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GLOSSAIRE

aa: acide aminé

AID: Activation-Induced cytidine Deaminase
ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated

ATR: Ataxia-telangiectasia and Rad3-related

Bax: Bcl-2—-associated X protein

BCLG6: B cell lymphoma 6

BCR: B Cell Receptor ou récepteur des cellules B
BER: Base Excision Repair

BLIMP1: B lymphocyte Induced Maturation Protein 1
CIITA: Class Il of MHC TransActivating protein
CBP: (CREB)-Binding Protein

CC: Coiled-Coil domain ou domaine super-enroulé
CDK: Cyclin-Dependent Kinases

CG: Centre germinatif

CKIl: CDK Inhibitors

CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CREB: C-AMP Response Element Binging protein
CRM-1: Chromosome Region Maintenance-1

CSR: Commutation de classe

CXCL.: CXC (C-X-C motif) Chemokine Ligand
CXCRa: CXC (C-X-C motif) Chemokine Receptor 3
DBD: DNA Binding Domain ou domaine de liaison a I’ADN
DNA-PK: DNA-dependent Protein kinase

GAS: Gamma-interferon Activated Sequence
G-CSF: Granulocyte Colony Stimulating Factor

HAT: Histone AcetylTransferases

HDAC: Histone DeACetylases ou histones désacétylases
HR: Homologous Recombination ou recombinaison homologue
EGF: Epidermal Growth Factor

Ets-1: E26 transformation-specific 1

FADD: Fas Associated Death Domain

IFN: Interféron

Ig: Immunoglobuline

IL: Interleukine

INOS: inducible Nitric Oxide Synthase

ISG: Interferon Stimulated Gene

ISGF3: Interferon Stimulated Gene Factor 3

ISRE: IFN- Stimulated gene Response Element

IRDS: Interferon Related DNA Damage resistance Signature
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IRF: Interferon Regulatory Factor

JAK: Janus Kinase

LB: Lymphocyte B

LMP: Low Molecular mass Polypeptide

LPS: Lypopolysaccharide

LT: Lymphocyte T

MDC1: Mediator of DNA damage checkpoint protein 1

Mdma2: Mouse double minute 2

MLH1: MutL homolog 1

MMR: MisMatch Repair

MNNG: N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoGuanidine

MSH: MutS protein homolog

MutSa: Mutator So

MutLa: Mutator La

NER: Nucleotide Excision Repair

NES: Nuclear Export Signal

NF-xB: Nuclear Factor Kappa B

NHEJ: Non-Homologous End-Joining

NLS: Nuclear Localization Site

NO: Nitric Oxide

NPC: Nuclear pore complexe: complexe du pore nucléaire

npISGF3:  ISGF3 non phosphorylé sur la tyrosine 701 de STATL1 et sur la tyrosine 690 de
STAT2

NpSTAT1: STATL1 non phosphorylé sur sa tyrosine 701

OAS: 2’5 °0Oligoadenylate Synthetase

PAX 5: Paired-box Protein 5

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen

PIAS: Protein Inhibitors of Activated STATs

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor

PKR: Protein Kinase R

PMS2: PostMeiotic Segregation increased 2

PRDML: PR Domain containing 1
pSTATI: STAT1 phosphorylé sur sa tyrosine 701

PTP: Protein Tyrosin Phosphatases

Rb: Retinoblastoma tumor suppressor protein
RORyt: RAR-related orphan receptor yt

RPA: Replication protein A

SH2: Src Homology domain 2

SHM: Somatic HyperMutation

SHP: Src-Homology tyrosine Phosphatase
SOCS: Suppressor Of Cytokine Signaling

Src: Sarcoma

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
SUMO: Small Ubiquitin like Modifier
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TAD:
TAP:
TFIIH:
Th:
TNF:
TNFR:

TRADD:

TRAF:
TRAIL:
TYK2:
UNG:

VDJ:
VEGF:

XBP1:
XP:

53BP1:

TransActivator Domain ou domaine transactivateur

Transporter in Ag Processing

Transcription factor 1l Human

T helper

Tumor Necrosis Factor

TNFa Receptor

Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated DEATH Domain protein
TNF Receptor Associated Factor

Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand

Tyrosin kinase 2

Uracil N Glycosylase

Variable Diversity Joining
Vascular Endothelial Growth Factor

X-box Binding Protein 1
Xeroderma Pigmentosum

Tumor suppressor p53-binding protein 1
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INTRODUCTION

La famille des facteurs de transcription STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription) a été découverte il y a une vingtaine d’années. Cette famille compte sept
membres: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB et STATG6. Les structures
des facteurs STATs (cf. chapitre 1.1) et leurs mécanismes d’activation et d’action (cf.
chapitres 1.2 et 1.3) sont relativement homologues. Suite a la fixation de cytokines ou de
facteurs de croissance sur leurs récepteurs membranaires des effecteurs initiaux, dont des
kinases telles la Janus kinase, vont activer par phosphorylation les facteurs STATs dans le
cytoplasme. Ceux-ci forment alors des homodimeres et sont transportés vers le noyau pour

activer la transcription de leurs génes cibles (cf. chapitre 1.4) (Aaronson and Horvath, 2002).

Au cours de ma thése j’ai plus particulierement étudiée le role fonctionnel du premier de ces
facteurs de transcription. STAT1 est le premier facteur de la famille a avoir été identifié en
1994 par J. Darnell (Darnell et al., 1994). 1l est le principal effecteur de la signalisation des
interférons (IFN). Ainsi, une déficience compléte en STAT1 conduit irrévocablement a une
forme sévére d’immunodéficience et fréquemment a la mort des patients (Chapgier et al.,
2006). Les cellules humaines totalement déficientes pour STAT1 sont donc rares mais nous
avons utilisé 1’une d’elle dans nos études. Outre ce rdle important dans I’immunité innée et
une action anticancéreuse via I’activation du systéme immunitaire, STAT1 est aussi impliqué
dans d’autres processus biologiques tels que I’apoptose et la régulation de la prolifération
cellulaire. Ainsi, ce chapitre introductif décrira la structure et les différentes fonctions de
STATL1 ainsi que son impact dans différents processus biologiques. Nous avons identifié, au
cours de ce travail, deux nouveaux réles anti-tumoraux de STATL1: un r6le de STAT1 dans
I’'immunité adaptative par la modulation de 1’expression des immunoglobulines et un second

role anti-tumoral dans la réponse aux agents géenotoxiques.



CHAPITRE |I. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION
STAT1

1.1 STRUCTURE ET DOMAINES DE STAT1

STATL1 présente différents états de polymérisation dans la cellule. Les monomeéres de STAT1
correspondent le plus souvent a la forme latente et inactive de ce facteur de transcription
(Darnell, 1997; Levy and Darnell, 2002; Lim and Cao, 2006; Sehgal, 2008; Zhang et al.,
1996). Ces monomeres peuvent cependant s’associer a d’autres facteurs de transcription ou a
certains co-activateurs de la machinerie transcriptionnelle dont la CBP/p300 (Chatterjee-
Kishore et al., 2000a; Gough et al., 2008; Horvath, 2000; Kiu and Nicholson, 2012; Lim and
Cao, 2006; Zhang et al., 1996). lls participent alors a la formation de complexes
transcriptionnels et agissent comