étaient 

capables de se fixer à leurs récepteurs présents à la surface de la cellule pour entrainer la 

transcription d’un groupe de gènes spécifiques. Ces peptides étaient l’Interféron, l’EGF et le 

PDGF. L’équipe de J.E. Darnell a ensuite identifié, dans les cellules humaines, des gènes dont la 

transcription était dépendante d’une stimulation à l’Interféron de type I (IFNα ou IFNβ). Elle les a 

alors nommés les ISG (Interferon-Stimulated Genes). Ils ont remarqué qu’en réponse à l’IFN, 

l’activation transcriptionnelle de ces gènes passait par des protéines intermédiaires. En étudiant la 

séquence des promoteurs des ISGs en 5’ par la méthode « Dnase I Footprinting », ils ont identifié 

un élément commun, appelé ISRE (Interferon-Stimulated Response Element), présent sur 

beaucoup de promoteurs des ISGs (Levy et  al. 1988) correspondant à la séquence suivante : 

YAGTTTCAYTTTYCC (chaque Y correspond à une base pyrimidique). Cependant, cette équipe a 

observé que cette séquence ISRE différait parfois de quelques bases d’un gène à l’autre, et que ces 

petites différences pouvaient jouer un rôle important dans la régulation de l’expression de ces 

gènes. Ils se sont alors demandés si cette séquence consensus ne permettait pas la fixation de 

différents facteurs de transcription. Afin de déterminer ces protéines, la séquence consensus ISRE, 

et ses formes mutantes ont été utilisées comme sondes, dans des extraits nucléaires de cellules 

traitées à l’IFN. Au moins trois complexes ADN-protéine ont été identifiés par gel retard. Le 

premier complexe (nommé ISGF-1, Interferon-Stimulated Genes Factor-1), le plus rapide, est observé 

même dans les cellules non traitées, tandis que les deux autres complexes, ISGF-2 et ISGF-3, sont 

observés seulement dans les extraits traités à l’IFNα. Le facteur ISGF-3, le plus lent, était 

fortement corrélé avec l’induction de la transcription des gènes (Bandyopadhyay et al. 1990). Il avait 

été montré, en parallèle, que ISGF-3 était considéré comme un activateur transcriptionnel des ISGs 

et que sa liaison sur le promoteur survenait aussitôt après un traitement à l’IFN. Des mutations de 

la séquence ISRE, réalisées par mutagenèse dirigée, ont montré que la fixation de cette protéine 

ISGF-3 sur le promoteur des ISGs était corrélée à l’expression de ces gènes (Figure 1). Il a alors été 

mis en évidence que ISGF-3 était présent dans le cytoplasme, sous forme latente, dans des cellules 

non traitées. Néanmoins, à la suite d’une stimulation à l’IFNα, une succession d’étapes permettait 

l’activation de ISGF-3. Cette modification, non définie à cette époque, entrainait une association 

avec un second polypeptide, permettant la translocation nucléaire de ce facteur (Levy et al. 1989). 
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FIGURE 1|  Une stimulation de l’IFN de type I induit l’activation du facteur  ISGF-3. 
Celui-ci se fixe alors sur le promoteur de ses gènes cibles, les ISG, au niveau d’une séquence 
spécifique ISRE.

 

 Ces travaux ont donc montré que l’élément ISRE correspond à une séquence d’ADN 

reconnue par des protéines en réponse à une stimulation à l’IFNα et que ISGF-3 est considéré 

comme un facteur de transcription majeur dans l’activation des gènes en réponse à l’IFNα. Il avait 

été mis en évidence, en parallèle de ces recherches, que l’IFNγ était capable d’activer la 

transcription des gènes de réponse à l’IFNα, tout comme il pouvait inhiber la transcription des 

gènes répresseurs induits par l’IFNα. Il a alors été montré, dans les cellules HeLa, que ISGF-3 était 

le facteur de transcription majeur en réponse à l’IFNα, tandis que GAF (IFNγ Activation Factor) 

était le principal facteur de transcription, stimulé par l’IFNγ, capable de se fixer sur le promoteur 

de GBP (Guanylate-Binding  Protein). Par conséquent ces deux facteurs étaient considérés comme les 

deux principaux facteurs gouvernant la réponse transcriptionnelle des deux types d’IFN. Pour 

mieux comprendre la conséquence d’une interaction entre les deux IFN de type α et γ sur 

l’activation des facteurs de transcription, des études ont été menées sur l’effet de l’IFNα sur le 

facteur GAF. Il a été remarqué que l’IFNα induisait rapidement l’activation de facteurs de 

transcription se fixant à des sites d’activation de l’INFγ (nommé élément GAS, IFNγ Activation 

Site) et contenant des caractéristiques similaires à celles des facteurs GAF (Figure 2). Ces nouveaux 

facteurs, activés en réponse à l’IFNα ont donc été appelés AAF (IFNα Activating Factor). 
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FIGURE 2  |Les IFNα et γ activent respectivement les facteurs AAF et GAF. Ces deux 
facteurs se fixent alors sur leurs gènes cibles en reconnaissant les éléments GAS.

 L’utilisation de deux inhibiteurs de protéines kinases, H7 (inhibiteur de PKC, Protein Kinase 

C) et 2-aminopurine (inhibiteur de kinases dépendantes de l’ARN double brin), a permis de 

comprendre l’activation de AAF, GAF et ISGF-3. L’activation de ISGF-3 n’a pas été modifiée par 

ces deux inhibiteurs en réponse à l’IFNα, contrairement à GAF qui a été inhibé par les deux 

molécules et AAF qui a été bloqué seulement par 2-aminopurine. De cette manière, l’équipe de 

Darnell a montré que l’IFNα peut activer les facteurs de transcription par deux mécanismes 

distincts utilisant des kinases différentes, conduisant à l’activation soit de AAF soit de ISGF-3 

(Decker et al. 1991).

 A la suite de ces résultats, J.E. Darnell a souhaité étudier le facteur de transcription ISGF-3 

dans les cellules HeLa. Ce facteur a été purifié, ses composants protéiques ont été séparés puis 

analysés par séquencage. Ces travaux ont montré que ISGF-3 est constitué de quatre protéines de 

113, 84, 91 et 48 kDa. Il a été montré que les sous-unités de 113, 84 et 91 kDa sont régulièrement 

associées à la sous-unité de 48 kDa, capable de se lier à l’ADN, pour constituer l’ISGF-3 (Schindler 

et al. 1992). 

 En utilisant la staurosporine, inhibiteur des tyrosines kinases, ils ont observé une inhibition 

de la transcription dépendante de l’IFNα et un blocage de la formation de ISGF-3. Ils en ont 

déduit que la phosphorylation de la tyrosine était importante dans l’activation de ces protéines lors 

de la transcription médiée par l’IFNα. Ils ont ensuite remarqué que les sous-unités sont toutes les 

trois phosphorylées sur un résidu tyrosine immédiatement après une stimulation à l’IFNα. 

Cependant, la stimulation de l’IFNγ conduit à la phosphorylation de la protéine de 91 kDa 
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uniquement (Schindler et al. 1992). Il a donc été montré que la spécificité de réponse à l’IFNα ou à 

l’IFNγ résulte dans la différence de phosphorylation des résidus tyrosines des protéines de 113, 91 

et 84 kDa. De plus, la protéine de 91 kDa peut fonctionner comme activateur transcriptionnel dans 

deux voies différentes. Dans les cellules traitées à l’IFNα, elle appartient au complexe ISGF-3 qui 

se fixe à l’ADN au niveau de la séquence ISRE. En parallèle, dans les cellules traitées à l’IFNγ, la 

protéine de 91 kDa phosphorylée sur un résidu tyrosine se lie à l’ADN, mais sur une région 

différente, au niveau de l’élément GAS (Shuai et al. 1992). La Figure 3 est extraite de la publication 

de J.E. Darnell et résume la voie de transduction du signal et l’activation transcriptionnelle dans les 

cellules HeLa traitées à l’IFNα ou IFNγ. 

                       

FIGURE 3 |  Voie de transduction du signal et d’activation transcriptionnelle dans les 
cellules HeLa traitées à l’IFNα ou à l’IFNγ (Shuai, Schindler et al. 1992). 

  

II. Les protéines du complexe ISGF-3 deviennent les protéines STATs

 La phosphorylation de la tyrosine des protéines de 113, 91 et 84 kDa en réponse à une 

stimulation à l’IFNα, et la phosphorylation de la protéine de 91 kDa en réponse à l’IFNγ induit 

leur translocation dans le noyau où elles prennent part à l’activation de la transcription. J.E. Darnell 

a décidé de nommer ces protéines STAT signifiant transducteurs de signal et activateur de la 

transcription (Signal Transducer and Activator of  Transcription), étant donné leurs rôles importants dans 

ces mécanismes. 
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 Après la découverte de nouveaux membres de cette famille STAT en 1994, J.E. Darnell a 

suggéré de nommer ces protéines dans l’ordre de leur description (Zhong et  al. 1994). Alors, 

STAT1α et STAT1β ont remplacé les protéines de 91 kDa et de 84 kDa et la protéine de 113 kDa 

est devenue STAT2. Puis les protéines STAT3, STAT4 (Zhong, Wen  et al. 1994; Zhong et al. 1994), 

STAT5 (Gouilleux et al. 1994) et STAT6 (Hou et  al. 1994) ont ensuite été caractérisées par 

différentes équipes.

III.Conservation, localisation et structure des STATs
   

A.  Les STATs dans les organismes modèles

 Des protéines se rapprochant des facteurs de transcription STATs ont été retrouvées chez 

les nématodes Caenorhabditis elegans, les amibes Dictyostelium discoideum, la mouche Drosophila 

melanogaster, et le poisson zèbre Danio rerio. Cependant, Drosophila melanogaster et Danio rerio sont les 

seuls organismes modèles dans lesquels les facteurs de transcription STATs sont responsables de la 

transduction du signal à travers une voie classique de signalisation JAK/STAT (Hou et al. 2002). 

 

 Dans Dictyostelium discoideum, quatre protéines STAT ont été identifiées : Dd-STATa, b, c et 

d, mais seulement trois d’entre elles, Dd-STATa, DdSTATb et DdSTATc ont été étudiées dans le 

détail. Contrairement à la plupart des isoformes des STATs chez les mammifères, ces facteurs de 

transcription ne contiennent pas de domaine d’activation transcriptionnelle en C-terminal et 

fonctionnent comme des répresseurs de la transcription. DdSTATa est activée par l’AMPc via son 

récepteur, cAR1 (AMP receptor 1). La protéine phosphatase PTP1 diminue la phosphorylation du 

résidu tyrosine de Dd-STATa et inhibe alors le programme de développement contrôlé par la 

protéine. DdSTATb joue un rôle important dans la croissance de Dictyostelium. Ce facteur de 

transcription est retrouvé constitutivement dimérisé, localisé dans le noyau et actif. De plus, une 

mutation du site de phosphorylation de la tyrosine en phénylalanine ne diminue pas ses fonctions 

biologiques. DdSTATc, quant à lui, est activé lors de la différentiation ou lors d’un stress. Il a été 

rapporté que DdSTATc est activé par une tyrosine kinase dépendante de GMPc (Sun and Kim 

2011).   

 Les nématodes, comme Caenorhabditis elegans, contiennent un orthologue des STATs nommé 

STA-1 (Signal Transducer and transcriptional Activator) qui régule le développement larvaire de concert 

avec la voie du TGFβ. Malgré un domaine N-terminal différent des STATs retrouvés chez les 

mammifères, STA-1 conserve les principales caractéristiques structurales et biochimiques comme 
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les sites spécifiques de phosphorylation sur le résidu  tyrosine, la translocation nucléaire et la liaison 

à l’ADN sur des sites spécifiques. Des études ont suggéré que STA-1 était principalement exprimé 

dans le pharynx, l’intestin, les muscles et les cellules neuronales tout au long de la vie du nématode. 

Cependant, l’utilisation d’animaux déficients en STA-1 a démontré que ce facteur de transcription 

n’est pas indispensable à la viabilité des nématodes (Wang and Levy 2006). 

 

 Chez le poisson zèbre, plusieurs gènes STATs ont été identifiés : STAT1, STAT3 et STAT5. 

Contrairement aux mammifères, un seul homologue de STAT5 a été trouvé dans les espèces autres 

que les mammifères comme le poulet, le xénope et deux poissons téléostes. Cependant, de manière 

surprenante, il a été montré que le poisson zèbre, Danio rerio, possédait deux homologues distincts 

de STAT5 nommés STAT5.1 et STAT5.2. L’analyse génomique de ces deux copies a révélé que 

STAT5.1 et STAT5.2 sont localisés sur deux chromosomes différents (Lewis and Ward 2004). La 

plupart des domaines fonctionnels caractérisés ont été conservés entre les STATs du poisson zèbre 

et des mammifères, incluant le domaine d’oligomérisation en N-terminal, le domaine de liaison à 

l’ADN, le domaine SH2 ainsi que les sites de phosphorylation de la tyrosine et de la sérine (Oates et 

al. 1999). Par comparaison, STAT1 a un plus fort taux de changement au cours de l’évolution par 

rapport à STAT3. Néanmoins, le facteur STAT1 du poisson zèbre est capable de restaurer la 

signalisation de l’interféron dans des lignées cellulaires humaines déficientes en STAT1, indiquant 

que le mécanisme de signalisation des cytokines est conservé entre les tétrapodes et les mammifères 

(Oates et al. 1999). 

 

 L’organisme modèle le plus utilisé pour l’étude des facteurs de transcription de la famille des 

STATs est la drosophile, Drosophila melanogaster. STAT92E est le seul facteur de transcription de la 

famille STAT décrit. Au niveau de sa structure, il se rapproche le plus du STAT5 des mammifères 

avec 37% d’identité (Arbouzova and Zeidler 2006). De la même manière que les STATs des 

mammifères, STAT92E est constitué d’un site de phosphorylation sur la tyrosine 711 lui 

permettant de se fixer à l’ADN au niveau  de séquences spécifiques et similaires aux STATs des 

mammifères. Compte tenu de ce degré de conservation inter-espèces, l’exploitation de ces qualités 

génétiques représente une approche particulièrement intéressante. En effet, la redondance des 

composants de la voie JAK/STAT existe à chaque niveau de la cascade de signalisation. Par contre 

la voie de STAT92E est une version plus simple par rapport aux mammifères. Seulement trois 

cytokines de type IL-6, Udp (Unpaired), Udp2 et Udp3, activent un récepteur de type gp130 nommé 

Dome (Domeless). Cette liaison conduit à l’activation de la seule kinase JAK Hop et du seul facteur 

de transcription STAT STAT92E. STAT92E activé régule l’expression de ses gènes cibles comme 

SOCS36E qui code pour un régulateur négatif de cette voie. Cette voie de signalisation de 
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STAT92E est impliquée dans différents aspects du développement de la drosophile comme le 

développement de l’embryon et des yeux mais également l'hématopoïèse larvaire. Une activation 

constitutive de cette voie conduit à un élargissement des yeux de 2 à 3 fois plus important par 

rapport à une voie de signalisation normale de STAT92E (Tsai and Sun 2004). De la même 

manière, une perte des gènes suppresseur de tumeur tsg-101 et vps25 conduit à une activation 

constitutive et excessive de la voie JAK/STAT et une croissance anormale et plus importante des 

yeux. Néanmoins, ce phénotype disparait par suppression d’une copie de STAT92E. Par contre une 

perte totale de STAT92E durant le développement des yeux conduit à une ablation des yeux et une 

mort de l’animal avant l’âge adulte. 

 Même si les séquences sont similaires avec les STATs des mammifères, les caractéristiques 

fonctionnelles des différents domaines de STAT92E sont encore peu comprises et étudiées. 

Cependant, une étude a récemment été réalisée sur les rôles des domaines N- et C-terminal de 

STAT92E. Cette équipe a montré que l’acide aminé Tyr711 est indispensable pour son activité 

transcriptionnelle. En effet, la substitution de la Tyr711 en Phe abolit la capacité de STAT92E à se 

lier à l’ADN. En parallèle, ils ont remarqué que le résidu Arg442 était également nécessaire à la 

liaison à l’ADN de STAT92E et qu’il pourrait être un élément de reconnaissance pour la séquence 

TTCnnnGAA lié par le facteur de transcription. Le résidu  Arg442 est conservé au  cours de 

l’évolution, il est retrouvé dans le STAT de C. elegans, STA-1, et dans la majorité des STATs des 

mammifères, STAT2, 3, 5a, 5b et 6. Ils ont alors suggéré que le résidu Arg442 pourrait être 

nécessaire à la fonction de facteur de transcription des protéines STATs (Ekas et al. 2010).  

B. Localisation chromosomique des STATs chez les mammifères

 Sept membres de la famille STAT ont été décrits dans les cellules de mammifères au cours 

des années 1990, STAT1-4, STAT5A, STAT5B et STAT6. Les gènes codant pour ces protéines  

sont localisés sur trois chromosomes différents : Chez la souris, STAT1 et STAT4 sont présents sur 

le chromosome 1, STAT2 et STAT6 sont retrouvés sur le chromosome 10, tandis que STAT3 et les 

deux formes de STAT5 sont tous les trois situés sur le chromosome 11 (Copeland  et  al. 1995). Chez 

l’homme, la répartition des STATs sur les chromosomes reste la même, cependant les 

chromosomes sont différents : STAT1 et STAT4 sont retrouvés dans la troisième région du bras 

long du chromosome 2, STAT2 et STAT6 sont présents dans la première région du bras long du 

chromosome 12, alors que STAT3 et STAT5 sont localisés sur le bras long du chromosome 17 

mais au niveau de régions différentes : respectivement, deuxième et première région (Figure 4).
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FIGURE 4| Les membres de la famille des facteurs de transcription STATs sont 
localisés sur trois chromosomes différents.  La localisation des STATs est différentes chez la 
souris (mus musculus) et chez l’homme (homo sapiens).

C. Structure et domaines fonctionnels des STATs

 Comme expliqué précédemment, au cours de l’évolution, les protéines STATs ont 

conservées leurs différents domaines. Des fonctions liées soit à la transduction du signal soit à la 

régulation des gènes ont été assignées à la plupart des protéines STATs. Ces fonctions communes 

sont dues aux similarités de séquences retrouvées chez les différents membres de la famille STAT, 

comme le site de phosphorylation de la tyrosine nécessaire à l’activation et à la dimérisation, le 

domaine de liaison des résidus phospho-tyrosine (domaine SH2) nécessaire à la dimérisation, le 

domaine de liaison à l’ADN spécifique d’une séquence et enfin le domaine de transactivation C-

terminal (Figure 5).
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FIGURE 5| Les protéines de la famille STAT. Les sept membres de la famille STAT 
présentent des similitudes dans leurs structures protéiques. Le domaine amino-terminal 
(N-term) permet l’interaction entre deux dimères de STAT pour former un tétramère. Le 
domaine Coiled-Coil est impliqué dans l’interaction avec des protéines régulatrices ou d’autres 
facteurs de transcription. Le domaine de liaison à l’ADN se fixe directement sur les promoteurs 
de gènes au niveau des sites de fixation de STAT reconnaissant une séquence consensus TT
(N4-6)AA. La formation de dimères s’effectue par la reconnaissance par le domaine SH2 (Src 
Homology 2) d’une protéine STAT d’un résidu tyrosine phosphorylé d’une autre protéine 
STAT. Cette formation de dimères permet la liaison des STATs à l’ADN. Le domaine de 
transactivation est  impliqué dans l’activation transcriptionnelle des gènes cibles des STATs via 
l’interaction avec d’autres protéines comme les histones acétyltransférases. Enfin le domaine 
carboxy-terminal (C) contient  un site de phosphorylation sur un résidu sérine qui améliore 
l’activité transcriptionnelle de certaines protéines STAT.

1. Le domaine Coiled-coil

 Le domaine coiled-coil est constitué de quatre hélices α. Il correspond à un domaine 

d’interaction avec d’autres protéines comme IRF-9/p48 pour STAT1 (Horvath et al. 1996). 

Plusieurs protéines, avec différents rôles, ont été montrées interagissant avec STAT3 au niveau de 

son domaine coiled-coil, en utilisant un criblage de double hybride réalisé chez la levure. Il a été 

montré que l’interaction avec c-Jun permet l’activation de la transcription du gène α2-

macroglobuline (Zhang et al. 1999), tandis que la protéine StIP1, STAT3 Interacting  Protein 1, sert de 

lien entre STAT3 et JAKs. Une fois phosphorylé par les kinases JAKs, STAT3 se dissocie du 

complexe afin de se transloquer dans le noyau (Collum  et al. 2000). Contrairement aux deux autres 

partenaires de STAT3, GRIM-19 a été identifié comme une protéine interagissant spécifiquement 

avec le facteur de transcription pour réguler négativement son expression (Lufei et  al. 2003). Enfin, 

en utilisant la même technique, il a été montré que STAT5a et STAT5b peuvent interagir avec 

SMRT via le domaine coiled-coil afin de réprimer la transcription médiée par STAT5. SMRT est un 

corepresseur qui interagit avec des récepteurs nucléaires comme le récepteur de l’acide rétinoïque et 

le récepteur d’hormones thyroïdiennes. Ces résultats ont suggérés que SMRT module les fonctions 
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de STAT5 indépendamment de coactivateurs qui interagissent avec le domaine de transactivation. 

Le groupe de Ihle a alors proposé un nouveau concept expliquant que STAT5 peut être régulé par 

une balance de co-activateurs et de co-répresseurs (Nakajima et al. 2001).

2.  Le domaine de liaison à l’ADN et la séquence reconnue par les STATs

 Avant de détailler le domaine de liaison à l’ADN, il est important de comprendre comment 

les facteurs de transcription STATs sont capables de reconnaitre et de fixer les séquences consensus 

des promoteurs de leurs gènes cibles. Comme il a été expliqué ci-dessus dans la partie 

caractérisation du complexe ISGF-3 , les facteurs de transcription activés par l’IFNγ se lient à des 

séquences d’ADN spécifiques, les éléments GAS. Par la suite il a été montré que les différents 

facteurs STATs, étaient capables de se fixer sur des éléments d’ADN similaires, nommés SBE 

(STAT Binding  Elements). Ces observations ont alors soulevé la question de savoir comment a lieu la 

spécificité de la liaison à l’ADN de différents gènes. Pour cela, l’équipe de J. Rosen, en collaboration 

avec J.E. Darnell, s’est intéressée à ces séquences SBE qui déterminent la spécificité 

transcriptionnelle des facteurs de transcription STATs (Seidel et al. 1995). Dans un premier temps, 

sachant que de nombreuses cytokines activaient différents gènes par l’intermédiaire des STATs, ils 

ont analysé les éléments GAS de ces différents gènes. Ils ont remarqué que les séquences SBE 

varient considérablement, néanmoins, une seule marque est fortement conservée et composée de la 

séquence TT séparée de son homologue en forme de palindrome, AA, par un coeur de 4 à 6 pb  

qui diffère d’un gène à l’autre : TT-(N4-6)-AA. Ils ont alors voulu tester le milieu de cette séquence 

SBE dans la sélection des cytokines. Pour cela, ils ont conçu différentes séquences d’ADN 

contenant des motifs fixes (TT-AA) séparés par un nombre défini de paires de base, 4, 5 ou 6 pb. 

La capacité de ces éléments à se lier à des complexes STAT activés par différentes cytokines a été 

testée par gel retard. Ils ont alors montré qu’en fonction des cytokines, les STATs se fixent sur des 

séquences avec un coeur de 4, 5 ou 6 pb, mais les extrémités TT-AA restent toujours les mêmes. 

Par conséquent, la spécificité de la transcription dirigée par les STATs, en réponse à différentes 

cytokines, dépend en partie de l’espace et de la séquence au coeur d’un élément de réponse 

conservé. 

 Les séquences consensus sont donc reconnues et fixées par les STATs permettant la 

régulation de leurs gènes cibles. Pour la reconnaissance de cet élément SBE, les STATs contiennent 

un domaine de liaison à l’ADN. Il s’agit d’un domaine localisé dans le centre de la protéine, 

approximativement entre les résidus 350 et 500. La séquence du domaine de liaison à l’ADN de 

chaque membre de la famille STAT a été clonée puis comparée par informatique. Cet alignement a 

permis de montrer deux séquences consensus retrouvées dans les 7 membres : la séquence VTEEL 
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et la séquence SLPVVVISN.  Ces deux séquences sont présentées dans la figure 6 après avoir 

effectué un alignement de séquences à partir des 7 STATs. 

FIGURE 6| Alignement de séquences des membres de la famille STAT. Une partie de la 
séquence du domaine de liaison à l’ADN est alignée par rapport aux sept membres de la famille 
STAT (Constraint-based Multiple Alignment Tool, NCBI)

 Horvath et al  ont alors voulu savoir si ces deux séquences consensus étaient essentielles à la 

fixation des facteurs STATs sur le promoteur (Horvath  et  al. 1995). Pour cela, ils ont réalisé deux 

mutations dans les régions conservées de STAT3 entre -400 et -500. La séquence VTEEL a été 

changée en VTAAL (substitution EE→AA), tandis que la séquence SLPVVVISN est mutée en 

SLPAAAISN (substitution de VVV→AAA). Chaque protéine mutante a ensuite été transfectée 

dans les cellules COS-1 (cellules dans lesquelles STAT3 est faiblement exprimé). Après une 

activation à l’EGF, par gel retard, ils ont observé qu’aucun des deux mutants de STAT3 n’est 

capable de se lier à l’ADN. Ils ont ensuite voulu vérifier si ces substitutions bloquent l’activation du 

facteur de transcription ou sa dimérisation. En réalisant un western blot avec un anticorps dirigé 

contre la phosphorylation de la tyrosine de STAT3, ils ont observé que les mutants ne changent pas 

l’activation du facteur de transcription. En parallèle, avant leurs transfections dans les cellules 

COS-1 stimulées à l’EGF, les mutants sont étiquetés avec un FLAG afin de les distinguer des 

STAT3 endogènes. Etant donné que STAT1 forme un hétérodimère avec STAT3, ils ont ensuite 

coimmunoprécipité les mutants à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’étiquette FLAG puis réalisé 

un western blot dirigé contre STAT1. Ils ont alors observé que le taux d’expression de STAT1 n’est 

pas modifié lorsque les cellules sont transfectées avec les mutants. De cette manière, l’équipe de 

Darnell a mis en évidence que la séquence conservée du domaine de liaison à l’ADN est nécessaire 

à la liaison du facteur de transcription sur le promoteur de ses gènes cibles sans intervenir dans 

l’activation des STATs ni dans la dimérisation. 

3.  Le domaine SH2

 Le domaine le plus conservé est le domaine de liaison des résidus phospho-tyrosines ou 

domaine SH2 (Src Homology Domain). L’utilisation de mutations d’acides aminés au niveau du 

domaine SH2 des protéines c-src ou de Abl a permis de mettre en évidence qu’il est nécessaire à la 

fixation du résidu phospho-tyrosine. En effet une mutation du résidu Arginine en lysine, résidu qui 
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reconnait la phospho-tyrosine, diminue la capacité du domaine SH2 à lier les résidus phospho-

tyrosines (Mayer et al. 1992; Waksman et  al. 1992). Les principales études concernant ce domaine 

ont été réalisées en réponse à l’IFN-γ impliquant STAT1. Il a été montré que le domaine SH2 de 

STAT1 jouait un rôle central dans la reconnaissance du récepteur, plusieurs équipes ont observé 

une interaction entre le domaine SH2 de STAT1 et le résidu tyrosine 440 du récepteur à l’IFN-γ 

(Greenlund  et al. 1995; Heim  et  al. 1995). En parallèle, ce domaine a été impliqué dans le processus 

de dimérisation. En effet l’ajout d’un phospho-peptide représentant le domaine d’activation de 

STAT1 ou l’ajout d’une protéine de fusion à STAT1 étiquetée GST-SH2 perturbe l’homodimère de 

STAT1 (Shuai et  al. 1993). Puis il a été mis en évidence que le domaine SH2 des STATs pouvait 

avoir plusieurs fonctions : après sa liaison au motif tyrosine du récepteur, le domaine SH2 change 

de cible pour se lier au résidu tyrosine de la kinase elle-même. La kinase phosphoryle alors STAT 

sur son résidu tyrosine favorisant la formation d’un homodimère plus stable (Gupta et al. 1996). 

Ce domaine SH2 peut jouer trois rôles importants. Il est crucial pour le recrutement des STATs. Il 

est requis pour l’interaction avec les kinases JAKs qui phosphorylent les STATs (Heim, Kerr et al. 

1995). Enfin, le domaine SH2 est indispensable à la dimérisation des STATs, cette association 

permet par la suite la liaison à l’ADN du facteur de transcription (Ihle 1996).  

4.  Le domaine de transactivation (TAD)

 Le domaine TAD est localisé à l'extrémité C-terminale de tous les membres de la famille 

STAT. Ces protéines, à l’exception de STAT2 et STAT6, utilisent la phosphorylation de la sérine 

dans le domaine de transactivation pour réguler leurs fonctions transcriptionnelles. La première 

étude portant sur cette phosphorylation a été réalisée sur STAT1 en réponse à l’IFNγ. L’utilisation 

de l’inhibiteur des sérine-thréonine kinases, H7, avait permis de mettre en évidence une diminution 

de l’activité transcriptionnelle des STATs en réponse à l’IFN-γ (Schindler, Shuai et  al. 1992). Puis 

l’équipe de JE. Darnell a observé que le résidu sérine 727 de STAT1 est phosphorylé en réponse à 

une stimulation de l’IFN-γ ou au  PDGF. La protéine STAT mutée de ce résidu sérine est 

normalement phosphorylé sur son résidu tyrosine, dimérisé et se lie à l’ADN. Cependant, les 

cellules contenant le mutant sérine 727 présentent une activité transcriptionnelle diminuée de 80% 

en réponse à l’IFN-γ (Wen et al. 1995). Ce résidu est hautement conservé dans STAT1, STAT3 et 

STAT4 avec le motif Leu-Pro-Met-Ser-Pro localisé au centre du TAD. STAT5a et STAT5b 

présentent le motif Pro-Ser-Pro à une position similaire. Il y a eu plusieurs spéculations quant à la 

kinase responsable de la phosphorylation de la sérine et plusieurs candidats comme p38, ERK et 

JNK ont été envisagés (Horvath 2000). 
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 Le site de phosphorylation de la sérine n’est pas indispensable au domaine de 

transactivation des STATs. En effet, comme le montre la figure 5, STAT2 et STAT6 sont 

dépourvus de ce résidu phosphosérine, néanmoins, ces deux facteurs de transcription présentent 

une activité de transactivation qui est corrélée avec la capacité de se lier à un coactivateur 

transcriptionnel, tels que p300/CBP ou SRC (Bhattacharya et al. 1996; Gingras et al. 1999). 

IV. Voie de signalisation des STATs 

A. Mécanisme d’activation des STATs

 Les facteurs de transcription STATs sont activés par une multitude de cytokines comme les 

interférons et les interleukines mais également les facteurs de croissance et les hormones 

(Bromberg 2001). Cette activation est effectuée par l’intermédiaire de tyrosine kinases telles que les 

JAKs (Janus Kinase), associées avec les récepteurs des cytokines et les récepteurs couplés aux 

protéines G, ou directement par d’autres tyrosine kinases : Src et Abl. Des récepteurs à tyrosine 

kinases peuvent également être responsables de l’activation des STATs, comme l’EGFR (Epidermal 

Growth Factor Receptor) et le PDGFR (Platelet  Derived Growth Factor Receptor). La voie de signalisation 

conduisant à l’activation des STATs la mieux décrite est celle passant par les kinases JAK et est 

nommée la voie JAK/STAT. Les récepteurs des cytokines (par exemple IL-6R et IFNγR) sont 

associés de manière constitutive aux JAKs, présents dans la portion intracytoplasmique du 

récepteur. La liaison du ligand induit la dimérisation du récepteur et l’activation des JAKs qui 

phosphorylent en trans les résidus tyrosines du récepteur. Ces résidus phospho-tyrosines (p-Tyr) 

créent un point d’ancrage pour les STATs latents cytoplasmiques grâce à leurs domaines SH2. Une 

fois liés aux récepteurs, les STATs sont phosphorylés par les JAKs sur un résidu tyrosine 

spécifique. L’homo ou hétérodimérisation des STATs s’effectue par la liaison réciproque du résidu 

p-Tyr d’un monomère STAT avec le domaine SH2 du second monomère STAT (par exemple, en 

réponse à l’IFNα/β, STAT1 forme un hétérodimère avec STAT2 ou STAT3 (Stancato et  al. 1996)). 

Ces dimères de STATs sont libérés du  récepteurs puis transloqués dans le noyau, via leurs 

associations avec des importines. Les facteurs de transcriptions STATs se fixent alors sur des 

séquences spécifiques de l’ADN (TT-N4-6-AA)et activent les gènes de réponses aux cytokines 

(Figure 7). 
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FIGURE 7 |  Les protéines STATs peuvent être activées par quatre voies différentes : les 
tyrosines kinases en orange, l’activation des kinases JAKs en réponse aux cytokines en bleu, les 
récepteurs à tyrosine kinase en rose et l’activation des JAKs via des protéines G. La 
phosphorylation du résidu tyrosine des STATs permet leur dimérisation, leur translocation 
nucléaire et la liaison à l’ADN. Sur la partie de droite, pour chaque STAT de mammifères, sont 
listés les cytokines, les facteurs de croissance, les kinases et les ligands qui conduisent à 
l’activation des STATs. Chaque couleur correspond aux quatre mécanismes (Bromberg 2001).

B. Mécanismes de régulation des STATs

1. L’import/export des STATs

 L’activation des STATs est un mécanisme rapide avec une accumulation maximale de 

STAT1 phosphorylé dans le noyau d’environ 30 minutes, représentant entre 20 et 25% de la forme 

totale, puis STAT1 est rapidement déphosphorylé avec une demi-vie de phosphorylation inférieure 

à 15 minutes (Haspel et  al. 1996). En réponse aux cytokines, l’importation nucléaire des STATs 

implique la liaison de l’importine α, puis après l’inactivation des STATs, l’exportation nucléaire a 

besoin du complexe CRM1(Chromosome Region Maintenance 1) / Exportin1 (Meyer and Vinkemeier 

2004). La navette nucléocytoplasmique de STAT3 a été mis en évidence par la technique de FLAP 

(Fluorescence Localization After Photobleaching). Il a été montré que ce processus est dynamique et que 

STAT3 non phosphorylé fait continuellement la navette entre le cytosol et le noyau, dans des 

cellules non stimulées. Cette navette constitutive ne dépend pas de la phosphorylation du résidu 
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tyrosine 705 parce qu’un mutant Y705F navigue de la même manière que STAT3 non muté. Des 

expériences de délétion de séquences ont révélées que la moitié N-terminale (1-320) de STAT3 était 

essentielle à cette navette (Pranada et al. 2004).

2. L’inactivation des STATs

 Dans les cellules normales, l’activation des STATs en réponse à un ligand est un processus 

transitoire. L’inactivation est effectuée par des régulateurs négatifs des STATs appartenant à la 

famille des protéines CIS/SOCS/JAB/SSI (CIS : Cytokine Inducible SH2 domain containing protein ; 

SOCS : Suppressor Of Cytokine Signaling ; JAB : JAK Binding  protein  ; SSI : STAT-induced STAT-

inhibitor ). Cette famille compte huit membres comprenant SOCS-1/JAB/SSI-1, SOCS-2, SOCS-3, 

SOCS-4, SOCS-5, SOCS-6, SOCS-7 et CIS. Leurs expressions sont induites par les ligands et ils 

inhibent les facteurs STATs en bloquant l’activité kinase des JAKs. SOCS-1 et SOCS-3 bloquent la 

signalisation des STATs en inhibant directement l’activité enzymatique de JAK. Bien que SOCS-1 

interagisse essentiellement avec le résidu p-Tyr localisé dans la boucle catalytique de JAK (résidu 

Y1007 de JAK2), il a été montré que SOCS-1 pouvait également interagir avec les sous-unités des 

récepteurs IFNα1R et IFNγ1R indépendamment de JAK1. Le domaine SH2 de SOCS-3 peut aussi 

interagir avec la tyrosine 1007 de JAK2 mais avec une plus faible affinité (Croker et al. 2008). Un 

autre mécanisme, conduisant à l’inhibition des STATs, repose sur une compétition établie entre CIS 

et les STATs pour le même site d’ancrage sur les récepteurs phosphorylés. 

 

 En plus de la régulation négative des JAKs conduisant à l’inactivation des STATs, les 

dimères de STATs ont besoin d’être inhibés pour éteindre le signal dans le noyau. Cette inactivation 

peut être réalisée par déphosphorylation grâce à des phosphatases ou bien par dégradation 

protéolytique (Starr and Hilton 1999). SHP-2 (SH2- domain containing PTP-2) et la protéine nucléaire 

Tc-PTP (T-cell Protein Tyrosine Phosphatase) nommée aussi TC45, sont deux phosphatases décrites 

pour déphosphoryler et inactiver les facteurs de transcription STAT (You et al. 1999; Shields et  al. 

2008).   

 Les PIAS (Protein  Inhibitor of  Activated STAT) sont des régulateurs négatifs identifiés grâce à 

un criblage de double hybride. PIAS1 a été identifié comme un partenaire spécifique de STAT1 

tandis que PIAS3 a été décrit comme étant un partenaire de STAT3 (Chung et  al. 1997). Ces 

inhibiteurs bloquent le dimère de STAT empêchant ainsi la liaison à l’ADN du facteur de 

transcription.  
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 Les trois principales voies d’inactivation des facteurs de transcription de la famille STAT 

sont représentées dans la figure 8.

 

FIGURE 8 | Trois mécanismes conduisant à l’inactivation des facteurs de transcription 
STATs. Les phosphatases SHP (SH2 protein tyrosine phosphatases)déphosphorylent les JAKs. 
SOCS (Suppressor Of Cytokines Signaling) inhibe l’activité des JAKs. Les PIAS (Protein Inhibitors of 
activated STATs) inhibent la liaison à l’ADN des dimères de STAT (Bromberg 2001).

3. L’ubiquitination

 Il s’agit d’un mécanisme qui cible les protéines pour la dégradation via la voie du 

protéasome. Pour cela, le système ubiquitine-proétasome requiert trois enzymes : l’enzyme E1 

(Ubiquitin-activating  enzyme) pour activer l’ubiquitine et l’enzyme E2 (Ubiquitin-conjugating  enzyme) 

coopère avec l’enzyme E3 (Ubiquitin protein ligase) qui catalysent le transfert de l’ubiquitine sur les 

groupements amine des résidus lysine de la protéine substrat grâce à ses deux domaines catalytique, 

un domaine HECT et un doigt RING.  La protéine substrat étant ubiquitinylée, elle est alors 

reconnue par le protéasome pour être dégradée (Pickart 2001).  

 L’ubiquitination des facteurs de transcription STATs a d’abord été décrit sur STAT1 en 

réponse à l’IFN-γ. L’équipe de Maniatis a souhaité étudié la régulation négative de STAT1 puisqu’il 

avait été observé que la phosphorylation de STAT1, en réponse à l’IFN-γ, était un événement très 

court et que la protéine n’était rapidement plus détectable. Ils se sont alors intéressés à l’éventuelle 

dégradation de STAT1 par une protéolyse dépendante de l’ubiquitine. En utilisant un inhibiteur du 

protéasome, MG132, avant une stimulation à l’IFN-γ, ils ont remarqué dans un premier temps que 
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la liaison et la stabilité de STAT1 sur les éléments GAS était augmentée puis que STAT1 était 

préférentiellement dégradé par la protéasome lorsqu’il est phosphorylé sur son résidu tyrosine 701. 

Enfin la transfection des mutants Y701F-S727A a montré que l’ubiquitination de la protéine est 

réduite en absence de phosphorylation de STAT1 (Kim and Maniatis 1996).

 Quelques années plus tard, l’équipe de Ihle J. a mis en évidence que des inhibiteurs du 

protéasome, tels que le MG132 et la lactacystine, augmentent la stabilité de la forme phosphorylée 

sur le résidu tyrosine des facteurs de transcription STAT4, STAT5 et STAT6. Cependant, ils ont 

observé que l’effet était moins important sur les facteurs STAT1, STAT2 et STAT3. En comparant 

le domaine C-terminal de STAT1 et de STAT5, ils ont identifié, dans le domaine C-terminal de 

STAT5, une région contenant une hélice α amphipathique. Différentes délétions de cette région 

leur ont permis d’affirmer qu’elle était nécessaire à l’activité transcriptionnelle de STAT5 mais 

également à la dégradation par le protéasome via le résidu phosphotyrosine (Wang et al. 2000).

 Malgré ces études montrant que les facteurs de transcription peuvent être dégradés par la 

protéasome, peu de travaux ont mis en évidence les protéines E3 ligases impliquées dans ce 

processus. En 2005, Tanaka et al a trouvé que l’ubiquitine E3 ligase SLIM était impliquée dans la 

dégradation de STAT4. Cette ligase est une protéine nucléaire qui interagit spécifiquement avec 

STAT4 phosphorylé sur son résidu  693 car le mutant Y693F de STAT4 empêche sa liaison avec 

SLIM dans le noyau. Cette E3 ligase est alors capable d’ubiquitinylée STAT4 afin de favoriser sa 

dégradation par le protéasome. Cependant, ils ont également observé que SLIM était également  

d’inhiber la phosphorylation de la tyrosine 693 de STAT4 sans induire sa dégradation. Ils suggèrent 

alors deux mécanismes : SLIM peut induire la dégradation de STAT4 à travers l’ubiquitination et la 

dégradation dépendante du protéasome. Mais il peut aussi empêcher la phosphorylation de la 

tyrosine de STAT4 par une voie indépendante du protéasome soit en jouant le rôle de protéine 

adaptatrice pour recruter les phosphatases soit l’ubiquitination induit un changement 

conformationnel ouvrant un accès aux tyrosine phosphatases (Tanaka et al. 2005). 

 

4. La sumoylation

 La protéine de modification SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier) a été identifiée comme 

une modification post-traductionnelle des protéines il y a une décennie. Comme l’ubiquitination, la 

sumoylation résulte dans la formation d’un pont formé d’un isopeptide entre le résidu glycine C-

terminal de la protéine “donneur” et le groupement amine du résidu lysine de la protéine 

“accepteur”. Cette modification requiert également une cascade enzymatique constituée de trois 

enzymes E1-3. Cette dernière enzyme E3 est une ligase essentielle au processus de sumoylation qui 

reconnait le motif SP-RING, par conséquent ces E3 ligases sont également nommées SP-RING 
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ligases (Geiss-Friedlander and Melchior 2007). Chez l’homme, quatre membres appartiennent à 

cette famille et sont nommés SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3 et SUMO-4. Les protéines SUMO1 à 3 

semblent être ubiquitaires tandis que SUMO-4 est exprimée principalement dans le foie, la rate et 

les ganglions lymphatiques. Jusqu’à aujourd’hui, seule la protéine STAT1 a été montré être 

sumoylée. 

 En 2003, deux groupes indépendants ont montré été les premiers à montrer que STAT1 

était sumoylée par les protéines PIAS qui agissent comme des E3 ligases pour la modification 

SUMO-1 (Rogers et al. 2003; Ungureanu et  al. 2003). Cette modification apparait in vitro et in vivo 

uniquement sur le résidu lysine 703. Les membres de la famille PIAS, plus précisément PIASxα, 

stimulent la sumoylation de STAT1 en réponse à l’IFN-γ. Il a été montré qu’une mutation du 

résidu lysine 703 en arginine provoque une augmentation de l’activation de STAT1, médiée par 

l’IFN-γ. Par conséquent, ces travaux ont montré le rôle négatif de la modification SUMO sur 

STAT1. 

 Puis l’équipe de Silvennoinen O. s’est intéressée au rôle de la phosphorylation du résidu 

sérine 727 de STAT1 dans la sumoylation (Vanhatupa et  al. 2008). Il ont observé que l’activation 

des voies de p38MAPK, MKK6 (MAPK kinase-6) ou un stress osmotique conduisent à la 

sumoylation de STAT1. De plus, cet effet est également observé après une activation de la voie 

ERK1/2 par Raf-1. Le point commun de ces différentes voies est la phosphorylation de STAT1 sur 

son résidu sérine 727. Une mutation inhibitrice S727A abolit la sumoylation induite par p38MAPK. 

En revanche les mutations phosphomimétiques S727E et S727D améliore la sumoylation basale de 

STAT1 et l’interaction entre PIAS1 et STAT1. Ces travaux ont permis de montrer que la 

phosphorylation de la sérine 727 de STAT1 agit comme un régulateur de la sumoylation et souligne 

le rôle central de la sérine 727 dans la coordination des fonctions de STAT1 dans la réponse 

cellulaire. 
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I. Les domaines importants de STAT3
 

 Comme expliqué précédemment, le facteur de transcription de la famille STAT contient 

quatre domaines essentiels pour sa fonction :

 - Le domaine coiled-coil, constitué de quatre hélices α, est impliqué dans l’interaction avec 

des protéines régulatrices. Il est localisé entre les acides aminés 130 et 320.

 - Le domaine de liaison à l’ADN est situé entre les acides aminés 406 et 514. L’interaction 

de STAT3 avec l’ADN s’effectue grâce aux arginines 414-417 à la suite de la dimérisation du 

facteur de transcription (Ma et al. 2003).

 - Le domaine SH2 (entre l’acide aminé 600 et l’acide aminé 700), situé dans une poche à la 

surface de la protéine, permet la reconnaissance et la liaison des tyrosines phosphorylées. Par 

conséquent, ce domaine est essentiel à la liaison aux récepteurs membranaires, à la dimérisation de 

STAT3 et à sa translocation nucléaire. 

 - Enfin le domaine C-terminal est le plus important pour STAT3 puisqu’il contient le 

domaine de transactivation et les sites de phosphorylation des résidus tyrosine 705 et sérine 727. 

 Quatre modifications post-traductionnelles sont essentielles à son activité (figure9) : 

l’acétylation sur la lysine 685 est effectuée par les histones acétyltransférases telles que CBP/p300. 

Elle permet la stabilisation du dimère et la liaison à l’ADN ; la phosphorylation sur la tyrosine 705 

permet, quant à elle, la formation du dimère de STAT3 ; la phosphorylation sur le résidu sérine 727 

réalisée dans le noyau, est nécessaire à l’activité transcriptionnelle de STAT3 ; pour finir, la 

diméthylation de STAT3 sur le résidu lysine 140 a lieu lorsque le facteur de transcription est fixé sur 

le promoteur de ses gènes cibles par Set9. Cette modification régule l’expression des gènes cibles de 

STAT3 : par exemple l’expression de SOCS-3 est diminuée tandis que celle de CDCA1 est 

augmentée (Yang et al. 2010). 

FIGURE 9  | Les quatre modifications post-traductionnelles de STAT3. Le facteur de 
transcription est méthylé sur son résidu lysine 140 présent dans le domaine coiled-coil, il est 
acétylé sur son site lysine 685 dans le domaine SH2. Enfin, STAT3 est phosphorylé dans le 
domaine de transactivation sur ses résidus tyrosine 705 et sérine 727.
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II.  Les deux isoformes de STAT3

A. STAT3α et STAT3β, découverte et structure

 Lors de la découverte de STAT3, le groupe de Darnell avait mis en évidence que STAT3 

présentait une forme prédominante de 92 kDa et une forme moins exprimée de 89 kDa. Lors de 

l’identification des protéines interagissant avec le domaine N-terminal de c-Jun, par un système de 

double hybride réalisé chez la levure, une forme courte de STAT3 de 80kDa a été découverte et 

nommée STAT3β. La séquence de STAT3β diffère de celle de la forme longue de STAT3, 

STAT3α, par une délétion de 50 nucléotides proche de la région 3’ (Schaefer et al. 1995). Il avait été 

montré que STAT1β était le résultat d’un épissage alternatif. Basé sur ces résultats, Caldenhoven et 

al ont voulu savoir si cette forme tronquée de STAT3 résultait également d’un épissage alternatif. 

Pour cela, ils ont effectué une PCR avec des amorces ciblant l’ARNm  de STAT3. Comme attendu, 

l’analyse des produits de PCR a révélé deux fragments de 300 et 250 paires de bases. Par 

séquençage, il a ensuite été montré que ces fragments correspondaient à la région interne de 

STAT3 (300 pb) et de STAT3β (250 pb). Ces résultats ont permis de mettre en évidence que 

STAT3β est le résultat d’un épissage alternatif  (Figure 10). 

FIGURE 10| Les deux isoformes de STAT3. Le facteur de transcription STAT3 possède 

deux isoformes : STAT3α correspond à une forme entière de 770 acides aminés alors que 

STAT3β représente une forme tronquée délétée de 50 pb en COOH terminal. 
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B. STAT3β, rôle de dominant négatif  ou facteur de transcription ?

 Par la suite, cette équipe a montré que les protéines STAT3 et STAT3β étaient co-exprimées 

dans différents types cellulaires tels que les éosinophiles, les cellules pro-B (BaF3) mais également 

des cellules de lymphomes (U937) et de leucémie promyélocytiques (HL-60). En réponse à une 

stimulation de l’IL-5 dans les cellules COS, STAT3β est rapidement phosphorylé sur son résidu 

tyrosine. Ils ont remarqué que la liaison de STAT3β à l’ADN, au niveau de la séquence pIRE 

(palindromic IL-6/IFNγ Response Element) du promoteur de ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1), 

était deux à trois fois plus élevée que STAT3. Cependant, cette isoforme est incapable d’activer un 

promoteur contenant cette séquence. STAT3β est alors décrit comme un régulateur dominant 

négatif de la transcription. Deux hypothèses ont alors été émises : La première hypothèse était 

basée sur le fait que les homodimères STAT3β ont une plus forte affinité pour les séquences 

pIRE . Par conséquent, ils occupent ces sites sur l’ADN et empêchent la liaison à l’ADN du dimère 

de STAT3. La seconde hypothèse résidait dans l’implication d’un hétérodimère STAT3/STAT3β 

dans la régulation négative de la transcription. Ils avaient observé que l’activation transcriptionnelle 

des éléments pIRE était diminuée de 50% avec un hétérodimère STAT3/STAT3β (Caldenhoven et 

al. 1996). 

 Cependant, STAT3β est capable de jouer un rôle important dans la transcription en 

recrutant, par son domaine coiled-coil, des coactivateurs. Une équipe a montré que STAT3β 

coopère avec c-Jun pour activer la transcription des gènes de l’α2-macroglobuline et l’α1-

antichymotrypsine dans des cellules tumorales hépatocytaires. Cette interaction s’effectue au niveau 

de la région coiled-coil du domaine N-terminal de STAT3 qui est présente dans les deux isoformes 

(Schaefer, Sanders et  al. 1995). De cette manière, STAT3α et STAT3β sont donc capables d’activer 

la transcription de même gènes cibles en formant des complexes avec c-Jun.

 

 Bien qu’il ait été montré que les deux isoformes de STAT3 reconnaissent la même séquence 

d’ADN sur les promoteurs de leurs gènes cibles, le groupe de Desiderio a montré en 2002 qu’une 

absence de STAT3β diminue l’expression des gènes cibles de STAT3 après un choc endotoxique 

(Yoo et al. 2002). En réponse à une endotoxine, le foie induit une réaction inflammatoire de phase 

aiguë. Plusieurs cytokines sont impliquées dans cette réponse comme l’IL-1β, le TNFα (Tumor 

Necrosis Factor) et l’IL-6. Cette dernière active les gènes de réponse de la phase aiguë par 

l’intermédiaire de STAT3. Pour connaitre le rôle des deux isoformes STAT3α et STAT3β, ils ont 

généré en parallèle des souris déficientes en STAT3 (STAT3−/−) par recombinaison homologue des 

souris incapables de synthétiser STAT3β, notées STAT3β−/−. Contrairement à une délétion totale 
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de STAT3, ils ont observé que la perte sélective de STAT3β était associée à une production 

normale d’IL-6, IL-1β et TNFα dans des macrophages traitées au LPS (Lipopolysaccharide), 

endotoxines présentent dans la membrane externe des bactéries de Gram-. Néanmoins, lors d’une 

mise en contact des souris STAT3β−/− avec une endotoxine bactérienne, les animaux n’induisent 

pas de réponse aiguë à l’inflammation, le choc endotoxique est étendu aux reins avec la présence de 

nécrose tubulaires. In vitro, des MEFs STAT3β−/− présentent une surexpression de gènes impliqués 

dans la réponse aiguë, tels que les marqueurs inflammatoires Crip (Cysteine-rich intestinal protein), Fap 

(Fibroblast  activation protein), Mmp1 (Matrix metalloproteinase 1), Coch (Coagulation factor C homolog) et 

Cf2r (récepteur de la thrombine) en réponse au LPS. Ces résultats pourraient expliquer cette 

nécrose tubulaire observée chez l’animal. Par conséquent, cette équipe montre un nouveau rôle de 

l’isoforme STAT3β dans le contrôle de l’inflammation systémique.

 Après que l’équipe de Désidério ait étudié uniquement le rôle de STAT3β lors de la réponse 

inflammatoire, via le LPS, le groupe de Poli a souhaité préciser les fonctions des deux isoformes de 

STAT3 chez la souris Pour cela, ce groupe a généré des souris déficientes en STAT3Δβ, 

homozygotes pour l’allèle STAT3Δβ (noté STAT3Δβ/Δβ). Ces animaux, ainsi obtenus, sont viables et 

fertiles, tandis que des souris déficientes en STAT3α (noté STAT3Δα/Δα) meurent à la naissance 

(Takeda et al. 1997). Cependant, pour préciser le rôle de STAT3β, ils ont voulu supprimer 

l’expression de l’isoforme STAT3α. Donc, pour contourner cette létalité, ils ont utilisé le système 

de recombinaison Cre/loxP pour générer des souris de quatre génotypes différents : dans les souris 

Alb Cre+STAT3Δα/fl, l’expression de STAT3α est abolie mais elles expriment STAT3β à la place, le 

génotype AlbCre−STAT3Δα/fl permet l’expression des deux isoformes STAT3α et STAT3β tandis 

que les souris AlbCre+STAT3fl/fl et AlbCre−STAT3fl/fl servent de contrôles à la technique.

 Dans les souris STAT3Δβ/Δβ ou STAT3+/+, ils ont injecté du LPS pour induire un choc 

endotoxique puis ils ont analysé l’effet et extrait les protéines à différents temps de traitements. Ils 

ont observé que les macrophages des souris n’exprimant que l’isoforme β sont plus résistants aux 

choc endotoxique par rapport à des macrophages ne contenant aucune des deux isoformes. En 

revanche, les souris STAT3Δβ/Δβ montrent une augmentation des tissus endommagés par le LPS 

comparées aux souris STAT3+/+. 

 L’analyse protéique a révélé que la phosphorylation de STAT3α et la liaison à l’ADN étaient 

retrouvées dans les deux génotypes, mettant en évidence qu’en absence de STAT3β, STAT3α est 

suffisante pour activer les gènes cibles. Ils ont également observé que STAT3β a aussi une fonction 

anti-inflammatoire. Les souris STAT3Δβ/Δβ sont hyper réactives au LPS et sont capables d’activer 

l’expression des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire. STAT3β exerce donc un effet 
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négatif sur la synthèse de cytokines inflammatoire. Ils ont montré que les macrophages du 

péritoine, dans des souris n’exprimant que l’isoforme STAT3β, produisent moins de TNF et d’IL-6 

en réponse au LPS. En revanche, dans les mêmes conditions, les macrophages STAT3Δβ/Δβ 

produisent beaucoup plus de TNF et d’IL-6 par rapport au contrôle STAT3+/+. Pour expliquer les 

fonctions anti-inflammatoires de STAT3β, ils ont étudié le promoteur de l’IL-10, puisque l’IL-10 

est une cytokine anti-inflammatoire et immunosuppressive et qu’il est connu que STAT3 est 

capable de se lier au promoteur de cette interleukine pour activer son expression (Benkhart et  al. 

2000). Ils ont remarqué que STAT3β, contrairement à STAT3α, pourrait être l’isoforme impliquée 

dans l’activation de l’IL-10. En effet, les macrophages STAT3Δβ/Δβ présentent une diminution de la 

production d’IL-10. 

 L’ensemble de ces travaux ont montré que STAT3β n’est donc pas une forme dominante 

négative de STAT3α mais au contraire cette isoforme est capable d’activer in vivo les gènes cibles de 

STAT3 impliqués dans la réponse anti-inflammatoire (Maritano et al. 2004).

III. Les mutations de STAT3
 

 Le facteur de transcription STAT3 est retrouvé muté dans très peu de pathologies. La plus 

connue est le syndrome d’Immunoglobuline E ou encore appelé syndrome de Job. Cette maladie se 

traduit par une immunodéficience et les symptômes sont nombreux comme par exemple un sévère 

eczéma, un taux élevé d’IgE (Immunoglobuline E) dans le sérum  ainsi que des infections cutanées et 

pulmonaires. Il s’agit le plus souvent de cas sporadiques mais ils peuvent être héréditaires et dans ce 

cas la transmission est autosomique dominante. Les défauts observés lors du syndrome IgE, sont 

dues à des mutations hétérozygotes, qui se situent pour la plupart d’entre elles sur les séquences 

codantes du domaine de liaison de l’ADN ou du domaine SH2. La mutation du codon R382 du 

domaine de liaison à l’ADN est la plus fréquente, elle est retrouvée chez 50% des patients atteints 

de cette maladie (Kumanovics et al. 2010). D’autres mutations ont été détectées, chez différents 

patients, dans le domaine de liaison à l’ADN sur les acides aminés V463, H437 et T389. Il a été 

montré que ces quatre mutations diminuent la liaison à l’ADN du facteur de transcription et de 

cette manière bloque la voie de signalisation induite par l’IFNα, par exemple (Minegishi et al. 2007).

 Récemment, l’équipe de Zucman-Rossi a montré que STAT3 pouvait également être muté 

dans une seconde pathologie, l’adénome inflammatoire hépatocellulaire (IHCA Inflammatory 

hepatocellular adenomas) (Pilati et al. 2011). Il s’agit de tumeurs du foie bénignes se développant 

principalement chez la femme. Cette pathologie est fréquemment associée à une obésité et un abus 
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d’alcool. Ces tumeurs se caractérisent par une surexpression de la phase aigüe de la réponse 

inflammatoire et par des infiltrats inflammatoires polymorphes. Il avait été montré que 60% des 

IHCA activent STAT3 via une mutation somatique hétérozygote sur le gène IL6ST (IL6 Signal 

Transducer), qui code pour les cytokines de la famille IL-6 (Rebouissou et  al. 2009). Puis en se 

focalisant sur STAT3, ils ont identifié sept mutations de STAT3 dans six tumeurs à partir d’un 

échantillon de 114 adénomes hépatocellulaires. Toutes les mutations de STAT3 sont somatiques et 

ne sont pas observées dans le tissu hépatique sain adjacent. Quatre des sept mutations de STAT3 

sont retrouvées dans le domaine SH2 (entre les résidus 585 et 688). Trois de ces mutations sont 

localisées dans une région importante du domaine SH2 sur les codons 657 et 658 et la quatrième 

mutation correspond à une substitution du résidu tyrosine 640 en phenylalanine, appartenant au 

motif conservé PYTK de STAT1, STAT2 et STAT3. Il avait été montré que la mutation Y631F de 

STAT2 favorisait la signalisation de l’IFN de type I (Scarzello et  al. 2007; Constantinescu  et  al. 

2008). Les trois autres mutations sont distribuées sur la totalité de la protéine : le résidu leucine 78 

qui contribue à la dimérisation, le résidu glutamate 166 correspondant à une partie de l’hélice α du 

domaine coiled-coil qui interagit avec gp130 et le résidu  aspartate 502 proche du domaine de liaison 

à l’ADN. Pour connaitre les conséquences fonctionnelles de ces différentes mutations de STAT3, 

ils ont introduit les sept mutations dans l’ADN complémentaire des cellules hépatiques Hep3B, 

HepG2 et Huh7. Ils ont alors observé qu’en absence de cytokine, ces sept mutants de STAT3 sont 

constitutivement phosphorylés sur le résidu tyrosine 705 et transloqués dans le noyau. Cependant, 

l’inhibition des tyrosines kinases JAK1 ou Src diminue l’activité constitutive de STAT3 dans 

l’adénome inflammatoire hépatocellulaire. Ces travaux soulignent le rôle important de l’activation 

de STAT3 dans cette pathologie et révèle un nouveau mécanisme de l’activation constitutive de 

STAT3.

 

IV.  L’activation de STAT3

A. La phosphorylation conventionnelle de STAT3 sur la tyrosine 705

 STAT3 peut être activé par différentes cytokines comme IL-6, IL-10,  IL-11, IL-21, IL-23, 

LIF et OSM (Yu et  al. 2009). Parmi celles-ci, IL-6, IL-10, IL-11, LIF et OSM appartiennent aux 

cytokines de la famille de l’IL-6. Leurs récepteurs sont divisés en deux parties : la chaine α de 80 

kD fixe le ligand et la chaine β de 130 kD (appelée gp130) permet la transduction du signal. Cette 

sous-unité gp130 est commune aux récepteurs des cytokines de la famille IL-6 et est associée, au 

niveau de sa partie intra cytoplasmique, à plusieurs kinases de la famille JAKs telles que JAK1, 
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JAK2 et Tyk2. A la suite de la fixation de ligands sur son récepteur, les différentes sous-unités 

dimérisent. Ce rapprochement entraine une série de phosphorylations de six résidus tyrosine sur le 

domaine cytoplasmique de gp130 par les tyrosine kinases JAKs. Parmi ces phosphorylations, une 

phospho-tyrosine (Y759 chez l’homme et Y757 chez la souris) est nécessaire à la fixation de la 

tyrosine phosphatase 2 (SHP2). Lorsque celle-ci est recrutée, elle conduit à l’activation de la voie de 

signalisation ERK/MAPK (Extracellular signal-regulated kinase/Mitogen activated protein kinase) 

via Grb2 et Gab-1/2 (Grb2 associated binder). En parallèle, quatre résidus tyrosines (Y767, -814, 

-905 et -915 pour l’homme et Y765, -812, -904, -914 pour la souris) de gp130 forment un motif 

pYXXQ (Gerhartz et al. 1996). Ces motifs sont reconnus par la protéine STAT3 et deviennent alors 

des points d’ancrage pour le facteur de transcription grâce à son domaine SH2. Par la suite, STAT3 

est phosphorylé sur son résidu tyrosine 705 par les JAKs favorisant la formation d’un dimère et sa 

translocation nucléaire (Figure 11). 

FIGURE 11| STAT3 est activé en réponse aux cytokines de la famille IL-6. 1) Suite à la 
fixation de cytokine sur son récepteur, gp130 se dimérise. 2) Ce rapprochement permet aux  
kinases JAKs, présentes sur la partie intracytoplasmique du récepteur, de phosphorylé gp130 
sur 5 résidus tyrosines. 3) STAT3, par son domaine SH2, se lie aux tyrosines 767, 814, 905 et 
915 puis est phosphorylé par JAK sur la tyrosine 705. 4) Une fois phosphorylé, STAT3 se 
dimérise grâce à la reconnaissance de la phospho-tyrosine 705 par le domaine SH2, 5) puis est 
transloqué dans le noyau. 6) En parallèle, SHP2 se fixe à la tyrosine 759 permettant d’activer 
une autre voie de signalisation, la voie ERK, MAPK.

 STAT3 peut être activé par un grand nombre de récepteurs de facteurs croissance comme 

FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor), IGFR (Insulin-like Growth Factor Receptor), HGFR 

(Hepatocyte Growth Factor Receptor, connu également sous le nom  de Met), PDGFR (Platelet-
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Derived Growth Factor Receptor) et VEGFR (Vascular Epidermal Growth Factor Receptor). 

STAT3 peut également être activé par deux récepteurs de la famille EGFR (Epidermal Growth 

Factor Receptor) : EGFR1 (ErbB2 ou HER1) et ErbB2 (HER2/Neu). Leurs ligands potentiels 

sont l’EGF, lui même, le TGFα, l’amphiréguline ou l’HB-EGF (Heparin-binding EGF). 

 L’EGFR, ancré dans la membrane cytoplasmique, est préassocié avec les kinases JAK2 (Ren 

and Schaefer 2002) et les protéines STAT3 non activées. La fixation du ligand EGF sur son 

récepteur induit sa dimérisation et son autophosphorylation sur les résidus tyrosines 1101 et 845 

grâce à son activité tyrosine kinase portée par les JAKs. Ces motifs phospho-tyrosine servent alors 

de point d’ancrage pour le recrutement des protéines contenant un domaine SH2 telles que la 

kinase Src, la phopholipase Cγ (PLCγ) et le phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3K). La kinase c-

Src, recrutée sur la partie cytoplasmique du récepteur, phosphoryle alors STAT3 sur le résidu 

tyrosine 705. De nombreuses études montrent que cette kinase est nécessaire pour activer la voie 

de signalisation de STAT3. En effet, l’utilisation d’un dominant négatif de c-Src ou d’inhibiteur 

dirigé contre la kinase empêche l’activation de STAT3 en réponse aux facteurs de croissance. 

L’activation des protéines STAT3 repose donc sur le recrutement de la kinase sur l’EGFR 

(Olayioye et al. 1999). 

 En résumé, en réponse à un facteur de croissance, les tyrosines kinases Src et JAK 

phosphorylent STAT3 sur son résidu tyrosine 705. Cette phosphorylation entraine la dimérisation 

et la translocation nucléaire du facteur de transcription.

 Le résidu phospho-tyrosine STAT3 est reconnu par le domaine SH2 de STAT3 ou de 

STAT1 formant ainsi un homo ou un hétérodimère. Cette dimérisation permet au complexe d’être 

transloqués dans le noyau. Deux éléments localisés dans le domaine coiled-coil (Arg 214/215) et 

dans le domaine de liaison à l’ADN (Arg 414/417) sont impliqués dans la translocation nucléaire de 

STAT3 en réponse à un signal mitogénique. Le groupe de Cao X propose un modèle d’importation 

nucléaire de STAT3. Sans stimulation de mitogène, STAT3 est présent dans le cytoplasme (Ma and 

Cao 2006). Son motif NLS dans le domaine coiled-coil est masqué par l'interaction 

intramoléculaire entre les domaines coiled-coil et C-terminal. En réponse à un ligand, STAT3 est 

phosphorylé sur son résidu tyrosine 705 puis se dimérise. Ce changement de conformation ouvre le 

complexe et permet au  motif NLS (Arg 214/215) du domaine coiled-coil de se lier avec l’importine 

α5. L’importine β interagit avec l’importine α5 pour transloquer le complexe dans le noyau. Le 

domaine de liaison à l’ADN comprenant les résidus Arg414/417, quant à lui, n’interagit pas 

directement avec les importines. Cependant, ces résidus semblent être nécessaires au maintien 

d’une structure appropriée du dimère de STAT3, favorisant sa fixation avec l’importine α5. Une 
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fois dans le noyau, STAT3 se dissocie de l’importine α5 et fixe le promoteur de ses gènes cibles via 

son domaine de liaison à l’ADN. L’importine α5 est alors exportée vers le cytoplasme en se liant au 

récepteur d’export nucléaire CAS puis commence un nouveau cycle d’import nucléaire. 

 La régulation de l’accès des facteurs de transcription au noyau assure un moyen d’activer ou 

non l’expression de leurs gènes cibles. Cependant, nous le verrons par la suite, de plus en plus 

d’études décrivent un nouveau rôle transcriptionnel de la forme non phosphorylée de STAT3 

(Yang et  al. 2005; Yang et al. 2007; Yang and Stark 2008; Yan et  al. 2011). En parallèle, l’équipe de 

Reich NC. a récemment montré que l’importation nucléaire de STAT3 pouvait être indépendante 

de la phosphorylation du résidu tyrosine 705 mais était dépendant de l’action de l’enzyme Ran 

GTPase et de l’importine β1. La protéine STAT3, sous forme de dimère non phosphorylé, possède 

un signal de localisation nucléaire accessible aux importines lui permettant sa translocation 

nucléaire (Cimica et al. 2011).

B. Les autres modifications post-traductionnelles de STAT3

 La phosphorylation est la modification post-traductionnelle la plus étudiée et qui régule les 

activités des différentes protéines. Mais il existe beaucoup d’autres modifications telles que 

l’acétylation, la méthylation, la sumoylation ou l’ubiquitination. Les modifications de STAT3 en 

réponse à une stimulation par des cytokines ou des facteurs de croissance incluent la 

phosphorylation sur la tyrosine 705 et la sérine 727. Cependant, STAT3 non phosphorylé ou muté 

sur la tyrosine 705 forme malgré cela un dimère et induit la transcription. Plusieurs études ont 

également montré que l’acétylation de STAT3 jouait un rôle important dans l’activation de la 

transcription de ses gènes cibles.

1. La phosphorylation du résidu sérine 727 augmente l’activité transcriptionnelle de 

STAT3 

 Les premiers travaux permettant de comprendre le rôle de la phosphorylation du résidu 

sérine ont été réalisés sur les deux isoformes α et β du facteur de transcription STAT1. Par la suite, 

ces données ont été transposées à STAT3 présentant des régions analogues à celles de STAT1. Le 

groupe de Darnell a montré que STAT1 était constitué de deux isoformes STAT1α et STAT1β, 

pour lequel il manque 38 acides aminés dans le domaine C-terminal. Il a été observé que la lignée 

cellulaire humaine U3A, qui ne contient pas de STAT1α et de STAT1β, ne répond pas aux 

stimulations de l’IFNα ou  de l’IFNγ. Cependant, la transfection de STAT1α ou STAT1β dans ces 

cellules suffit pour restaurer la voie de l’IFNα. En revanche, seul STAT1α peut restaurer la voie de 

l’IFNγ. Etant donné que la différence entre ces deux isoformes réside dans les 38 acides aminés du 
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domaine C-terminal, ils ont porté leur attention sur ces résidus lors d’une stimulation à l’IFNγ. 

L’utilisation d’un inhibiteur de sérine/thréonine kinase, H7, a montré que la transcription induite 

par l’IFNγ était bloquée dans ces conditions. En parallèle, il a été mis en évidence que 

l’incorporation de 32P au niveau des résidus phospho-sérine dans STAT1α est plus importante que 

dans STAT1β. Ces résultats ont alors suggérés la présence d’une sérine essentielle à l’activation des 

gènes localisés dans le domaine C-terminal. Par un alignement et une analyse de séquences de 

STAT1α, STAT3-5, il a été montré qu’une séquence contenant un résidu sérine (Pro-Met-Ser-Pro)

était conservée dans ces quatre membres de la famille STAT. Par la suite, en utilisant un mutant de 

la sérine 727 de STAT1α (noté STAT1αs), ils ont mis en évidence que la mutation diminuait 

l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription par rapport à STAT1α. Ils ont également 

montré, par la technique de luciférase, que STAT1α présentait une activité transcriptionnelle 25 à 

30 fois plus important que STAT1β en réponse à l’IFNγ. Par conséquent le résidu sérine 727 de 

STAT1α permet d’augmenter l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription. 

 Comme STAT3 est un analogue de STAT1, ils ont réalisé les mêmes expériences décrites ci-

dessus dans les cellules COS-1 en réponse à l’EGF et à l’IL-6. Ils ont alors noté que la 

phosphorylation du résidu sérine 727 de STAT3 permettait également d’augmenter 

considérablement l’activation de la transcription des gènes cibles de STAT3 comme c-fos (Wen, 

Zhong et al. 1995). 

 

 Selon l’exposition aux différents stimuli, plusieurs sérine/thréonine kinases peuvent 

phosphoryler STAT3 sur la sérine 727 : 

 PKCδ (Protein Kinase C δ) appartient à une famille hétérogène de kinases dépendantes de 

phospholipides. L’activation de récepteurs couplés aux protéines G, de récepteurs à activité tyrosine 

kinase et de tyrosine kinases peut activer l’expression de PKC, conduisant à long terme à la réponse 

cellulaire telles que la prolifération, la différentiation et l’apoptose (Newton 1997). Au moins 11 

isoformes ont été décrites et classées en trois catégories majeures : les PKC conventionnelles (α, β, 

et γ) qui requièrent le calcium Ca2+ et le Diacylglycérol (DAG), les nouvelles PKC (ε, δ, η et θ) qui 

ont seulement besoin de DAG et les PKC atypiques (ι, λ et ζ) qui sont insensibles au Ca2+ et au 

DAG (Dekker and Parker 1994). Il a été montré que les kinases PKC β, ε et δ se lient à STAT3, 

mais seule l’interaction entre PKCδ et STAT3 est dépendante d’une stimulation à l’IL-6. Une fois 

liée à STAT3, cette kinase est capable de le phosphoryler sur son résidu sérine 727. Cependant, 

cette phosphorylation n’active pas STAT3 mais au contraire réprime sa liaison à l’ADN et son 

activité transcriptionnelle en réponse à l’IL-6. En effet, l’équipe de Cao a montré que l’activité 

transcriptionnelle de STAT3 est réduite de 50% lorsque des cellules COS-1 sont transfectées avec 
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PKCδ, contrairement au mutant dominant négatif de PKCδ (Jain  et  al. 1999). Une autre étude 

réalisée sur différentes lignées cellulaire tumorales (mélanome, gliome, vessie, colon, poumon, 

pancréas et sein) a montré que l’isoforme PKCε est également capable de phosphoryler STAT3  

sur son résidu sérine 727. Etant donné que PKCε est liée à l’induction et à la progression des 

cancers humains (Griner and Kazanietz 2007) et que l’interaction PKCε-STAT3 est observée dans 

de multiples cancers, l’équipe de Verma a proposé que la kinase PKCε pourrait être le signal initial 

de l’activation constitutive du facteur de transcription dans de nombreux cancers (Aziz et al. 2010). 

 Les kinases ERK1 et ERK2 (Extracellular signal Regulated Kinase) appartiennent à la famille 

des MAP kinases qui jouent un rôle important dans la régulation de la croissance cellulaire et la 

différentiation. Ces kinases phosphorylent STAT3 sur son résidu sérine 727 indépendamment de la 

phosphorylation du résidu  tyrosine 705. Cependant, Chung et son groupe ont indiqué que cette 

phosphorylation modulait négativement la phosphorylation du résidu tyrosine 705. En réponse à 

l’EGF, ils ont observé que l’inhibition chimique de sérine kinase par l’inhibiteur H7 ou par le 

PD098059 (inhibiteur de MEK, activateur de ERK) bloque la phosphorylation de la sérine 727 

mais induit également une augmentation de la phosphorylation de la tyrosine 705 (Chung et  al. 

1997). 

  La kinase JNK (c-Jun N-terminal Kinase), autre membre de la famille des MAPK, est 

responsable de la phosphorylation de STAT3 sur son site sérine 727 soit en réponse à un stress, 

soit en réponse à l’activation de kinase en amont de JNK.  In vitro et in vivo, il a été montré que 

JNK1 était activé par les UV ou par la kinase MEKK1 pour phosphoryler STAT3 sur son site 

sérine 727. Cependant, dans ces deux conditions, Lim et Cao ont observé que la phosphorylation 

du résidu tyrosine 705 était diminué. Par conséquent, ces résultats, et ceux obtenus avec la kinase 

PKCδ, suggèrent que les MAPK et d’autres sérine/thréonine kinases sont capables de réguler 

négativement la liaison à l’ADN et l’activité transcriptionnelle de STAT3 via la phosphorylation de 

la sérine 727 (Lim and Cao 1999).

  La kinase MEKK-1 (MAPK/Erk kinase kinase-1) est une MAPKinase-Kinase-Kinase. En 

réponse à l’EGF, cette kinase phosphoryle elle-même la sérine 727 de STAT3. Un dominant négatif 

de MEKK1 inhibe cette phosphorylation mais aussi celle de la tyrosine 705 dans les cellules COS-1 

et HeLa. L’équipe de Cao remarque que MEKK1 phosphoryle directement STAT3 sur son résidu 

sérine 727 mais induit également la phosphorylation de la tyrosine 705 en modulant l’activité de 

JAK et Src (Lim and Cao 2001). 

 Etant le rôle important de la phosphorylation du résidu sérine 727 de STAT3 décrit par JE 

Darnell, il est important à comprendre comment cette phosphorylation peut augmenter l’activité 

Introduction - Généralités sur le facteur de transcription STAT3

46



transcriptionnelle de STAT3. Pour cela, il a été proposé que cette phosphorylation permettait 

l’association entre le facteur de transcription et des coactivateurs (Wen, Zhong et al. 1995; Zhang et 

al. 1995).

 En 2001, W. Kruijer met en évidence que l’association entre STAT3 et l’histone 

acétyltransférase p300 permet d’augmenter l’activité transcriptionnelle de STAT3 (Schuringa et  al. 

2001). In vivo, p300 est associé à STAT3 au  niveau de son domaine de transactivation, en réponse à 

l’IL-6. Ils suggèrent que STAT3 sous forme de monomère n’est pas phosphorylé sur la sérine 727 

et que cette phosphorylation nécessite la formation d’un dimère de STAT3 en réponse à l’IL-6. Des 

mécanismes similaires sont décrits, quelques années auparavant, pour d’autres facteurs de 

transcription tel que AP-1. Il constitue un homo- ou hétérodimère de c-Fos, c-Jun ou d’autres 

membres de la famille Jun mais cette dimérisation est l'événement indispensable pour la 

phosphorylation de la sérine par la kinase JNK-1 (Kallunki et  al. 1996). De plus, cette 

phosphosérine de la protéine c-Jun, favorise l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription 

AP-1.

 Pin1 (peptidyl-propyl isomerase (PPIase) peptidyl-prolyl cis/trans isomerase 1) est 

initialement caractérisé comme une protéine qui interagit avec la kinase NIMA. Elle reconnait 

spécifiquement un motif d’acides aminés constitué d’une proline précédée par un résidu 

phosphosérine ou phosophothréonine (motif phosphoSer/Thr-Pro) pour réguler la conformation 

de ses substrats phosphorylés. Pin1 a un rôle important dans la régulation de la progression du 

cycle cellulaire. Par exemple, elle inhibe Cdc25 phosphorylé et régule le point de contrôle de la 

réplication dans le cycle cellulaire. STAT3 possède le motif phosphoSer-Pro reconnut par l’enzyme. 

De cette manière, Pin1 interagit avec le résidu sérine 727 de STAT3 sous la dépendance d’une 

stimulation de ligands, et est nécessaire pour la liaison à l’ADN de STAT3 ainsi que le recrutement 

de son coactivateur p300 (Lufei et al. 2007). 

2. L’acétylation de STAT3 est nécessaire à sa liaison à l’ADN et à son activité 

transcriptionnelle

 Le rôle important des histones acétyltransférases dans le remodelage de la chromatine et 

l’activation de la transcription est reconnu depuis longtemps. Plusieurs protéines avec une activité 

histone acétyltransférase sont identifiées telles que GCN5, p300/CREB-binding protein (CBP) et 

TAFII250. Ces protéines activent la transcription de différentes manières : ils sont capables de 

relâcher la structure du nucléosome en acétylant le domaine NH2-terminal des histones ; ils 

peuvent directement acétyler les facteurs de transcription et altérer leurs activités 

transcriptionnelles ; ils permettent de recruter d’autres coactivateurs pour la machinerie 
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transcriptionnelle ; ils servent de relais pour connecter les facteurs de transcription avec des 

multiples composants nécessaires à la transcription. L’histone acétyltransférase p300 est requise 

pour l’activation des gènes cibles de STAT3. Plusieurs études montrent que STAT3 n’est pas 

seulement le partenaire de p300 mais peut également être son substrat pour l’acétylation sur 

différents résidus. L’acétylation sur le résidu Lys 685, localisé entre le domaine SH2 et le domaine 

de transactivation, est nécessaire à la dimérisation de STAT3 et par conséquent à la liaison à l’ADN 

du facteur de transcription (Yuan et al. 2005). STAT3 oscille entre un état acétylé par p300 et un état 

déacétylé par les histones déacétylases (HDAC1, HDAC2 et HDAC3). L’équipe de Brasier AR 

identifie deux autres résidus lysines au niveau du domaine NH2 terminal (Lys 49 et Lys 87). Ces 

lysines sont acétylées par p300 en réponse à l’IL-6 et à l’OSM. Elles n’ont pas d’effet sur l’activité 

de liaison à l’ADN de STAT3 mais sont essentielles pour son activité transcriptionnelle. Des 

substitutions K49R et K87R inhibent de manière significative l’expression des gènes cibles de 

STAT3 (Ray et  al. 2005). Ces deux résidus lysines 49 et 87 permettent la reconnaissance du  domaine 

NH2 de STAT3 par le bromodomaine de p300. De cette manière, le recrutement de p300 est 

renforcé sur le promoteur des gènes cibles de STAT3 facilitant l’assemblage des protéines du 

complexe activateur de la transcription formant l’enhanceosome.

 

 D’autres études montrent que l’acétylation de STAT3 peut être effectuée indépendamment 

d’une stimulation de cytokines ou de facteurs de croissance. L’équipe de Chen JY étudie le rôle de 

CD44 dans l’acétylation de STAT3. CD44 est un récepteur qui favorise les réponses de la cellule à 

son microenvironnement et participe à la régulation de la croissance, de la survie, de la 

différentiation et de la mobilité. CD44, une fois activé, est internalisé et transloqué dans le noyau. Il 

fixe alors de nombreux promoteurs comme la cycline D1 conduisant à une reprogrammation 

transcriptionnelle (Lee et al. 2009). Lorsque CD44 est internalisé, il forme un complexe avec STAT3 

et l’acetyltransférase p300. Ce complexe permet l’acétylation de STAT3 par p300 sur la lysine 685 et 

la formation d’un dimère STAT3 indépendamment des cytokines ou des facteurs de croissance. De 

cette manière, CD44 permet l’association entre STAT3 et p300 pour se fixer sur le promoteur de la 

cycline D1 conduisant à l’augmentation de l’expression de l’expression de la cycline D1 et la 

prolifération cellulaire. 

3. STAT3 est méthylé lorsqu’il est lié au promoteur de ses gènes cibles

 En réponse à l’IL-6, STAT3 est également méthylé sur son résidu lysine 140 par la H3K4 

méthyl-transférase SET9 et déméthylé par la H3K4 déméthylase LSD1 (Lysine-Specific Demethylase). 

Pour mettre en évidence la méthylation de STAT3, l’équipe de G. Stark a travaillé sur deux lignées 
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cellulaires : les cellules A4 dépourvues de STAT3 par recombinaison homologue et les cellules 

DLD-1 exprimant STAT3 (Yang, Huang et al. 2010). Ces deux modèles sont traités ou non à l’IL-6. 

Par analyse au spectromètre de masse en tandem, ils ont identifié une forme mono- et di-méthylée 

de STAT3 localisée entre les résidus 131 et 140. Parce que le résidu Lys140 est le plus logique, ils 

ont ensuite crée des anticorps dirigés contre la forme monométhylée (K140me1) et diméthylée 

(K140me2) de ce résidu. Ils confirment alors cette modification, en réponse à l’IL-6, par les 

techniques de Western blot et d’ELISA. 

 Par la suite, afin de préciser le rôle de cette méthylation, ils ont réalisé deux mutants du 

résidu Lys410 (K140R et K410A). Par gel retard, ils ont montré que les deux formes mutantes du 

résidu lysine 140 de STAT3 augmentent leur capacité à se fixer sur le promoteur de SOCS3, 

important régulateur négatif de l’activité de STAT3, à la suite d’une stimulation à l’IL-6. En 

parallèle, dans les mêmes conditions, ils ont observé que la phosphorylation du résidu tyrosine 705 

est maintenue plus longtemps dans ces cellules. Puis, ils ont mis en évidence que l’importation 

nucléaire et la liaison à l’ADN du facteur de transcription sont nécessaires à la phosphorylation de 

la sérine 727, tandis que la liaison à l’ADN et la phosphorylation du résidu sérine 727 sont deux 

événements indispensables à la méthylation du site lysine 140. 

 Pour connaitre les enzymes responsables de la méthylation et de la déméthylation de 

STAT3, ils ont exprimé STAT3 humain étiqueté d’un flag dans Escherichia coli, purifié par 

chromatographie d’affinité puis ils ont incubé STAT3-Flag avec différentes histones méthylases. De 

cette manière, ils ont découvert que SET9 diméthyle STAT3 sur son résidu lysine 140 en réponse à 

l’IL-6 et que LSD1 est responsable de la déméthylation de STAT3. 

 En résumé, STAT3 est diméthylé dans le noyau, et non dans le cytosol, lorsque celui-ci est 

sur présent sur la chromatine. L’enzyme SET9 est recrutée sur le promoteur de SOCS3 seulement 

après STAT3. Ces modifications de facteurs de transcription liés au promoteur permettent 

probablement de fournir un point d’ancrage à d’autres protéines aux fonctions importantes (Stark 

et al. 2011). 

4. L’ubiquitination et la dégradation de STAT3

Peu d’études, jusqu’à nos jours, ont décrit la dégradation de STAT3 par le protéasome via son 

ubiquitination. Deux études indépendantes ont montré que STAT3 pouvait être ubiquitinylé avant 

d’être dégradé dans différentes conditions. La première étude a été réalisée en réponse à un virus. 

Le virus mumps est un paramyxovirus,  agent infectieux commun retrouvé chez l’homme causant 

par exemple des méningites et des encéphalites.  Il cible et dégrade STAT1 et STAT3 à travers 

l’action de sa protéine V.  Il empêche la réponse à l’IL-6 et aux signaux de v-Src et peut induire 
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l’apoptose dans des cellules de myélomes multiples et des fibroblastes transformés de souris 

dépendants de STAT3 (Ulane et al. 2003). 

 Une seconde étude a montré que STAT3 pouvait être dégradé par une protéine de l’appareil 

de Golgi, TMF/ARA160. Cette protéine a été initialement décrite comme un facteur se fixant sur 

l’ADN qui lie préférentiellement les éléments TATA et appelée TMF (TATA Element  Modulatory 

Factor). Puis TMF a été caractérisé comme un coactivateur potentiel au récepteur aux androgènes de 

160 kDa (ARA160 Androgen Receptor-coActivator 160kDa). Elle a alors été nommée TMF/ARA160. 

Cette protéine a été ensuite été décrite comme pouvant faire partie du complexe E3 ubiquitine 

ligase (Conaway et  al. 1998). Il a été montré que, lorsque cette protéine est présente dans le 

cytoplasme, elle interagit avec STAT3 et la tyrosine kinase Fer sous de faibles conditions de sérum 

dans des cellules myogéniques (cellules C2C12). Les taux des protéines Fer et STAT3 diminuent 

considérablement lorsque les cellules sont privées de sérum pendant 72h. En revanche, en présence 

d’un inhibiteur du  protéasome (MG132), cette diminution est abolie. Ces travaux ont donc suggéré 

que Fer et STAT3 peuvent être dégradées par le protéasome. L’équipe de U. Nir a alors suggéré que  

TMF/ARA160 peut servir de protéine adaptatrice pour recruter STAT3 vers le complexe 

ubiquitine ligase et induire la dégradation par le protéasome du facteur de transcription (Perry et al. 

2004).    

5. La forme non phosphorylée de STAT3 possède un rôle important dans la cellule

a) L’activité transcriptionnelle de la forme non phosphorylée de STAT3

 Depuis quelques années, il est admis que STAT3 joue un rôle important dans l’expression 

des gènes sans phosphorylation du résidu tyrosine. Stark GR et son équipe ont voulu comprendre 

le fonctionnement de la forme non phosphorylée de STAT3 (nommé U-STAT3 Unphosphorylated 

STAT3) dans la signalisation cellulaire. 

 Pour cela, à partir d’embryon de souris, et de la technique Cre/Floxed, ils ont généré des 

souris STAT3−/−, puis ils ont transfecté la forme non mutée de STAT3 murin ou le mutant Y705F. 

En réalisant un ChIP sur puces (ChIP on chip) de ces deux formes de STAT3 dans des cellules non 

traitées, ils ont comparé les gènes cibles de STAT3 par rapport à une forme non phosphorylée 

(Y705F). Ils ont remarqué que certains gènes cibles de la forme non phosphorylée de STAT3, 

comme Cdc2, Cycline B1 et M-RAS, sont surexprimés dans le colon et les carcinomes mammaires. 

Par conséquent, ces travaux ont montré que le facteur de transcription était capable d’activer 

l’expression de ses gènes cibles par un nouveau mécanisme distinct du dimère de STAT3 formé 

grâce au résidu phospho-tyrosine (Yang, Chatterjee-Kishore et al. 2005).

Introduction - Généralités sur le facteur de transcription STAT3

50



 Plusieurs travaux ont montré une interaction entre STAT3, NF-ĸB, plus particulièrement 

avec la sous unité p65, et p300 en réponse à l’IL-1 ou l’IL-6 (Hagihara et  al. 2005). Le complexe 

STAT3-p65 inhibe l’activité transcriptionnelle du  gène iNOS (Yu et al. 2002). Yoshida et son équipe 

ont montré que l’homodimère p65 peut coopérer avec la forme non phosphorylée de STAT3 

quand il est fixé à des motifs spécifiques de type ĸB. Au contraire, la sous unité p50 de NF-ĸB peut 

interagir avec le forme non phosphorylée de STAT3 liée aux éléments GAS des promoteurs 

(Yoshida et al. 2004).

 Etant donné que, sans phosphorylation du résidu tyrosine 705, STAT3 est capable d’activer 

certains gènes cibles mais est également capable de se lier à un autre facteur de transcription, NF-

ĸB, Stark GR et son équipe ont souhaité connaitre le fonctionnent de l’activité transcriptionnelle de 

la forme non phosphorylée de STAT3 (Yang, Liao et al. 2007). 

 Pour cala, ils ont utilisé la forme non phosphorylé de STAT3 (Y705F) décrites en 2005 

(Yang, Chatterjee-Kishore et al. 2005) pour réaliser une immunoprécipitation de chromatine. Les 

fragments d’ADN coimmunoprécipités avec STAT3 sont amplifiés par PCR puis séquencés. Parmis 

ces séquences, ils ont trouvé des éléments communs reconnus par d’autres facteurs de transcription 

comme les éléments AP-1, CRE, C/EBP, ETS et ĸB. Ils se sont alors intéressé aux éléments ĸB et 

ont montré que la forme non phosphorylée de STAT3 forme un complexe avec les sous unité p65 

et p50 de NF-ĸB pour lier les éléments ĸB du promoteur de RANTES. Cette régulation de 

RANTES par la forme non phosphorylée de STAT3 peut avoir des répercutions importantes sur la 

cellule. En effet, des taux élevés de RANTES peuvent empêcher l’entrée dans la cellule de 

Macrophage-tropic HIV-1 via CCR5 (Simmons et  al. 2000). En revanche, une concentration trop 

faible de RANTES peut délivrer des signaux costimulateurs aux cellules T, augmentant la réponse à 

travers les récepteurs des cellules T (Bacon et al. 1995).   

b) Le rôle de la forme non phosphorylée de STAT dans la protection de la 

stabilité du génome chez la drosophile

 La formation d’hétérochromatine est essentielle au maintien de la stabilité du génome en 

contrôlant et supprimant les recombinaisons homologues anormales. L’équipe de Li a montré que 

STAT, chez la drosophile, sous sa forme non phosphorylée est associé à la protéine HP1 

(Heterochromatin Protein 1) afin de la stabiliser sur l’hétérochromatine. En effet, la perte de 

l’expression de STAT92E entraine le déplacement de HP1 sur la chromatine. Cependant, lorsque 

STAT92E est activé par les kinases JAK, STAT92E est phosphorylé sur son résidu tyrosine et le 

taux de STAT92E présent sur l’hétérochromatine est réduit. Dans ce cas, ils ont observé une 

délocalisation de HP1 entrainant la formation d’euchromatine. De plus, ils ont remarqué que le 
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taux réduit d’hétérochromatine ou de la forme non phosphorylée de STAT3 favorise un arrêt du 

cycle cellulaire et une augmentation des dommages de l’ADN. Par conséquent, ces travaux 

suggèrent que STAT92E s’associe à HP1 afin de maintenir l’hétérochromatine et protéger la 

stabilité du génome (Shi et al. 2008; Yan, Lim et al. 2011).

C. Recrutement des coactivateurs de STAT3 nécessaires à son activité 

transcriptionnelle

 Plusieurs événements moléculaires conduisant à l’activation des gènes par les facteurs de 

transcription ont besoin d’être mis en place. La cellule met en place une construction qui renferme 

la chromatine dans le nucléosome. Il s’agit d’un complexe qui prend en charge 147 paires de bases 

de l’ADN enroulé autour d’un octamère d’histones H2A, H2B, H3 et H4 (Luger et  al. 1997).  Les 

nucléosomes condensent l’ADN dans une structure compactée et ordonnée nommée 

hétérochromatine. (Pinskaya et al. 2009). 

 La chromatine représente le modèle physiologique de toutes les informations génétiques 

eukaryotes. Elle est soumise à un large éventail de modifications post-traductionnelles sur les 

extrémités amino-terminales des histones afin de réguler l’accès à l’ADN. Ces différentes 

modifications peuvent générer des interactions synergiques ou antagonistes avec des protéines 

associées à la chromatine permettant de lui dicter un état transcriptionnellement actif  ou silencieux.

La nature de ce marquage épigénétique révèle ainsi le code des histones qui étend considérablement 

le potentiel d’information du code génétique (Jenuwein and Allis 2001). Le code des histones prédit 

que les modifications post-traductionnelles de la queue des histones crée un site de liaison  pour 

des protéines effectrices. Les bromodomaines ont été les premiers domaines des protéines décrits 

comme interagissant spécifiquement avec les lysines acétylées de l’extrémité N-terminal des 

histones. Ce bromodomaine est retrouvé dans de nombreux régulateurs transcriptionnels avec une 

activité histone acétyltransférase (HAT). Les chromodomaines, quant à eux, sont reconnus par les 

histones méthylées. Il existe également une combinaison de code. Par exemple, l’histone H3 

présente plusieurs modifications possibles : la méthylation de la lysine 9 et la phosphorylation de la 

sérine 10. Cependant, la phosphorylation de la sérine 10 inhibe la méthylation de la lysine 9 mais 

peut être couplée à l’acétylation de la lysine 9 ou de la lysine 14 durant une stimulation mitogènique 

ou hormonale. 

  

 Les enzymes de modification des histones et les complexes de remodelage de la chromatine 

travaillent de concert pour réguler ce processus. Les complexes de remodelage de la chromatine 
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sont réparties en quatre familles selon leur sous-unité ATPase : les familles ISWI (Imitation of 

Switch), SWI/SNF (Switch/Sucrose Non Fermenting), INO (Inositol) et CHD (Chromodomain 

helicase/ATPase DNA binding protein) (Vaquero et  al. 2003). Le complexe SWI/SNF est, lui 

même, divisé en deux classes dépendantes des sous-unités ATPase BRG1 ou hBRM. Grâce à leur 

bromodomaine, les protéines SWI/SNF interagissent avec les lysines acétylés qui jouent un rôle de 

balise spécifique sur le promoteur. De cette manière, l’accès à la chromatine est augmenté et l’ARN 

polymérase de type II peut se fixer sur le promoteur. Dès que l’ARN polymérase II est chargée sur 

l’ADN, elle est phosphorylée sur deux résidus sérine au niveau de son domaine COOH terminal 

(CTD). Plusieurs kinases peuvent être responsables de cette phosphorylation : la sérine 5 est 

phosphorylée par Cdk7 et le facteur de transcription TFIIH lors de l’initiation de la transcription 

tandis que la sérine 2 est phosphorylée par Cdk9 et P-TEFb pendant l’élongation et la terminaison 

de la transcription. 

 

 Lorsque STAT3 est transloqué dans le noyau, il induit la transcription de ses gènes cibles. 

Pour cela, il recrute directement ses coactivateurs comme les histones acétyltransférases NcoA/

SRC1a (Giraud et al. 2002) ainsi que les complexes de remodelage de la chromatine tels que BRG1/

hBRM (Giraud et  al. 2004). Les protéines SRC1a et BRG1 interagissent directement avec le 

domaine TAD de STAT3. Celui-ci est également capable de recruter p300 via ses domaines N-

terminal et TAD. p300 acétyle alors STAT3 sur les résidus lysine 49 et 87 permettant de stabiliser et 

renforcer l’association entre STAT3, p300 et les autres composants de l’enhanceosome (Hou et al. 

2008). L’acétylation des lysines 9 et 14 de l’histone H3 par CBP/p300 entraine un relâchement de la 

chromatine au sein du nucléosome. L’ADN étant décondensé, l’ARN polymérase se fixe sur le 

promoteur proximal des gènes cibles de STAT3. Pour finir, le facteur de transcription recrute Cdk9 

via son domaine COOH terminal. La kinase CDK9, au sein du complexe pTEFb, phosphoryle la 

sérine 2 du domaine CTD de l’ARN polymérase II permettant la phase d’élongation de la 

transcription (Majello et al. 1999). 

 STAT3 est également impliqué dans l’inhibition de la transcription. En effet, il permet le 

recrutement de Tip60 et des histones déacétylases HDAC7 (Xiao  et al. 2003). De cette manière, 

STAT3 peut induire la fixation du complexe DNMT1-HDAC1 sur le promoteur de SHP-1 (Zhang 

et  al. 2005). Ce complexe induit une méthylation des îlots CpG du gène, ce qui empêche l’activation 

du gène par d’autres facteurs de transcription. Enfin, STAT3 s’associe avec les protéines du cycle 

cellulaire Rb (Barre et  al. 2005) et p21 (Barre et  al. 2003) pour induire la répression de la 

transcription (figure 12). 
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FIGURE 12|STAT3 régule la transcription de ses gènes cibles. Lorsque STAT3 est 
phosphorylé sur ses résidus tyrosine 705 et sérine 727 puis transloqué dans le noyau, il recrute 
des protéines du complexe de remodelage de la chromatine comme BRG1 et des protéines de 
modification des histones telles que CBP/p300, via Pin1, SRC1a entrainant ainsi une 
décompaction de la chromatine. L’ADN étant accessible, l’ARN polymérase de type II se fixe 
sur le promoteur proximal. Puis STAT3 recrute la kinase Cdk9 capable de phosphorylé l’ARN 
polymérase et permettant ainsi l’élongation de la transcription. Le facteur de transcription joue 
également un rôle dans l’inhibition de la transcription en recrutant Tip60 et HDAC7 pour 
déacétyler les histones. Ensuite STAT3 recrute le complexe HDAC1 et DNMT1 pour méthyler 
les îlotes CpG dans le but l’empêcher l’activation du gène par d’autres facteurs de transcription. 
STAT3 recrute également des répresseurs transcriptionnels connu tel que Rb. 
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Chapitre 3 

Implication de STAT3 dans la transformation 

cellulaire

55



 

I. STAT3 et cancer 

A. STAT3 est retrouvé constitutivement actif  dans de nombreuses tumeurs

 Les facteurs de transcription STAT3 permettent la transduction de signaux provenant de 

l’environnement extérieur à la cellule vers son noyau. Les voies de signalisation de STAT3 ont, au 

départ, été découvertes dans un contexte normal de signalisation de cytokines (Chapitre 1). Au 

milieu des années 1990, le premier lien entre le facteur de transcription STAT3 et l'oncogenèse a été 

effectué par l’équipe de Jove. Ils observent, de manière inattendue, que STAT3 est constitutivement 

activé dans les cellules transformées par l’oncoprotéine Src (Yu  et al. 1995). Dans ces cellules 

transformées, cette tyrosine kinase, Src, phosphoryle STAT3 sur son résidu tyrosine 705 et l’active. 

STAT3 et alors transloqué dans le noyau puis se fixe sur l’ADN au  niveau des éléments APREs 

(Acute-phase response element) pour réguler l’expression des gènes impliqués dans l’oncogenèse. 

Trois mutants sont générés pour confirmer le rôle de STAT3 : Le mutant STAT3Y ne peut pas être 

phosphorylé sur ce résidu ; Le mutant STAT3DB correspond à un combiné de mutations 

(VVV461-463AAA et EE434-435AA) permettant la phosphorylation de la tyrosine, une 

dimérisation et une translocation nucléaire mais ne permettant pas une liaison à l’ADN. Ce mutant 

est considéré comme un dominant négatif qui se dimérise avec un STAT3 non muté formant un 

complexe inactif ; Le mutant STAT3S contient une alanine à la place de la sérine 727. Ce mutant 

peut donc être phosphorylé sur la tyrosine mais son activité transcriptionnelle est réduite. 

L’utilisation de ces mutants de STAT3 ou des formes dominantes négatives inversent le phénotype 

de transformation tandis qu’un état constitutivement actif transforme les fibroblastes en culture 

(Cao et al. 1996; Bromberg et al. 1998). 

 Puis plusieurs équipes ont mis en évidence que STAT3 est impliqué, sous une forme 

constitutivement active, dans l’évolution du cancer de sphère ORL (Grandis et al. 2000) mais 

également dans le myélome (Catlett-Falcone et  al. 1999). Depuis, de nombreuses équipes l’ont 

retrouvées dans un état actif dans de nombreuses tumeurs (Germain and Frank 2007; Al Zaid 

Siddiquee and Turkson 2008). Les différentes tumeurs présentant une forme constitutivement 

active sont répertoriées dans le Tableau 1.  
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TABLEAU 1 |Activation constitutive de STAT3 dans les tumeurs primaires et les lignées 
cellulaires dérivées de tumeurs (Bromberg 2002).

Activation constitutive de STAT3 dans les tume tumeurs primaires

Tumeurs solides Tumeurs liquides

Cancer du sein Leucémie myéloïde aiguë
Cancer de la sphère ORL Leucémie lymphoïde chronique
Cancer de la prostate Mycose fongoïde
Cancer du colon Lymphome de Burkitt
Cancer ovarien Leucémie des grands lymphocytes granulaires
Cancer du poumon Myélome
Tumeurs du cerveau Lymphome de Hodgkins
Cancer pancréatique Lymphome à larges cellules anaplastiques
Carcinome rénal
Mélanome

Implication de STAT3 dans le phénotype trans transformant

Lignées cellulaires ou tumeurs primaires Oncogènes

Cancer du sein Ick
Cancer de la sphère ORL Ret
Cancer de la prostate Erk
Mélanome Src
Cancer de la thyroïde
Cancer du colon
Myélome
Lymphome de Hodgkins
Leucémie des grands lymphocytes granulaires
Carcinome hépatocellulaire

B. Plusieurs voies d’activation de STAT3 sont responsables de sa 
phosphorylation constitutive

 De multiples activateurs en amont de STAT3 sont responsables de sa phosphorylation 

constitutive dans les cellules cancéreuses, comme une activation aberrante de récepteurs de facteurs 

de croissance, de récepteurs de cytokines ainsi que des tyrosines kinases cytoplasmiques. 

1.  L’activation de STAT3 par les récepteurs de facteurs de croissance dans les 

cellules tumorales.

 L’activation de STAT3 peut être liée à la voie de signalisation de l’EGFR, maillon important 

de la progression tumorale et des métastases. La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) est 

un événement important et précoce qui conduit à la formation de métastases dans les cancers. Il a 
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été montré que la surexpression de l’EGFR est corrélée avec un fort potentiel métastatique 

(Thomas et  al. 2003). L’EMT est initiée par une diminution de l’E-Cadhérine, permettant une perte 

des jonctions d'adhérence (Lu et al. 2003). La suppression de la protéine peut être effectuée par des 

répresseurs transcriptionnels comme le facteur de transcription TWIST, Slug et Snail. Le facteur 

TWIST est essentiel pour une formation correcte du mésoderme durant la gastrulation, mais 

également pour la migration de la crête neurale (Chen and Behringer 1995). De plus une 

surexpression de TWIST coïncide avec l’invasion tumorale et la formation de métastases dans le 

cancer du sein (Yang et al. 2004) ou encore dans le cancer de la prostate (Kwok et al. 2005), de 

l’utérus (Kyo et al. 2006), de l’oesophage (Yuen et al. 2007) et dans le gliome (Elias et  al. 2005). Un 

lien entre toutes ces protéines a pu être effectué pour mieux comprendre l’EMT dans le cancer. 

L’équipe de Lo montre, en 2008, que les cellules cancéreuses avec une forte activité de l’EGFR 

subissent une EMT induite par les ligands EGF ou TFGα. La voie de l’EGFR conduit à la 

phosphorylation et à l’activation de STAT3, puis à la régulation de ses gènes comme E-Cadhérine 

et TWIST. De cette manière, l’expression de E-Cadhérine est diminuée tandis que celle de TWIST 

est augmentée permettant de promouvoir la transition épithélio-mésenchymateuse (Lo et al. 2007). 

 Un second membre de la famille EGFR, le récepteur ErbB2 ou HER2/neu, peut également 

activer STAT3 par l’intermédiaire des tyrosines kinases Src et JAK2 (Ren and Schaefer 2002). Le 

gène codant pour le récepteur ErbB2 est souvent retrouvé amplifié dans plusieurs cancers, comme 

le sein, le colon, la prostate, les poumons et les ovaires (Ramieri et al. 2010), conduisant à une 

signalisation et à une activation anormale de Src et de STAT3. 

2.  Activation par l’oncogène v-src

 Le gène v-src est présent dans le génome du virus de sarcome de Rous. Il est découvert en 

1976 par les chercheurs Stéhlin, Varmus et Bishop à San Fransisco. Il est appelé oncogène du fait 

de sa capacité à transformer des cellules saines en cellules tumorales. Un gène très similaire est 

également découvert dans les cellules saines de poulet, nommé c-src. Ces deux gènes c-src et v-src 

présentent une séquence nucléotidique similaire mais diffèrent dans leur séquence C-terminale. La 

protéine v-src est délétée de ce domaine qui inhibe l’activité kinase de la protéine en se repliant 

(Coffin et al. 1978). Cette protéine v-src est donc constitutivement active et induit la transformation 

des fibroblastes murins qui acquièrent la capacité de proliférer en milieu semi-liquide et induisant 

des tumeurs chez la souris. En utilisant des dominants négatifs, Bromberg J et  al montre que 

STAT3 est nécessaire à v-src pour induire une transformation des cellules (Bromberg, Horvath et 

al. 1998; Bromberg et  al. 1999). v-Src est une tyrosine kinase qui induit la phosphorylation de 

STAT3 sur la tyrosine 705, sa dimérisation puis sa translocation nucléaire. STAT3 se fixe alors sur 
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les promoteurs de ses gènes cibles impliqués dans la prolifération, comme par exemple la cycline 

D1 ou c-Myc. La cycline D1 est reconnue comme un médiateur important de la tumorigenèse. Plus 

de 30% des carcinomes mammaires humains surexpriment la cycline D1 (Fu et al. 2004). Des souris 

déficientes en cycline D1 sont résistantes à la transformation des cellules mammaires induites par 

les oncogènes ras et neu (Yu et  al. 2001). Cette action transformante est activée en amont par une 

forme constitutivement active de STAT3.

3.  Dérégulation des composants de la voie JAK/STAT3 dans les cellules tumorales

 L’activation constitutive de STAT3 survient en réponse à une surexpression ou à une sur-

activation du récepteur EGFR et de l’oncogène Src. Cependant, les kinases JAK peuvent également 

être impliquées dans la dérégulation de STAT3. En effet, en utilisant un inhibiteur sélectif des 

tyrosine kinases JAK, AG490, l’activité de liaison à l’ADN de STAT3 est fortement diminuée ainsi 

que la croissance des cellules tumorales mammaires (MDA-MB-468) de manière dose dépendante. 

De plus, l’inhibition de l’activité kinase de Src et de JAK, bloquant la signalisation de STAT3, est 

corrélée avec une inhibition de la prolifération cellulaire. Inversement, l’inhibition de l’activité 

tyrosine kinase de Src et de JAK, dans des cellules ne contenant pas de STAT3 constitutivement 

actif, n’a pas d’effet sur la croissance cellulaire. Ces résultats mettent en évidence que, en plus de 

Src, les kinases de la famille JAK ont une fonction importante dans la régulation de l’activité de 

liaison à l’ADN et dans la croissance tumorale des cellules mammaires. De cette manière, il y a une 

association entre STAT3 constitutivement actif et la régulation de la croissance par Src et JAK. De 

plus, STAT3 activé est un effecteur important de la voie oncogénique induite par Src et JAK dans 

les lignées cellulaires du cancer du sein (Garcia et al. 2001).  

 Comme expliqué précédemment, les tyrosine kinases JAK jouent un rôle essentiel dans le 

développement et dans l’assemblage des sous unités des récepteurs des cytokines. Il a été montré, 

dans les cellules T d’enfants atteints de leucémies lymphoblastiques aigües, qu’une portion de JAK2 

en 3’ fusionne avec la région 5’ de TEL, un gène codant pour un membre de la famille des facteurs 

de transcription ETS. Cette translocation chromosomique induit une activité tyrosine kinase 

constitutive de JAK2 et confère une prolifération anormale et indépendante de ces cellules 

(Lacronique et  al. 1997). Afin de mieux étudier le rôle de cette activation constitutive des JAK, une 

protéine chimérique est générée entre le domaine ets du facteur de transcription TEL et la tyrosine 

kinase JAK2 (Ho et al. 1999). Cette protéine de fusion entraine une phosphorylation constitutive de 

STAT1, STAT3 et STAT5 sur leur résidu tyrosine. 
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II. STAT3 et la transformation cellulaire

 La transformation cellulaire, selon Hanahan et Weinberg, se traduit par six caractéristiques 

biologiques conduisant au développement de la tumeur (Hanahan and Weinberg 2011):

- la prolifération cellulaire excessive

- la résistance à la mort cellulaire

- l’induction de l’angiogenèse

- l’immortalité réplicative

- l’activation de l’invasion et les métastases

- l'échappement aux suppresseurs de tumeurs 

 L’activation des protéines STAT3, via des cytokines ou des facteurs de croissance, est 

associée à un développement des organes, une prolifération cellulaire et une différentiation. En 

revanche, une activation constitutive de STAT3 entraine souvent dans une dérégulation de la 

croissance cellulaire. Les protéines STAT3 sont souvent retrouvées constitutivement activées dans 

la plupart des cellules cancéreuses humaines (Bromberg 2002). Plusieurs équipes ont montré le rôle 

important de STAT3 dans la transformation cellulaire (Bromberg, Wrzeszczynska et  al. 1999) : des 

lignées cellulaires transformées par l’oncogène v-Src favorisent l’activation constitutive du facteur 

de transcription (Yu, Meyer et al. 1995; Bromberg, Horvath et al. 1998). 

A. STAT3 active des gènes permettant la prolifération cellulaire

 Contrairement à une cellule normale dans laquelle STAT3 est transitoirement phosphorylé 

sur la tyrosine 705 en réponse à des cytokines ou des facteurs de croissance, la tyrosine est 

continuellement phosphorylée dans une grande variété de cancers. 

 L’équipe de Bromberg J, pour étudier les cibles de STAT3, utilise un dimère forcé de 

STAT3, qu’ils nomment STAT3-C. Ce dimère est créé grâce à la création d’un pont entre deux 

monomères STAT3, rendant la molécule capable de se dimériser sans phosphorylation du résidu 

tyrosine 705. Cette molécule, ainsi crée est capable d’activer la transcription mais également 

d’induire la transformation cellulaire. Lorsque les cellules 293T sont transfectées avec STAT3-C, 

l’expression de l’ARN messager de la cycline D1 et de c-Myc est 3 à 5 fois plus importante en 

réponse à l’IL6. STAT3-C se fixe sur le promoteur de la cycline D1 et augmente sa transcription 

(Bromberg, Wrzeszczynska et  al. 1999). Par conséquent STAT3, sous une forme constitutivement 
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active, peut médier la transformation cellulaire en activant des gènes impliqués dans la progression 

du cycle cellulaire. 

 Cdc25a est un deuxième gène décrit comme cible de STAT3 et impliqué dans la transition 

G1/S du cycle cellulaire (Barre, Vigneron et  al. 2005). En réponse à l’IL6, STAT3 est recruté sur le 

promoteur de la phosphatase Cdc25a. Mais l’IL-6 induit également le recrutement de c-Myc sur le 

promoteur de Cdc25a.  

 c-Fos se dimérise avec un grand nombre de facteurs de transcription. Le plus souvent, il 

interagit avec c-Jun pour former le complexe AP-1. Ce complexe est activé par des signaux 

mitogèniques et induit la transcription des gènes de prolifération comme la cycline D1. De cette 

manière, le complexe AP-1 est requis pour la progression de la phase G1 du cycle cellulaire. 

L’équipe de Darnell J.E. montre que, en réponse à l’IL-6, STAT3 se fixe sur le promoteur de c-fos 

pour induire sa transcription (Yang et  al. 2003). Mais STAT3 interagit avec d’autres protéines 

nucléaires, comme c-Jun, déjà présentes sur le promoteur de c-fos au niveau du site AP-1. C-Jun 

pourrait permettre la stabilisation de STAT3 sur le promoteur pour activer la transcription de c-fos. 

 Le gène c-myc est un régulateur important pour la croissance cellulaire. Il est activé par 

différents facteurs de croissance comme l’EGF, PDGF mais également par une variété de cytokines 

incluant entre autre IL-6 et IL-12. La voie IL-6/gp130 conduit à l’activation de STAT3, qui à son 

tour se fixe rapidement sur le promoteur de c-Myc. De plus, le site de fixation de STAT3 sur le 

promoteur de c-Myc se superpose avec le site de liaison de E2F. STAT3 pourrait donc se fixer sur 

le site E2F du promoteur de c-Myc lorsque les complexes répresseurs, tels que Rb, n’y sont plus. 

Cependant, il est important de noter que l’action de STAT3, en réponse à l’IL-6, sur l’expression du 

gène de c-Myc est différent selon les cellules. En effet, il active la transcription de c-Myc dans les 

cellules hépatiques HepG2 (Kiuchi et  al. 1999), tandis qu’il réprime la transcription de c-Myc dans 

les cellules leucémiques M1 (Nakajima et al. 1996). 

 Le gène Pim-1 est une autre cible de STAT3 permettant la progression du cycle cellulaire de 

la phase G1 vers la phase S. Il coopère avec c-Myc pour phosphoryler Cdc25a et induire son 

activité phosphatase (Mochizuki et al. 1999). Celle ci déphosphoryle et active les complexes 

cyclines-Cdk de la phase G1. Suite à l’activation de gp130, via la fixation de l’IL-3, STAT3 est activé 

pour induire la transcription des gènes de Pim-1 et de c-Myc (Shirogane et al. 1999). Ainsi, STAT3 

régule la transition G1/S du cycle cellulaire.

 La caractéristique la plus fondamentale des cellules cancéreuses est la capacité à maintenir 

une prolifération chronique. En activant des gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire, 

STAT3, sous une forme constitutivement active, favorise la prolifération excessive de la cellule 

tumorale
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B. STAT3 et l’angiogenèse

 L’angiogenèse est associé à la formation de nouveaux capillaires à partir de vaisseaux 

préexistants. Ce mécanisme est indispensable au processus de développement tumoral, à la 

croissance en trois dimensions de la tumeur et à la création de métastases. Plusieurs facteurs 

angiogeniques ont été identifiés. Parmi eux, le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est l’un des 

plus important pour la cellule endothéliale et son rôle a été intensément étudié (Bergers and 

Benjamin 2003). La production de VEGF a été associée à un taux élevé de la densité des 

microvaisseaux intratumoraux et à un mauvais pronostic. 

 Il a été montré que l’activation de STAT3 est corrélé à une expression abondante de VEGF 

et une augmentation de la densité des microvaisseaux intratumoraux dans le cancer de la sphère 

ORL (HNSCC Head and Neck Squamous Cell Carcinoma). Puis il a été mis en évidence que STAT3 est 

capable d’activer directement la production de VEGF en se fixant sur son promoteur (Masuda et  al. 

2007). En revanche, dans les cellules endothéliales (HDMEC Human Dermal Microvascular Endothelial 

Cells) le VEGF induit la translocation nucléaire de STAT3 phosphorylé sur son résidu tyrosine. 

L’activation de STAT3 par la voie de signalisation du VEGF est nécessaire à la migration et à la 

formation de vaisseaux sanguins (Yahata et al. 2003). Par conséquent, dans le mécanisme de 

l’angiogenèse, STAT3 semble avoir au moins deux fonctions différentes : STAT3 favorise la 

production de VEGF dans les cellules HNSCC et ce VEGF, en retour, induit l’activation de STAT3 

dans les cellules endothéliales, nécessaire à l’angiogenèse. 

C. STAT3 et son implication dans la longueur des télomères

 Les extrémités des chromosomes eucaryotes se terminent par un complexe de 

nucléoporines appelé télomère. La perte des télomères conduit à la fusion des chromosomes par 

leurs extrémités, facilite l’augmentation de la recombinaison génétique et induit la mort cellulaire 

par apoptose. Les télomères sont synthétisés par des télomèrases composées d’ARN et de sous 

unités catalytiques nommées hTERT. Ils raccourcissent progressivement jusqu’à ce que la cellule 

approche de la sénescence réplicative (Masutomi et al. 2003). Cependant, il existe une forte 

corrélation entre l’activité télomérase et la malignité. L’équipe de MO. Robinson a été la première à 

mettre en évidence que l’activité de la télomérase hTERT est un mécanisme majeur permettant le 

maintien à long terme de la viabilité des cellules humaines immortelles. La capacité de ces cellules à 

proliférer avec de long télomères, en absence de télomèrases, démontre que l’activité des 
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télomèrases n’est pas requise pour leurs fonctions réplicatives. En revanche, l’activité des 

télomèrases semble être nécessaire au maintien d’une longueur minimum (Zhang et al. 1999).  

 Il a été montré que STAT3 était un régulateur important de l’expression de hTERT dans 

des cellules primaires mais également dans des cellules tumorales. En effet, l’équipe de BH. 

Cochran a, dans un premier temps, observé qu’une absence de STAT3 entraine une perte de 

l’expression de hTERT, conduisant à l’apoptose. Ils ont ensuite remarqué que l’activation de 

hTERT par STAT3 est effectué en réponse à différents stimuli comme le PDGF, l’IL-6, l’OSM ou 

encore en réponse à l’H2O2. Enfin, ils ont mis en évidence que l’activation de hTERT est due à la 

fixation de STAT3 sur son promoteur afin d’induire son expression. Ces travaux mettent en 

évidence que STAT3 régule la longueur des télomères via l’activation de hTERT. Ils renforcent la 

notion que STAT3 est un médiateur clé de la transformation cellulaire (Konnikova et al. 2005).

D. STAT3 et la migration, formation des métastases

 Le mélanome est l’une des tumeurs malignes les plus fréquentes. Il est caractérisé par une 

haute capacité pour l’invasion et la formation de métastases. La dégradation et le remodelage de la 

matrice extracellulaire par des enzymes protéolytiques, comme les métalloprotéinases de la matrice 

(MMP Matrix MetalloProteinases) sont les étapes clés de ce processus. Plusieurs études ont montré 

que STAT3 était impliqué dans ce mécanisme :

 L’équipe de Huang a montré que l’activité de STAT3 était corrélée à l’expression de 

MMP-2, à l’invasion de la tumeur et à l’observation de métastases dans des cellules de mélanomes. 

Pour cela, ils ont utilisé le dimère constitutivement actif de STAT3, décrit par Bromberg et nommé 

STAT3-C (Bromberg, Wrzeszczynska et  al. 1999), afin de simuler la forme active de STAT3 

retrouvée dans de nombreux  cancers. Ils ont alors mis en évidence que cette corrélation est due à 

la liaison du facteur de transcription sur le promoteur de MMP-2 lui permettant d’induire 

l’expression de la métalloprotéinase. De plus, en bloquant la forme active de STAT3 par une 

mutation Y705F, ils ont observé une absence de STAT3 sur le promoteur de MMP-2 et par 

conséquent une diminution de son expression. Ces travaux ont suggéré que l’activation de la voie 

de signalisation de STAT3 est impliquée dans l’invasion tumorale et la formation de métastases (Xie 

et  al. 2004). En parallèle, une seconde équipe a montré que STAT3, sous une forme 

constitutivement active, était également capable d’activer l’expression d’une autre métalloprotéinase, 

MMP-9 dans une lignée cellulaire tumorale mammaire permettant, de la même manière que 

MMP-2, l’activation de l’invasion tumorale et la formation de métastases (Dechow et al. 2004).
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 En 2007, l’équipe de Bromberg a montré que STAT3 peut également être impliqué dans la 

tumorigenèse en activant la mobilité cellulaire des cellules épithéliales de la prostate via l’intégrine 

β6.  Pour cela, ils ont observé que l’expression de cette intégrine potentialise la migration cellulaire 

dans des chambres de Boyden. Ils ont ensuite remarqué que les cellules exprimant STAT3-C 

présentent une diminution des taux de E-cadhérine, un changement morphologique des cellules se 

traduisant par une augmentation du nombre de lammellipodes et de fibres de stress et une 

augmentation de la capacité migratoire mais également une augmentation de l’expression de 

l’intégrine β6 et de son ligand, la fibronéctine. En revanche, le blocage de l’expression de l’intégrine 

β6 dans les cellules exprimant STAT3-C induit une inhibition de la migration, une augmentation de 

de l’expression de l’E-cadhérine et une réduction de la formation de colonie en agar (Azare et  al. 

2007).

 L’ensemble de ces travaux ont démontré que l’activation constitutive de STAT3 lors de la 

tumorigenèse dans la prostate, le sein ou dans le mélonome favorise la transformation de ces 

cellules permettant la migration, l’invasion tumorale et par conséquent la formation de métastases 

en activant les métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 ainsi que l’intégrine β6.

E. STAT3 et la survie cellulaire

  Plusieurs études menées sur STAT3 révèlent que la transformation oncogénique des 

cellules, via Ras ou Src, conduit à l’activation de STAT3. Une fois activé par cette voie, STAT3 

active la transcription des gènes de survie. Dans la plupart des cellules, l’activation de STAT3 peut 

conduire à la suppression de l’apoptose. Ces effets sont dus à l’expression de différents gènes de 

survie induite par STAT3.

1. Les protéines de la familles Bcl-2

 Les membres de la famille Bcl-2 sont des régulateurs clés dans l’apoptose. Ces protéines 

contiennent entre un et quatre domaines d’homologie, nommés domaines BH1-4. Ces membres de 

la famille Bcl-2 peuvent être divisés en deux grands groupes selon leurs fonctions : un groupe de 

protéines de survie, ou anti-apoptotiques, et un groupe de protéines pro-apoptotiques. Ce dernier 

peut également être subdivisé en trois, selon la structure et la fonction des protéines (Strasser 

2005) :

- Les protéines anti-apoptotiques regroupent Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, A1 (ou Bcl-2A1), MCL1 

(Myeloid-Cell Leukemia sequence 1) et Boo (Bcl-2 homologue of Ovary, ou DIVA). Toutes ces 

protéines contiennent les quatre domaines BH, à l’exception de Mcl-1 qui ne présente que deux 

domaines. Lorsqu’elles sont surexprimées, ces protéines protègent les cellules d’une variété de 
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stimuli apoptotiques. Différentes études ont montré que Bcl-2 (Nakayama et al. 1993; Veis et  al. 

1993), Bcl-XL (Motoyama et  al. 1995), Bcl-w (Print et  al. 1998; Ross et  al. 1998), A1 (Xiang et  al. 

2001) et Mcl-1 (Opferman et  al. 2003) sont nécessaires à la survie de la cellule dans certains types 

cellulaires. Par exemple, Bcl-2 et Mcl-1 sont requises pour la survie des cellules B matures et des 

cellules T (Nakayama, Negishi et al. 1993; Opferman, Letai et  al. 2003), tandis que Bcl-XL est 

requis pour la survie des progéniteurs érythroïdes dans le foie foetale (Motoyama, Wang et  al. 

1995). 

- Les protéines pro-apoptotiques BAX/NAK-like comprennent BAX, BAK, BOK (Bcl-2 related 

ovarian killer) et Bcl-XS et contiennent entre deux et trois domaines BHs. Lorsqu’elles sont 

surexprimées, chaque protéine active l’apoptose. L’analyse structurale de ces protéines a montré 

que BAX est similaire à Bcl-XL, mais que ces deux protéines présentent des rôles opposés (Suzuki 

et  al. 2000). L’utilisation de souris déficientes en BAX et BAK a permis de montrer que ces deux 

protéines sont essentielles pour le processus d’apoptose induit par des cytokines ou par un 

traitement cytotoxique (Lindsten et al. 2000; Rathmell et al. 2002). La perte combinée de BAX et 

BAK dans les cellules hématopoïétiques favorise la survie à long terme, en revanche, la perte de 

APAF-1 ou seulement de la caspase-9 retarde l’apoptose et ne favorise pas la survie des cellules 

(Ekert et al. 2004).

-  Les protéines pro-apoptotiques BH3-only correspondent au troisième groupes des protéines de 

la famille Bcl-2. Ces protéines ne contiennent qu’un court domaine BH3 (de 9 à 16 acides 

aminés). Des expériences menées chez la souris et chez C elegans ont permis de montrer que ces 

protéines BH3-only sont essentielles à l’initiation du programme de mort cellulaire et à l’apoptose 

induite par le stress. Ce groupe de protéines renferme les protéines BAD (Bcl-2 Antagonist  of cell 

Death), BIK (Bcl-2 Intercating Killer), BID, HRK (HaRaKiri), BIM, (Bcl-2-Interacting Mediator of  cell 

death), NOXA, PUMA (p53-Upregulated Modulator of  Apoptosis) et BMF (Bcl-2-Modifing  Factor). 

Toutes ces protéines peuvent fixer avec une forte affinité les protéines de survie Bcl-2-like et 

induire l’apoptose lorsqu’elles sont surexprimées (Huang and Strasser 2000). L’apoptose induite 

par la surexpression de ces protéines BH3-only requiert des membres du groupe BAX/BAK-like, 

indiquant que ces dernières agissent en aval des protéines BH3-only. Cependant, il est aussi 

possible que les protéines BH3-only et BAX/BAK-like fonctionnent en parallèle et mutuellement.  

Il a été reporté que des protéines BH3-only, en particulier BID et BIM, peuvent lier non 

seulement les membres de la famille anti-apoptotique Bcl-2 mais également BAX et BAK (Marani 

et  al. 2002). En revanche, BAD ou BIK peuvent seulement lier Bcl-2 et ses homologues mais ni 

BAX ni BAK (Letai et al. 2002).
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2. STAT3 régule des protéines de la famille Bcl-2

 Depuis 1998, des études montrent que le facteur de transcription STAT3 peut réguler trois 

membres de la famille pro-apoptotique Bcl-2 : Bcl-XL, Bcl-2 et Mcl-1.

 Bcl-2 et Bcl-XL sont localisées à la membrane mitochondriale mais également au niveau de la 

membrane du réticulum  endoplasmique et de l’enveloppe nucléaire. Bcl-2, sur la membrane du 

réticulum endoplasmique, peut inhiber directement BAX et/ou BAK, tandis que Bcl-XL inhibe la 

perméabilisation de la mitochondrie via de multiples mécanismes tels que le recrutement et la 

liaison des protéines BH3-only (Shamas-Din et al. 2011). Ceci empêche la libération du cytochrome 

c, de la membrane externe mitochondriale vers le cytoplasme. Lorsque le cytochrome c est libéré 

dans le cytoplasme, il active directement les caspases (Tsujimoto 1998). Mcl-1 (Myeloid cell 

factor-1) est localisée dans la mitochondrie mais également dans d’autres membranes 

intracellulaires (Yang et al. 1995). Mcl-1 diffère de Bcl-2 et Bcl-xL dans sa structure, dans sa courte 

demi vie de son ARNm  et de sa protéine et dans la régulation de ses promoteurs. Elle est capable 

de s’associer avec les protéines pro-apoptotique de la famille Bcl-2 comme BAX. L’inhibition de 

Mcl-1 induit une rapide activation de l’apoptose. L’équipe de Fenton RG montre que cette protéine, 

avec une durée de vie très courte, est nécessaire pour la survie des cellules du myélome (Zhang et  al. 

2002). 

 

 STAT3 est constitutivement activé dans les lignées cellulaires du myélome U266 sous la 

dépendance de l’IL-6. Ces cellules sont résistantes à l’apoptose médiée par Fas et exprime des taux 

élevés de la protéine anti-apoptotique Bcl-XL. Catlett-Falcone et al montrent qu’un blocage de 

STAT3 inhibe l’expression de Bcl-XL et induit l’apoptose des cellules du myélome. De cette manière 

ils mettent en évidence que, en réponse à l’IL-6, STAT3 active la transcription de Bcl-XL dans ces 

cellules et contribue à la progression maligne en favorisant la survie à travers la suppression de 

l’apoptose (Catlett-Falcone, Landowski et al. 1999). 

 L’équipe de Matsuzawa examine le rôle du facteur de transcription STAT3 dans la régulation 

des signaux de résistance à l’apoptose dans les cellules épithéliales intestinales de rat induites par 

l’oncogène Ras. Bcl-2 et Bcl-XL sont importantes dans la progression des tumeurs intestinales. Leur 

étude a été la première à montrer que l’expression de Bcl-2 mais également de Bcl-XL est régulé et 

activer par STAT3 dans leur modèle d’étude en réponse au  facteur de croissance EGF (Zushi et al. 

1998). 

 En plus de Bcl-2 et Bcl-xL, Mcl-1 est également une cible du facteur de transcription 

STAT3. Dans le myélome multiple, l’IL-6 est un facteur de survie capable de réguler, rapidement et 

positivement, l’expression de Mcl-1, tandis qu’il n’a aucun effet sur les taux de la protéine Bcl-2. 
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Une étude publiée en 1999, révèle que la voie JAK/STAT est impliquée dans l’activation de Mcl-1 

en réponse à l’IL-6 (Puthier et al. 1999). 

 L’activation de Mcl-1 par STAT3 est observé dans les macrophages de manière 

indépendante d’une stimulation à l’IL-6. Il est connu que la protéine STAT3 est activée 

constitutivement dans les cellules tumorales hématopoïétiques transformées par l’oncogène Src 

(Cao, Tay et  al. 1996). La protéine est également activée de manière constitutive dans les 

macrophages. Cette activation est importante pour l’expression de Mcl-1 et la viabilité des 

macrophages. L’équipe de Pope RM montre que la phosphosérine 727 est importante pour 

l’expression de Mcl-1, en absence de la phosphorylation sur la tyrosine 705. En effet l’utilisation de 

l’inhibiteur H7, spécifique des sérine-thréonine kinases PKC, entraine une diminution de 

l’expression de Mcl-1 dans les macrophages et cause la mort des cellules. En revanche, et de 

manière surprenante, les inhibiteurs chimiques dirigés contre ERK et JNK n’inhibent pas la 

phosphorylation de STAT3 et par conséquent n’induisent pas la mort des macrophages. Ces 

observations suggèrent un mécanisme d’activation de STAT3, différent de ces voies de 

signalisation, qui conduit à la régulation de la survie des macrophages via Mcl-1 (Liu et al. 2003). 

 Le programme de mort cellulaire par apoptose permet à la cellule de créer une barrière 

naturelle contre le développement du cancer. Seulement lors de la transformation cellulaire, la 

cellule met en place un mécanisme d’échappement à la mort. Ces différentes études ont montré que 

l’oncogène STAT3 est impliqué dans l’activation des protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-XL et 

Mcl-1 afin d’échapper à la mort cellulaire par apoptose.  

3. STAT3 régule deux protéines de survie de la famille IAP

 Lors de la transformation cellulaire, la cellule est également capable de mettre en place un 

mécanisme de survie lui permettant d’échapper à la mort cellulaire.

a) Les protéines de la famille IAP

 Les protéines IAP (Inhibitor of apoptosis) sont des facteurs de survie qui utilisent deux 

mécanismes différents : soit elles se fixent directement aux caspases, les enzymes effectrices de 

l’apoptose, entrainant leur inhibition, soit elles entrent en compétition avec les caspases (Salvesen 

and Duckett 2002). De cette manière, ces protéines inhibent l’apoptose induite par les caspases. 

Elles forment une famille de 8 membres (X-IAP, ILP-2, ML-IAP, NAIP, Apollon, c-IAP1, c-IAP2 

Introduction - Implication de STAT3 dans la transformation cellulaire

67



et survivine). Quelques études ont montré que STAT3 est capable de réguler deux de ces 

membres : la survivine et c-IAP2. 

b) Activation de la survivine

 La survivine possède deux rôles distincts permettant la survie et la progression de la mitose. 

Lors de la mitose, la survivine s’associe avec Aurora B, INCENP (Iner centre protein antigen) et la 

Boréaline pour former le complexe CPC (Chromosomal Passenger Complex) (Honda et al. 2003). 

Ces interactions sont nécessaires pour cibler le complexe sur les kinétochores, corriger le défaut 

d’alignement, former correctement le fuseau mitotique et elles sont indispensables à une cytokinèse 

complète. Des publications montrent que la survivine protège de l’apoptose dans des cellules 

normales ou transformées. Le mode d’action de la survivine est cependant controversé : 

l’association physique entre la survivine et les caspases est incertaine (Verdecia et al. 2000; Shin et  al. 

2001). En revanche, il est reconnu que la survivine est activée par le facteur de transcription STAT3 

dans différentes conditions. 

 L’exposition de la peau aux UV cible la libération de prostaglandines (PG), comme PGE2, 

produites par les cyclooxygénases (COX) et les PG synthétases. PGE2 manifeste son activité 

biologique en se fixant à quatre récepteurs membranaires couplés aux protéines G, EP1-4. Suite à 

une exposition aux UVB sur la peau de souris, EP2 active la voie de l’EGFR/STAT3 qui induit la 

transcription de la survivine et donc la survie des cellules traitées (Chun and Langenbach 2011). 

 Plusieurs études montrent que le facteur de transcription STAT3 est impliqué dans la survie 

cellulaire en induisant l’expression de la survivine dans différents types de tumeurs. L’étude de 

l’activation persistante de STAT3 dans les cellules tumorales mammaires révèle que les gènes cibles 

du facteur de transcription confèrent une résistance à l’apoptose dans ces cellules. Par analyse des 

gènes cibles de STAT3 par puces à ARN, l’équipe de Jove R identifie la survivine comme étant 

régulée par STAT3 dans les cellules tumorales mammaires (Gritsko et  al. 2006). Cette activation de 

la survivine est également impliquée dans la transformation maligne des lymphomes des séreuses 

( ou PEL) (Aoki et al. 2003). 

c) Activation de c-IAP2

 La protéine c-IAP2, avec c-IAP1 et XIAP, inhibe directement certaines caspases (caspase-3 

et caspase-7 ) (Salvesen and Duckett 2002). Une étude, portant sur la régulation de l’apoptose dans 

les cellules épithéliales intestinales révèle que la phosphorylation de STAT3 sur les résidus tyrosine 

et sérine est augmentée lorsque ces cellules sont déplétées en polyamines. Les polyamines sont 

impliquées dans la prolifération, la différentiation, la migration et l’apoptose, induite par le TNF-α, 
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dans les cellules epithéliales intestinales (Gerner and Meyskens 2004). Par conséquent une 

diminution de polyamines active STAT3 qui stimule à son tour des protéines anti-apoptotiques 

telles que Bcl-2, Mcl-1 et c-IAP2. De cette manière, via l’activation de STAT3, l’activation des 

caspases est inhibée et les cellules sont protégées de l’apoptose induite par le TNF-α (Bhattacharya 

et al. 2005).

4. STAT3 inactive des gènes apoptotiques pour favoriser la prolifération cellulaire

 La voie de mort Fas/Fas ligand (FasL) est un important médiateur de l’apoptose. La 

dérégulation de cette voie est impliquée dans l'échappement des cellules cancéreuses mammaires et 

dans la résistance aux traitements anti-cancéreux. Un défaut de cette voie de signalisation 

apoptotique favorise la survie des cellules cancéreuses pour conduire vers la tumorigenèse (Toillon 

et al. 2002).  

 L’implication de STAT3 dans l’inhibition de l’expression de Fas est montrée en 2001 par 

l’équipe de Ronai. Le rôle de STAT3 et de c-Jun dans la suppression de la transcription de Fas et 

l’apoptose due à l’expression de FasL à la surface de la cellule a été démontré dans plusieurs lignées 

cellulaires de mélanomes humains et murins. L’utilisation de cellules STAT3+/- et c-Jun-/- a permis 

d’observer une augmentation de l’expression de Fas, qui peut être ensuite réduite par une 

réexpression de STAT3 et de c-Jun. Des expériences de ChIP ont ensuite montré qu’en réponse à 

un traitement UV, il y a une diminution de la liaison de STAT3 et une perte de c-Jun sur le 

promoteur de Fas, ce qui coïncide avec une augmentation de la transcription de Fas et une 

induction de l’apoptose. Il a déjà été montré que STAT3 coopère avec c-Jun pour former un 

hétérodimère et activer l’expression de l’α2-macroglobuline en se fixant sur son promoteur (Zhang, 

Wrzeszczynska et  al. 1999). Ils montrent, dans leur modèle, que la coopération entre STAT3 et c-

Jun est nécessaire pour permettre une diminution de la transcription de Fas et donc pour favoriser 

la survie cellulaire aux dépens de l’apoptose (Ivanov et al. 2001). Le facteur de transcription STAT3 

est connu pour activer la transcription de ses gènes cibles. Néanmoins cette étude montre qu’il peut 

également avoir un rôle d’inhibiteur de la transcription afin de favoriser la prolifération cellulaire. 

 Des études ont donc été menée sur différents inhibiteurs ou des petits ARN interférents 

(siRNA) dirigés contre STAT3. En 2010, un siRNA dirigé contre le facteur de transcription dans 

les cellules cancéreuses du sein révèle qu’une perte de STAT3 inhibe la croissance de ces cellules et 

induit l’apoptose. Plus précisément, cette diminution de l’activité de STAT3 augmente l’expression 

de Fas et de son ligand, mais également la libération de cytochrome c et de SMAC dans le 

cytoplasme, activant la mort de la cellule par apoptose et permettant la régression de la tumeur 

mammaire (Kunigal et al. 2009).  
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 Cette partie a donc permis de montrer le rôle essentiel de STAT3 dans la survie de la cellule 

tumorale. Trois principaux mécanismes lui permettent de jouer ce rôle : l’activation de protéines 

anti-apoptotiques et des protéines de survie mais également l’inhibition de médiateur de l’apoptose.  

La mise en place de ces mécanismes par STAT3 permet à la cellule tumorale d’échapper au 

programme de mort cellulaire par apoptose. 

 

F. Les Fonctions de STAT3 dans la mitochondrie 

 La transformation cellulaire implique non seulement un contrôle dérégulé de la prolifération 

cellulaire mais également des ajustements du métabolisme énergétique afin d’alimenter la division et 

la croissance de la tumeur. Sous des conditions aérobies, la cellule normale transforme le glucose en  

pyruvate, via la glycolyse dans le cytosol puis en dioxyde de carbone dans la mitochondrie. Sous des 

conditions anaérobiques, la glycolyse est favorisée et peu  de pyruvate est envoyé à la mitochondrie, 

consommatrice d’oxygène. Otto Warburg a été le premier à observer un métabolisme énergétique 

anormal dans le cancer (Warburg 1956; Warburg 1956). 

 Quelques tumeurs peuvent contenir deux sous-populations de cellules cancéreuses qui 

diffèrent dans leurs voies énergétiques. Une sous-population est constituée de cellules dépendantes 

du glucose (nommé “Effet Warburg”) qui sécrètent le lactate. La seconde sous-population importe 

et utilise préférentiellement le lactate produit par les cellules voisines comme principale source 

d’énergie, via le cycle de Krebs (Feron 2009). 

 Il a également été mis en évidence que STAT3, connu pour favoriser la transformation 

cellulaire, est capable de promouvoir la phosphorylation oxydative dans la mitochondrie.

 Quelques études ont montré que le facteur de transcription STAT3 pouvait être retrouvé 

dans la mitochondrie (Gough et al. 2009; Wegrzyn  et  al. 2009) en réalisant des fractionnements 

cellulaires et des centrifugations différentielles. Cependant, le mécanisme d’importation nucléaire de 

STAT3 dans la mitochondrie n’est pas encore connu. Nancy C. Reich a émit deux hypothèses, dans 

une revue publiée en 2009 (Reich 2009) :

 L’import mitochondrial pourrait être médié par un mécanisme non connu d’import 

d’ARNm ou en association avec une protéine chaperonne comme Hsp70 (Heat Shock Protein  70) ou 

Hsp90, comme l’ont proposé Neupert et Herrmann (Neupert and Herrmann 2007). 

 La deuxième hypothèse est que STAT3 entrerait dans la mitochondrie avec une sous-unité 

du complexe I mitochondriale, GRIM-19.
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 Il a été montré que GRIM-19 était impliqué dans la mort cellulaire dans de nombreuses 

lignées tumorales mammaires en réponse à l’IFNβ et à l’acide rétinoïque (Hofmann et  al. 1998). 

D’autres travaux ont mis en évidence que l’homologue bovin de GRIM-19 était co-purifié avec le 

complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale (NADH-Ubiquinone oxydo-réductase) à partie 

du coeur de l’animal (Fearnley et  al. 2001). Puis en réalisant un criblage de STAT3 par double 

hybride réalisé dans la levure, il a été observé que GRIM-19 était une protéine interagissant 

spécifiquement avec STAT3. Cette protéine a alors été décrite comme un régulateur négatif de 

l’activité de STAT3 (Lufei, Ma et  al. 2003). Lufei et son groupe ont précisé que GRIM-19 peut 

interagir avec différents domaines de STAT3, comme le domaine coiled-coil et le domaine de 

liaison à l’ADN, cependant aucune interaction n’est détectée entre GRIM-19 et les domaines N-

terminal, SH2 et C-terminal de STAT3. Cependant, l’équipe de Kalvakolanu a contredit ces 

résultats en remarquant que même si GRIM-19 est capable de se fixer au domaine de liaison à 

l’ADN, il n’empêche ni l’activation ni la liaison à l’ADN de STAT3. En réalisant des mutations des 

différents domaines de STAT3, ils ont observé que le domaine TAD était nécessaire à la liaison de 

GRIM-19. De plus, le mutant S727A, résidu présent dans ce domaine, diminue d’environ 95% la 

capacité de liaison avec GRIM-19. De cette manière, ils ont montré que la phosphorylation de 

résidu sérine 727 joue un rôle important dans la liaison du facteur de transcription avec GRIM-19 

(Zhang et al. 2003).  

 Etant donné que GRIM-19 est un composant de la mitochondrie, et qu’il interagit avec 

STAT3 pour le réguler négativement, STAT3 pourrait avoir un rôle dans le métabolisme de la 

mitochondrie. 

 En 2009, une équipe a montré in vitro, sur des lignées cellulaires humaines et in vivo, chez la 

souris au niveau de différents organes (coeur, foie, cerveau  et rein), que STAT3 était localisé dans la 

mitochondrie, et plus précisément au niveau des complexes I et II de la chaine de transport 

d’éléctrons (ETC : Electron Transport Chain). Lors de l’utilisation de lymphocytes primaires pro-B 

STAT3-/-, les activités enzymatiques des complexes I et II sont diminuées de 40 et 85% 

respectivement, tandis que l’activité enzymatique des trois autres complexes n’est pas modifiée 

(Wegrzyn, Potla et al. 2009).

 Afin de mieux comprendre le rôle de STAT3 dans la mitochondrie, les mutants de STAT3 

(les mutants phospho-mimétiques Y705F et S727A et le mutant non phosphorylable S727D) ont 

été transfectés dans les cellules lymphocytaires STAT3  -/-. Ces expériences ont révélé que STAT3 

joue un rôle de modulateur de la respiration mitochondriale.  Les fonctions de STAT3 sur la chaine 
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de transport d'électrons, localisée dans la membrane interne de la mitochondrie, ne semblent pas 

être liées à sa fonction de facteur de transcription. 

 Un second rapport décrit une fonction de STAT3 mitochondrial dans la transformation 

cellulaire par l’oncogène Ras en augmentant l’activité de la chaine de transport d'électrons, en 

particulier des complexes II et V. Ces deux rôles de STAT3 dans la transformation cellulaire et dans 

les fonctions de la chaine respiratoire sont dépendantes de la phosphorylation du résidu sérine 727 

(Gough, Corlett et al. 2009).

 En résumé, ces études proposent que, dans la mitochondrie, STAT3 semble contribuer à la 

transformation cellulaire dépendante de Ras en augmentant l’activité de la chaine de transport 

d’électrons, particulièrement des complexes II et V. La structure requise est complètement 

différente de celle nécessaire à l’activité transcriptionnelle dans le noyau (figure 13).

 

 

Figure 13| Représentation de la signalisation de STAT3.  STAT3 est continuellement 
importé et exporté du noyau indépendamment de son état de phosphorylation. L’oncogène Ras 
peut stimuler la production autocrine d’IL-6. Cette cytokine induit la phosphorylation de la 
tyrosine 705 de STAT3 permettant sa dimérisation, et sa liaison spécifique à l’ADN. La 
phosphorylation sur le résidu sérine 727 de STAT3 stimule la chaine de transport d’électron de 
la mitochondrie et augmente la transformation par l’oncogène Ras (Reich 2009)
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 L’altération du métabolisme énergétique, répandue dans les cellules tumorales, se révèle être 

caractéristique de la transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse. Ces récentes 

études suggèrent que l’oncogène STAT3 pourrait également être impliqué dans un cinquième 

mécanisme favorisant la transformation cellulaire. 
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BUT DU TRAVAIL

͠

 STAT3 est retrouvé constitutivement activé dans de nombreux cancers comme celui de la 

prostate, du  poumon, du cerveau, du sein, de la peau mais également dans le cancer colorectal (Yu 

and Jove 2004). 

 L’irinotecan, dont le métabolite actif est le sn38, est souvent utilisé dans le traitement du 

cancer colorectal en association avec le 5-FU et l’oxaliplatine (Cunningham et al. 2004). Il s’agit d’un 

inhibiteur des topoisomérases de type I qui crée un complexe suicide avec l’ADN et l’enzyme 

(Pommier 2006). Ce traitement a pour but de bloquer la progression du cycle et induire la 

sénescence (Hynes and MacDonald 2009). Les traitements génotoxiques entrainant des dommages 

doubles brins peuvent conduire à une inactivation de p21 et créer une instabilité génétique. Cette 

instabilité, reconnue par la cellule, peut entrainer une activation du point de contrôle de la phase G2 

du cycle cellulaire (Shay and Roninson 2004). 

 Une étude menée au laboratoire par Arnaud Vigneron, a montré que l’inhibition des 

topoisomérases de type I par le sn38 activait la voie de signalisation EGFR-Src-STAT3 pour 

empêcher l’induction de la sénescence mais également pour activer les gènes de réparation des 

dommages de l’ADN. 

 Le but de ce travail a été de comprendre le rôle de STAT3 dans la résistance au traitement et 

dans le cycle cellulaire, plus particulièrement lors de la phase G2 afin d’établir une stratification de 

STAT3 dans le développement de la tumeur colorectale. 

 Pour cela, dans un premier temps, nous avons cherché à caractériser la régulation de STAT3, 

phosphorylé sur son résidu sérine 727, en réponse aux dommages de l’ADN induits par un 

inhibiteur de topoisomérases de type I, le sn38, dans une lignée cellulaire colorectale. 

 Dans un second temps, sachant que le traitement au sn38 induit un blocage des cellules 

pendant la phase G2 du cycle cellulaire, nous nous sommes intéressés à l’activation et au rôle de 

STAT3 durant cette phase G2 et son point de contrôle. Puis, nous avons déterminé de nouveaux 

gènes cibles de STAT3.

 Pour finir, nous avons souhaité étudier l’état d’activation de STAT3 à différents stades du 

cancer colorectal, à partir de coupes de tumeurs. 
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Chapitre 1  

La kinase Cdk5 régule le facteur de transcription 

STAT3 pour empêcher les dommages de l’ADN 

induits par une inhibition des topoisomérases I

Résultats - La voie Cdk5-STAT3-Eme1 prévient des dommages de l’ADN

77



I. Une inhibition des topoisomérases de type I induit la 
phosphorylation de STAT3 sur son résidu Sérine 727

 Afin de savoir si le facteur de transcription STAT3 est activé en réponse à l’inhibition des 

topoisomérases de type I, les cellules colorectales HT29 sont traitées au sn38, le métabolite actif de 

l’Irinotecan, puis les deux phosphorylations sont étudiées par la technique de Western blot. Nous 

observons que STAT3 est phosphorylé sur son résidu  sérine 727 en réponse au sn38 (figure 14A, 

ligne 3 et 4). 

FIGURE 14| STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 à la suite d’une inhibition 
des topoisomérases de type I. A. Les cellules HT29 sont traitées au sn38 (5ng/mL) pendant 
les temps indiqués puis les extraits totaux sont analysés par Western blot en utilisant des 
anticorps dirigés contre les formes phosphorylées sérine 727 et tyrosine 705 de STAT3. Les 
membranes sont réutilisées pour la forme totale de STAT3 ainsi que pour hsc70, représentant 
le contrôle de charges (n=3). B. Les cellules HT29 sont traitées au sn38 pendant 48h. A partir 
des extraits cellulaires totaux, l’expression de p-Erk1/2 et de sa forme totale est analysée par 
Western blot en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines (n=3).

 La lignée HT29, utilisée pour notre étude, présente une mutation homozygote sur le codon 

273 du gène de p53 conduisant à la substitution de l’acide aminé arginine en histidine et à la 

modification du domaine de liaison à l’ADN de p53. Du fait de cette mutation, la phosphorylation 

observée sur la sérine 727 de STAT3 ne semble pas être liée au gène suppresseur de tumeur, p53. 

Nous avons alors voulu savoir si cette phosphorylation sur le résidu sérine 727 de STAT3 était due 

à l’activation de la voie des MAPK en réponse au sn38. Nous avons donc, pour cela, traité les 

cellules HT29 au sn38 puis étudié par Western blot les formes actives de Erk1/2, sérine-thréonine 

kinases appartenant à la voie des MAPK (figure 14 B, ligne 2). Nous avons constaté que 

l’expression protéique de Erk1/2 n’est pas modifiée à la suite d’une inhibition des topoisomérases 

de type I. Par conséquent, la phosphorylation de STAT3 sur la sérine 727 observée après traitement 

au sn38 n’est due ni au gène suppresseur de tumeur p53, ni à la voie des MAPK. 
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 Néanmoins, nous n’avons pas été capables de détecter la phosphorylation sur le résidu 

tyrosine 705 en réponse à une inhibition des topoisomérases I. Cette phosphorylation a seulement 

été  observée après une stimulation de 30 minutes à l’IL-6 (Figure 15). 

 

FIGURE 15|  Une stimulation à l’IL-6 induit la phosphorylation des résidus tyrosine 705 
et sérine 727 de STAT3. Les cellules HT29 sont privées de sérum pendant 2 jours puis sont 
stimulées à l’IL-6 (20ng/mL) pendant 30 minutes.  L’activation de STAT3 est  analysée par 
Western blot en utilisant des anticorps dirigés contre les formes phosphorylées de la protéine 
ou contre la forme non phosphorylée de STAT3. Les membranes sont réutilisées pour la 
tubuline, servant de contrôle de charges (n=5). 

 Ces résultats nous indiquent, de manière inattendue, que STAT3 est activé en réponse aux 

dommages de l’ADN, à la suite d’une inhibition des topoisomérases de type I. Or la 

phosphorylation de STAT3 est principalement connue pour avoir lieu durant la phase G1 du cycle 

cellulaire et en réponse à une stimulation de cytokines ou de facteurs de croissance. 

 Nous nous sommes alors intéressés sur l’effet de ce traitement sur la lignée cellulaire HT29. 

Par des études de clonogénicité, nous avons montré que le traitement au sn38 inhibe la 

prolifération des cellules (Figure 16A). En parallèle, une analyse du cycle cellulaire par cytométrie 

en flux, en marquant l’ADN à l’aide de l’iodure de propidium, met en évidence que cet arrêt de 

prolifération est dû à un blocage du cycle cellulaire pendant la phase G2 après 48h de traitement. 

Cependant, nous avons observé qu’une fraction des cellules meurent par apoptose. Cette 

population est caractérisée par la quantité de cellules présentes en subG1 (Figure 16B). 
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FIGURE 16|  STAT3 est phosphorylé sur  son résidu sérine 727 durant un arrêt en phase 
G2 du cycle cellulaire. A. Les cellules HT29 sont  traitées ou non avec différentes 
concentrations de sn38 pendant 12 jours. Les colonies formées sont comptées à l’aide d’un 
microscope inversé et la croissance des cellules non traitées est établie à 100%. La survie des 
clones est ensuite obtenue de manière relative par rapport aux cellules en croissance (n=5 ± 
SD.). B. Les cellules HT29 sont traitées au sn38 (5ng/mL) pendant  48h puis le contenu en 
ADN et l’apoptose sont analysés par cytométrie en flux (n=5). 

 Afin de déterminer si la phosphorylation de STAT3 sur son résidu sérine 727 est due à 

l’induction de l’apoptose, nous avons étudié cette phosphorylation dans les cellules HCT116, une 

lignée colorectale différente dont la voie p53-p21waf1 n’est pas inactivée. Etant donné que cette voie 

de p53 est intacte, ces cellules sont capables d’entrer en sénescence. Nous avons donc tout d’abord 

vérifié par cytométrie en flux que les cellules HCT116 présentaient un blocage en phase G2 du 

cycle cellulaire, en réponse à une inhibition des topoisomérases de type I (figure 17A). Puis nous 

avons cherché à comprendre l’effet de ce blocage sur ces cellules. Pour cela, nous avons étudié la 

sénescence et la catastrophe mitotique à la suite d’un traitement au sn38 (figure 17B). La 

sénescence est caractérisée par un biomarqueur, la SA-β-Gal (Senescence Associated-β-

Galactosidase). Par un test enzymatique, nous comptons le nombre de cellules sénescentes 

présentant une activité β-Galactosidase. La catastrophe mitotique est mise en évidence par 

comptage du nombre de cellules présentant des micronoyaux. Ces deux techniques nous 

permettent d’affirmer que les cellules HCT116, en réponse au sn38 et à un arrêt pendant la phase 

G2, entrent en sénescence mais présentent également une catastrophe mitotique plus importante.  

 

 Ces résultats confirment que l’inhibition des topoisomérases de type I dans les cellules 

HCT116 n’induit pas l’apoptose, mais la sénescence et la catastrophe mitotique. Par conséquent, 

nous avons voulu savoir si la phosphorylation de la sérine 727 de STAT3 est due au traitement 

utilisé et non à l’apoptose. Nous avons donc réalisé un Western blot de cette forme phosphorylée 

dans les cellules HCT116. La figure 17C montre que l’inhibition des topoisomérases de type I 

induit la phosphorylation de STAT3 sur son résidu sérine 727. 
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FIGURE 17|  STAT3 est phosphorylé sur la sérine 727 pendant un arrêt en phase G2 du 
cycle cellulaire dans la lignée cellulaire HCT116. A. Le contenu d’ADN des cellules 
HCT116 est analysé par cytométrie en flux en réponse au sn38. B. En parallèle, les cellules 
HCT116 sont traitées ou non au sn38 pendant les temps indiqués. Le pourcentage de cellules 

sénescentes est évalué par le nombre de cellules exprimant une activité SA-β-Gal et présentant 
des micronoyaux. C. Les cellules HCT116 sont traitées au sn38 puis l’expression de STAT3 
phosphorylé sur la sérine 727 est analysée par Western blot en utilisant un anticorps polyclonal 
dirigé contre la protéine. La tubuline est utilisée en contrôle de charge. 

 Ainsi, cette étude suggère que la phosphorylation de STAT3 sur son résidu sérine 727 n’est 

pas due à l’apoptose et indique que cette modification n’est pas spécifique d’une lignée cellulaire. 

De plus, ces expériences mettent en évidence que le facteur de transcription est phosphorylé sur la 

sérine 727 en réponse à une inhibition des topoisomérases I. 

II. L’expression de la kinase Cdk5 est augmentée à la suite d’une 
inhibition des topoisomérases I.

 

 À la vue des résultats obtenus précédemment, nous avons alors voulu  savoir quelle kinase 

est responsable de la phosphorylation de STAT3 sur le résidu 727 en réponse à une inhibition des 

topoisomérases I. Après une recherche bibliographique, nous avons sélectionné la kinase Cdk5. En 

effet, il a été montré que cette kinase Cdk5 est impliquée dans le processus de sénescence (Yang 

and Hinds 2003; Mao and Hinds 2010) mais également dans la réponse aux dommages de l’ADN 

(Tian et  al. 2009; Huang et  al. 2010). De plus l’équipe de Ip NY a montré en 2004, que Cdk5 régule 

STAT3, dans les neurones et les muscles (Fu et al. 2004). 
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 Cdk5 appartient à la famille des Cdks sérine/thréonine kinases. Comme les autres Cdks, 

Cdk5 a besoin de s’associer à un partenaire pour son activation. Deux activateurs de Cdk5, p35 et 

p39, ont été identifiés. La simple interaction avec ses partenaires permet d’induire son activité 

kinase. Néanmoins, l’activité maximale de Cdk5 nécessite la phosphorylation du résidu thréonine 

160 au niveau de sa boucle d’activation. Une deuxième phosphorylation du résidu tyrosine 15 

augmente l’activité kinase de Cdk5 (Dhavan and Tsai 2001).  

 

 Nous avons donc voulu savoir, dans un premier temps, si Cdk5 était activée à la suite d’une 

inhibition des topoisomérases I. Pour cela nous avons réalisé un Western blot pour étudier 

l’expression protéique de Cdk5 et de son coactivateur p35. De cette manière, nous avons remarqué 

qu’une inhibition de topoisomérases I induit une augmentation de l’expression de Cdk5, sans 

modifier l’expression de p35 (figure 18). 

FIGURE 18| La kinase Cdk5 est activée après une inhibition des topoisomérases I. Les 
cellules HT29 sont traitées ou non au sn38 (5ng/mL) pendant 48h. Un extrait total est ensuite 
utilisé pour analyser par Western blot l’expression de Cdk5 et de p35 en utilisant des anticorps 
polyclonaux dirigés contre ces protéines. La lamine est utilisée en contrôle de charge.

 

 Dans un second temps, nous avons voulu préciser l’activation de Cdk5 à la suite d’une 

inhibition des topoisomérases I : soit par interaction avec son coactivateur p35, soit par 

phosphorylation sur son résidu tyrosine 15. Pour cela, nous avons étudié l’interaction entre Cdk5 et 

p35 en réponse au sn38 avec une coimmunoprécipitation réalisée avec un anticorps dirigé contre 

p35 ou contre une immunoglobuline de contrôle. Les protéines interagissant avec p35 sont révélées 

par Western blot avec un anticorps dirigé contre Cdk5. Dans ces conditions, nous avons montré 

que Cdk5 interagissait avec p35 (figure 19A, ligne 2 comparée à la ligne 4). Il est important de 

remarquer qu’une faible interaction est détectée dans les cellules en croissance (figure 19A, ligne 1 

comparée à la ligne 3), condition pour laquelle Cdk5 n’est pas surexprimé, suggérant le fait que 

cette interaction n’est pas suffisante pour initier l’activité kinase de Cdk5. 

 Etant donné que la phosphorylation de Cdk5 sur son résidu tyrosine 15 permet 

d’augmenter son activité kinase, nous avons réalisé un Western blot de la forme phosphorylée de la 
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tyrosine 15 de Cdk5 sur une cinétique de traitement au sn38.  Nous avons observé que Cdk5 était 

phosphorylé sur son résidu tyrosine 15 après 48 et 72h de traitement (figure 19B, ligne 3 et 4).

 

FIGURE 19| L’inhibition des topoisomérases I induit l’activation de Cdk5 via son 
coactivateur  p35 et par phosphorylation sur son résidu tyrosine 15. A. Les cellules HT29 
sont traitées ou non au sn38 (5ng/mL) pendant 48h, les extraits sont immunoprécipités avec un 
anticorps polyclonal dirigé contre p35 ou contre une immunoglobuline contrôle. Les 
échantillons sont ensuite analysés par Western blot utilisant un anticorps polyclonal dirigé 
contre Cdk5. B. Les cellules HT29 sont traitées au sn38 (5ng/mL) pendant les temps indiqués. 
Un extrait total est ensuite utilisé pour analyser par Western blot l’expression de Cdk5 et de sa 
forme phosphorylée en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. hsc70 
est utilisée en contrôle de charge. 

 L’ensemble de ces résultats ont donc montré que Cdk5 était exprimé et activé après 

inhibition des topoisomérases I. Cette kinase pourrait, par conséquent, être responsable de la 

phosphorylation de STAT3 sur son résidu sérine 727. 

III.La kinase Cdk5 interagit avec STAT3 et le phosphoryle sur la sérine 
727 à la suite d’une inhibition des topoisomérases I.

A. Cdk5 interagit directement avec STAT3 au niveau de son domaine de 
transactivation

 

 Pour savoir si Cdk5 est la kinase qui phosphoryle STAT3 sur son résidu sérine 727 en 

réponse à une inhibition des topoisomérases I, nous avons dans un premier temps voulu savoir si 

Cdk5 était capable de se lier à STAT3. 

 Pour cela nous avons traité les cellules HT29 au sn38 pendant 48h, puis nous avons réalisé 

une coimmunoprécipitation de STAT3 accompagné d’un Western blot dirigé contre Cdk5. Dans 

ces conditions, nous avons remarqué que la kinase Cdk5 interagissait avec STAT3 (Figure 20A). 

Pour confirmer cette interaction, nous avons réalisé un Pull-Down à partir de STAT3 contenant 

une étiquette de six histidines produits en système procaryote, avec production de la forme totale 

de la protéine ou de la forme tronquée de STAT3 (des acides aminés 716 à 770) correspondant au 
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domaine de transactivation de STAT3 et nommé STAT3 Δ1-716 (Figure 20C). Ces protéines 

STAT3 sont immoblisées sur des billes de nickel-agarose et incubées avec un extrait total de HT29 

traitées ou non au sn38. De cette manière, nous avons trouvé que la kinase Cdk5 endogène 

interagissait aussi bien avec la forme totale de STAT3 qu’avec la forme tronquée (STAT3 Δ1-716) 

(Figure 20B, lignes 3 et 4). De plus, il est important de noter que cette interaction n’est possible 

qu’après une inhibition des topoisomérases I (Figure 20B, en comparant les lignes 1-2 avec les 

lignes 3-4). 

FIGURE 20| L’inhibition des topoisomérases I induit l’interaction de Cdk5 avec STAT3 
au niveau de son domaine de transactivation. A. Les cellules HT29 sont traitées au sn38 
(5ng/mL) pendant 48h, les extraits sont immunoprécipités avec un anticorps polyclonal dirigé 
contre STAT3 ou contre une immunoglobuline contrôle. Les échantillons sont ensuite analysés 
par Western blot utilisant un anticorps polyclonal dirigé contre Cdk5. B. Un extrait total (300 
µg) traité ou non au sn38 (5ng/mL) pendant 48h, est incubé avec la forme totale de STAT3 ou 

sa forme tronquée (STAT3 Δ1-716)  ou encore avec des billes de nickel-agarose (400 ng). Le 
Cdk5 fixé à STAT3 est révélé par un Western blot en utilisant  un anticorps polyclonal dirigé 
contre la protéine. C. Représentation schématique de la protéine de fusion utilisée pour la 
technique de Pull Down.

B. Cdk5 phosphoryle STAT3 sur son résidu sérine 727 en réponse à une 
inhibition des topoisomérases de type I.

 

 Etant donné, qu’il a déjà été montré, par l’équipe de Ip NY en 2004, que la kinase Cdk5 

était responsable de la phosphorylation de STAT3 sur la sérine 727 dans les neurones et les fibres 

musculaires, et ayant montré précédemment que cette kinase était activée en réponse à une 

inhibition des topoisomérases I, nous avons voulu  déterminer si la kinase Cdk5 était capable de 

phosphoryler STAT3 sur son résidu sérine 727 dans notre modèle. Pour cela, nous avons utilisé un 

siRNA dirigé contre Cdk5 puis traité les cellules HT29 avec le sn38. 
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 Nous avons ainsi observé qu’une perte de la kinase Cdk5 entrainait une diminution de la 

phosphorylation de STAT3 sur la sérine 727, à la suite d’une inhibition des topoisomérases I 

(Figure 21A, comparer les lignes 3 et 4).  

Pour confirmer les résultats obtenus, nous avons réalisé un kinase assay. Pour cela, dans un extrait 

total de cellules traitées au sn38, nous avons immunoprécipité la kinase Cdk5 et une 

immunoglobuline de contrôle, puis nous avons incubé cet extrait avec le domaine de transactivation 

de STAT3 (STAT3 Δ1-716), contenant une étiquette de six histidines, en présence d’ATP froid, 

permettant à la kinase de phosphoryler la protéine purifiée. Avec cette technique nous avons mis en 

évidence que STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 par la kinase Cdk5 (Figure 21B). 

 Cependant, il est important de remarqué qu’une perte de Cdk5 ne supprime pas la totalité 

de la phosphorylation du résidu sérine 727 de STAT3. Il es donc probable que d’autres sérine-

thréonine kinases soient impliquées dans la phosphorylation de STAT3.  

FIGURE 21| Cdk5 phosphoryle STAT3 sur son résidu sérine 727. A. Les cellules HT29 
sont transfectées avec un siRNA dirigé contre Cdk5 puis les cellules sont traitées avec le sn38 
(5ng/mL) pendant 48h. L’expression de Cdk5, de STAT3 et de sa forme phosphorylée est 
analysée par Western blot utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. B. 
Un extrait total traité au sn38 (5ng/mL) pendant 48h est incubé avec un anticorps polyclonal 
dirigé contre la kinase Cdk5 ou une immunoglobuline contrôle, puis incubé avec la forme 

tronquée de STAT3 (STAT3 Δ1-716) pendant 10 min à température ambiante en présence 
d’ATP froid. La phosphorylation de STAT3 sur le résidu sérine 727 est analysée par Western 
blot en utilisant un anticorps polyclonal dirigé contre la protéine.   
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IV. La kinase Cdk5 régule l’activation des gènes cible de STAT3 en 
réponse à une inhibition des topoisomérases de type I. 

A. Cdk5 régule l’activation des gènes cibles de STAT3 impliqués dans la 
prolifération cellulaire.

 

 De nombreuses études ont montré que le facteur de transcription STAT3 est fortement 

impliqué dans la progression du cycle cellulaire, par l’intermédiaire de l’activation de ses gènes 

cibles comme la cycline D1 et c-Myc. Nous avons montré précédemment, qu’à la suite d’une 

inhibition des topoisomérases I, les cellules sont bloquées durant la phase G2 du cycle cellulaire. 

Nous nous sommes alors intéressé au rôle de Cdk5 sur les gènes cibles de STAT3, en réponse au 

traitement. 

 Pour cela, nous avons d’abord étudié l’expression de l’ARN messager de la cycline D1, ainsi 

que son expression protéique à la suite d’une inhibition des topoisomérases I. Les figures 22A et 

22B montre qu’en réponse au  sn38, l’expression de la cycline D1 est diminuée tant au niveau 

transcriptionnel que traductionnel, néanmoins la phosphorylation de STAT3 sur son résidu sérine 

727 est augmentée. 

 Nous avons mis en évidence précédemment que la kinase Cdk5 phosphoryle STAT3, par 

conséquent, nous nous sommes demandés si Cdk5 pouvait réguler les gènes de cibles de STAT3 

impliqués dans la prolifération cellulaire, à la suite d’une inhibition des topoisomérases I. Nous 

avons donc étudié l’expression de l’ARN messager de la cycline D1 et c-Myc après un siRNA dirigé 

contre Cdk5. Dans la figure 22C et 22D, nous avons montré que l’inhibition des topoisomérases I 

entrainait une diminution de l’expression des ARN messagers de la cycline D1 et de c-Myc. 

Cependant une perte de l’expression de Cdk5 restaure l’expression de ces deux protéines.
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FIGURE 22| Cdk5 régule les gènes cibles de STAT3 impliqués dans la prolifération 
cellulaire en réponse à une inhibition des topoisomérases I. A. Les cellules HT29 sont 
traitées ou non avec le sn38 (5ng/mL) pendant 48h puis l’expression de l’ARN messager de la 
Cycline D1 est étudiée par PCR quantitative en temps réel (n=3 ± S.D.). B. En parallèle 
l’expression protéique de la Cycline D1, de STAT3 et de sa forme phosphorylée est analysée 
par Western blot utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. La lamine est 
utilisée en contrôle de charge (n=3). C et D. Les cellules HT29 sont transfectées avec un 
siRNA dirigé contre Cdk5 ou contre une séquence contrôle pendant 48h puis les cellules sont 
traitées ou non avec le sn38 (5ng/mL) pendant 48h. Enfin l’expression des ARN messagers de 
la Cycline D1 (C) de c-Myc (D) est étudiée par PCR quantitative en temps réel (n=3 ± S.D.). 

 En réponse au traitement, nous avons donc remarqué que l’expression de la Cycline D1 et 

de c-Myc est diminuée et que Cdk5 régule, au moins en partie, ces expressions. 

 

 Des expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont été réalisées pour 

analyser la fixation de STAT3 sur les promoteurs de la Cycline D1 et de c-Myc. Nous avons 

confirmé que STAT3 se fixe sur ces promoteurs dans les cellules en croissance, permettant la 

progression du cycle cellulaire (figure 23A et 23B, lignes 5). Cependant, en réponse à une inhibition 

des topoisomérases, nous avons observé que STAT3 n’est plus présent sur les promoteurs de la 

Cycline D1 et de c-Myc (figure 23A et 23B, lignes 5 comparée à la ligne 6). Ceci peut s’expliquer 

par l’arrêt du cycle cellulaire pendant la phase G2 à la suite d’un traitement au sn38. 

Résultats - La voie Cdk5-STAT3-Eme1 prévient des dommages de l’ADN

87



FIGURE 23| A la suite d’une inhibition des topoisomérases I, STAT3 n’est plus présent 
sur les promoteurs de la Cycline D1 et de c-Myc. A et B. Les cellules HT29 sont traitées ou 
non avec le sn38 (5ng/mL) pendant 48h. Une immunoprécipitation de chromatine de STAT3 
et d’un anticorps contrôle, Gal4, en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces 
protéines. Une PCR classique est ensuite réalisée sur les promoteurs de la Cycline D1 (A) et de 
c-Myc (B) puis les échantillons sont déposés sur gels d’agarose (n=4).

B. Cdk5 régule l’expression de Eme1 en réponse à l’inhibition des 
topoisomérases de type I. 

 Les figures 22 et 23 ont donc montré que la kinase Cdk5 est impliquée dans la régulation 

des gènes de prolifération, comme la Cycline D1 et c-Myc, en réponse à une inhibition des 

topoisomérases I et que, dans ces conditions, STAT3 n’est plus présent sur ces gènes. Arnaud 

Vigneron avait trouvé, au laboratoire, que l’inhibition des topoisomérases I entrainait l’activation de 

protéines de réparation impliquées dans la recombinaison homologue, comme l’endonucléase 

Eme1. Il avait également mis en évidence, par immunoprécipitation de chromatine, que STAT3 

était impliqué dans cette activation, en réponse au  sn38. Nous nous sommes alors demandés si, de 

la même manière que la Cycline D1 et c-Myc, Cdk5 régulait également l’expression de Eme1 et par 

voie de conséquence les dommages de l’ADN engendrés par le sn38.

 Dans un premier temps, nous avons étudié l’expression de l’ARN messager de Eme1 et 

l’implication de Cdk5 dans cette expression, en réponse au sn38 (Figure 24). 
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FIGURE 24| Cdk5 régule l’expression de Eme1 en réponse à l’inhibition des 
topoisomérases I. A. Les cellules HT29 sont traitées ou non avec le sn38 (5ng/mL) pendant 
48h puis l’expression de l’ARN messager de Eme1 est étudiée par PCR quantitative en temps 
réel (n=3 ± S.D.). B. Les cellules HT29 sont transfectées avec un siRNA dirigé contre Cdk5 ou 
contre une séquence contrôle pendant 48h puis les cellules sont traitées ou non avec le sn38 
(5ng/mL) pendant 48h. Enfin l’expression de l’ARN messager de Eme1 est étudié par PCR 
quantitative en temps réel (n=3 ± S.D.).

 Dans la figure 24A nous avons confirmé les résultats obtenus par Arnaud Vigneron, c’est à 

dire que l’inhibition des topoisomérases I entraînait une augmentation de l’expression de l’ARN 

messager de l’endonucléase Eme1. Cependant, dans la figure 24B nous avons montré que cette 

induction de Eme1 est réprimée en l’absence de la kinase Cdk5. Ces résultats suggèrent que Cdk5 

participait à l’activation du système de réparation de la cellule en régulant l’expression de Eme1. 

Nous avons donc pensé que l’activation de Eme1 dépendait de la voie Cdk5-STAT3. Pour cela, 

nous avons réalisé une immunoprécipitation de chromatine de STAT3, en utilisant un anticorps 

dirigé contre la protéine, sur le promoteur de Eme1, au niveau du site de liaison du facteur de 

transcription (Figure 25).   

FIGURE 25| A la suite d’une inhibition des topoisomérases I, STAT3 se fixe sur  le 
promoteur de Eme1. Les cellules HT29 sont traitées ou non avec le sn38 (5ng/mL) pendant 
48h. Une immunoprécipitation de chromatine de STAT3, en utilisant un anticorps polyclonal 
dirigé contre cette protéine. Une PCR classique est ensuite réalisée sur le promoteur de Eme1 
(n=3).
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 Nous avons observé que, à l’inverse des gènes de la cycline D1 et de c-Myc, STAT3 est 

faiblement présent sur le promoteur de l’endonucléase de réparation dans les cellules HT29 en 

croissance. Mais en réponse à une inhibition des topoisomérases, le facteur de transcription se fixe 

sur le promoteur de Eme1 pour induire son expression. 

 Nous avons ensuite étudié les dommages de l’ADN induits par le sn38 à la suite d’une perte 

de Cdk5 ou de STAT3. Pour cela, nous avons choisi d’étudier la phosphorylation de l’histone 

H2AX par cytométrie en flux (Figure 26). En effet, il a été montré que cette histone H2AX est 

phosphorylée sur le résidu sérine 139 par les kinases ATM-ATR en réponse à des cassures doubles 

brins induites par des traitements génotoxiques (Burma et al. 2001).

FIGURE 26| La voie STAT3-Cdk5 réduit les dommages de l’ADN à la suite d’une 
inhibition des topoisomérases I. A et B. Les cellules HT29 sont transfectées avec un siRNA 
dirigé contre Cdk5, STAT3 ou contre une séquence contrôle pendant 48h puis les cellules sont 
traitées avec le sn38 (5ng/mL) pendant 48h. Les cassures doubles brins générées sont 
quantifiées par cytométrie en flux en utilisant un anticorps dirigé contre la phosphorylation de 
la sérine 139 de l’histone H2AX (une expérience représentative de trois).

 

 Dans la figure 26, nous avons donc quantifié les cassures doubles brins générées par un 

traitement au sn38 par analyse de la phosphorylation de l’histone H2AX par cytométrie en flux. 

Nous avons confirmé, dans un premier temps, qu’un traitement au  sn38 induisait des cassures 

doubles brins. En parallèle, nous avons réalisé un siRNA dirigé contre Cdk5 ou STAT3, puis nous 
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avons traité les cellules HT29 avec le sn38 afin d’induire les cassures doubles brins. Nous avons 

observé qu’une perte de la kinase Cdk5 ou du facteur de transcription STAT3 augmentait le 

nombre de cassures doubles brins. 

 Ces derniers résultats suggèrent que la voie Cdk5-STAT3-Eme1 permet la réparation des 

cassures doubles brins induites par une inhibition des topoisomérases I.

V. STAT3 se fixe sur le promoteur de Eme1 lorsqu’il est phosphorylé 
sur la sérine 727 mais pas sur la tyrosine 705. 

 En réponse à une inhibition des topoisomérases I, la kinase Cdk5 interagit et phosphoryle 

STAT3 sur son résidu sérine 727. Nous avons montré que STAT3 se fixe sur le promoteur de 

Eme1 afin de réparer les cassures doubles brins. Ces observations suggèrent que STAT3 peut 

fonctionner comme un régulateur transcriptionnel, à la suite de la phosphorylation de son résidu 

sérine 727 néanmoins sans phosphorylation sur son résidu tyrosine 705. Pour confirmer cette 

seconde hypothèse, nous avons réalisé des immunoprécipitations de chromatine des deux formes 

phosphorylées de STAT3 sur le promoteur de Eme1 (Figure 27). Ces expériences sont réalisées 

dans deux conditions différentes : soit les cellules HT29 en croissance, sont traitées ou non au  sn38 

pendant 48h (figure 27, lignes 1-4), soit les cellules sont stimulées ou non pendant 30min avec de 

l’IL-6 après avoir été privées de sérum durant 24h (figure 27, lignes 5-6).

FIGURE 27| STAT3 est recruté sur le promoteur  de Eme1 lorsqu’il  est phosphorylé sur 
son résidu sérine 727. Les cellules HT29 sont traitées ou non avec le sn38 (5ng/mL) pendant 
48h. La chromatine soluble est préparée et immunoprécipitée avec des anticorps dirigés contre 
les formes phosphorylées sur les résidus sérine et tyrosine de STAT3 (lignes 1-4). En parallèle, 
les cellules sont privées de sérum pendant 24h puis stimulées avec de l’IL-6 pendant 30min. La 
chromatine est immunoprécipitée dans les mêmes conditions. L’ADN est amplifié en utilisant 
des amorces couvrant le site de liaison de STAT3 sur le promoteur de Eme1. L’analyse de ChIP 
est effectuée par PCR quantitative en temps réel en comparant par rapport à une 
immunoglobuline contrôle et une région contrôle (n=3)
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 Comme nous l’attendions, nous avons observé dans les cellules en croissance qu’aucune des 

deux formes phosphorylées de STAT3 n’est présente sur le promoteur de Eme1 (Figure 27, ligne 1 

et 3). Néanmoins, après un traitement au sn38, seule la forme phosphorylée sur le résidu sérine 727 

est liée au  promoteur de Eme1 au niveau du site de liaison de STAT3 (Figure 27, lignes 2 et 4). 

Lorsque les cellules sont stimulées à l’IL-6, aucune des formes phosphorylées de STAT3 n’est 

retrouvée sur le promoteur de Eme1. Les mêmes résultats sont obtenus en réalisant une 

immunoprécipitation de chromatine à partir d’un anticorps dirigé contre la forme totale de STAT3 

dans les mêmes conditions. Ces observations suggèrent donc que la forme phosphorylée sur la 

sérine 727 de STAT3 peut être associé à un gène cible, comme Eme1, sans phosphorylation sur le 

résidu tyrosine 705. De plus, le promoteur de Eme1 n’est pas une cible du facteur de transcription 

en réponse à une stimulation de cytokines.

 

 Etant donné que la Cycline D1 et c-Myc sont des gènes cibles connus de STAT3, nous 

avons alors voulu savoir, de la même manière que Eme1, quelles formes phosphorylées de STAT3 

se fixaient sur les promoteurs de ces gènes cibles. Pour cela, nous avons réalisé des 

immunoprécipitations de chromatine dans les mêmes conditions que la figure 26. La figure 26A est 

réalisée sur le promoteur de la Cycline D1 tandis que la figure 26B est effectuée sur le promoteur 

de c-Myc. 

 Les résultats obtenus sur les promoteurs des gènes de la Cycline D1 et de c-Myc sont 

totalement différents de ceux obtenus sur le promoteur de Eme1. Dans les cellules HT29 en 

croissance (Figure 28A et 28B, lignes 1 et 3), STAT3 est phosphorylé sur son résidu  tyrosine 705 et 

est présent sur les promoteurs de ces gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. En revanche, 

lorsque les cellules sont traitées au sn38 (Figure 28A et 28B, lignes 2 et 4), nous n’observons aucune 

fixation de STAT3 sur ces promoteurs. En parallèle, dans des cellules privées de sérum  (Figure 28A 

et 28B, lignes 5 et 7), STAT3 n’est pas lié aux promoteurs de la Cycline D1 et de c-Myc. Seule une 

stimulation à l’IL-6 permet la fixation de la forme phosphorylée sur la tyrosine 705 de STAT3 sur 

ces deux promoteurs (Figure 28A et 28B, lignes 6 et 8). 
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FIGURE 28| STAT3 est recruté sur les promoteurs de la Cycline D1 et de c-Myc lorsqu’il 
est phosphorylé sur son résidu tyrosine 705. A et B. Les cellules HT29 sont traitées ou non 
avec le sn38 (5ng/mL) pendant 48h. La chromatine soluble est préparée et immunoprécipitée 
avec des anticorps dirigés contre les formes phosphorylées sur les résidus sérine et tyrosine de 
STAT3 (lignes 1-4). En parallèle, les cellules sont privées de sérum pendant 24h puis stimulées 
avec de l’IL-6 pendant  30min. La chromatine est immunoprécipitée dans les mêmes conditions. 
L’ADN est amplifié en utilisant des amorces couvrant le site de liaison de STAT3 sur le 
promoteur de la Cycline D1 (A) et de c-Myc (B). L’analyse de ChIP est effectuée par PCR 
quantitative en temps réel en comparant par rapport à une immunoglobuline contrôle et  une 
région contrôle (n=3). 

 L’ensemble de ces résultats confirment ceux publiés précédemment par notre laboratoire et 

par d’autres équipes. Ils ont montré que STAT3 peut activer les gènes de la Cycline D1 et de c-Myc 

à la suite d’une phosphorylation sur son résidu tyrosine 705 effectuées par les kinases JAK. STAT3 

peut alors recruter ses cofacteurs tels que CBP et SRC. Cependant, nous ne sommes pas capables 

de détecter la forme phosphorylée de la sérine 727 sur ces deux promoteurs. En revanche, en 

réponse à une inhibition des topoisomérases de type I, seule la phosphorylation sur le résidu sérine 

de STAT3 est détectée sur le promoteur de Eme1. 

 Nous savons que, pour être transloqué dans le noyau, STAT3 doit former un dimère. En 

réponse à des cytokines ou des facteurs de croissance, STAT3 est phosphorylé sur son résidu 

tyrosine entrainant une modification de sa conformation. Dans les cellules en croissance nous 

n’avons détecté aucune phosphorylation sur le résidu tyrosine 705 par western blot. En revanche, 

nous avons réussi à observer la phosphotyrosine 705 en utilisant la technique de ChIP sur les gènes 
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de la cycline D1 et de c-Myc dans des cellules en croissance, mais cette fixation est perdue à la suite 

d’une inhibition des topoisomérases de type I. En réponse à des dommages de l’ADN, STAT3 est 

phosphorylé sur son résidu sérine 727 et pourrait alors s’associer avec un partenaire, lui permettant 

de se transloquer dans le noyau, de lier le promoteur de Eme1 et d’activer sa transcription. Des 

explications et des hypothèses concernant ces résultats seront émises lors de la discussion.
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VI. Conclusion : La kinase Cdk5 régule le facteur de transcription 
STAT3 pour empêcher les dommages de l’ADN à la suite d’une 
inhibition des topoisomérases I.

 Dans cette étude nous proposons qu’il existe, dans la cellule, différentes formes de STAT3. 

L’homodimère, formé par la phosphorylation du résidu tyrosine 705, participe à la formation de 

l’enhanceosome pour la transcription de gènes impliqués dans la progression de la phase G1 du 

cycle cellulaire, tandis qu’un dimère formé de STAT3 phosphorylé sur son résidu sérine 727 est 

impliqué dans la réparation des dommages de l’ADN. 

 La figure 29 résume l’implication du facteur de transcription dans la prolifération cellulaire 

en réponse à une stimulation de cytokines mais également dans la réparation des dommages de 

l’ADN à la suite d’une inhibition des topoisomérases I.  

FIGURE 29| La voie Cdk5-STAT3-Eme1 prévient les dommages de l’ADN en réponse à 
une inhibition des topoisomérases de type I.  Les deux phosphorylations du facteur de 
transcription lui confère des rôles différents. En réponse à des cytokines, STAT3 est 
phosphorylé sur son résidu tyrosine 705 puis se fixe sur des gènes impliqués dans la 
progression de la phase G1 vers la phase S du cycle cellulaire. Parallèlement, des dommages de 
l’ADN activent  la kinase Cdk5 responsable de la phosphorylation de la sérine 727 de STAT3. 
Le facteur de transcription se lie alors au promoteur de Eme1 pour induire la réparation des 
dommages entrainant ainsi une résistance au traitement. 
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Chapitre 2      

Le facteur de transcription STAT3 est activé pendant 

la phase G2 du cycle cellulaire pour réguler 

l’expression des gènes impliqués dans la progression 

du cycle cellulaire
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 La voie d’activation de STAT3 a été caractérisée à la suite d’une stimulation de cytokines ou 

de facteurs de croissance. Dans ces conditions, il a été montré que le facteur de transcription est 

activé par phosphorylation sur son résidu tyrosine 705 lui permettant d’activer ses gènes cibles 

impliqués dans la prolifération cellulaire et plus précisément dans la transition G0/G1 du cycle 

cellulaire, tels que la Cycline D1, c-Myc ou encore Cdc25c. Cependant, il reste à déterminer si 

STAT3 joue un rôle dans les autres phases du cycle cellulaire et si la phosphorylation sur la tyrosine 

705 est réellement nécessaire à son activation. 

 Dans la première partie de ce travail, nous avons montré que le facteur de transcription 

STAT3 était phosphorylé seulement sur son résidu sérine 727 en réponse à une inhibition des 

topoisomérases I. Cette activation permettait au facteur de transcription de se lier au promoteur de 

Eme1 permettant d’induire la réparation des dommages de l’ADN. De plus, ce traitement induisait 

un blocage des cellules HT29 durant la phase G2 du cycle cellulaire. 

 Dans la deuxième partie de ce travail, nous nous sommes alors intéressés à l’activation de 

STAT3 durant la phase G2 du  cycle cellulaire dans les lignées colorectales. Nous avons cherché à 

savoir si le facteur de transcription était phosphorylé sur son résidu tyrosine 705 ou sur son résidu 

sérine 727 pendant cette phase du  cycle cellulaire. Puis nous avons voulu déterminer ses gènes 

cibles et leurs implications dans la progression du cycle cellulaire en mitose. 

I. STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 pendant les stades 
précoces du cancer colorectal.

 Depuis de nombreuses années, il a été montré que STAT3 était phosphorylé sur son résidu 

tyrosine 705 en réponse à une stimulation de cytokines. Afin de vérifier ces observations, nous 

avons utilisé quatre lignées tumorales colorectales : HT29, HCT116, LS174T et DLD. Ces cellules 

ont été privées de sérum  pendant 24h pour les stimuler ensuite avec de l’IL-6 pendant 30 min 

(Figure 30). Nous avons étudié alors la phosphorylation de la tyrosine 705 et de la sérine 727 de 

STAT3 par Western blot en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. Ces 

cellules stimulées sont comparées à des cellules en croissance (cultivées avec 3% de sérum) et à des 

cellules privées de sérum. De cette manière, nous avons confirmé que STAT3 était phosphorylé sur 

son résidu tyrosine 705, en réponse à une stimulation à l’IL-6. Cependant, nous n’avons pas été 

capables de détecter cette forme phosphorylée dans les cellules colorectales en croissance ou 

privées de sérum. Néanmoins, nous avons observé que STAT3 était phosphorylé de manière 

constitutive sur son résidu sérine 727 dans les quatre lignées colorectales. 
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FIGURE 30|  Les phosphorylations de STAT3 dans quatre lignées cellulaires 
colorectales. Les cellules HT29, HCT116, LS174T et DLD sont soit en croissance avec 3% de 
sérum (nommé 3%) soit privées de sérum pendant 24h (nommé 0%) puis stimulées à l’IL-6 (10 
ng/mL) pendant 30 min. Ensuite les extraits totaux sont analysés par Western blot en utilisant 
des anticorps dirigés contre les formes phosphorylées sérine 727 et tyrosine 705 de STAT3. Les 
membranes sont réutilisées pour la forme totale de STAT3 ainsi que pour hsc70, représentant 
le contrôle de charge (n=4). 

 

 Pour confirmer ces résultats, nous nous sommes intéressés à l’état de phosphorylation de 

STAT3 dans des échantillons de tumeurs provenant de patients souffrant d’un cancer colorectal. 

L’étude s’est portée sur 102 échantillons correspondant à trois étapes conduisant au cancer 

colorectal : 15 adénomes de faible grade, 15 adénomes de haut grade et 72 adénocarcinomes. 

Aucune de ces tumeurs n’a reçu de chimiothérapie, puisque nous avions montré dans la première 

partie de ce travail que STAT3 était activé en réponse à un traitement génotoxique.

   

FIGURE 31| Les phosphorylations de STAT3 dans des tumeurs colorectales. A. Pourcentage 
de cellules présentant un marquage positif avec des anticorps dirigés contre les deux formes 
phosphorylées de STAT3 comme indiqué, selon trois grades d’adénomes (n=102). B. Image 
représentative de la phosphorylation de STAT3 de la sérine 727 dans des cellules en mitoses 
identifiées sur des tumeurs solides. 
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 Ces expériences d’immunocytochimie nous ont montré que STAT3 était principalement 

activé dans les adénomes de haut grade et les adénocarcinomes. Cependant, nous avons remarqué 

que, dans les trois grades étudiés, STAT3 était phosphorylé sur son résidu sérine 727 dans un plus 

grand nombre de cellules. Cette plus forte activation est détectée à un stade précoce du cancer 

colorectal, néanmoins, un plus grand nombre de cellules expriment la forme phosphorylée de la 

sérine 727 de STAT3 à des stades plus tardifs de la maladie (Figure 31A). Nous avons également 

remarqué, à partir de tumeurs solides, que STAT3 était principalement phosphorylé sur son résidu 

sérine 727 dans des cellules en mitose (Figure 31B). 

 Ces résultats nous ont donc suggéré que le site de la sérine 727 est un important site de 

phosphorylation dans le cancer colorectal et que cette phosphorylation pourrait être corrélée avec 

la progression du cycle cellulaire en mitose.  

II. STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 pendant la phase 
G2 du cycle cellulaire.

 Avec ces analyses immunocytochimiques nous nous sommes demandés si STAT3 était 

activé durant la progression du cycle cellulaire de la phase S vers la mitose. Pour cela, nous avons 

étudié l’activation du facteur de transcription au cours du cycle cellulaire dans deux lignées 

colorectales, les HCT116 et les HT29 en utilisant différentes techniques de synchronisation. Les 

cellules sont donc enrichies dans chaque phase du cycle cellulaire à la suite d’un traitement au 

nocodazole ou bien après un double blocage thymidine ou encore en utilisant une privation de 

sérum suivie d’un relargage. A la suite de ses trois synchronisations, le pourcentage de cellules 

présentes dans chaque phase du cycle cellulaire est apprécié par cytométrie en flux. 

 

 Le nocodazole induit la dépolymérisation des microtubules durant la mitose. La cellule est 

donc bloqué pendant la prométaphase. Nous avons donc traité les cellules HT29 et HCT116 

pendant 15h et 24h, afin de les synchroniser (Figure 32A). L’analyse du cycle cellulaire par 

cytométrie en flux a confirmé qu’après 15h et 24h de traitement au nocodazole, les cellules étaient 

bloquées pendant la mitose. La Cycline B1 est un des marqueurs de la mitose. En effet, couplé à la 

kinase Cdk1, il contrôle l’entrée des cellules en mitose. Nous avons donc utilisé cette protéine 

comme marqueur de la transition G2-M. Dans ces conditions, nous avons observé que les 

expressions protéiques de la Cycline B1 et de la forme phosphorylée de STAT3 sont augmentées 

en réponse à ce blocage, dans les deux lignées cellulaires étudiées (Figure 32A, lignes 2-3 et 5-6). 

Ces résultats nous ont donc laissé penser que STAT3 est activé en début de mitose. 
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 Pour confirmer ces observations, nous avons utilisé une deuxième synchronisation. Le 

double blocage thymidine permet de synchroniser les cellules pendant la transition G1-S du cycle 

cellulaire. En effet une forte concentration de thymidine dans la cellule agit comme un inhibiteur de 

la synthèse d’ADN. Deux blocages successifs sont nécessaires pour obtenir une meilleure 

synchronisation pendant la transition G1-S du cycle cellulaire. Cet effet est réversible en lavant les 

cellules puis en les stimulant avec 10% de sérum. Nous avons donc utilisé cette technique pour 

enrichir les cellules dans les phases G1, S et G2-M (Figure 32B). Nous avons remarqué que STAT3 

était phosphorylé sur son résidu sérine 727 pendant la phase G2-M.

 

FIGURE 32| STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 durant la phase G2 du cycle 
cellulaire. A. Les cellules HT29 et HCT116 sont traitées ou non avec du nocodazole (30 ng/mL) 
pendant les temps indiqués. Un extrait cellulaire total est préparé puis l’expression protéique de la 
cycline B1 et de la forme phosphorylée sur la sérine 727 de STAT3 est analysée par Western blot en 
utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. hsc70 est utilisé en contrôle de 
charge. En parallèle, le cycle cellulaire est analysé par cytométrie en flux grâce à un marquage de 
l’ADN par le DAPI (n=4). B. Les cellules HT29 sont synchronisées à la transition G1/S du cycle 
cellulaire grâce à un double blocage thymidine, puis les cellules sont lavées et stimulées avec 10% de 
sérum pour permettre la progression du cycle cellulaire. L’expression de la cycline B1, de la forme 
phosphorylée de la sérine 727 de STAT3 et hsc70 est analysée par Western blot comme ci-dessus 
(n=4). C. Les cellules HCT116 sont privées de sérum pendant 48h puis stimulées avec 10% de 
sérum pendant les temps indiqués pour induire la progression du cycle cellulaire. L’expression de la 
cycline B1, de la forme phosphorylée de la sérine 727 de STAT3 et  hsc70 est analysée par 
Western blot comme ci-dessus (n=3).  
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 Afin de confirmer ces observations, nous avons choisi de synchroniser les cellules HCT116 

en s’affranchissant de tous traitements. Pour cela, nous avons privé les cellules de sérum pendant 

48h pour qu’elles entrent en phase de quiescence. Une stimulation de sérum pendant les temps 

indiqués sur la figure 32C, permet de faire repartir les cellules dans un cycle cellulaire et de les 

enrichir dans les différentes phases du cycle. Comme nous l’avions attendu, nous avons obtenu les 

mêmes résultats,  STAT3 est phosphorylé sur son site sérine 727 pendant la G2-M. 

 

 Avec l’ensemble de ces résultats, nous pouvons affirmer, avec n’importe quelles 

synchronisations cellulaires, que la forme phosphorylée de STAT3 sur la sérine 727 est augmentée 

durant la progression de la phase S vers la mitose dans des lignées cellulaires colorectales. 

III.STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 par la kinase Cdk1

 Nous avons ensuite voulu savoir quelle était la kinase responsable de la phosphorylation de 

STAT3 sur le résidu sérine 727. Plusieurs sérine-thréonine kinases, telles que PLK1, Aurora et 

Cdk1, sont décrites comme jouant un rôle dans la progression de la phase S vers la mitose. Afin de 

déterminer la kinase responsable de cette phosphorylation, nous avons utilisé des cellules 

synchronisées en mitose par le nocodazole. A partir d’extraits totaux, nous avons immunoprécipité 

plusieurs kinases ou cyclines. Puis nous les avons incubé avec de l’ATP froid, la protéine de fusion 

STAT3 contenant une étiquette histidine et exprimant le domaine de transactivation du facteur de 

transcription (Figure 33A). 

En plus des kinases Cdk1 et Cdk2, nous avons choisi d’immunoprécipiter les cyclines D, B et E afin 

d’obtenir un complexe Cycline/Cdk actif. Les résultats de ce test de phosphorylation sont 

présentés sur la figure 33B. Une nette phosphorylation de STAT3 sur son site sérine 727 est 

observée après immunoprécipitation de la kinase Cdk1 (Figure 33B, ligne 5). Un faible signal est 

également détecté en immunoprécipitant la cycline B1 (Figure 33B, ligne 2). Nous n’avons pas été 

capables de détecter de phosphorylation de STAT3 due aux autres kinases testées. Ces résultats ont 

donc montré que STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 en début de mitose par la 

kinase Cdk1. 
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FIGURE 33| STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 par la kinase Cdk1. A. 
Représentation schématique de la protéine de fusion utilisée pour la technique de Pull Down. 
B. Les cellules HCT116 sont synchronisées en mitose par le nocodazole (30ng/mL). Puis l’extrait 
total est immunoprécipité avec les Cyclines D1, B1, E et les kinases Aurora A, Plk1, Cdk1 et Cdk2 
en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. Les échantillons sont ensuite 
incubés avec le domaine de transactivation de STAT3 et de l’ATP froid. La forme phosphorylée de 
la sérine 727 de STAT3 est analysée par Western blot en utilisant un anticorps polyclonal dirigé 
contre cette protéine (n=3). C. Les cellules HCT116 sont transfectées avec un siRNA dirigé contre 
un séquence contrôle ou contre la kinase Cdk1. L’expression de la forme phosphorylé de la sérine 
727 STAT3 et de Cdk1 est analysé par Western blot en utilisant des anticorps dirigés polyclonaux 
contre ces protéines. hsc70 est utilisé en contrôle de charge (n=3). 

 Afin de confirmer ces observations, nous avons réalisé un siRNA dirigé contre Cdk1 ou une 

séquence contrôle dans les cellules HCT116, traitées ou non par la suite avec le nocodazole (Figure 

33C). Comme nous l’espérions, nous avons observé une diminution de la phosphorylation de la 

sérine 727 de STAT3 en absence de la kinase Cdk1 (Figure 33C, la ligne 3 est comparée à la ligne 4 

et la ligne 1 est comparée à la ligne 4). 

 Par conséquent, nous pouvons conclure que STAT3 est phosphorylé sur son site sérine 727 

par la kinase Cdk1 durant la progression de la phase G2 vers la mitose. 

IV. STAT3 régule l’expression de gènes impliqués dans la progression 
de la phase S vers la mitose

 Avec les résultats précédemment obtenus, nous avons émis l’hypothèse que STAT3 était 

impliqué dans la régulation de gènes impliqués dans la progression de la phase S vers la mitose. 

Pour appuyer cette hypothèse, nous avons dans un premier temps analysé l’expression de protéines 

indispensables à la phase G2 et à la mitose, telles que Aurora A, PLK1, survivine et la Cycline B1 
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en début de mitose (Figure 34A). Comme nous l’attendions, l’expression de ces protéines est 

augmentée dans cette condition. 

 Par la suite, nous avons cherché parmi ces protéines, lesquelles pourraient être des cibles du 

facteur de transcription. Pour cela, nous avons réalisé un siRNA dirigé contre STAT3 puis, par PCR 

quantitative en temps réel, nous avons analysé l’expression des gènes de Aurora A, de la survivine 

et de Plk1 dans les cellules HCT116 synchronisées ou non en début de mitose (Figure 34B). De 

cette manière, nous avons remarqué que seule l’expression de l’ARN messager de PLK1 est 

diminuée à la suite d’une perte de STAT3. Nous avons confirmé par Western blot que PLK1 serait 

un gène cible de STAT3, étant donné que l’expression protéique de PLK1 est diminuée à la suite 

d’un siRNA dirigé contre STAT3 (Figure 34C). Nous pouvons affirmer que l’effet de STAT3 sur la 

diminution de PLK1 est spécifique, puisque nous n’avons pas observé le même effet sur 

l’expression de Aurora A ou de la survivine.  

FIGURE 34| STAT3 régule le gène de PLK1 pendant la phase G2 du cycle cellulaire. A. Les 
cellules HCT116 sont traitées ou non avec le nocodazole (30 ng/mL) pendant 15h. A partir des 
extraits totaux l’expression de Aurora A, PLK1, Survivine et de la Cycline B1 est analysée par 
Western blot en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. hsc70 est 
utilisé comme contrôle de charge (n=4). B. Les cellules HCT116 sont transfectées avec un siRNA 
dirigé contre STAT3 ou contre un séquence contrôle puis les cellules sont traitées ou non avec le 
nocodazole (30 ng/mL) pendant 15h. L’expression de l’ARN messager de Aurora A, PLK1, 
Survivine et de STAT3 est analysée par PCR quantitative en temps réel (n=4 ±S.D.). C.  En 
parallèle l’expression de PLK1 ainsi que la forme phosphorylée et la forme totale de STAT3 est 
analysée par Western blot en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre ces protéines. hsc70 
est utilisé comme contrôle de charge (n=4). 
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 Nous avons donc montré que PLK1 pourrait être un gène cible de STAT3 pendant la phase 

G2 du cycle cellulaire. 

 

 Dans un deuxième temps, nous avons donc voulu savoir si STAT3 régulait directement 

PLK1 en se fixant sur son promoteur. Pour cela, nous avons étudié, par une analyse bio-

informatique sous Genomatix, les sites potentiels de fixation de STAT3 sur le promoteur de PLK1 

(figure 35A). Ensuite, nous avons sélectionné les sites potentiels situés en -325 et -291 

correspondant aux plus forts taux de prédiction. En parallèle, l’analyse a été effectuée au niveau du 

site d’initiation de PLK1. Après avoir choisi ces séquences, nous avons réalisé une 

immunoprécipitation de chromatine de STAT3 après une synchronisation des cellules en phase G1, 

S ou G2-M par privation de sérum. L’analyse de ce ChIP  a été effectuée par PCR quantitative en 

temps réel (Figure 35B, partie de gauche) mais également par PCR classique déposée sur gel 

d’agarose (Figure 35B, partie de droite). Lors de l’analyse des résultats par PCR quantitative en 

temps réel, le facteur d’enrichissement est déterminé en comparant par rapport à un anticorps 

contrôle mais également par rapport à une région contrôle du promoteur de PLK1. Nous avons 

alors observé que STAT3 était fixé sur le promoteur de PLK1 uniquement durant la phase G2-M 

du cycle cellulaire (Figure 35B, la ligne 3 est comparée aux lignes 1 et 2). Ce résultat a été confirmé 

par PCR classique en comparant par rapport à un anticorps contrôle, Gal4 (Figure 35B, la ligne 6 

est comparée à la 5). 

 Ces expériences de ChIP nous ont confirmé que STAT3 se lie au promoteur de PLK1 

durant la phase G2 du cycle cellulaire.
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FIGURE 35| STAT3 régule directement le gène de PLK1 pendant la phase G2 du cycle 
cellulaire. A. Schéma des sites potentiels de fixation de STAT3 sur le promoteur de PLK1 
d’après le logiciel Genomatix.  B. Les cellules HCT116 sont privées de sérum pendant 48h puis 
stimulées avec 10% de sérum comme décrit précédemment pour enrichir les cellules dans les phases 
G1, S et G2-M du cycle cellulaire. La chromatine soluble est préparée à partir de ces cellules puis 
immunoprécipitée avec un anticorps dirigé contre STAT3 ou contre une immunoglobuline contrôle. 
L’ADN est amplifié en utilisant une paire d’amorces qui couvre le site de liaison indiqué de STAT3 
sur le promoteur de PLK1. Le ChIP est ensuite quantifié par PCR en temps réel en comparant le 
signal à l’immunoglobuline contrôle (ligne 1-3, n=3 ±SD, p<0,01) ou analysé sur gel d’agarose 
(ligne 4-6, n=4). 

 Nous avons souhaité, dans un troisième temps, étendre ces résultats à d’autres gènes des 

phases S et G2-M. Pour cela, nous avons utilisé la technique du ChIP-on-chip. Il s’agit d’un large 

criblage du génome humain à partir d’une immunoprécipitation d’un facteur de transcription suivie 

d’une ligation par PCR et d’un clonage. Pour cette analyse, nous avons synchronisé les cellules 

HCT116 par une privation de sérum puis une stimulation de sérum afin d’enrichir les cellules dans 

les phases S et G2 du cycle cellulaire. Les régions de l’ADN fixées par STAT3 sont ensuite analysée 

sur puces. Ces puces sont constituées d’amorces couvrant les sites d’initiation de la transcription 

(-200 +800 pb) de 18 660 gènes humains. En utilisant un pourcentage de significativité de 80% 

(p<0,005) comme valeur seuil, nous avons identifié 281 gènes cibles potentiels de STAT3 avec les 

cellules synchronisées pendant la phase S et 367 gènes cibles potentiels lors de la synchronisation 
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pendant la phase G2 du cycle cellulaire. Néanmoins, parmis ces gènes, 156 sont identiques dans les 

deux temps de synchronisation (Figure 36).

 

FIGURE 36| Schéma récapitulatif de la technique du ChIP-on-chip. Les cellules HCT116 
sont synchronisées pendant les phases S ou G2 du cycle cellulaire par la méthode de privation 
de sérum. A partir de la chromatine soluble, STAT3 est immunoprécipité en utilisant un 
anticorps dirigé contre la protéine. Après avoir généré des bout franc, effectué une ligation et 
une amplification par PCR, les échantillons sont  marqués avec une étiquette de fluorescence 
(Cyanine 5 pour l’input et Cyanine 3 pour STAT3) puis déposés sur puces à ADN.

 

 Pour analyser ces résultats, nous avons utilisé le système de classification Panther qui trie les 

gènes donnés par rapport à la base de donnée de Gene Ontology. Les différents gènes cibles 

potentiels de STAT3 sont classé selon leurs implications dans divers mécanismes biologiques : la 

signalisation, le développement, le cycle cellulaire, le métabolisme, le système immunitaire, la 

structure de la cellule, l’adhésion et la mort cellulaire. Les résultats de ce classement est présenté 

dans le tableau  2. Le nombre de gènes observés correspond aux différents gènes de notre étude 

impliqués dans les processus biologiques indiqués. Le nombre de gènes attendus, quant à lui, 

indique la valeur attendue. Il s’agit du nombre de gènes que nous pourrions attendre dans notre 

liste basée sur une liste de référence de Gene Ontology. La valeur P renseigne sur la probabilité que 
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le nombre de gènes obtenus correspond à cette catégorie. Une faible valeur P indique que le 

nombre de gènes observés est significativement et potentiellement intéressant (Il est recommandé 

que la valeur P soit inférieur à 0,05).

TABLEAU 2| Classification des gènes cibles potentiels de STAT3 dans les cellules HCT116 
d’après Panther.

PHASE S S PHASE G2G2

PROCESSUS BIOLOGIQUES
Gènes 

observés
Gènes 

attendus P
Gènes 

observés
Gènes 

attendus P

Signalisation 128 96.40 2.77E-04 211 148.81 2.40E-08

Développement 96 69.03 4.58E-04 160 106.56 7.04E-08

Cycle cellulaire 64 42.32 6.31E-04 97 65.33 6.63E-05

Immunité 84 60.45 1.14E-03 130 93.32 6.05E-05

Adhésion 48 30.66 1.57E-03 60 47.33 3.71E-02

Métabolisme 216 190.16 8.37E-03 336 293.54 7.21E-04

Structure cellulaire 47 33.19 1.09E-02 81 51.24 3.74E-05

Mort cellulaire 33 22.22 1.67E-02 51 34.30 3.66E-03

 Nous avons ensuite déterminer le pourcentage de gènes présents dans ces huit catégories. 

Le pourcentage de ces gènes ne varie que très peu entre les gènes trouvés à partir d’une 

synchronisation en phase S et ceux trouvés à partir d’une synchronisation en phase G2-M. Nous 

avions choisi la synchronisation des cellules par privation de sérum pour s’affranchir d’une 

induction de gènes due au  traitement. Cependant, cette méthode de synchronisation ne permet 

d’obtenir 100 % des cellules dans une même phase du cycle cellulaire. Etant donné que nous 

recherchions des gènes cibles potentiels de STAT3 impliqués dans la phase G2 et la mitose, nous 

avons décidé de regrouper les deux échantillons pour la suite de nos analyse. La répartition des 

gènes cibles potentiels de STAT3 appartenant à ces différents processus cellulaires est représentée 

dans la figure 37. 
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FIGURE 37| Classement des gènes cibles potentiels selon différentes fonctions cellulaires. 

 Parmi les différents gènes cibles du facteur de transcription, 11,6% sont impliqués dans le 

cycle cellulaire. Pour notre étude, nous nous sommes donc plus particulièrement penchés sur les 

gènes impliqués dans la progression de la phase G2 vers la mitose. Par étude bibliographique, nous 

avons sélectionné 15 gènes correspondant à nos critères (Tableau 3).

TABLEAU 3| Analyse bibliographique des gènes impliqués dans la progression de la phase 
G2 vers la mitose.  

NOM DES 
GÈNES

RÔLES RÉFÉRENCES

STIL Rôle dans la duplication des centrioles lors de la mitose (Castiel et al. 2011)
(Erez et al. 2007)

RIC8A Rôle dans l’orientation des fuseaux mitotiques (Woodard et al. 2010)

BRD4 Essentiel pour la progression du cycle cellulaire
Impliqué dans la transcription de Aurora B

(Dey et al. 2009)
(You et al. 2009)

FoxM1 Régule le programme transcriptionnel nécessaire pour la 
progression de la mitose

(Major et al. 2004)
(Laoukili et al. 2005)

MARS Impliqué dans l’expression de Aurora B, PLK1, Cycline B1, 
Cdc25b et CENP-F

(Yang and Fan 2008)
(Li et al. 2009)

NOTCH1 La survivine est un gène cible de la voie de Notch (Lee et al. 2008)

MAPRE3 Régule l’organisation des microtubules durant la mitose (Ban et al. 2009)

RECQL4 Rôle dans la formation des chromatides soeurs (Petkovic et al. 2005)

CCNF Fixe la cycline B1 et s’accumule en G2 pour favoriser la 
liaison de la cycline B1 avec Cdk1

(Fung et al. 2002)
(D'Angiolella et al. 2010)

CDCA3 Responsable de la dégradation de Wee1 durant les phases S 
et G2

(Lim and Surana 2003)
(Smith et al. 2007)

MAD1L1 Composant du point de contrôle de l’assemblage des 
fuseaux mitotiques (Chi et al. 2008)

MAP4 Contrôle la dynamique des microtubules (Ookata et al. 1997)
(Chang et al. 2001)
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NOM DES 
GÈNES

RÔLES RÉFÉRENCES

Cdc25C Déphosphoryle Cycline B1/Cdk1 permettant l’entrée en 
mitose

(Wang et al. 2007)
(Timofeev et al. 2010)

Ercc2 Régule l’activité des CAK et la progression de la mitose (Chen et al. 2003)

NuMa Acteur essentiel de l’assemblage et de la maintenance des 
fuseaux mitotiques

(Radulescu and Cleveland 2010)
(Dionne et al. 1999)

 A partir de cette liste, nous avons voulu confirmer les résultats obtenus lors du ChIP-on-

chip. Nous avons donc réalisé des immunoprécipitations de chromatine de STAT3 en utilisant un 

anticorps polyclonal dirigé contre la protéine, sur ces différents gènes. Nous avons été capables de 

confirmer que le facteur de transcription est recruté sur les promoteurs de STIL, FoxM1, NuMa, 

Cdc25C et RIC8A (Figure 38). 

  

Figure 38| STAT3 régule les gènes impliqués dans la progression de la phase S vers la mitose. 
La chromatine soluble est  préparée à partir des cellules HCT116 en croissance, puis 
immunoprécipitée avec un anticorps dirigé contre STAT3 ou contre une immunoglobuline 
contrôle, Gal4. L’ADN est amplifié en utilisant une paire d’amorces qui couvre le site de liaison 
indiqué de STAT3 sur les différents promoteurs. Le ChIP est ensuite analysé par PCR déposée 
sur gel d’agarose (n=4).

 Avec l’ensemble de ces résultats, nous pouvons conclure que STAT3 est activé durant la 

phase G2 pour se lier aux promoteurs de gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire de 

la phase S vers la phase G2M, tel que PLK1. 

V. STAT3 est important pour la progression de la phase S vers la 
mitose.  

 Nous avons montré précédemment que STAT3 était impliqué dans la progression de la 

phase S vers la mitose en régulant les gènes de la phase G2 et de la mitose. Nous avons ensuite 

voulu déterminer si STAT3 était nécessaire à cette progression du cycle cellulaire. Pour cela, nous 
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avons utilisé deux méthodes pour inactiver STAT3 : des inhibiteurs chimiques du facteur de 

transcription et un siRNA dirigé contre STAT3. Afin d’étudier l’effet d’une perte de STAT3 sur la 

progression du cycle cellulaire, l’ADN est marqué au DAPI puis analysé par cytométrie en flux.

 Dans un premier temps, les cellules HT29 sont synchronisées à la transition des phases G1 

et S du cycle cellulaire à l’aide de l’hydroxyurée. Un relargage de sérum pendant 6h et 9h nous a 

permis d’enrichir les cellules dans les phases S et G2-M. Pendant le relargage, nous avons utilisé 

deux inhibiteurs de STAT3 : Stattic et STAT3 VI inhibiteur. Ces deux inhibiteurs ont été décrits 

comme des inhibiteurs chimiques se fixant dans le domaine SH2 de STAT3 empêchant sa 

dimérisation, sa translocation nucléaire ainsi que sa liaison à l’ADN (Figure 39A). Comme nous 

l'avons espéré, l’inhibition du facteur de transcription entraine un ralentissement de la progression 

vers la mitose. Cependant, sur des temps plus longs de relargage, la totalité des cellules arrivent en 

mitose. Nous avons pensé que cet effet était dû aux inhibiteurs de STAT3 qui n’inactivent pas 

totalement la protéine. 

 

FIGURE 39| STAT3 est impliqué dans la progression de la phase G2 du cycle cellulaire. 
A.  Les cellules HT29 sont synchronisées à la transition G1-S du cycle cellulaire avec de 
l’hydroxyurée (2mM) pendant 15h. Puis les cellules sont lavées et stimulées avec du sérum 
pendant les temps indiqués en absence ou en présence d’inhibiteurs de STAT3, Stattic ou 
STAT3 VI inhibiteur. L’analyse par FACS est alors utilisée pour analyser la progression de la 
phase G2 (n=3). B. Les cellules HT29 en croissance sont  transfectées avec un siRNA dirigé 
contre STAT3 ou une séquence contrôle, comme indiqué, puis les cellules sont synchronisées à 
la transition G1-S par l’hydroxyurée. Les cellules sont alors lavées puis stimulées avec du sérum 
pendant 9h. L’analyse par FACS est alors utilisée pour analyser la progression de la phase G2 
(n=3)L’inactivation de STAT3 est vérifiée par Western blot (partie de droite de la figure).

 Nous avons donc, dans un deuxième temps, utilisé une deuxième méthode d’inactivation de 

STAT3. Pour cela, les cellules HT29 ont été transfectées avec un siRNA dirigé contre STAT3 ou 

bien contre une séquence contrôle (Figure 39B). Les cellules ont été synchronisées à la transition 
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des phases G1 et S avec de l’hydroxyurée, puis lavées et stimulées au sérum pendant 9h afin 

d’enrichir les cellules pendant la phase G2 du cycle cellulaire. Par cette technique, nous avons 

confirmé qu’une perte du facteur de transcription STAT3 ralentissait la progression de la phase G2 

du cycle cellulaire. 

 Afin d’appuyer notre hypothèse sur l’implication nécessaire de STAT3 dans la progression 

de la phase G2 vers la mitose, nous avons étudié la qualité de la condensation des chromosomes en 

mitose. Pour cela, nous avons utilisé des plasmides exprimant soit la forme constitutivement active 

du facteur de transcription, STAT3-Cys, soit une forme mutée sur le site 727, pour lequel la sérine 

est substituée en Alanine. Une fois transfectées, les cellules sont synchronisées en début de mitose 

par le nocodazole.

FIGURE 40| STAT3 est impliqué dans la progression de la phase G2 vers la mitose. A. Les 
cellules HCT116 sont transfectées avec un plasmide exprimant la forme active de STAT3, STAT3-
Cys, ou bien avec la forme mutée sur la sérine 727, STAT3-Cys S727A puis synchronisées en début 
de mitose avec le nocodazole. Les cellules mitotiques sont marquées avec un anticorps dirigé contre 
la forme phosphorylée de la sérine 10 de l’histone H3, couplé à un fluorochrome, Alexa fluor 488. 
Le pourcentage de cellules présentant une condensation normale et anormale est évalué par 
microscopie à fluorescence (n=4 ±SD). B. Illustration de mitoses normales et anormales. C. En 
parallèle, la tranfection des plasmides de STAT3-Cys et de son mutant est vérifiée par Western 
blot en utilisant des anticorps dirigés contre STAT3 et sa forme phosphorylée. 
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 Pour distinguer les cellules mitotiques, nous avons réalisé, en plus du marquage de l’ADN 

au DAPI, un marquage par immunofluorescence de la forme phosphorylée de la sérine 10 de 

l’histone H3. Cette modification de l’histone H3, due à la kinase Aurora A, est considérée comme 

un marqueur de cellules mitotiques nécessaire pour la ségrégation et la condensation des 

chromosomes. Grâce au marquage de la mitose, la condensation des chromosomes est ensuite 

appréciée par microscopie à immunofluorescence. 

 Après avoir fait la distinction entre une condensation anormale et une condensation 

normale (Figure 40B), nous avons compté le nombre de cellules HCT116 présentant l’une ou 

l’autre de ces condensations, dans les cellules transfectées soit avec le plasmide STAT3-Cys, soit 

avec sa forme mutante, STAT3-Cys S727A (Figure 40A). Nous avons remarqué que la mutation de 

la sérine 727 de STAT3 augmente de 25% le nombre de cellules présentant une condensation de la 

chromatine anormale, tandis que la forme active de STAT3 ne modifie pas l’état de condensation 

de la chromatine. 

 Par conséquent, ces résultats suggèrent que le facteur de transcription STAT3 est nécessaire 

pour la progression de la phase G2 vers la mitose, mais il est également indispensable à la 

condensation  de l’ADN. 

 Pour confirmer cette hypothèse, nous avons étudié par cytométrie en flux, l’ADN en 8n et 

la mort cellulaire, reflétées par le subG1, dans les cellules HT29 et HCT116 synchronisées en début 

de mitoses par le nocodazole en absence de STAT3 (Figure 41).

FIGURE 40| STAT3 est nécessaire pour la progression normale de la phase G2 vers la 
mitose. Les cellules HT29 et HCT116 sont traitées ou non avec le nocodazole et/ou Stattic 
pendant 15h. Puis le subG1 et le 8n est analysé par FACS après un marquage de l’ADN au 
DAPI (n=3 ± SD, p<0,001).

  Nous avons choisi d’effectuer cette étude sur ces deux lignées colorectales parce qu’elles 

présentent un point de contrôle des fuseaux mitotiques différents. De plus, ces lignées diffèrent par 
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leurs mutations. En effet, contrairement aux cellules HCT116, les cellules HT29 sont mutées sur le 

codon 273 de p53, au niveau de son domaine de liaison à l’ADN. Lorsque les cellules ont été 

traitées séparément avec le nocodazole ou avec Stattic, aucune différence significative n’a été 

observée dans ces deux lignées. Cependant, la combinaison de ces deux traitements a entrainé des 

modifications notables. En absence de STAT3, et après traitement au nocodazole, le pourcentage 

de subG1 a augmenté seulement dans les cellules HCT116. Nous pouvons donc affirmer que cet 

effet est spécifique du type cellulaire. Cette différence observée peut être due soit au point de 

contrôle des fuseaux mitotiques, soit à l’inactivation du gène suppresseur de tumeur, p53 dans les 

cellules HT29.  

VI. Conclusion : STAT3 est activé pendant la phase G2 du cycle 
cellulaire pour réguler l’expression des gènes impliqués dans la 
progression vers la mitose 

 L’ensemble de ces résultats a montré que le facteur de transcription STAT3 est phosphorylé 

sur son résidu sérine 727 pendant la phase G2 du cycle cellulaire. Cette activation de STAT3 est 

nécessaire à une progression normale du cycle cellulaire de la phase G2 vers la mitose. 

 Ce chapitre amène une nouvelle fonction au facteur de transcription STAT3. Durant le cycle 

cellulaire, STAT3 est principalement connu pour activer les gènes impliqués dans la progression de 

la phase G1, tels que la Cycline D1, de Cdc25a, c-Myc. Cette activation se fait par phosphorylation 

sur son résidu tyrosine 705, en réponse à une stimulation de cytokines. Durant cette phase G1, il a 

été montré que la phosphorylation de la sérine 727 permet d’augmenter l’activité transcriptionnelle 

du facteur de transcription. Dans nos travaux, nous avons montré que le facteur de transcription 

peut être actif lorsqu’il est seulement phosphorylé sur son site sérine 727 et peut donc réguler 

l’expression des gènes. Nous avons également mis en évidence que cette phosphorylation permet la 

progression de la phase G2 vers la mitose. 

 De plus, il est intéressant de mettre en parallèle les deux voies de signalisation dues à la 

phosphorylation du résidu sérine 727 de STAT3. Cette modification sur le même résidu, effectuée 

par deux kinases différentes, donne lieu à deux voies distinctes : la réparation des dommages de 

l’ADN en réponse à agent génotoxique ou bien la progression du cycle cellulaire vers la mitose. 

Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que, selon les cofacteurs de STAT3, ou bien selon les 

modifications post-traductionnelles, le facteur de transcription ne se fixera pas sur les mêmes gènes. 
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FIGURE 42| Les différents rôles de STAT3. Les deux phosphorylations du facteur de 
transcription lui confère des rôles distincts. Cependant,  une même phosphorylation peut 
conduire à deux voies différentes. En réponse à un agent génotoxique, STAT3-Ser727 se fixe 
sur le promoteur de Eme1 pour induire la réparation des dommages. Néanmoins, dans le cycle 
cellulaire, STAT3-Ser727 se fixe sur les promoteurs de gènes de G2 et de mitose pour 
permettre la progression cellulaire et contrôler la condensation de la chromatine. 
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Abstract
STAT3 transcription factors are cytoplasmic 
proteins that  induce gene activation in response to 
growth factor stimulation. Following tyrosine 
phosphorylation on its 705 residue, STAT3 
activates genes which are often involved in the 
progression of the G1 phase of the cell cycle. In 
the absence of tyrosine phosphorylation, STAT3 
can still induce gene activation and this has been 
correlated with the phosphorylation of its serine 
727 site located in the transactivation domain. 
Importantly, it  has been reported in this case that 
its target genes are different as compared to genes 
upregulated in response to the tyrosine-
phosphorylated form. These results suggest that 
STAT3 post-translational modifications play an 
important role in the specificity of its 
transcriptional activity. In the work reported here, 
we found that the Ser727 site is a major 
phosphorylation site in colorectal cancer, using 
either cell lines or primary tumor samples. Cell 
synchronization experiments indicate that this 
phosphorylation increased in the G2 phase of the 
cell cycle and that  STAT3 is phosphorylated by 
the cdk1 kinase. Chromatin immunoprecipitation 
and genome-wide location analysis indicate that 
STAT3 binds to the promoter of the polo-like 

kinase 1 gene to induce its expression as well as 
to the promoters of several G2-specific genes. 
Results also indicate that  STAT3 is necessary for 
the progression from S phase to mitosis and for 
normal chromosome compaction. Thus, in 
addition to its role during the G1 phase, the 
STAT3 transcription factor also serves as a cell-
cycle dependent  transcriptional factor necessary 
for the progression of the G2 phase.

Introduction
Signal transducers and activators of transcription 
3 (STAT3) proteins are cytoplasmic transcription 
factors that dimerize and translocate into the 
nucleus following growth factor stimulation. In 
contrast  to normal cells where its activation is 
only transient, constitutive activation of STAT3 
has been reported in several primary cancers, in 
tumors cell lines and in many oncogene-
transformed cells (1-5). In cancer cells, STAT3 
plays an essential role in the regulation of genes 
involved in cell cycle progression and cell 
survival. In most  cases, its activation relies on 
tyrosine kinase such as JAK or src, which 
phosphorylate its tyrosine 705 residue (Tyr705) to 
allow a complete activation of the dimer. The 
transcription factor is phosphorylated on a second 
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residue, serine 727 (Ser727), which is located in 
the transactivation domain. This phosphorylation 
has been initially characterized as an important 
event  in the regulation of STAT3 transcriptional 
activity (6), but it  remains to be fully 
demonstrated that the Ser727 phosphorylation is 
required for the interaction with STAT3 
transcriptional coactivators such as CBP, NcoA or 
PTEF/b (7, 8).
The STAT3 activation pathway has been initially 
characterized following growth factor or cytokine 
stimulation of quiescent  cells. For instance, upon 
IL6 stimulation, it is well known that STAT3 is 
phosphorylated on Tyr705 to activate genes such 
as Myc or Cyclin D1 which then induce cell 
growth and early cell cycle progression (9-12). It 
is important to keep in mind that these 
descriptions of STAT3 functions correspond to 
molecular events occurring at the G0/G1 
transition that are associated with cellular 
proliferation but not necessarily with cell cycle 
regulation per se. Consequently, it  remains to be 
precisely determined whether STAT3 is activated 
during other phases of the cell cycle and whether 
these potential functions rely solely on Tyr705 
phosphorylation. Interestingly, the long-standing 
view of STAT3 activation has been recently 
challenged by several results. Although tyrosine 
phosphorylation was expected to be associated 
with nuclear translocation and DNA binding, 
several studies have described that  the 
unphosphorylated transcription factor can form 
stable homodimers. Accordingly, it has been 
recently reported that STAT3 can activate gene 
transcription and play an important role in cancer 
cell in the absence of Tyr705 phosphorylation (13, 
14). Using mutated forms of the transcription 
factor, Yang et al. have shown that  STAT3 binds 
to the NF-kB transcription factor to induce the 
expression of genes such as RANTES, IL6 or IL8 
(15). This occurs in the absence of Tyr705 
phosphorylation and late after the initial 
stimulation, suggesting that these genes are not 
activated during the early step of STAT3 signaling 
by conventional tyrosine-phosphorylated forms of 
the transcription factor. Recent  elegant results 
have also suggested that  the protein tyrosine 
phosphatase TCPTP prevents any abnormal 
activity of STAT3 during S phase (16). Although 
this effect relies in this case on the tyrosine 
phosphorylation of the transcription factor, these 
observations indicate that STAT3 can potentially 
regulate genes involved in S phase progression 
and not  only in G1. Finally, we have recently 
shown that  STAT3 regulates genes involved in 
DNA repair during the G2 phase of the cell cycle, 
following topoisomerase I inhibition (17, 18). 
This effect  relies mainly on the phosphorylation 
of the transcription factor on its Ser727 residue by 
the cdk5 kinase. Altoghether, these results suggest 

that STAT3 probably regulates gene transcription 
not only during early G1 but also during other 
phases of the cell cycle and that  this may be 
independent  of Tyr705 phosphorylation. If this is 
effectively the case, it will be important to 
determine how this transcription factor is 
regulated during cell cycle progression and if its 
activity can be regulated by cyclin-cdk 
complexes. In line with this hypothesis, we and 
others have shown that  D-type cyclins can bind to 
STAT3 to regulate its transcriptional activity 
during the G1 phase of the cell cycle (19-21). 
Whether this is also occuring in the S or G2 
phases remains to be determined.
During the course of our experiments, we have 
noticed that STAT3 was const i tut ively 
phosphorylated on Ser727 in colorectal cell lines. 
In this study, we confirmed this observation and 
showed that this is also the case in tumor samples 
isolated from patients suffering from colorectal 
cancer. Using cell cycle synchronization, we have 
observed that this phosphorylation occurs during 
the G2 phase of the cell cycle and that  it is 
mediated by the cdk1 kinase. Interestingly, 
STAT3 binds to the promoter of the PLK1 gene to 
regulate its expression, as well as to several genes 
involved in G2 progression as shown by genome 
wide analysis. Altogether, these results uncover a 
new function of the STAT3 transcription factor 
during the progression of the G2 phase of the cell 
cycle.

Materials and methods

Antibodies, siRNA 
Polyclonal anti-STAT3 (C20), anti-phospho-
STAT3-Ser 727 (ser727-R), anti-Cdc25C, anti-
Numa and anti hsc70 (B-6) were obtained from 
Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, CA, 
95060, USA). The anti-phospho-STAT3-Ser 727 
conjugated to PE was obtained from Beckton 
Dickinson. The anti-phospho-STAT3-Tyr705 was 
obtained from Cell signaling (Beverly, MA, 
USA). The STAT3 siRNA have been obtained 
from Dharmacon (Dharnacon, Inc, CO, USA) and 
transfected using the Dharmafect 4 (Dharmacon) 
method. Pools of three different siRNAs were 
used for each transfection.

Cell synchronisation
To synchronize cells at  the G1/S transition, cells 
were treated with hydroxyurea (2mM) (Sigma 
Aldrich, Saint  Louis, MO, USA) for 15hr and 
released for the indicated times in growth medium 
complemented with 10% serum. For mitosis 
synchronization, cells were treated with 
nocodazole (30 ng/mL) (Sigma Aldrich, Saint 
Louis, MO, USA) for 16hr. For the thymidine 
double block, cells were first  treated with 
thymidine (2mM) for 18hr, then released in 
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growth medium complemented with 10% serum 
for 9hr and finally treated with thymidine (2mM) 
for 14hr. For serum starvation, cells were starved 
for 48hr in 0.1% serum and released with fresh 
media complemented with 10% serum for 5hr 
(G1 phase), 13hr (S phase) or 18hr (G2/M).

Chromatin  immunoprecipitation assay (ChIP) 
and ChIP-ChIP analysis
Attached cells were washed twice with cold-PBS 
and then cross-linked with 1% formaldehyde at 
room temperature for 7 min. Cells were washed 
with glycine (125mM). Cells were lysed with 400 
µL of lysis buffer (1% SDS, 10 mM EDTA, 150 
mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 8.1, 1mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 2µg/ml leupeptin, 
5 µg/ml aprotinin, 1µg/ml pepstatinA, 0.5M NaF, 
100mM Na3VO4). Lysats were sonicated six 
times for 20s each. Supernatant were recovered 
by centrifugation at  13000 RCF for 10 min at 
4°C, diluated one time in dilution buffer (1% 
Triton X-100, 20mM tris-Hcl, pH 8.1, 2mM 
E D T A , 1 5 0 m M N a C l , 1 m M 
phenylmethylsulfonyl fluoride, 2µg/mL leupeptin, 
5 µg/mL aprotinin, 1µg/mL pepstatinA, 0.5M 
NaF, 100mM Na3VO4), and subjected to one 
round of immunoclearing for 2 h at 4°C with 20 
µL of 50% slurry mix protein G-agarose and 
protein A-agarose coated with salmon sperm 
DNA (Millipore). Immunoprecipitation was 
performed overnight  with specific antibodies, 
then 20 µL of 50% slurry mix protein G-agarose 
and protein A-agarose coated with salmon sperm 
D N A w a s a d d e d f o r 1 h a t 4 ° C . 
Immunoprecipates were washed in TSE1 (0.1% 
SDS, 1% Triton X100, 2mM EDTA, 20mM Tris-
HCl pH 8.1 and 150 mmol/NaCl), TSE2 (0.1% 
SDS, 1% Triton X100, 2mM EDTA, 20mM Tris-
HCl pH 8.1 and 500 mmol/NaCl), buffer 3 (0.25 
mM LiCl, 1% NP40, 1% Deoxycholate, 1 mM 
EDTA and 10 mMmM Tris-HCl pH8.1). Beads 
precipitated were washed once with TE buffer (10 
mM Tris, pH 7.6, 100mM EDTA) and eluted with 
500µl of elution buffer (1% SDS and 0.1 mMmM 
NaHCO3) for 1h. Eluates were heated at 65°C for 
6hr and DNA was precipitated using classical 
procedures. For PCR, 5µL from a 100µL DNA 
preparation were used for 30 cycles of 
amplifications. Primer sequences are available on 
request. For ChIP-ChIP analysis, a total of 3 to 6 
x108 cells were used for each purification. Total 
chromatin was obtained and sonicated as 
described above and immunoprecipitated DNA 
fragments and input  samples were blunt  ended 
using T4 DNA polymerase and then ligated to a 
l i n k e r ( J W 1 0 2 : 5 ’ -
GCGGTGACCCGGGAGATCTGAATTC, 
JW103: 5’-GAATTCAGATC) using T4 DNA 
ligase. The linker is then used as a primer binding 
site for amplification by PCR (25 cycles, using 

JW102 as a primer). The amplified DNA was then 
Cy5 (Immunoprecipitated sample) or Cy3 
(Corresponding input) labeled using the Dual-
Color DNA Labeling Kit from Roche Nimblegen 
according to the manufacturer’s instructions. 
Labeled DNA was then hybridized to the 
Nimblegen 385k human promoter array set. 
Scanning was done on an Agilent  5µm resolution 
scanner and the images obtained were processed 
and analyzed for the identification of binding sites 
using the Nimblescan software from Nimblegen.

Cases and tissues 
One hundred and two patients with adenoma or 
colorectal adenocarcinoma were studied by 
immunohistochemistry. Note that samples were 
taken from patients that had not  undergone any 
chemo- or radiotherapy before surgical resection. 
There were 30 adenomas with 15 low-grade 
adenoma and 15 high-grade adenoma: the 
dysplasia was graded according to the established 
criteria of architectural features and cytological 
atypia. 87,13% of the tumor were situated in the 
colon, 6,93% in the rectum and 5,94% in the 
rectosigmoid hinge. All tumours were obtained 
from the Department  of Pathology at  Paul Papin 
Center, at University Hospital of Angers, and 
from the Center of Pathology of Angers, between 
2000 and 2005, after local ethical approval.

Immunohistochemistry
Formalin fixed paraffin wax embedded tissues 
were cut into 4µm sections and placed on a slide, 
dry at 60°C for 2hr and then disposed in the 
automate Ventana (Benchmark®) for the entirely 
automatised s tep of deparaff inage and 
immunohistochemistry with antibodies directed 
against phospho-STAT3-Tyr705 (B7, Santa Cruz 
Biotechnology) and phospho-STAT3-Ser727 
(S727-R, Santa Cruz Biotechnology). The 
immunohistochemistry was evaluated by the 
percentage of staining cells, the type of staining 
(nuclear or cytoplasmic), and the intensity (with 
three groups: low, moderate, high). To exclude 
subjectivity, all slides were evaluated by two 
pathologists who had no knowledge of the 
patients’ identities or clinical status. In discrepant 
cases, the two pathologists reviewed the slides 
together and reached a consensus.

Results

STAT3 is phosphorylated on its  Ser727 residue 
in colorectal cancer
STAT3 is well known to be activated on its 
Tyr705 phosphorylation site following growth 
factor stimulation and G0 exit. To verify this 
observation, several colorectal cell lines were 
serum starved for two days and stimulated with 
IL6 for 30 mn. As expected, we effectively 
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observed that the transcription factor was 
phosphorylated on its Tyr705 site (Figure 1A). 
Note that  in our experimental conditions, cells are 
grown in 3% FBS and that in that  case, we were 
not able to detect  a significant constitutive 
phosphorylation of this residue in growing 
conditions. By contrast, STAT3 was constitutively 
phosphorylated on its Ser727 residue in growing 
cells and this phosphorylation was easily 
detected. Note that IL6 did not significantly affect 
the Ser727 site in colorectal cell lines. To further 
confirm this observation, we used tumor samples 
isolated from patients suffering from colorectal 
cancer. One hundred and two samples were 
collected, corresponding to 15 low-grade 
adenoma, 15 high-grade adenoma and 72 
colorectal carcinomas. Importantly, these primary 
tumors have not received prior chemotherapy 
since we and others have shown that  STAT3 is 
activated in response to genotoxic treatments and 
is involved in DNA damage signaling (17, 18, 
22). As expected, immunochemistry experiments 
confirmed that  STAT3 was phosphorylated on the 
Tyr705 site (Figure 1B). However, both in 
adenoma and in adenocarcinoma, we noticed that 
a higher percentage of cells express the Ser727-
phosphorylated form of STAT3 (Figure 1C). This 
activation was detected at the early step of 
colorectal cancer, as early as at the low dysplasia 
adenoma stage. We noticed a significant  increase 
in the number of cells expressing the serine-
phosphorylated form of STAT3 at  the transition 
between the low and high-grade dysplasia (Figure 
1D). Surprisingly, this phosphorylation was also 
observed in cells presenting condensed chromatin 
and mitotic figures (Figure 1E).
Altogether, these results suggested that  the Ser727 
site is an important  phosphorylation site in 
colorectal cancer and that this phosphorylation 
might  somehow be connected with progression 
towards mitosis.

STAT3 is phosphorylated on  its  Ser727 site 
during the G2 phase of the cell cycle
In light of these observations, we then determined 
if STAT3 was activated during progression from S 
phase to mitosis. To this end, HT29 or HCT116 
colorectal cell lines were synchronized using 
various strategies to obtain populations of cells 
enriched in these phases of the cell cycle: 
treatment  with nocodazole, double-thymidine 
block, or serum starvation–stimulation. In each 
case, cell-cycle distribution was monitored by 
fluorescence activated cell sorting (FACS) 
analysis. Following nocodazole treatment of 
growing cells, FACS analysis indicated that HT29 
cells were synchronized in the G2/M phase of the 
cell cycle (Figure 2A, right part). In this 
condition, a significant  increase of the serine 727 
phosphorylation was observed (Figure 2A, lanes 

1-3). As expected, cyclin B expression was also 
increased. This effect was also observed in a 
different  cell line, HCT116, where a significant 
increase of STAT3-serine phosphorylation was 
also observed (Figure 2A, lanes 4-6). To confirm 
this observation, HT29 cells were then 
synchronized by the double thymidine block 
procedure and then restimulated with 10% serum. 
Cells reached the G2 phase following 5 hr of 
stimulation and under these conditions, we 
observed that  STAT3 was also phosphorylated on 
its Ser727 residue (Figure 2B, lanes 1-3). Since 
we were concerned that this effect could be 
related to a non specific effect of nocodazole or 
thymidine, HCT116 were serum starved for two 
days and then stimulated with 10% FBS to reenter 
cell cycle. Under these conditions, cells were in 
the G1 phase of the cell cycle after 5hr, reached S 
phase after 9-10 hours and the G2 phase after 
13-15 hrs. Results confirmed that  STAT3 serine 
phosphorylation was increased during progression 
towards G2 and that  this phosphorylation 
occurred when cyclin B was upregulated (Figure 
2C, compare lane 1 and 2-4). To further confirm 
these results, FACS experiments were performed 
on nocodazole-treated cells using propidium 
iodide staining conjugated with intracellular 
staining using phospho-serine 727 antibodies. 
Using this experimental approach, a significant 
phosphorylation of the transcription factor on its 
serine residue was also noted on the G2/M 
subpopulation (Figure 2D).
Altogether, we concluded from these results that 
whatever method of cell synchronization was 
used, STAT3-serine phosphorylation increased 
during the progression from S phase to mitosis in 
colorectal cell lines.

STAT3 is phosphorylated on its  Ser727 residue 
by the cdk1 kinase
Several kinases such as PLK, Aurora and cdk1 are 
well known to play an important  role in the 
progression from S phase to mitosis (23-25). In a 
different  experimental setting, it  has been already 
proposed that  STAT3 can be phosphorylated by 
cdk1 (26). As a first attempt  to characterize the 
phosphorylation of the transcription factor, cells 
were treated with nocodazole and several kinases 
or cyclins were immunoprecipitated from cell 
extracts and incubated for 15 min in the presence 
of cold-ATP with an histidine-tagged STAT3 
fusion protein expressing the C-terminal domain 
of the transcription factor (amino-acids 716-770, 
see Figure 3A). Under these conditions, STAT3 
was significantly phosphorylated by the cdk1 
k i n a s e a n d w e a k l y b y t h e c y c l i n B 
immunoprec ip i t a t i on (F igu re 3B) . No 
modifications were noticed when the Aurora-A, 
PLK1 and cdk2 kinases were immunoprecipitated 
or when cyclin D or E antibodies were used as a 
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control. To extend this observation, cells were 
transfected with siRNA directed against  cdk1 or a 
c o n t r o l s e q u e n c e a n d S TAT 3 S e r 7 2 7 
phosphorylation was evaluated following 
nocodazole treatment. Western Blot experiments 
indicated that  cdk1 levels was reduced to around 
20% of the initial amount (Figure 3C, lanes 1-2) 
and that this induced a significant  downregulation 
of STAT3 Ser727 phosphorylation. In this 
condition, and as stated above, we were not able 
to detect any Tyr705 phosphorylation of the 
transcription factor (data not shown).
Altogether, we concluded from these results that 
STAT3 is phosphorylated by the cdk1 kinase 
during progression from G2 to mitosis.

STAT3 Regulates the expression  of genes 
involved in the  progression from S  phase to 
mitosis
In light  of these observations, we made the 
hypothesis that  STAT3 was involved in the 
activation of genes regulating the progression 
from S phase to mitosis. As a first attempt  to test 
this hypothesis, we first  evaluated the expression 
of G2 specific genes such as Aurora-A, PLK1, 
survivin and cyclin B1. As expected, western blot 
experiments indicated that  these genes were 
upregulated following nocodazole treatment 
(Figure 4A). To determine if STAT3 was involved 
in their activation, cells were transfected with 
siRNA directed against  the transcription factor or 
control sequences and synchronized in the G2 
phase of the cell cycle. Under control conditions, 
results showed that  the mRNA expression of the 
P L K 1 g e n e w a s i n c r e a s e d f o l l o w i n g 
synchronization. By contrast, this effect was 
significantly reduced when STAT3 level was 
downregulated (Figure 4B). Western blot 
experiments confirmed that the expression of 
PLK1 protein was also downregulated in the 
absence of the transcription factor (Figure 4C). 
This effect was specific since the expression of 
other genes such as Aurora-A or survivin was not 
modified following STAT3 downregulation 
(Figure 4D). This result  indicates that PLK1 
downregulation was not simply explained by a 
reduced cell cycle progression. Transcription 
factor recognition site analysis of the PLK1 
promoter revealed the presence of potential 
STAT3 binding sites (Figure 4E, genomatix 
analysis). To determine if the transcription factor 
was associated with the PLK1 promoter and if 
this binding was observed in the G2 phase of the 
cell cycle, chromatin immunoprecipitation (ChIP) 
experiments were then performed. Control Gal4 
antibodies were used as negative controls. ChIP 
experiments confirmed that  the endogenous 
STAT3 was recruited to the PLK1 promoter 
during the G2 phase of the cell cycle (Figure 4E, 

lanes 1-3 for quantitative PCR analysis and 4-6 
for agarose gel). 
To further extend this result, we then used a 
genome-wide screening method based on ChIP 
followed by hybridization to a promoter 
microarray. To this end, HCT116 cells were 
synchronized by serum starvation/serum 
stimulation in the S or G2 phases of the cell cycle, 
DNA regions immunoprecipitated by STAT3 
antibodies were then analyzed using a set  of 
human promoter microarrays containing the 
regions spanning from 3500 bp upstream to 750 
bp downstream of the transcription start sites of 
20500 human genes. Using p<0.005 as a P-value 
threshold, we identified 125 STAT3 potential 
targets in S phase, 211 in G2/M and 156 common 
targets (Figure 5A). As expected, these genes are 
involved in several distinct signaling pathways, 
but among these potential new STAT3 targets, 
some of these have already been reported to play 
a direct  or indirect  role in the progression towards 
mitosis (Figure 5B). Using ChIP experiments, we 
were able to confirm that STAT3 was effectively 
recruited to the promoters of the STIL, FOXM1, 
NUMA, CDC25C and RIC8A genes (Figure 5C 
and 5D).
Altogether, we concluded from these results that 
STAT3 is activated during the G2 phase to bind to 
the promoter of genes involved in the progression 
of the cell cycle such as PLK1. 

STAT3 is  involved in the progression  from S 
phase to mitosis
We then determined if STAT3 was necessary for 
cell cycle progression from S phase to mitosis. To 
this end, HT29 cells were synchronized at  the G1/
S transition with hydroxyurea and then released 
using serum stimulation. As described above, 
cells reached the G2 and M phases of the cell 
cycle (4N DNA content) following 9 to 10 hr of 
stimulation. Interestingly, when STAT3 was 
inactivated using two different specific chemical 
inhibitors ( static, STAT3 VI inhibitor), the speed 
of progression towards mitosis was reduced 
(Figure 6A). Note that  most cells finally reached 
mitosis so that  we believe that STAT3 inactivation 
does not  completly prevent cell cycle progression 
during G2. To confirm this observation, HCT116 
cells were transfected with an siRNA directed 
against STAT3 or a control sequence. When these 
cells were synchronized at  the G1/S transition by 
hydroxyurea and then further stimulated with 
10% serum, we also noticed that  the progression 
to the G2/M phase was delayed (Figure 6B). To 
extend these results, cells were transfected or not 
with a plasmid expressing either the activated 
form of the transcription factor, STAT3-Cys (5), 
or this active form of the transcription factor 
mutated on its Ser727 site (STAT3 S727A). Cells 
were treated with nocodazole to induce early 
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mitosis synchronisation and chromosome 
condensation figures were then counted, by 
staining the phosphorylation of histone H3 on 
serine 10. Interestingly, we noticed a significant 
increase in abnormal DNA condensation in the 
presence of the mutated form of the transcription 
factor, whereas wild type STAT3-Cys did not 
induce the presence of abnormal chromosomes 
(Figure 6C). This result suggested that  STAT3 
was necessary for a normal G2-M progression 
and DNA compaction. To extend this observation, 
cells were treated with nocodazole, in the 
presence or absence of the STAT3 inhibitor  
static. Cell death (subG1) as well as the presence 
of cells presenting an abnormal 8N DNA content 
were then evaluated by FACS analysis. HCT116 
and HT29 cells were chosen, since these cells 
have been reported to have different spindle 
checkpoint responses (27). No significant  effect 
was noticed when both cell lines were treated 
with nocodazole or  static alone (Figure 6D). 
Interestingly, we observed that the presence of the 
two drugs at  the same time induced a significant 
increase in cell death. Importantly, this effect was 
only observed in HCT116 cells, indicating that 
this death response is cell-type specific. We 
speculate that this might be explained by a 
difference in mitotic checkpoint activation as 
previously reported (27). Alternatively, this could 
also be related to the inactivation of the p53 
tumor suppressor gene in HT29 cells.
Altogether, these results indicate that STAT3 
activity and its phosphorylation on the Ser727 
residue is necessary for a normal progression of 
the cell cycle from G2 to mitosis.

Discussion
In this study, we have found that STAT3 is 
phosphorylated by the cdk1 kinase during the G2 
phase of the cell cycle. We have also observed 
that the transcription factor can bind to the 
promoter of the PLK1 gene to induce its 
expression during this phase of the cell cycle. 
Genome wide analysis was used to extend the 
number of STAT3 potential targets during G2. As 
a consequence, STAT3 downregulation reduces 
the speed of the G2 phase and the overexpression 
of a mutated form of the transcription factor on its 
Ser727 residue induced abnormal DNA 
condensation. In light of these results, we propose 
that STAT3 should not  be considered as active 
only during the G1 phase of the cell cycle and 
that this transcription factor also plays an 
important role during the G2 phase.
Besides its normal functions, STAT3 has been 
reported to be abnormally active in several 
cancers and as an oncogenic transcription factor, 
this protein hyperactivates growth-promoting 
genes involved in cell cycle progression and 
prosurvival functions. We and others have shown 

that STAT3 can bind to the promoters of genes 
such as Myc, Fos, cyclin D1 or cdc25A to induce 
cell cycle progression, and in parallel to genes 
such as Bcl2, Bcl-xL or survivin to induce cell 
survival and tumor escape. STAT3 can also 
upregulate genes involved in the epithelial-
mesenchymal transition (EMT) such as Twist, 
Liv1 or metalloproteases. It  is interesting to note 
that the cell cycle genes generally used as STAT3 
targets are very often involved in the progression 
of the G1 phase. For instance, myc, cyclin D1 and 
fos are well known to be involved in the 
regulation of the early phase of the cell cycle. 
Surprisingly, we don’t know much about the 
regulation of STAT3 in the other phases of the 
cell cycle. Since every oncogenic transcription 
factor can probably deregulate genes involved in 
DNA replication or chromosome condensation to 
favour genetic instability, we made the hypothesis 
that STAT3 also affects gene transcription in the S 
or G2/M phases. Interesting studies have already 
suggested that  this is indeed the case (26). For 
instance, the transcription factor has been recently 
reported to be inhibited by the T  cell protein 
tyrosine phosphatase (TCPTP) in response to 
DNA replication stress to prevent abnormal S 
phase progression (16). These results suggest  that 
the transcription factor has the ability to activate 
gene expression during S phase. In addition, 
recent  results have shown that  STAT3 can 
associate with NF-kB and induce the expression 
of several genes that  theoretically could 
participate to the progression of the S and G2 
phase of the cell cycle (13, 15). Although this was 
not investigated further, PLK1 was one of the 
gene that was identified in this study. Since 
STAT3 is well known to play an important  role in 
colorectal cancer (28, 29), we propose the 
hypothesis that this oncogene induces abnormal 
proliferation not  only through the activation of the 
G1 phase but also through the S and G2/M 
phases, and that  this might lead to abnormal 
chromosome separation.
Altogether, and in association with recent  data 
obtained from STAT3 genome wide analysis, 
these observations also lead to the important 
conclusion that STAT3 induces different 
transcriptional programs that  probably depend on 
cell stimulation but most importantly on the 
activation of specific phosphorylation sites on the 
transcription factor. Although it was initially 
believed that  Tyr705 phosphorylation is essential 
for STAT3 activity, several groups have recently 
reported that specific forms of the transcription 
factor which are only phosphorylated on its 
Ser727 residue can induce gene activation and 
most importantly drive tumorigenesis. In addition, 
we have recently shown that STAT3 is able to 
induce the expression of DNA repair genes when 
phosphorylated on this serine residue and that  this 
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is occurring during senescence induction. We 
believe that the Ser727 phosphorylation alone can 
p r o b a b l y n o t e x p l a i n t h e s e d i f f e r e n t 
transcriptional responses. Interestingly, STAT3 is 
not only phosphorylated in response to cell 
stimulation since its acetylation on the Lys685 
residue plays an important role in its dimerization 
(30). Important  results have recently shown that 
STAT3 is methylated on K140 by the histone 
methyl transferase SET9 and demethylated by 
LSD1 (31). When methylated, STAT3 appears to 
bind promoters selectively, further indicating that 
post-translational modifications are certainly 
essential events in the specificity of STAT3 target 
genes. We speculate that  a specific set of 
modifications allows the interaction with 
transcriptional partners that would direct  a STAT3 
enhanceosome to precise DNA sequences, 
allowing the specificity of the transcriptional 
response. If this hypothesis is true, then we can 
expect  that  the post-translational modifications of 
STAT3 are different during the G2 phase as 
compared to G1 and that  this would result in the 
recruitment  of a different enhanceosome on the 
Myc or cdc25A promoters as compared to the 
PLK1 gene.
The abnormal activation of the STAT3 oncogene 
has been reported in many tumor samples, and 
this is often associated with a poor prognosis. 
Importantly, the activation of the transcription 
factor is generally investigated through the use of 
ant ibodies di rected against i t s Tyr705 
phosphorylated form. However, in light of this 
study and of the results reported above, we would 
argue that  one should be cautious with the 
interpretation of STAT3 immunochemistry 
results, since its oncogenic functions rely 
probably not  only on one phosphorylation site. 
This has been recently suggested for the NFkB2 
transcription factor, which can function as a 
tumor suppressor or as an oncogene, depending 
on different phosphorylations (32). Surprising 
results have recently shown that STAT3 might 
prevent the invasiveness of intestinal tumors in 
late stage disease, it  will be interesting to 
determine if this effect  correlates with a specific 
phosphorylation pattern of the transcription factor 
(33). In our experimental conditions, we have 
observed that human colorectal tumors mainly 
expressed the serine phosphorylated form of the 
transcription factor, although the tyrosine-
phosphorylated form of the transcription factor 
w a s a l s o d e t e c t e d . U n f o r t u n a t e l y , 
immunochemistry experiments do not  allow to 
determine if the transcription factor is 
phosphorylated on the two sites at the same time. 
Nevertheless, these results suggest that  STAT3 
tyrosine and serine phosphorylations are 
heterogeneous within primary tumors. It  will be 
important  to determine if this also the case when 

investigating Lys685 acetylation or K140 
methylation status on tumor samples. This leads 
to the interesting hypothesis that  a specific set  of 
modifications (phosphorylation/acetylation/
methylation) might  define subpopulations of 
tumor cells. In colorectal cancer, this would 
certainly be very helpful to define in advance 
aggressive tumors that  are resistant to 
chemotherapy treatments.

Acknowlegdments

This work was supported by a post-doctoral 
fellowship (to A.R) and grants (to O.C and B.B) 
from the Ligue Contre le Cancer (comité du 
Maine et Loire) and from Institut du Cancer (to 
O.C). 

Résultats - STAT3 régule des gènes de progression du cycle cellulaire pendant la phase G2

135



REFERENCES

1. Bromberg J. Stat proteins and oncogenesis. J Clin Invest. 2002;109:1139-42.
2. Yu H, Jove R. The STATs of cancer--new molecular targets come of age. Nat Rev Cancer. 

2004;4:97-105.
3. Levy DE, Lee CK. What does Stat3 do? J Clin Invest. 2002;109:1143-8.
4. Bromberg JF, Horvath CM, Besser D, Lathem WW, Darnell JEJ. Stat3 activation is required for 

cellular transformation by v-src. Mol Cell Biol. 1998;18:2553-8.
5. Bromberg J, Wrzeszczynska M, Devgan G, Zhao Y, Pestell R, Albanese C, et  al. Stat3 as an oncogene. 

Cell. 1999;98:295-303.
6. Wen Z, Zhong Z, Darnell JE, Jr. Maximal activation of transcription by Stat1 and Stat3 requires both 

tyrosine and serine phosphorylation. Cell. 1995;82:241-50.
7. Giraud S, Hurlstone A, Avril S, Coqueret O. Implication of BRG1 and cdk9 in the STAT3-mediated 

activation of the p21waf1 gene. Oncogene. 2004;23:7391-8.
8. Giraud S, Bienvenu F, Avril S, Gascan H, Heery DM, Coqueret O. Functional interaction of STAT3 

transcription factor with the coactivator NcoA/SRC1a. J Biol Chem. 2002;277:8004-11.
9. Kiuchi N, Nakajima K, Ichiba M, Fukada T, Narimatsu M, Mizuno K, et  al. STAT3 is required for the 

gp130-mediated full activation of the c-myc gene. J Exp Med. 1999;189:63-73.
10. Shirogane T, Fukada T, Muller JM, Shima DT, Hibi M, Hirano T. Synergistic roles for Pim-1 and c-

Myc in STAT3-mediated cell cycle progression and antiapoptosis. Immunity. 1999;11:709-19.
11. Barré B, Avril S, Coqueret O. Opposite regulation of myc and p21waf1 transcription by STAT3 

proteins. J Biol Chem. 2003;278:2990-6.
12. Barré B, Vigneron A, Coqueret  O. The STAT3 transcription factor is a target  for the Myc and 

retinoblastoma proteins on the Cdc25A promoter. J Biol Chem. 2005;280:15673-81.
13. Yang J, Chatterjee-Kishore M, Staugaitis SM, Nguyen H, Schlessinger K, Levy DE, et al. Novel roles 

of unphosphorylated STAT3 in oncogenesis and transcriptional regulation. Cancer Res. 
2005;65:939-47.

14. Qin HR, Kim HJ, Kim JY, Hurt EM, Klarmann GJ, Kawasaki BT, et al. Activation of signal transducer 
and activator of transcription 3 through a phosphomimetic serine 727 promotes prostate tumorigenesis 
independent of tyrosine 705 phosphorylation. Cancer Res. 2008;68:7736-41.

15. Yang J, Liao X, Agarwal MK, Barnes L, Auron PE, Stark GR. Unphosphorylated STAT3 accumulates 
in response to IL-6 and activates transcription by binding to NFkappaB. Genes Dev. 
2007;21:1396-408.

16. Shields BJ, Hauser C, Bukczynska PE, Court  NW, Tiganis T. DNA replication stalling attenuates 
tyrosine kinase signaling to suppress S phase progression. Cancer Cell. 2008;14:166-79.

17. Courapied S, Sellier H, De Carne Trecesson S, Vigneron A, Bernard AC, Gamelin E, et  al. The cdk5 
kinase regulates the STAT3 transcription factor to prevent DNA damage Upon topoisomerase I 
inhibition. J Biol Chem. 2010;285:26765-78.

18. Vigneron A, Gamelin E, Coqueret  O. The EGFR-STAT3 oncogenic pathway up-regulates the Eme1 
endonuclease to reduce DNA damage after topoisomerase I inhibition. Cancer Res. 2008;68:815-25.

19. Bienvenu F, Barre B, Giraud S, Avril S, Coqueret O. Transcriptional Regulation by a DNA-associated 
Form of Cyclin D1. Mol Biol Cell. 2005;16:1850-8. Epub 2005 Jan 19.

20. Lundquist  A, Barre B, Bienvenu F, Hermann J, Avril S, Coqueret O. Kaposi sarcoma-associated viral 
cyclin K overrides cell growth inhibition mediated by oncostatin M through STAT3 inhibition. Blood. 
2003;101:4070-7.

21. Bienvenu F, Gascan H, Coqueret  O. Cyclin D1 represses STAT3 activation through a Cdk4-
independent mechanism. J Biol Chem. 2001;276:16840-7.

22. Barry SP, Townsend PA, Knight RA, Scarabelli TM, Latchman DS, Stephanou A. STAT3 modulates 
the DNA damage response pathway. Int J Exp Pathol. 2010;91:506-14.

23. Strebhardt  K, Ullrich A. Targeting polo-like kinase 1 for cancer therapy. Nat Rev Cancer. 
2006;6:321-30.

24. Seki A, Coppinger JA, Jang CY, Yates JR, Fang G. Bora and the kinase Aurora a cooperatively 
activate the kinase Plk1 and control mitotic entry. Science. 2008;320:1655-8.

25. Macurek L, Lindqvist A, Lim D, Lampson MA, Klompmaker R, Freire R, et al. Polo-like kinase-1 is 
activated by aurora A to promote checkpoint recovery. Nature. 2008;455:119-23.

26. Shi X, Zhang H, Paddon H, Lee G, Cao X, Pelech S. Phosphorylation of STAT3 serine-727 by cyclin-
dependent kinase 1 is critical for nocodazole-induced mitotic arrest. Biochemistry. 2006;45:5857-67.

27. Tao W, South VJ, Zhang Y, Davide JP, Farrell L, Kohl NE, et al. Induction of apoptosis by an inhibitor 
of the mitotic kinesin KSP requires both activation of the spindle assembly checkpoint  and mitotic 
slippage. Cancer Cell. 2005;8:49-59.

Résultats - STAT3 régule des gènes de progression du cycle cellulaire pendant la phase G2

136



28. Grivennikov S, Karin E, Terzic J, Mucida D, Yu GY, Vallabhapurapu S, et  al. IL-6 and Stat3 are 
required for survival of intestinal epithelial cells and development  of colitis-associated cancer. Cancer 
Cell. 2009;15:103-13.

29. Bollrath J, Phesse TJ, von Burstin VA, Putoczki T, Bennecke M, Bateman T, et al. gp130-mediated 
Stat3 activation in enterocytes regulates cell survival and cell-cycle progression during colitis-
associated tumorigenesis. Cancer Cell. 2009;15:91-102.

30. Yuan ZL, Guan YJ, Chatterjee D, Chin YE. Stat3 dimerization regulated by reversible acetylation of a 
single lysine residue. Science. 2005;307:269-73.

31. Yang J, Huang J, Dasgupta M, Sears N, Miyagi M, Wang B, et al. Reversible methylation of promoter-
bound STAT3 by histone-modifying enzymes. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010;107:21499-504.

32. Barre B, Perkins ND. The Skp2 promoter integrates signaling through the NF-kappaB, p53, and Akt/
GSK3beta pathways to regulate autophagy and apoptosis. Mol Cell. 2010;38:524-38.

33. Musteanu M, Blaas L, Mair M, Schlederer M, Bilban M, Tauber S, et al. Stat3 is a negative regulator 
of intestinal tumor progression in Apc(Min) mice. Gastroenterology. 2010;138:1003-11 e1-5.

Résultats - STAT3 régule des gènes de progression du cycle cellulaire pendant la phase G2

137



FIGURE LEGENDS

Figure 1 : STAT3 phosphorylation in colorectal cell lines and tumor samples
A. The indicated cell lines were either grown in 3% serum, or serum starved and then stimulated with IL6 
(10 ng/ml) for 30 mn as indicated. Total cell extracts were prepared and serine 727 or tyrosine 705 
phosphorylations were analyzed by Western blot using polyclonal antibodies directed against the 
phosphorylated forms of the protein. The membrane was reprobed with an antibody directed against STAT3 
or hsc70 as loading controls (n=4). 
B and C. Average percentages of cells with positive nuclear staining using the anti-p-STAT3 Tyr705 or anti-
p-STAT3 Ser727 antibodies on primary tumor samples (n=102).
D. STAT3 phosphorylation according to the grade of dysplasia.
E. Representative images of STAT3 Ser727 phosphorylation on mitotic figures identified on tumor slides.

Figure 2 : STAT3 is phosphorylated on serine 727 during the G2 phase of the cell cycle
A. HT29 and HCT116 cells were treated with nocodazole or not for the indicated time. Following treatment, 
total cell extracts were prepared and cyclin B1 and STAT3-Ser727 phosphorylation were analyzed by 
Western blot using specific polyclonal antibodies. The membranes were reprobed with a hsc70 antibody 
(n=4). Cell synchronisation was confirmed by FACS analysis.
B. HT29 cells were synchronized at the G1/S transition by the double thymidine block, washed and then 
stimulated with 10% serum to allow progression towards the G2 phase as indicated by FACS analysis. 
Cyclin B1 and STAT3-Ser727 phosphorylation were analyzed as described above by western blot. The 
membranes were reprobed with a hsc70 antibody (n=4).
C. HCT116 cells were serum starved for two days in 0.1% serum and then stimulated with 10% serum to 
induce cell cycle progression as shown by FACS analysis. Cyclin B1 and STAT3-Ser727 phosphorylation 
were analyzed as described above (n=3).
D. STAT3 Ser727 phosphorylation was quantified by FACS analysis in nocodazole-treated HCT116 cells 
using polyclonal antibody directed against the serine 727 phosphorylated form of the transcription factor in 
parallel with propidium iodide staining to identify the different  cell cycle phases (one experiment 
representative of three).

Figure 3 : STAT3 is phosphorylated on its Ser727 residue by the cdk1 kinase
A. Representation of the C-terminal fusion protein used in the kinase assay experiments.
B. The indicated kinases were immunoprecipitated from synchronized cells and incubated with his-
STAT3D1-716 for 10 min at room temperature in the presence of cold ATP. The phosphorylation of STAT3 
on its serine 727 residue was then analyzed by western-blot (n=3).
C. Growing cells were either transfected with cdk1-specific siRNA oligonucleotides or control 
oligonucleotides as indicated. Cdk1 expression and phosphorylation of STAT3 on its serine 727 residue were 
monitored after 48 h (n=3).

Figure 4 : STAT3 regulates the PLK1 gene during the G2 phase of the cell cycle
A. HCT116 cells were treated with nocodazole for 15hr, mRNA were extracted and the expression of the 
indicated genes was then analyzed by RT-quantitative PCR (n=4 +/- sd).
B. Growing cells were either transfected with STAT3-specific siRNA oligonucleotides or control 
oligonucleotides as indicated, treated with nocodazole for 15hr, and the expression of the PLK1 mRNA was 
then analyzed by RT-quantitative PCR (n=4 +/- sd, p<0.05).
C. Cells were treated as described above, total cell extracts were then separated on polyacrylamide gels and 
PLK1 and STAT3 expressions were then detected by Western blot using the indicated polyclonal antibodies 
(n=4).
D. Growing cells were either transfected with STAT3-specific siRNA oligonucleotides or control 
oligonucleotides as indicated, treated with nocodazole for 15hr, and the expression of the aurora-A and 
survivin mRNAs was then analysed by RT-quantitative PCR (n=4 +/- sd).
E. HCT116 cells were serum starved and restimulated by serum as described above to generate population of 
cells enriched in the G1, S and G2 phase of the cell cycle. Soluble chromatin was prepared from the 
indicated cells and immunoprecipitated with antibodies directed against  STAT3. DNA was amplified using 
one pair of primers that covers the indicated binding site of STAT3 on the PLK1 promoter. ChIP  assays were 
quantified by real-time PCR as compared to signals obtained with control Gal4 antibodies (lanes 1-3, n=3 +/- 
sd, p<0.01) or analyzed on agarose gel (lanes 4-6).

Figure 5 : Genome wide analysis of STAT3 target genes in S and G2 phase of the cell cycle
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A and B. HCT116 cells were serum starved for two days in 0.1% serum and then stimulated with 10% serum 
to induce cell cycle progression as shown by FACS analysis. Chromatin isolated from S or G2-synchronized 
cells was then analyzed by ChIP-ChIP analysis using a genomic DNA microarray set  containing the regions 
spanning from 3500 bp upstream to 750 bp downstream of transcription start  sites of 20 500 human genes. 
Some genes were selected according to a previously described role in G2 and mitosis progression.
C and D. Soluble chromatin was prepared and immunoprecipitated with antibodies directed against STAT3. 
DNA was amplified using one pair of primers that covers the proxymal promoter of the indicated genes. 
ChIP assays were analyzed on agarose gel or by quantitative PCR (n=3).

Figure 6 : STAT3 is involved in the progression of the G2 phase of the cell cycle
A. HCT116 cells were synchronised at the G1/S transition of the cell cycle, washed and then stimulated with 
10% serum in the absence or presence of the indicated STAT3 inhibitors. Facs analysis was then used to 
analyze the progression of the G2 phase (n=3).
B. Growing cells were either transfected with STAT3-specific siRNA oligonucleotides or control 
oligonucleotides as indicated and then synchronized at  the G1/S transition with hydroxyurea. Cells were then 
stimulated with 10% serum and Facs analysis was then used to analyse G2 phase progression (n=3). STAT3 
inactivation was verified by western blot analysis (right part of the figure).
C. Cells were transfected with a vector expressing the constitutively active form of STAT3, STAT3-cys, or its 
mutated form on the Ser727 residue. Cells were then treated with nocodazole, fixed and DNA condensation 
was analysed using antibody directed against the phosphorylated form of histone H3 on serine 10. Abnormal 
chromosomal compactions were counted as indicated on the figures (n=4 +/- sd, p<0.001).
D. Growing HT29 or HCT116 cells were treated with nocodazole and/or static overnight as indicated on the 
figure. Cell death (subG1) and 8N DNA content were then analyzed by FACS analysis (n=3 +/- sd, p<0.001).
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Chapitre 3      

           

Le facteur de transcription STAT3 est principalement 

phosphorylé sur son résidu sérine 727 durant le stade 

précoce de dysplasie du cancer colorectal.
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I. Introduction

 Nous avons vu, au cours de ces chapitres, que STAT3 était phosphorylé sur son site sérine 

727 en réponse à un traitement génotoxique. Cette activation lui permet d’activer la transcription de 

l’endonucléase de réparation, Eme1, et par conséquent d’induire une chimiorésistance. Cependant, 

nous avons également mis en évidence que STAT3 était également phosphorylé sur son résidu 

sérine 727 au cours du cycle cellulaire et plus particulièrement durant les phases G2 et mitose dans 

des lignées cellulaires colorectales. Nous avons montré que le facteur de transcription est impliqué 

dans la progression de la phase S vers la mitose en contrôlant l’expression des plusieurs gènes 

nécessaires à la mitose, tels que PLK1, STIL, NuMa, Cdc25c ... 

 L’ensemble de ces résultats ont donc montré que la tyrosine 705 n’est pas la seule 

responsable de l’activité transcriptionnelle de STAT3. Qin et  al avaient également remarqué, dans le 

cancer de la prostate, que la phosphorylation de la sérine 727 était suffisante pour activer le facteur 

de transcription et conduire à la tumorigenèse en absence de la phosphorylation sur la tyrosine 705 

(Qin et al. 2008). 

 Au cours de ma thèse, j’ai participé à l’étude des phosphorylations de STAT3 sur la tyrosine 

705 et la sérine 727 à différents stades du cancer colorectal à partir de coupes de tumeurs de 

patients souffrants de cette maladie. Ces travaux ont été réalisés par Aude-Hélène Pavageau et 

Isabelle Valo, respectivement interne et Docteur en Anatomopathologie au Centre Paul Papin.  

 L’évolution du cancer colorectal du stade adénome vers le stade carcinome peut prendre 

plusieurs dizaines d’années. Le passage de la cellule normale à la cellule cancéreuse est le résultat 

d’une accumulation d’altérations génétiques conduisant à un phénotype particulier tel que la 

prolifération incontrôlée, l’envahissement des tissus adjacents et l’invasion des organes à distance 

(Hanahan and Weinberg 2011). Fearon et Vogelstein ont été les premiers à décrire un modèle de 

progression du cancer colorectal : ils ont montré que les mutations des gènes APC (Adenomatous 

polyposis coli), K-Ras et p53 contribuaient à l’évolution du cancer colorectal (Vogelstein et al. 

1989). En effet, les mutations de APC sont détectées dès le stade adénome en dysplasie de bas 

grade, tandis que les mutations de K-Ras et de p53 sont présentes dès le stade adénome en 

dysplasie de haut grade. Depuis d’autres études ont confirmé leurs travaux et d’autres gènes, 

impliqués dans ce processus ont été découvert, comme STAT3 (Bromberg, Wrzeszczynska et al. 

1999; Bromberg 2002). 

 Au niveau histologique, les adénomes correspondent à des lésions précancéreuses du cancer 

colorectal d’aspect polyploïde à la surface de la muqueuse colique et sont caractérisés par leur 
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morphologie tubuleuse ou villeuse et par leur grade de dysplasie. Le grade de dysplasie est classé en 

bas grade ou haut grade. Ces grades sont définis selon des critères morphologiques précis reflétant 

un niveau différent d’instabilité génétique (Scoazec 2007). Au cours de l’évolution de la tumeur, le 

stade adénome s'échelonne en trois étapes : adénome précoce, adénome intermédiaire et adénome 

tardif. Puis, à la suite de mutations de p53 et de TGFβ, la tumeur atteint le stade carcinome avant 

de donner des métastases. 

 La phosphorylation de la tyrosine 705 de STAT3 a été décrite dans le cancer colorectal et a 

été associée à un mauvais pronostic et à l’invasion tumorale (Ma et al. 2004; Kusaba et al. 2005; 

Kusaba et al. 2006). Néanmoins, nous ne savons que peu de choses sur le rôle de la 

phosphorylation de la sérine 727 de STAT3 dans la tumorigenèse du cancer colorectal. Le but de 

cette étude a donc été d’évaluer la présence des deux formes phosphorylées de STAT3 aux 

différentes étapes adénomes-adénocarcinomes puis de corréler ces activations avec des 

caractéristiques histopronostiques. 

II. STAT3 est principalement phosphorylé sur son résidu sérine 727 à 
un stade précoce du cancer colorectal

 Dans un premier temps, nous avons étudié la phosphorylation de la tyrosine 705 et de la 

sérine 727 dans le tissu du colon. Nous avons observé que, dans la muqueuse péritumorale, la 

phosphorylation de la sérine 727 est détectée dans toutes les cellules de la crypte tandis que la 

phosphorylation de la tyrosine n’est pas détectée dans toutes les cellules de cette région. Etant 

donné que STAT3 peut être activé en réponse à des cytokines telles que IL-6 ou IL-10, cette 

activation peritumorale est certainement une conséquence de la libération de cytokines libérées par 

le microenvironement de la cellule tumorale. 

 

 Dans un deuxième temps, nous nous sommes interessé à l’activation du facteur de 

transcription lors de la progression du cancer colorectal, en comparant 15 adénomes de bas grades 

et 15 adénomes de haut grades. Nous avons mis en évidence que seules quelques cellules tumorales 

de bas grade présentent la forme phosphorylée de la tyrosine 705. Néanmoins, cette activation 

augmente significativement dans les tumeurs de haut grade de dysplasie. En ce qui concerne la 

phosphorylation de la sérine 727, les cellules tumorales de bas grades sont nettement plus 

marquées. De plus, lors de la transition vers la haut grade de dysplasie, toutes les cellules tumorales 

sont phosphorylées sur la sérine 727, avec une intensité de marquage plus importante. 
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 Cette phosphorylation sur la sérine 727 est, par conséquent,  significativement associée avec 

un haut grade de dysplasie et correspond à un site important d’activation de STAT3 durant les 

étapes précoces du cancer colorectal. 

 Ensuite nous avons voulu analyser les deux phosphorylation durant la transition adénomes-

adénocarcinomes. Pour cela, nous avons étudié l’activation de STAT3 dans différents stades 

d’invasion tumorale notés de T1 à T4. Nous avons montré que les phosphorylations de la tyrosine 

705 et de la sérine 727 sont détéctées dans les stades, cependant le pourcentage de cellules 

exprimant la forme phosphorylée de la sérine est toujours plus élevé que la forme phosphorylée sur 

la tyrosine 705. Ces observations ont été corrélées avec les stades cliniques. 

 

 Ces résultats nous ont permis de mettre en évidence que STAT3 est phosphorylé sur son 

résidu 727 à des étapes précoces du cancer colorectal. De plus, le pourcentage de cellules 

présentant un marquage nucléaire de la forme phosphorylée de la sérine 727 reste stable dans les 

différents stades conduisant à la progression du cancer colorectal. Il est important de noter que 

nous avons toujours détecté une phosphorylation de STAT3 sur son résidu tyrosine 705 mais dans 

un moins grand nombre de cellules. 

 Pour confirmer ces effets, nous avons étudié les deux phosphorylations de STAT3 dans 

quatre lignées cellulaires colorectales différentes cultivées avec ou sans sérum puis stimulées avec 

l’IL-6. Comme nous l’avions attendu, STAT3 est phosphorylé sur la tyrosine 705 en réponse à 

l’IL-6, néanmoins, cette stimulation n’entraine pas de variation de la forme phosphorylée de la 

sérine 727, qui est présente de manière constitutive. 

 Ces résultats indiquent donc que STAT3 est phosphorylé sur la sérine 727 dans ces lignées 

colorectales. Nous nous sommes alors demandés si cette forme phosphorylée du facteur de 

transcription est nécessaire pour la survie cellulaire. Nous avons utilisé un inhibiteur chimique de 

STAT3, Stattic, puis nous avons évalué la survie des cellules colorectales par test de clonogenicité. 

Nous avons observé que l’inactivation de STAT3 induit la mort cellulaire dans ces quatre lignées. 

Par conséquent, le facteur de transcription STAT3 joue un rôle essentiel dans la viabilité cellulaire 

lorsqu’il est essentiellement phosphorylé sur son résidu sérine 727. 

 En résumé, ce travail a montré que le site de phosphorylation de la sérine 727 est activé dès 

les stades précoces de dysplasie dans le cancer colorectal. Les cellules étaient également 

phosphorylées sur le résidu tyrosine 705 mais le pourcentage de cellules est moins important par 

rapport au nombre de cellules présentant la phosphorylation de la sérine 727. 
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 Par conséquent, le site de la sérine 727 est un site de phosphorylation majeur dans la cancer 

colorectal. L’étude de l’activation de STAT3 ne peut donc pas être seulement cantonné à la 

détection de la phosphorylation de la tyrosine 705.
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Signal transducer and activator of transcription 
3 (STAT3) is a transcription factor which has 
been initially characterized as a cytoplasmic 
protein that translocates into the nucleus to 
induce gene activation following stimulation. It 
is now well established that this effect relies on 
the  phosphorylation of the  transcription factor 
on  its tyrosine  705 residue, followed by its 
dimerisation and DNA binding. However, this 
long standing view has been recently revised 
since non phosphorylated STAT proteins exist as 
dimers and have  been shown  to induce gene 
activation. This has led to the  important 
hypothesis that different phoshorylated forms of 
STAT3 might have different targets genes and 
consequently different fonctions. Besides its 
tyrosine phosphorylation, STAT3 is also 
phosphorylated on its serine 727 residue in  the 
C-terminal  domain. In  this  study, we  have 
characterized by immunochemistry these two 
phosphorylations at the successives stages of 
colorectal  cancer. Results indicate  that the Ser 
727 site  is a major phosphorylation site  which is 
activated as the  early dysplasia stage  of the 
disease. Although cancer cells  were also 
phosphorylated on Tyr 705, the  percentage of 
cells phosphorylated on the serine residue was 
significantly higher. This  result was  confirmed in 
several colorectal cell  lines  where STAT3 was 
found to be phosphorylated on its serine  residue 
using total  cell extract. As expected, chromatin 
immunoprecipitation experiments indicated that 
the  transcription factor was present on the 
promoter of the  myc and cyclin D1 genes and 
that its inactivation led to cell  death. Altogether, 
these  results indicate  that the  Ser 727 site  is a 
major phosphorylation site in colorectal cancer 
and confirm in this disease that STAT3 
activation should not be monitored only through 
the detection of Tyr705 phosphorylation.

 Colorectal cancer is initiated by the 
transformation of normal epithelia into tumor cells 
during the adenoma-carcinoma sequence. Most of 
the time, this initial event  relies on the mutation of 
the APC tumor suppressor gene that leads to the 
constitutive activation of beta-catenin and the 
abnormal expression of cell cycle genes such as 
Myc or cyclin D. Subsequent colorectal tumor 
progression is driven by additional dysregulations 
of mitogenic and survival pathways and it  has been 
shown for instance that Ras mutations are 
necessary to induce the nuclear translocation of 
beta-catenin. In addition, it  is also well known that 
all oncogenic pathways that drive abnormal cell 
proliferation induce intracellular sensors that 
normally activate apoptosis or senescence. As a 
consequence, the INK4-Rb and p53-p21 pathways 
are also inactivated during the successive steps of 
colorectal cancer progression. Mutations of mitotic 
checkpoints genes such as BUBI have also been 
reported, probably to prevent  a correct activation of 
the spindle checkpoint  in response to replicative 
stress. This allows the escape to mitotic 
catastrophy, a suppressive response induced in 
response to abnormal DNA content. This results in 
the emergence of chromosomic instability (CIN) 
and the appearence of an abnormal chromosome 
number (aneuploidy).
 Besides the APC- beta-catenin pathway, 
other proteins also participate to colorectal cancer 
progression. Among these, the STAT3 transcription 
factor is well known to play an important role in 
tumor cells (1-3). In contrast  to normal conditions, 
STAT3 is constitutively phosphorylated in several 
cancers as a consequence of the dysregulation of  
oncogenic kinases. In colorectal cancer, we and 
others have demonstrated that the src kinase plays 
an important role in the abnormal activation of 
STAT3 (4-8). In addition, the endogeneous 
production of growth factors and cytokines such as 
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a m p h i r e g u l i n , I L - 6 o r I L - 1 0 b y t h e 
microenvironment or the tumor itself also 
participates to the oncogenic upregulation of 
STAT3 in intestinal cells (9). Extending several in 
vitro studies, important results have recently 
demonstrated in vivo in mice that  this transcription 
factor is necessary for tumor progression and 
growth (9,10). At the molecular level, it is now well 
established that STAT3 favors cell transformation 
through the abnormal expression of cell cycle, 
survival and DNA repair genes and through the 
inactivation of tumor suppressor pathways 
(4,5,11-15).
 STAT3 is well known to be phosphorylated 
on two residues, the tyrosine 705 (Tyr705) and 
Ser ine 727 s i tes (Ser727) . The Tyr705 
phosphorylation was initially described as 
necessary for d imer format ion, nuclear 
translocation and DNA binding. Accordingly, 
numerous studies have reported that  cell cycle 
progression relies on the STAT3-mediated 
activation of myc and cdc25A following tyrosine 
phosphorylation of the transcription factor. When 
first  identified, the Ser727 site has been proposed 
to play an important role in transcriptional 
activation, probably to allow the interaction with 
transcriptional activators such as CBP or NcoA. 
However, this long standing view is probably not 
complete since several studies have reported that 
STAT  proteins can be active in  the absence of one 
or both phosphorylations. Recent  results have 
reported in Drosophila that unphosphorylated 
STATs play an essential role in hetereochromatin 
stability (16,17). Several studies have also recently 
shown that STAT3 can induce gene activation when 
only phosphorylated on its Ser 727 residue. In 
prostate cancer and B-cell chronic lymphocytic 
leukemia, STAT3 allows tumor growth when 
phosphorylated on its serine residue and not  on its 
tyrosine site (18,19). It  has been proposed that the 
transcription factor associates with NF-kB when 
only phosphorylated on Ser727 to induce gene 
expression (20-22). Finally, we have recently 
shown that  STAT3 is only activated on this residue 
following topoisomerase I inhibition and DNA 
damage and that this might  play an important  role 
in the response to chemotherapy (23). Altogether, 
these observations indicate that the tyrosine 705 
phosphorylation site should not be considered 
anymore as the only STAT3 activation site and that 
the Ser727 residue probably also plays an 
important role during cell transformation.
 The constitutive activation of STAT3 on its 
Tyr705 site has been previously described in 
colorectal cancer and has been associated with 
metastatic and wrong prognosis (24-27). However, 
the importance and kinetic of activation of the 
Ser727 phosphorylation site remains largely to be 
characterized in colorectal cancer. The aim of this 
study was therefore to evaluate the presence of the 

two phosphorylated forms of STAT3 at the different 
stages of the adenoma-adeno-carcinoma continuum 
and correlate their activation with morphology or 
histopronostics characteristics. 

MATERIALS AND METHODS

Cases and tissues 
One hundred and two patients with adenoma or 
colorectal adenocarcinoma were studied by 
immunohistochemistry. There were 30 adenomas 
with 15 low-grade adenoma and 15 high-grade 
adenoma: the dysplasia was graded according to 
the established criteria of architectural feautures 
and cytological atypia. There were 72 colorectal 
carcinomas. 55,9% were men and 44,1% were 
women. The median age was 73. 87,13% of the 
tumor were situated in the colon, 6,93% in the 
rectum and 5,94% in the rectosigmoid hinge. All 
tumours were obtained from the Department of 
Pathology at Paul Papin Center and at  University 
Hospital of Angers, and from the Center of 
Pathology of Angers, between 2000 and 2005. The 
following tumor samples were excluded: young 
patients (under 40 years old), tumour with a 
positive test for microsatellite instability, treated 
tumour. Transversal sections were selected to look 
at  the different expression between the superficies 
or the depth of the tumour.
Each histological type was noted according to the 
World Health Organisation classification as 
fol lows: wel l different ia ted, moderately 
d i f f e r e n t i a t e d , p o o r l y d i f f e r e n t i a t e d 
adenocarcinoma and mucinous adenocarcinoma. 
According to the the 7th TNM staging system of 
the American Joint  Committee on Cancer (24) , the 
depth of tumour invasion of the adenocarcinomas 
was classified as follows: Tis, carcinoma in situ or 
limited to mucosa; T1, tumor invading the 
submucosa; T2, tumor invading the muscularis 
propria; T3, tumor invading either the subserosa or 
pericolic tissue; and T4, tumor invading contiguous 
organs and/or perforating visceral peritoneum. The 
status of regional lymph node metastasis was 
therefore stratified as follows : N0, absence of 
regional lymph node metastasis; N1, one to three 
regional lymph node metastasis; N2, four or more 
regional lymph node metastasis. The presence of 
distant metastasis was noted as follows: M0, 
absence of distant metastasis; M1, presence of 
distant metastasis.  The stage was reported as 
follows: stage 0 (TisN0), I (T1-2N0), II (T3N0 and 
T4N0), III (AnyT, N1-2), IV (AnyT, anyN, M1). 
Lymphatic and venous invasion were also studied 
on routine.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was carried out on 4um 
thick paraffin embedded sections of formalin-fixed 
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tumor samples using an antibody directed against 
the phosphorylated forms of STAT3. Two 
antibodies were used: anti-p-STAT3 Tyr705 (clone 
B7 SC-8059 Santa Cruz BioTechnologies, diluted 
1/25) and anti-p-STAT3 Ser727 (clone SC-8001-R 
Santa Cruz BioTechnologies, diluted 1/25). The 
immunolabelling technique was performed by a 
Benchmark® automatised tissue staining system 
(Roche-Ventana).
The immunohistochemistry was evaluated semi-
quantitatively by the percentage of staining cells, 
the type of staining (nuclear or cytoplasmic), and 
the intensity (with three groups: low, moderate, 
high). To exclude subjectivity, all slides were 
evaluated by two pathologists who had no 
knowledge of the identities of the patients or their 
clinical status. In discrepant cases, the two 
pathologists reviewed the slides together and 
reached a consensus. Note that  some samples have 
been fixed in formol or bouin but that this did not 
affect  STAT3 staining. By contrast, staining artefact 
were noticed due to fixation in paraffin and this has 
been taken into consideration to exclude non-
specific staining.

Clinicopathological characteristics in colorectal 
adenomas
The size range from 0,5cm to 3cm with a mean 
tumor size of 1,32 cm and 1,40 cm for respectively 
low-grade adenoma and high-grade adenoma. The 
mean age was 67 years-old for the low-grade 
adenoma and 74 years-old for the high grade 
adenoma. There were 23 men and 7 women. The 
location is especially colic (in 78,6% low grade 
adenoma and 86,6% high grade adenoma), then at 
the upper rectum (in 7,1% low grade adenoma and 
6,7% high grade adenoma) and at the rectosigmoid 
hinge (14,3% low grade and 6,7% high grade 
adenoma). With regard with morphotype, 15 were 
classified as low-grade adenoma and 15 as high-
grade dysplasia. The clinicopathological 
characteristics were all comparable between low-
grade and high-grade adenoma.

Clinicopathological characteristics in colorectal 
adenocarcinoma
There were 34 men and 38 women, with a mean 
age of 73 years old (average 70,3 years old). 
Histologically, there were 12 intramucosal 
carcinomas and 60 invasive carcinomas which 
characteristics are described Figure 4. All 12  cases  
of  intramucosal carcinoma (Tis) were well 
differentiated adenocarcinomas. Of the 60 invasive 
carcinomas, 27 were well differentiated 
a d e n o c a r c i n o m a s , 2 5 w e r e m o d e r a t e l y 
differentiated adenocarcinomas, 4 were poorly 
differentiated adenocarcinomas, and 4 were  
mucinous  carcinomas. Among the invasive 
carcinomas, there were 14 classified as T1, 16 
classified T2, 15 classified T3, and 15 carcinomas 

classified T4. 19 patients had lymphatic or vascular 
invasion, 27 patients had lymph node metastasis 
and 10 had distant metastasis. So, 26 patients were 
stratified stage I (43,3%), 7 stage II (11,7%), 18 
stage III (30%) and 9 stage IV (15%)

Statistical analysis
Analyses comparing the expression of p-STAT3 
were performed with the Chi-2 test for 
independence and the Wilcoxon or Kruskal Wallis 
test.

Cell lines
The human colorectal cell lines were obtained from 
ATCC (Manassas, VA20108, USA) and cultured in 
RPMI 1640 medium (Lonza Walkersville, USA). 
Cell lines were supplemented with 10% fetal 
bovine serum (PAA laboratories GmbH, Austria).
 
Colony formation assay
For colony formation assays, 1000 cells were 
plated per well in 6-well plates, treated with sn38 
the next day and allowed to form colonies. After 
10-14 days cells were washed twice with PBS and 
treated with crystal violet  for 10 min at  room 
temperature, and then washed 5 times with water. 
The percentage of colony forming cells was 
calculated as compared to non-treated cells.

Immunoprecipitation and western blot analysis
After two washings with cold PBS, cells were lysed 
in 100µl (Western Blot) using ice-cold lysis buffer 
(25mM HEPES, pH 7.9, 300 mM KCl, 0.2 mM 
EDTA, 10% glycerol, 1mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride, 2µg/ml leupeptin, 5 µg/ml aprotinin, 1µg/
ml pepstatinA, 0.5M NaF, 100mM Na3VO4). After 
a 30 min incubation at 4°C, total extracts were 
clarified by centrifugation at  12000rpm for 10 min. 
Total cell extracts were analyzed by western blot 
using the same antibodies as previously described. 
Briefly membranes (Millipore corporation MA, 
01821, USA) were blocked for 45 min at  room 
temperature in Tris-buffered saline buffer, 5% 
BSA, 0.05% tween. Membranes were then 
incubated overnight with the indicated antibodies 
diluted in Tris-buffered saline buffer, 1% BSA, 
0.05% tween at 4°C. After three washings, blots 
were incubated with the appropriate HRP-
conjugated secondary antibody for 45 min. Proteins 
w e r e d e t e c t e d u s i n g a n e n h a n c e d 
chemiluminescence system (ECL, Biorad, CA 
94547, USA).

Chromatin Immunoprecipitation Assays
ChIP  experiments were performed as previously 
described (21-23) Briefly, HT29 cells were fixed 
with 1% formaldehyde. After 10 min, cells were 
washed with ice-cold Tris-buffered saline and lysed 
with 500 µl of ChIP  buffer (50 mM Tris-HCl pH 
8,1; 1% SDS ; 10 mM EDTA; 1 mM PMSF; 10 µg/
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ml aprotinine; 10 µg/ml leupeptine; 10 µg/ml 
pepstatine; 1 mM Na3V04; 50 mM NaF). 
Chromatin was sheared by sonication to an average 
size of 500 bp. The chromatin solution was diluted 
with 1 volume of dilution buffer (2 mM EDTA; 20 
mM Tris-HCl pH 8,1; 1% Triton X100; 0,1% 
NP40; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF; 10 µg/ml 
aprotinine; 10 µg/ml leupeptine; 10µg/ml 
pepstatine; 1 mM Na3V04; 50 mM NaF) and 
incubated 1 hr at 4°C on a rotating platform with a 
mix of protein A-agarose and protein G-sepharose 
which pretreated with sheared DNA salmon sperm. 
Chromatin was then incubated overnight at 4°C on 
a rotating platform with 1 µg of the anti-STAT3 or 
anti-GAL4 antibodies. Following precipitation with 
A-agarose and protein G-sepharose (pretreated with 
sheared DNA salmon sperm), chromatin was eluted 
with elution buffer (1% SDS ; 100 mM NaHCO3) 
for 5 hr at  65°C. DNA was extracted with phenol-
chloroform, precipitated with ethanol, allowed to 
air dry, and then dissolved in 100 µl of sterile H2O. 
Four µl of the DNA samples were then subjected to 
PCR amplification

RESULTS

Phosphorylation of STAT3 in normal and 
tumoral colorectal tissues
 To characterise STAT3 phosphorylation on 
its Tyr 705 and Ser 727 sites in colorectal cancer, 
we first  examined its nuclear phosphorylation in 
normal tissues since the transcription factor is well 
known to translocate into the nucleus upon 
activation. Moderate phosphorylation of the Tyr 
705 and Ser 727 sites was observed in autonomous 
neural plexus cells, in muscular and endothelial 
cells, in lymphocytes, and in a few fibroblasts in 
the different  layers of the normal colon tissue. 
These staining were used as internal positive 
controls in the following experiments (Figure 1A). 
Normal colon mucosa showed a weak STAT3 
nuclear staining at  the basis of colon crypts and 
staining was lost in the apical parts of the crypts 
where cells differentiate. This observation was 
made with the two antibodies, directed against the 
Tyr 705 or Ser 727 phosphorylated forms of the 
transcription factor (Figure 1B and 1C). 
Interestingly, in the peritumoral mucosa, the Ser 
727 phosphorylation was detected on all cells of the 
crypt  epithelium whereas the tyrosine modification 
was not  detected on all parts of the crypt. In 
addition, we noticed a general increase in Ser 727 
and Tyr 705 phosphorylations in inflammatory 
zones (data not shown). Since the transcription 
factor is well known to be activated by cytokines 
such as IL6 or IL10, this peritumoral activation is 
certainly a consequence of cytokine release by the 
microenvironment or by tumor cells.

Differential STAT3 Phosphorylations on  Tyr705 
and Ser727 in low and high-grade  colorectal 
dysplasia
 A l t h o u g h A P C a n d b e t a - c a t e n i n 
dysregulations are well known to represent  key 
oncogenic events in the initiation of colorectal 
cancer, the timing of STAT3 Ser 727 activation 
remains to be fully characterized during the early 
transformation events. To determine at  which step 
STAT3 is activated during colorectal cancer 
progression, p-STAT3 Tyr705 and Ser727 staining 
were compared between low and high grade 
dysplasia samples. 30 samples were obtained, 15 
classified as low-grade adenoma and 15 as high-
grade dysplasia. Since we have recently shown that 
STAT3 is phosphorylated in response to genotoxic 
treatments, it  is important to note that  these 
samples were obtained from tumors that  had not 
received prior chemotherapy. Results presented 
Figure 2 indicated that  only a few tumor cells 
express a tyrosine-phosphorylated form of STAT3 
in low-grade adenoma and that this percentage was 
significantly increased to around 21 % in high-
grade adenoma (Figure 2C, p<0,0003). In addition, 
we also observed that the intensity increased from a 
low to a moderate staining (Figure 2C, right  part, 
p=0,000006). Interestingly, when these experiments 
have been repeated using an antibody directed 
against the serine-phosphorylated form of the 
transcription factor, results indicated that  a higher 
percentage of tumor cells express p-STAT3 Ser 727 
at  the early stage of colorectal cancer (Figure 3A 
and 3B, p=0,0005). In low grade adenoma, around 
36% of cells were scored as positive as compared 
to 3% for Tyr 705. During the transition from low 
grade to high grade adenoma, around 84% of cells 
express a serine-phosphorylated form of STAT3 as 
compared to 21% for the Tyr705 site. Importantly, 
this increase was also associated with a significant 
upregulation of the Ser 727 staining intensity which 
was classified as high in all tumor cells at  the high 
grade adenoma (Figure 3C, right part). This Ser727 
phosphorylation was significantly associated with 
high-grade adenoma, either when the staining 
intensity was considered (p=0,0005) or when the 
percentage of positive cells was scored (p=0,0005). 
 Altogether, we concluded from these results 
that although a significant  number of adenoma cells 
express the Tyr-705 phosphorylated form of 
STAT3, the Ser727 residue is a major site of 
activation significantly actived at the early step of 
colorectal cancer. These staining results are 
summarized Table I.

Different expression of p-STAT3 Tyr705 and p-
STAT3 Ser727 in  colorectal adenocarcinoma and 
correlation with the histopronostics parameters
 We then analyzed if the two different  
STAT3 phosphorylations were modified during the 
adenoma to adenocarcinoma transition (see patients 
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and samples characteristics Table II). Nuclear 
phosphorylation was detected in almost   all  
carcinomas and in  many  cases,  the invasive front 
was generally less intensely stained than the 
superficial and central parts. Figure 4 A-C shows a 
r e p r e s e n t a t i v e e x a m p l e o f s t r o n g 
immunohistochemical Tyr705 or Ser727 staining in 
an invasive T2 and T3 (left) grade carcinoma. 
Results presented Figure 4D and E showed that 
Tyr705 and Ser727 phosphorylations were detected 
in all carcinoma stages. Importantly, the percentage 
of cells expressing the serine-phosphorylated form 
of the transcription factor was always higher as 
compared to the tyrosine-phosphorylated form. 
Tyr705 and Ser727 phosphorylations were detected 
respectively with an average percentage of staining 
of 17% (+/-8,1) and 60% (+/-25,2) cells in Tis 
tumours; 10,7% (+/-11,06) and 57,9 (+/-30) cells in 
T1 tumours; 8,5% (+/-6,7) and 65,6(+/-19,7) cells 
in T2 tumours; 3,06% (+/-5,9) and 73,3% (+/-21,9) 
cells in T3 tumours; 1,7% (+/-5,2) and 65,3% 
(+/-22) cells in T4 tumours. These differences were 
also observed when STAT3 phosphorylation was 
correlated to the clinical stages (Figure 4E). In 
these successive steps of tumor progression, the 
average percentage of cells with a Ser 727 nuclear 
staining appeared to be stable and remained always 
higher than the Tyr705 staining.
 Altogether, we concluded from these results 
tha t the STAT3 t r ansc r ip t ion fac to r i s 
phosphorylated at the early stages of colorectal 
cancer at that its phosphorylation status remains 
constant  during the sucessive step of tumor 
progression.

STAT is  phosphorylated on its STAT3 Ser727 
residue in growing colorectal cell lines
 During the course of these experiments, we 
have also analyzed the Ser727 and Tyr705 
phosphorylation status in growing colorectal cell 
lines. Interestingly, we also noticed that the Ser727 
site was the main phosphorylation site in colorectal 
cell lines (Figure 5A). This effect was observed in 
different  cell lines, indicating that this observation 
is probably general. A very weak phosphorylation 
on the Tyr705 site was also detected (note that we 
had to increase 10 times the cell extract 
concentration to get  a more significant  signal). This 
observation was made using either a classical total 
cell extract or following compartimentation, using 
either a cytoplasmic or nuclear extract  (data not 
shown). As a control, cells were serum starved for 
one day and then stimulated with IL6 for 30 mn. As 
expected , a s igni f icant increase in the 
phosphorylation of the tyrosine was observed 
(Figure 5A, middle panel). Note however that we 
did not detect a significant effect on the Ser727 
site. Several studies have reported that the 
inactivation of STAT3 in cancer cell lines leads to 
cell cycle arrest and cell death, certainly as a 

consequence of oncogene addiction. Most of the 
time, this effect has been linked to the inactivation 
of the Tyr705 phosphorylation and the consequent 
downregulation of cell cycle and cell death genes. 
As expected, we also noticed using chromatin 
immunoprecipitation experiments that  STAT3 was 
associated with the proximal promoter of the Myc 
and cyclin D1 genes in growing HT29 cells (Figure 
5B). Since our results indicate that  STAT3 is 
essentially phosphorylated on its Ser727 site in 
colorectal cell lines, we then asked if this 
phosphorylated-form of the transcription factor was 
necessary for cell survival in this experimental 
model. To this end, four different  colorectal cell 
lines were treated with a well-known inhibitor of 
STAT3, Static, and cell survival was evaluated 
using clonogenic assays after 10 days to take into 
account all forms of cell death (note that  this long 
term assay precludes the use of RNA interference). 
Interestingly, we noticed that  the inactivation of 
STAT3 induced cell death in the five different cell 
lines (Figure 5B), indicating that  the transcription 
factor plays also an essential role in cell viability 
when essentially phosphorylated on its Ser727 site. 

DISCUSSION

 In this study, we have characterized STAT3 
phosphorylation in the successive stages of 
colorectal cancer. Although we could detect the 
classical phosphorylation on Tyr705, our results 
indicate that  the Ser727 site is a major 
phosphorylation site in colorectal cancer. In 
addition, we also observed that  this activation 
occurs at  the very early stage of the disease, 
probably in parallel to the initial deregulation of the 
APC/ß-catenin pathway. Results performed in cell 
line models confirm this observation since the 
Tyr705 phosphorylation was barely detected using 
classical extraction procedures whereas it  was 
significantly induced following IL6 stimulation. By 
contrast, the Ser727 phosphorylation appeared to 
be constitutively active. Interestingly, STAT3 
inactivation led as previously reported to cell death, 
confirming that this oncogene plays an essential 
role in colorectal cancer lines, even if it is 
essentially phosphorylated on its Ser727 residue.
 Several studies have already reported the 
constitutive phosphorylation of the transcription 
factor in cell lines or tumor samples and 
documented its importance in cell viability. 
However, most of the time, these activation studies 
investigated STAT3 activation by measuring its 
phosphorylation on its Tyr705 site. This site is 
expected to play an important role in tumor cells as 
it is targeted by essential oncogenic kinases such as 
the JAK and src kinases. In this case, it  is well 
known that STAT3 dimerizes and translocate into 
the nucleus to activate cell cycle and cell survival 
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genes. However, STAT3 can also play an essential 
role in tumor cells when phosphorylated only on its 
Ser727 site. In ras-expressing cells, STAT3 was 
found associated with the mitochondria without 
nuclear transocation. Through the regulation of 
oxidative phosphorylation, the transcription factor 
was reported to play an essential role to mediate 
ras-transformation. Interestingly, in the same 
experimental conditions, these authors showed that 
STAT3 translocated to the nucleus to activate its 
target  genes when phosphorylated on Tyr705 by the 
src kinase. This leads to the important  conclusion 
that the phosphorylation status of STAT3 might  be 
specific of a given oncogenic pathway and that  this 
event  might  dictate its localization and as a 
consequence its function. Note that  the src and ras 
oncogenes are well known to play an important  role 
in colorectal cancer and that  around 35% of tumors 
present  a Ras mutation. It  is therefore tempting to 
speculate that  the phosphorylation of STAT3 in 
colorectal cancer might depend on the presence of 
these two oncogenes. Since our immunochemistry 
experiments were focused on the nuclear presence 
of STAT3, it  remains to be determined if the 
transcription factor can be detected on the 
mitochondria on colorectal tumor samples.
 Recent important results have also reported 
that STAT3 can associate with the NFkB 
transcription factor when phosphorylated only on 
its Ser727 site. In this case, it  appears that the 
STAT3-NFkB complex activate the expression of 
genes such as Met which are not classical targets of 
the STAT3 protein. As stated above, this further 
indicates that  the role and function of STAT3 
depends on the regulation of its phosphorylation 
which certainly dictates its association with specific 
partners.  In each case, the STAT3 transcriptome is 
probably different  and this might  explain why some 
ot  its target genes can be easily detected in certain 
cell lines and not  in others. Interestingly, using 
animal models, both STAT3 and NFkB have been 
reported to play an important  role in the initiation 
of colorectal cancer, controling both proliferation, 
cell death and the release of pro-inflammatory 
cytokines necessary for tumor progression. This 
suggests that  these two transcription factors 
certainly associates in human colorectal tumors to 
induce the expression of specific genes that  remain 
to de determined. If so, it will be important to 
determine if the two transcription factor are 
activated at  the same time, ie, at  the dysplasia stage 
or if NFkB activation occurs later to collaborate 
with STAT3 and induce tumor progression. 
Interestingly, both proteins can be activated by the 
inflammatory cytokines which are produced by 
tumor cells or by the microenvironment, suggesting 
that this pathway might  play an important role in 
the maintenance of an autocrine loop of 
inflammatory signaling.

 It  is widely accepted that  colorectal cancer 
is an heterogeneous disease that results from 
multiple genetic mutations so that same apparent 
diseases can have very different  outcome. 
Molecular clustering is an essential goal of cancer 
research to identify disease subtypes having good 
or bad prognosis. Although our results indicate that 
the high percentage of tumor cel ls are 
phosphorylated on its Ser727 residue, we have 
always detected a phosphorylation of STAT3 on its 
tyrosine site. This opens the possibility that 
different  tumor cells might exist  with either 
u n p h o s p h o r y l a t e d S TAT 3 a n d m o n o -
phosphorylated or bi-phoshorylated forms of the 
transcription factor. Most of the time the presence 
and the function of these potential different  forms 
of the transcription factor on DNA have been 
poorly characterized. For instance, we have 
recently shown that STAT3 can be detected on 
DNA repair promoter when phosphorylated on its 
Ser727 site but not on its Tyr705 site. This leads to 
the hypothesis that the different phosphorylated 
forms of STAT3 might correlate with different 
prognosis. If this is true, the status of STAT3 
phosphorylation might be useful to identify disease 
subtypes and predict tumor escape.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: STAT3 phosphorylation in normal tissue
A. Specific nuclear stainin with anti-p-STAT3Ser727 of endothelial, muscular cells of the capillary (original 
magnification x200). B. p-STAT3 Tyr705 expression in epithelium of the basis of normal colon crypts with 
an internal positive control (original magnification x100). C. p-STAT3 Ser727 expression in epithelium of 
the basis of normal colon crypts with an internal positive control (original magnification x100).

Figure 2: Tyrosine 705 phosphorylation  of STAT3 in colorectal  adenoma according to the  grade of 
dysplasia.
A and B. Adenoma HES (original magnification x40 and X100) with low or high grade dysplasia (left). p-
STAT3 Tyr705 expression in low or high grade dysplasia as indicated (right) 
C. Average percentages of cells with positive nuclear staining with the anti-p-STAT3 Tyr705 antibody (left). 
Intensity distribution of nuclear staining with the anti-p-STAT3 Tyr705 antibody (right). Statistical 
differences with the Wilcoxon test was p = 0,0003 for the percentage and p=0,0000661 for the intensity 
between the low grade the high grade.

Figure 3: Serine  727 phosphorylation of STAT3 in  colorectal adenoma according to the grade of 
dysplasia.
A and B. Adenoma HES (original magnification x40 and x100) with low or high grade dysplasia (left). p-
STAT3 Ser727 expression in low or high grade dysplasia as indicated (right)
C. Average percentages of cells with positive nuclear staining with the anti-p-STAT3 Ser727 antibody (left). 
Intensity distribution of nuclear staining with the anti-p-STAT3 Ser727 antibody (right). Statistical 
differences with the Wilcoxon test is either p<0,001 (p= 0,0005) or p<0, 0001 (p=0,00005) between the low 
grade the high grade.

Figure 4: Correlations between p-STAT3Tyr 705 and p-STAT3 Ser727 nuclear staining and the grade 
of tumour invasion.
A, B. Representative staining of STAT3 phosphorylation in adenocarcinoma.
C. Average percentage of cells with nuclear staining p-STAT3 Tyr705 and p-STAT3 Ser727 and the grade of 
tumour invasion T1: tumor invades the submucosa; T2: tumor invades the muscularis propria; T3: tumor 
invades through the muscularis propria into the subserosa or perirectal tissues; T4: tumor directly invades 
other organs or structures and/or perforates visceral peritoneum.
D. Average percentage of cells with nuclear staining p-STAT3 Tyr705 and p-STAT3 Ser727 and stages I, II, 
III, IV: the average 5 years-survival is noticed for each categories according to O Connell et al. (28) and 
Gunderson et al (29). 
    
Figure 5: Phosphorylation of STAT3 in colorectal cell lines  
A. Total cell extracts were obtained from growing colorectal cell lines, starved cell lines or cells that have 
been starved for 24 hrs and further stimulated with IL6. STAT3 phosphorylation was evaluated by western 
blot analysis using the indicated antibodies. Tubulin staining was used as an internal control (n=3)
B. Soluble chromatin was prepared from HT29 growing cells and immunoprecipitated with antibodies 
directed against STAT3 or control antibodies. DNA was amplified using pair of primers that  covers the 
STAT3 proximal binding site of the cyclin D1 or Myc promoters. ChIP assays were quantified by real-time 
PCR (n=3).
C. The indicated cells were treated or not  with Static as indicated for 8 days. Colony formation was then 
counted using an inverted microscope, and the growth of non treated cells was set  up at 100%. Clonogenic 
survival was then plotted as a fraction relative to these untreated cells (n=3 +/- sd).
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STAT3 Ser727 Staining, Normal Tissue

STAT3 Tyr705 Staining, Normal Colon Tissue
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  HES staining,  low grade dysplasia                  STAT3-Tyr705 staining, low grade dysplasia

  HES staining,  high grade dysplasia                  STAT3-Tyr705 staining, high grade dysplasia

Figure 2
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  HES staining,  low grade dysplasia                   STAT3-Ser727 staining, low grade dysplasia

 HES staining,  high grade dysplasia                   STAT3-Ser727 staining, high grade dysplasia

Figure 3
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          STAT3-Tyr705 staining, adenocarcinoma                             STAT3-Ser727 staining, adenocarcinoma

      
 STAT3-Ser727 staining, invasion vs superficial area
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Chapitre 1  

La kinase Cdk5 régule STAT3 pour empêcher les dommages de l’ADN 

induits par une inhibition des topoisomérases I.
 

 Dans un premier temps, nous avons vu que l’inhibition des topoisomérases de type I 

induisait uniquement la phosphorylation du résidu sérine 727 de STAT3. Nous n’avons pas été 

capables de détecter une phosphorylation du  résidu  705 de STAT3 dans ces conditions. Puis nous 

avons montré que cette phosphorylation était due à l’activation de Cdk5, recruté par son 

coactivateur p35, en réponse au sn38. En effet la kinase se fixe sur le domaine C-terminal du 

facteur de transcription pour induire sa phosphorylation. Cette voie Cdk5-STAT3, à la suite d’une 

inhibition des topoisomérases de type I permet la diminution de l’expression de gènes impliqués 

dans la progression de la phase G1 du cycle cellulaire comme la Cycline D1 et c-Myc afin de 

favoriser l’expression des gènes de réparation tel que Eme1. 

I. Aucune phosphorylation du résidu tyrosine 705 n’a été détectée

 Il est connu que STAT3 est activé durant la transition G0-G1 du cycle cellulaire en réponse 

à une stimulation de cytokines ou de facteurs de croissance. Cette activation se traduit par la 

phosphorylation du facteur de transcription sur son résidu tyrosine 705, sa dimérisation et sa 

translocation nucléaire, puis par l’induction de l’expression de ses gènes cibles comme c-Myc, 

cycline D1, c-Fos ou Cdc25a. La seconde phosphorylation de STAT3 sur son résidu sérine 727 

permettrait le contact du dimère de STAT3, phosphorylé sur la tyrosine 705, avec ses coactivateurs 

transcriptionnels. 

 Dans la lignée cellulaire colorectale HT29, nous avons détecté l’expression de la 

phosphotyrosine de STAT3 par western blot ou par immunoprécipitation de chromatine sur les 

gènes de c-Myc et de la cycline D1, lorsque les cellules étaient stimulées à l’IL-6. Nous n’avons pas 

été capables de détecter de phosphorylation sur le résidu tyrosine 705 dans les cellules HT29 en 

croissance par western blot. Cependant, nous avons obtenu des résultats contradictoires en 

réalisant un ChIP de STAT3 sur les gènes c-Myc et de la cycline D1 dans les mêmes conditions. La 

phosphorylation de la tyrosine 705 de STAT3 est un événement cytoplasmique furtif, il avait été 

montré que la demi-vie de phosphorylation de STAT1 était de 15 minutes (Haspel, Salditt-

Georgieff et al. 1996). Nous pouvons émettre l’hypothèse que STAT3 est phosphorylé sur son 

résidu tyrosine 705 dans les cellules en croissance mais est rapidement inactivé par différentes 

phosphatases telles que TC45, SHP1 et SHP2 (Kim  et al. 2010). Par conséquent, une analyse de son 
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expression par western blot ne nous permet pas de détecter cette modification. En revanche, 

lorsque STAT3 est présent sur l’ADN, il forme un homodimère plus stable. Ceci pourrait expliquer 

pourquoi nous avons détecté la forme phosphorylée de la tyrosine de STAT3 uniquement en 

utilisant la technique de ChIP. 

 Néanmoins, d’autres études montrent que la phosphorylation du résidu 705 de STAT3 n’est 

pas nécessaire à son activité transcriptionnelle. L’équipe de G. Stark a montré que la mutation de la 

tyrosine 705 de STAT3 ne bloque pas son activité transcriptionnelle, mais au contraire conduit à 

une seconde vague d’expression de gènes comme RANTES, IL-6, IL-8, MET et MRAS qui ne 

répondent pas normalement directement à STAT3 lorsqu’il est phosphorylé sur son site 705. De 

plus, la plupart de ces gènes, répondant à la forme non phosphorylée de STAT3, présentent des 

éléments ĸB qui sont activés par un complexe formé de STAT3 et NF-ĸB, tous deux sous une 

forme non phosphorylée (U-STAT3/U-NF-ĸB). Le complexe U-STAT3/U-NF-ĸB s’accumule 

dans le noyau grâce au  signal de localisation nucléaire de STAT3 puis se fixe et active un groupe de 

gènes dépendant des éléments ĸB. Ces travaux suggèrent que les cibles du facteur de transcription 

STAT3 dépendent de ses modifications post-traductionnelles. Etant donné que nous n’avons pas 

observé de phosphorylation de STAT3 sur son résidu tyrosine 705 dans les cellules HT29 après 

une inhibition des topoisomérases de type I, il serait intéressant de savoir si STAT3, sous une 

forme non phosphorylée, forme un complexe avec d’autres cofacteurs pour activer un nouveau 

groupe de gènes impliqués dans la réparation. 

II. La kinase Cdk5 est-elle la seule kinase qui phosphoryle STAT3 sur son résidu 
sérine 727 en réponse aux dommages de l’ADN ?

 Nous avons remarqué que l’absence de la kinase Cdk5 ne supprime pas la totalité de la 

phosphorylation du résidu sérine 727. Cette observation nous fait penser que Cdk5 n’est pas la 

seule kinase responsable de la phosphorylation de STAT3 sur son site 727 à la suite d’une 

inhibition des topoisomérases de type I. Il serait intéressant de déterminer si d’autres voies de 

signalisation sont capables d’activer STAT3 en réponse à des dommages de l’ADN. 

 La voie de réponse aux dommages de l’ADN contrôle les transitions du cycle cellulaire, la 

réplication de l’ADN et l’apoptose ou la sénescence. Les principaux régulateurs de la réponse aux 

dommages de l’ADN sont les protéines PIKKs (Phosphoinositol-3 Kinase-related protein Kinase), ATM 

(Ataxia-Telangiectasia Mutated) et ATR (ATM and RAD23-related). ATM et ATR ont des fonctions 

similaires comme l’implication dans l’arrêt du cycle cellulaire et la réparation de l’ADN. ATM est 

principalement activé à la suite de cassures doubles brins, tandis que ATR est activé et est essentiel 

lors de dommages des fourches de réplication sur un simple brin d’ADN durant la phase S 
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(Cimprich and Cortez 2008). La kinase ATM, avec des protéines adaptatrices spécifiques, joue un 

rôle central dans l’initiation de la voie de signalisation du point de contrôle en réponse à des 

cassures doubles brins, en phosphorylant et activant ses substrats tels que Chk2 et γH2AX (Kastan 

and Lim  2000). La kinase ATR, avec ses protéines adaptatrices spécifiques joue un rôle important 

dans la coordination de la réplication de l’ADN en réponse aux dommages et une fois activée, elle 

phosphoryle ses substrats spécifiques comme Chk1 (Cimprich and Cortez 2008). Les voies de 

réponses aux dommages de l’ADN activées par les couples ATM-Chk2 et ATR-Chk1 sont 

nombreuses. Il a été montré que le facteur de transcription STAT3 est requis pour une réparation 

efficace des dommages de l’ADN à la suite d’une irradiation aux UVB. Les cellules MEFs 

déficientes en STAT3 présentent un système de réparation des dommages moins efficace, 

suggérant que STAT3 est nécessaire pour une réparation optimale. De plus, une augmentation 

artificielle du taux de STAT3 est corrélée avec une augmentation de la capacité à réparer l’ADN et 

restaurer le phénotype défectueux dans les cellules knock-out (Barry et al. 2010). 

 Arnaud Vigneron avait montré, au laboratoire, qu’une inhibition des topoisomérases de type 

I induisait la phosphorylation de Chk1 sur son résidu sérine 345 dans les lignées cellulaires 

HCT116 et HT29 (Vigneron et  al. 2008). Comme expliqué ci-dessus, l’activation de Chk1 est 

effectuée par la kinase ATR. Cependant, ATM est également capable de phosphoryler et activer 

Chk1 mais plus faiblement que ATR (Bartek and Lukas 2003). D’après ces travaux, nous pouvons 

penser qu’à la suite de dommages de l’ADN crées par une inhibition des topoisomérases de type I, 

la voie de réponse ATM-ATR/Chk1-Chk2 est activée. Etant donné que ces protéines sont des 

sérine-thréonine kinases, elles pourraient être impliquées dans la phosphorylation de STAT3 sur la 

sérine 727 à la suite de dommages de l’ADN. 

 Lors de la réalisation de ces travaux, Sandy Courapied a réalisé, en collaboration avec le Dr 

Catherine Guette, une immunoprécipitation de STAT3 dans les cellules HT29 traitées au  sn38, puis 

a analysé l’immunoprécipitat par spectrométrie de masse. De cette manière, elle a mis en évidence 

de nombreux partenaires potentiels de STAT3 à la suite d’une inhibition des topoisomérases de 

type I. Parmi les différentes protéines trouvées, une protéine a semblé particulièrement intéressante 

par son rôle dans la réparation des dommages de l’ADN. Il s’agit de la sérine-thréonine kinase 

DNA-PK (DNA-protein kinase). Elle est composée des sous-unités Ku70/80 et d’une sous-unité 

catalytique DNA-PKCS et fait partie de la famille des PI-3-K, avec ATM et ATR. Elle a également 

été décrite comme appartenant au système de réparation NHEJ (NonHomologous Ends Junctions)

(Collis et  al. 2005). Ce système NHEJ est actif durant le cycle cellulaire et plus particulièrement 

durant les phases G0 et G1 et est considéré comme la principale voie de réparation des cassures 
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doubles brins de l’ADN dans les cellules humaines. Cette kinase est également impliquée dans le 

système de réparation HR. Lorsque la cellule présente des cassures doubles brins, elle a le choix 

entre ces deux systèmes de réparation NHEJ ou HR (Kong et  al. 2011). Cependant, comment la 

cellule choisit entre ces deux modes de réparation est une question qui reste encore en suspend. 

Aucune étude n’a montré de lien direct entre DNA-PK et STAT3. De plus, une analyse bio-

informatique des sérine-thréonine kinases capables de phosphoryler le résidu sérine 727 de STAT3 

a montré que DNA-PK pourrait être un bon candidat (GPS 2.1). Il serait alors pertinent de 

déterminer si cette kinase phosphoryle STAT3 sur son résidu sérine 727 en réponse à une 

inhibition des topoisomérases de type I. 

 Ces premiers travaux nous ont permis de suggérer qu’en réponse à une inhibition des 

topoisomérases de type I, STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 par la kinase Cdk5 et 

active l’expression de l’endonucléase de réparation Eme1. Cette protéine participe au système de 

recombinaison homologue afin de réparer les cassures doubles brins de l’ADN crées par le blocage 

des fourches de réplication. 

 Nous avons montré que différentes phosphorylations de STAT3 permettent d’activer 

différents gènes cibles : la phosphorylation du résidu tyrosine 705 est impliqué dans l’activation des 

gènes de prolifération en réponse à une stimulation de facteurs de croissance ou de cytokines. En 

revanche, la phosphorylation du résidu sérine 727 permet l’activation de gènes de réparation à la 

suite d’une inhibition de topoisomérases de type I. 

 Nous avons observé que ce traitement induit un arrêt du cycle cellulaire pendant la phase 

G2-M du cycle cellulaire. Nous nous sommes alors demandé si STAT3 était également phosphorylé 

sur son résidu lors de la phase G2-M du cycle cellulaire.
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Chapitre 2  

STAT3 est activé pendant la phase G2 du cycle cellulaire afin de réguler 

l’expression des gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire.

 Dans une deuxième partie de ce travail, nous avons montré que le facteur de transcription 

STAT3 était également phosphorylé sur son résidu  sérine 727 lors de la phase G2 et de la mitose. 

Cette phosphorylation, due à la kinase Cdk1, permet de réguler l’expression de gènes impliqués 

dans le déroulement des phases G2 et M du cycle cellulaire, tels que PLK1, STIL, RIC8A, FoxM1, 

NuMa, Cdc25C.  

 Ces travaux ont mis en évidence qu’une même modification post-traductionnelle de STAT3 

peut conduire à la régulation de gènes différents. Dans des cellules en croissance STAT3, 

phosphorylé sur son résidu sérine 727, régule l’expression des gènes impliqués dans la progression 

du cycle cellulaire. Au contraire, lors de dommages de l’ADN, STAT3 phosphorylé sur ce même 

résidu active l’expression de gènes de réparation au dépend des gènes du cycle cellulaire. 

I. Les gènes cibles potentiels de STAT3
 

 Par la méthode de ChIP-on-chip, nous avons mis en évidence de nombreux gènes cibles 

potentiels de STAT3 impliqués dans la progression de la phase G2 vers la M du cycle cellulaire. 

Quelques-uns de ces gènes comme STIL, RIC8A, FoxM1, NuMa et Cdc25c ont été confirmés par 

la technique de ChIP classique. Etant donné que nous avions montré dans la première partie de ce 

travail que STAT3 était capable d’activer la réparation des dommages de l’ADN en réponse à une 

inhibition des topoisomérases de type I, nous nous sommes intéressés aux gènes impliqués dans la 

réparation des dommages de l’ADN et dans la mort cellulaire parmi les gènes cibles potentiels de 

STAT3 obtenus par la technique de ChIP-on chip. 

 Le tableau 4 présente les gènes cibles potentiels de STAT3 impliqués dans la réparation des 

cassures simples et doubles brins d’ADN. Nous avons remarqué qu’un grand nombre de ces gènes 

appartiennent au système de réparation NER (Nucleotide Excision Repair), BER (Base Excision Repair), 

HR (Homologous Repair) et MMR (MisMatch Repair). Il serait pertinent, dans un premier temps, de 

confirmer ces gènes en réalisant un ChIP de STAT3 sur ces différents gènes avec ou sans 

traitement génotoxique. En effet, ces résultats ont été obtenus dans des cellules synchronisées par 

privation de sérum. Ce qui suggère que STAT3 contrôlerait la réplication de l’ADN en activant des 

gènes de réparation dans les cellules en croissance.  
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TABLEAU 4| Listes de principaux gènes cibles potentiels de STAT3 impliqués dans la 
réparation des dommages de l’ADN

SYMBOLE NOMS RÔLE RÉFÉRENCES

ERCC2 (XPD)
excision repair cross-

complementing 2
NER (Lehmann 2008)

ERCC4 (RAD1 ou 
XPF)

excision repair cross-

complementing 4
NER (Rouillon and White 2011)

ERCC6 (RAD26)
excision repair cross-

complementing 6
NER (Troelstra et al. 1992)

EXO1 exonuclease 1 NER (Sertic et al. 2011)

RAD23B RAD23B NER (Dantuma et al. 2009)

XAB2 XPA binding protein NER (Nitta et al. 2000)

XPC xeroderma pigmentosum NER (Friedberg 2001)

FEN1 (RAD2)
flap structure-specific 

endonuclease 1
NER, BER, HR (Tsutakawa et al. 2011)

MRE11A
MRE11 meiotic recombination 

11 homolog A
HR (Ricceri et al. 2011)

WRN (RECQL3) Werner syndrome HR (Chu and Hickson 2009)

MLH3 mutL homolog 3 MMR (Holloway et al. 2011)

PMS1
postmeiotic segregation 

increased 1
MMR (Marti et al. 2002)

RAD50 RAD50 phosphoryle ATM (Gatei et al. 2011)

APTX Aprataxine
réparation des cassures 
simples brins

(Crimella et al. 2011)

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated (Burma, Chen et al. 2001)

RECQL4 RECQL4
maintenance des fourches 
de réplication

(Masai 2011)

 Par la suite, nous avons étudié et sélectionné plusieurs gènes cibles potentiels de STAT3 

impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire ou la mort cellulaire. La liste de ces gènes est présentée 

dans le Tableau 5. Certains d’entre eux sont déjà connus pour être des cibles de STAT3. L’équipe 

de Ronai a montré que l’expression du dominant négatif de STAT3 ou de c-Jun dans des cellules 

de mélanomes augmente efficacement l’expression de Fas et sensibilise les cellules à l’apoptose 

induite par FasL (Ivanov, Bhoumik et al. 2001). Les voies de AKT et de STAT3 sont deux voies de 

signalisation parallèles, mais il a été mis en évidence que STAT3 est nécessaire et suffisant pour 

induire l’expression de AKT1 (Xu et  al. 2005). Ces exemples montrent que STAT3 peut réguler 

négativement l’apoptose dans les cellules en croissance en se liant au  promoteur de ses gènes cibles 

impliqués dans ce processus. 
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TABLEAU 5| Listes de principaux gènes cibles potentiels de STAT3 impliqués dans la 
mort cellulaire

SYMBOLE NOMS RÔLE RÉFÉRENCES

AKT1 AKT1
phosphoryle et inactive les composants 
de la machinerie apoptotique

(Song et al. 2005)

BAD
BCL2-associated agonist 

of cell death

régule positivement l’apoptose avec 
BCL-XL et Bcl-2

(Datta et al. 1997)

BAX
BCL2-associated X 

protein

forme un hétérodimère avec Bcl-2 et 
fonctionne comme un activateur de 
l’apoptose

(Westphal et al. 2011)

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

forme un hétérodimère avec Bcl-2 et 
fonctionne comme un activateur de 
l’apoptose

(Adams and Cory 1998)

FAS TNF receptor superfamily
rôle central dans la régulation du 
programme de mort cellulaire

(Nagata and Golstein 
1995)

NFKB2
Nuclear Factor of kappa 

in B cells

induit un arrêt du cycle cellulaire et la 
mort cellulaire en réponse aux 
dommages de l’ADN

(Barre et al. 2010)

TNF Tumor Necrosis Factor

cytokine impliquée dans de nombreux 
mécanismes cellulaires comme 
l’apoptose

(Wiley et al. 1995)

TP53 Tumor Protein p53

régule l’expression de gènes cibles 
impliqués dans de multiples processus 
cellulaire comme l’arrêt du cycle 
cellulaire, l’apoptose ou la sénescence.  

(Negrini et al. 2010)

 

 Ces travaux nous ont suggéré que STAT3 était capable de réguler de nombreux gènes 

impliqués dans des mécanismes opposés mais complémentaires comme la progression du cycle 

cellulaire, la réparation des cassures et la mort cellulaire. En effet, lors de dommages de l’ADN, la 

cellule arrête de proliférer pour activer soit la réparation de ses dommages, soit induire la mort 

cellulaire.

 A partir de ces observations, une question se pose : comment STAT3, dans une cellule en 

croissance peut-il réguler ces différents groupes de gènes. En effet nous avons montré que lors 

d’inhibition de topoisomérases de type I, STAT3 phosphorylé sur son résidu sérine 727 se lie au 

promoteur de Eme1, membre du  système de réparation HR, au dépend des gènes impliqués dans la 

progression de la phase G0 vers la phase G1 du cycle cellulaire. Cependant, STAT3, phosphorylé 

sur ce même résidu, est également capable d’induire la progression du cycle cellulaire de la phase 

G2 vers la mitose. Il serait donc important de mieux comprendre, comment un même facteur de 

transcription, phosphorylé sur son résidu sérine 727 est capable d’activer la progression du cycle 
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cellulaire de la phase G2 vers la phase M, mais également d’activer la réparation de l’ADN en 

réponse à un traitement génotoxique. 

 Trois hypothèses permettraient d’expliquer ces observations : i) STAT3 possède d’autres 

modifications post-traductionnelles lui permettant de cibler la fixation du facteur de transcription 

sur ces gènes cibles. ii) STAT3 se lie à des coactivateurs différents. iii) STAT3, soit avec une 

modification post-traductionnelle différentes, soit avec des partenaires différents, reconnait des 

séquences d’ADN spécifiques différentes pour les gènes de réparation et les gènes du cycle 

cellulaire afin de se stabiliser sur le promoteur. 

II. STAT3 possède-t-il d’autres modifications post-traductionnelles ?
 

 L’équipe de GR. Stark a remarqué que STAT3 était méthylé sur son résidu lysine 140 par la 

méthylase SET9 et déméthylé par LSD1, lorsque celui-ci est présent sur le promoteur de ses gènes 

cibles en réponse à l’IL-6. Cette modification n’a lieu que lorsque STAT3 est phosphorylé sur son 

résidu sérine 727. Et elle est considérée une régulation négative parce que STAT3 méthylé sur son 

site lysine 140 est capable de se lier au promoteur de SOCS3 (Yang, Huang et al. 2010). Des 

résultats préliminaires nous ont montré que STAT3, phosphorylé sur son résidu tyrosine 705 se lie 

aux promoteurs des gènes de la phase G2. De plus, nous avons observé que STAT3 interagissait 

avec SET9 durant le cycle cellulaire mais cette interaction diminue lors de la phase G2-M du cycle 

cellulaire. Il sera nécessaire par la suite de déterminer si SET9 méthyle STAT3 sur son résidu lysine 

140 et si cette méthylation de STAT3 stabilise la liaison du facteur de transcription sur le promoteur 

de ses gènes cibles impliqués dans la progression de la mitose. Par ailleurs, nous pourrons mettre en 

évidence que SET9 interagit avec STAT3 uniquement lorsqu’il est sous forme d’homodimère et 

phosphorylé sur son résidu sérine 727 en utilisant des dimères forcés de STAT3 mutés sur le résidu 

sérine 727 (Bromberg, Wrzeszczynska et  al. 1999) puis comparer à un monomère STAT3 muté sur 

le même résidu.
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III. Quels sont les partenaires de STAT3 ?
 

 La méthylase SET9 est également connue pour méthyler l’histone H3 sur son résidu lysine 4 

en plus de Suv39h1 qui méthyle H3 sur sa lysine 9 (Nishioka et  al. 2002). La triméthylation de 

l’histone H3 sur son résidu  lysine 9 (H3K9me3) est importante pour le recrutement de 

l’hétéochromatine HP1 sur l’ADN. Celle-ci permet alors l’établissement et le maintien de régions 

d’hétérochromatine. Il a été mis en évidence que HP1 et suv39h1 peuvent interagir avec Rb 

permettant la répression de la transcription (Nielsen et  al. 2001). En parallèle, l’équipe de WX. Li a 

montré, chez la drosophile, que STAT92E interagit avec HP1 pour stabiliser l’hétérochromatine. 

Cependant, lorsque STAT92E est phosphorylé sur son résidu tyrosine par JAK, HP1 n’interagit 

plus avec STAT3 et est déplacé sur une autre région de l’ADN, permettant la formation 

d’euchromatine et l’activation de la transcription des gènes (Shi, Larson et al. 2008). 

 

 Lors de travaux préliminaires, nous avons observé que STAT3 interagit avec HP1 durant 

l’interphase mais cette interaction est perdue lors la mitose. Par ChIP, nous avons trouvé que E2F1 

et Rb sont présents sur le promoteur des gènes de G2 lors de la mitose. 

 

 Nous pouvons émettre l’hypothèse que, lors de la phase G2, STAT3 est lié à E2F-1 et est 

présent sous forme d’homodimère phosphorylé sur ses résidus tyrosine 705 et sérine 727. Ce 

dimère est ensuite reconnu par la méthylase SET9, qui le méthyle sur son résidu lysine 140. Cette 

nouvelle modification permet de stabiliser le complexe sur les promoteurs des gènes de la phase G2 

du cycle cellulaire et d’induire leur transcription. 

 Cependant, lors de la mitose, STAT3 est uniquement phosphorylé sur la sérine 727. 

L’absence de la forme d’homodimère ne permet plus à SET9 d’interagir avec STAT3 et de le 

méthyler. HP1, lié à la lysine 9 méthylée de l’histone H3, remplace alors SET9 et se lie à STAT3. 

Cette protéine d’hétérochromatine est capable d’interagir avec différentes protéines pour former un 

complexe multi-protéines (Brasher et  al. 2000). Il formerait ainsi un complexe avec suv39h1, 

STAT3, et Rb afin d’activer la machinerie de répression transcriptionnelle (Figure 43).   
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FIGURE 43| SET9 et HP1 entreraient en compétition pour fixer STAT3 lors des phases 
G2 et M du cycle cellulaire. Lors de la phase G2, le dimère STAT3, phosphorylé sur son 
résidu sérine 727 par Cdk1 interagit avec E2F-1 et se lie aux promoteurs des gènes de G2. 
SET9 fixe et méthyle le dimère STAT3 sur son résidu lysine 140 permettant de le stabiliser sur 
les promoteurs. En début de mitose, STAT3 est déphosphorylé sur son résidu tyrosine, ce qui 
entraine la dislocation du dimère. SET9 ne peut alors plus interagir avec STAT3. La méthylase 
suv39h1 méthyle l’histone H3 sur sa lysine 9 favorisant le recrutement de HP1 et de Rb. 
STAT3, phosphorylé uniquement sur son résidu sérine 727 interagit  avec HP1. De cette 
manière le complexe HP1-Rb-STAT3-E2F-1 active la répression transcriptionnelle des gènes 
cibles de STAT3.

IV. STAT3 reconnait des séquences différentes :
 

 Nous avons montré que le facteur de transcription STAT3, phosphorylé sur son résidu 

sérine 727, est capable de se lier aux promoteurs de gènes impliqués dans la progression de la phase 

G2 du cycle cellulaire vers la mitose mais également aux promoteurs de gènes impliqués dans la 

réparation des dommages de l’ADN. 

 Il serait intéressant de savoir si le facteur de transcription reconnait la même séquence sur 

les promoteurs de ces différents gènes. 

 Des analyses de promoteurs réalisées par différentes équipes ont révélé des séquences 

consensus correspondant aux sites de liaison de STAT3 (TTCCNGGAA) (Vallania et al. 2009). 
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Sites de liaison liaison de STAT3

séquence prédite 
et conservée    

(Vallania, Schiavo Schiavone et al. 2009)

Gènes de la phase G2
Gènes de réparation 

(Recombinaison homologue)

PLK1
NuMa
STIL

CdcA3
Cdc25c

Eme1
BLM

SLX1A

FIGURE 44| Sites de liaisons de STAT3 retrouvés sur le promoteur  des gènes impliqués 
dans la phase G2 du cycle du cellulaire et des gènes jouant un rôle dans la réparation de 
l’ADN.

 Nous avons alors étudié les sites prédictifs de liaisons de STAT3 sur des gènes impliqués 

dans la phase G2 du cycle cellulaire et sur des gènes impliqués dans la réparation et 

particulièrement dans la recombinaison homologue. L’analyse des promoteurs de ces différents 

gènes nous a permis d’observer une petite différence AA de séquence basée sur deux nucléotides 

que l’on retrouve entre les gènes du cycle cellulaire et les gènes de réparation (Figure 44). 

 Ces différences de séquences amènent une seconde hypothèse. Lorsque la cellule répare les 

dommages de l’ADN, elle bloque la prolifération cellulaire. Nous avons remarqué, qu’en réponse à 

une inhibition des topoisomérases de type I, l’expression protéique de Eme1 est augmentée, 

contrairement à celle de PLK1 qui est diminuée. Lors de dommages de l’ADN crées en réponse à 

un traitement génotoxique ou lors de la réplication, STAT3, phosphorylé sur son résidu sérine 727 

pourrait former un complexe sur l’ADN avec un cofacteur permettant de stabiliser les facteurs de 

transcription sur le promoteur. 

 Il est connu que STAT3 peut être acétylé sur son résidu lysine 685 par CBP/p300 (Wang et 

al. 2005). L’équipe de D. Haldar suggère que CBP et p300 participent à la réparation des dommages 
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de l’ADN. Les acétyl-transférases acétylent l’histone H3 sur la lysine 56. Cette modification est 

colocalisée avec γ-H2AX sur les sites de réparation de l’ADN et semble être une partie intégrale de 

la voie γ-H2AX, pATM et Chk2 en réponse à des agents génotoxiques comme une γ-irradiation, 

l’hydroxyurée et la camptothécine (Vempati et al. 2010). Une récente étude a montré que l’acétyl-

transférase CBP/p300 est également capable d’acétyler les histones lors de la réplication de l’ADN 

(He et al. 2011). 

 Avec des résultats préliminaires nous avons observé que STAT3 était acétylé sur le résidu 

lysine 685 en réponse à des dommages de l’ADN due au sn38. Nous émettons alors l’hypothèse 

que CBP/p300 pourrait acétyler STAT3 en réponse à des dommages de l’ADN lors de la 

réplication. Cette modification transcriptionnelle de STAT3, décrite en réponse à l’IL-6,   

permettrait dans ces conditions de stabiliser STAT3 et un cofacteur sur les gènes de réparation afin 

d’activer leur transcription. Si notre hypothèse s’avère exacte, il serait intéressant de découvrir si 

cette acétylation permet le recrutement de partenaires spécifiques de STAT3 impliqués dans la 

réparation des dommages de l’ADN par spectrométrie de masse et si ce mécanisme est le même 

lors de dommages de l’ADN crées durant la réplication de l’ADN ou crées par un agent 

génotoxique (Figure 45). 

FIGURE 45| CBP/p300 acétylerait STAT3 afin de stabiliser le complexe STAT3-E2F-1 
lors de dommages de l’ADN. Le complexe CBP/p300 reconnait les cassures de l’ADN en se 

liant à γ-H2AX. Ces protéines acétylent ensuite STAT3 sur son résidu lysine 685 afin de 
stabiliser le complexe qu’il forme avec E2F-1 et peut-être un troisième partenaire sur le 
promoteur de gènes impliqués dans la réparation de l’ADN.
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Chapitre 3  

STAT3 est principalement phosphorylé sur son résidu sérine durant le 

stade précoce de dysplasie du cancer colorectal.

 Le cancer colorectal est le troisième cancer le plus diagnostiqué chaque année chez l’homme 

et le deuxième chez la femme, avec plus de 1,2 millions de nouveaux cas et environ 608 700 décès 

en 2008 (Jemal et al. 2011). Tandis que le nombre de décès dus à cette maladie a été diminué dans 

plusieurs pays de l’Ouest, résultant de l’amélioration des traitements et de la détection précoce, le 

nombre de personnes atteintes du  cancer colorectal augmente dans plusieurs pays aux ressources et 

aux infrastructures plus limitées comme l’Amérique Centrale et du Sud et l’Europe de l’Est (Center 

et  al. 2009). Mais ce cancer reste encore de nos jours un problème de santé publique. Chez 85% des 

patients, ce cancer se développe de manière sporadique. Il est retrouvé héréditaire chez moins de 

10% des patients.   

 Le développement du  cancer colorectal est caractérisé par le passage d’un stade adénome à 

un stade carcinome et peut prendre plusieurs dizaines d’années. Deux voies distinctes conduisant à 

l’établissement du cancer colorectal ont été identifiées : l’instabilité chromosomique (phénotype 

CIN) ou l’instabilité microsatellite (phénotype MIN) (Lengauer et al. 1997). L’instabilité 

chromosomique se traduit par une altération génétique conduisant à une délétion ou à un gain de 

chromosomes (les plus retrouvées sont les délétions 1p, 8p et une perte d’hétérozygotie LOH17p et 

18q). En revanche, l’instabilité microsatellite est définie par une altération génétique due à un 

système MMR défectueux (Soreide et al. 2006).  

 Le cancer colorectal est particulièrement bien étudié du fait des différentes altérations 

génétiques impliquées dans le processus de cancérogenèse. Le facteur de transcription STAT3 joue 

un rôle important dans le développement de la pathologie (Li Lin and Lin 2011). Il est retrouvé 

constitutivement activé dans les tissus cancéreux colorectaux, comme dans un grand nombre 

d’autres tumeurs solides (Corvinus et al. 2005). Cette équipe a montré que l’activation constitutive 

de STAT3, se traduisant par une phosphorylation constitutive sur le résidu tyrosine 705, dans les 

lignées cellulaires de carcinomes coliques, accélérait la prolifération cellulaire. Pour cela, ils ont 

utilisé une forme constitutivement active de STAT3 crée par un dimère forcé et un mutant STAT3 

pour lequel le résidu tyrosine 705 est muté en phénylalanine. Cet effet a été retrouvé dans d’autres 

types cellulaires comme le glioblastome (Rahaman et al. 2002). Cependant, cet effet n’est pas 

universel, parce qu’en réalisant les mêmes expériences dans des lignées tumorales mammaires, ils 

n’ont pas observé d’augmentation du cycle cellulaire. 
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 Cette prolifération est la conséquence de l’activation de l’expression de VEGF, de Cycline 

D1 et de c-Myc par le facteur de transcription STAT3 lorsqu’il est phosphorylé sur son résidu 

tyrosine 705. Il a également été montré que p-STAT3 réprime l’expression des gènes Bcl-XL et 

Mcl-1. De cette manière STAT3 peut réguler la croissance tumorale et la formation de métastases 

en régulant l’expression des gènes impliqués dans l’invasion tumorale, l’angiogenèse, le cycle 

cellulaire et la survie cellulaire dans le cancer colorectal (Kusaba, Nakayama et al. 2005). L’équipe de 

Sekine a étudié, dans un groupe de 108 patients présentant un adénocarcinome colorectal, 

l’expression de la phosphorylation du  résidu tyrosine 705 de STAT3 par immunohistochimie sur 

des coupes de tissus.  Ils ont observé que STAT3 était un marqueur de mauvais pronostic car son 

expression a été corrélée à l’invasion tumorale (Kusaba, Nakayama et al. 2006).

 Nous avons observé, dans des tumeurs colorectales de différents grades, que STAT3 est 

phosphorylé sur son résidu sérine 727 dès le stade précoce du cancer colorectal. De plus, nous 

avons remarqué que STAT3 est également phosphorylé sur son résidu tyrosine 705 à ces mêmes 

stades. Ces observations ont été effectuées par un marquage immunohistochimique des deux 

formes phosphorylées de STAT3. Cependant, nous ne savons pas si nous avons une population 

hétérogène constituée de STAT3 uniquement phosphorylé sur son résidu tyrosine 705 ou sur son 

résidu sérine 727 ou bien si STAT3 présente les deux phosphorylations. 

 Nous avons montré, dans la deuxième partie de ce travail, que STAT3 phosphorylé sur son 

résidu sérine 727 pouvait être impliqué dans la phase G2 du  cycle cellulaire et l’instabilité génétique. 

Nous savons que l’instabilité génétique est un trait majeur du  cancer colorectal. Nous pouvons 

alors émettre l’hypothèse que la phosphorylation du résidu  sérine 727 reflèterait l’instabilité 

génétique de la tumeur. Cependant, STAT3 phosphorylé sur la tyrosine 705 reflète, dans le cancer 

colorectal, une prolifération excessive. 

 

 Par conséquent, la présence de STAT3 doublement positif pour les deux phosphorylations 

serait un marqueur de très mauvais pronostic parce qu’il reflèterait une prolifération excessive de 

cellules présentant une instabilité génétique. Cet état pourrait être détecté par la technique Olink 

BIOSCIENCE® sur des coupes de tissus (Soderberg et  al. 2006). Cette méthode est basée sur la 

détection d’une interaction entre deux protéines. Les deux protéines sont reconnues par deux 

anticorps spécifiques et d’espèces différentes. Dans notre étude, les anticorps seraient dirigés contre 

les deux formes phosphorylées de STAT3. Puis les deux anticorps sont chacun reconnus par une 

sonde spécifique. Les deux sondes sont alors liées par une séquence d’oligonucléotides qui est 

amplifiée sous forme de cercles roulants. Enfin, des sondes fluorescentes s’hybrident avec la 

séquence amplifiée. De cette manière, nous pourrons savoir, sur des coupes de tissus, si la tumeur 
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est hétérogène et si elle possède un dimère STAT3 constitué des deux phosphorylations tyrosine 

705 et sérine 727. Ceci permettrait d’établir un facteur pronostic pour le patient et adapter un 

nouveau traitement différent et plus efficace.
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CONCLUSION GÉNÉRALE
͠
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 L’oncogène STAT3 est connu pour jouer un rôle important dans la transformation d’une 

cellule normale en une cellule tumorale.

 L’ensemble de ces travaux, présentés dans ce manuscrit, ont mis en évidence que le facteur 

de transcription, phosphorylé sur son résidu sérine 727, est également impliqué dans la voie de 

réparation des dommages de l’ADN en réponse à un traitement génotoxique mais également dans 

la progression de la phase G2 du cycle cellulaire vers la mitose. L’étude immunohistochimique a 

révélé que cette modification post-traductionnelle était présente dès les stades précoces du cancer 

colorectal. 

 Il serait intéressant, par la suite, de généraliser le rôle de cette phosphorylation sur le résidu 

sérine 727 dans l’activation des gènes impliqués dans la recombinaison homologue et dans 

l’instabilité génétique. De cette manière, l’oncogène STAT3 serait un élément de stratification des 

tumeurs mais également un marqueur d’agressivité tumorale responsable de la résistance au 

traitement. 

FIGURE 46|L’oncogène STAT3 comme motif d’agressivité tumorale dans le cancer 
colorectal 
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TITRE 

 Réponse à la chimiothérapie et progression du cycle cellulaire : rôle de l'oncogène STAT3 dans 

le cancer colorectal

RÉSUMÉ

 Les facteurs de transcription STAT3 sont des protéines cytoplasmiques qui induisent 

l’activation de gènes en réponse à une stimulation de facteurs de croissance ou de cytokines. A la suite 

d’une phosphorylation sur son résidu tyrosine 705, STAT3 se dimérise et est transloqué dans le noyau 

afin d’activer ses gènes cibles spécifiques impliqués dans la progression de la phase G1 vers la phase S 

du cycle cellulaire. Néanmoins, en absence de phosphorylation du résidu tyrosine 705, STAT3 est 

capable d’induire l’activation de ses gènes cibles, ces observations ont été corrélées avec la 

phosphorylation du résidu sérine 727 localisée dans le domaine de transactivation. Dans ce cas, il a été 

montré que les gènes cibles sont différents de ceux activés par STAT3 phosphorylé sur son résidu 

tyrosine. Ces résultats suggèrent que les modifications post-traductionnelles de STAT3 jouent un rôle 

important dans la spécificité de son activité transcriptionnelle. 

 Nous avons observé que le facteur de transcription est phosphorylé sur son résidu sérine 727 

en réponse à un traitement génotoxique par la kinase Cdk5. Dans ces conditions, cette voie Cdk5-

STAT3 permet la diminution de l’expression de gènes impliqués dans la progression de la phase G1 du 

cycle cellulaire comme la cycline D1 et c-Myc afin de favoriser l’expression des gènes de réparation tel 

que Eme1. En parallèle, nous avons montré que STAT3 est également phosphorylé sur son résidu 

sérine 727 lors de la phase G2 et de la mitose. Cette phosphorylation, due à la kinase Cdk1, permet de 

réguler l’expression de gènes impliqués dans le déroulement des phases G2 et M du cycle cellulaire, tels 

que PLK1, STIL, RIC8A, FoxM1, NuMa, Cdc25C. Par ailleurs, grâce à une étude 

immunohistochimique, nous avons remarqué que STAT3 est phosphorylé sur son résidu sérine 727 dès 

les stades précoces du cancer colorectal.

 L’ensemble de ces résultats suggère que la sérine 727 est un site de phosphorylation majeur 

dans le cancer colorectal. Cette phosphorylation lui permet d’activer deux voies distinctes : la réparation 

des dommages de l’ADN en réponse à un traitement génotoxique et la progression du cycle cellulaire 

de la phase G2 vers la mitose.
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 STAT3, Cdk5, Eme1, dommages de l’ADN, phase G2 du cycle cellulaire, PLK1
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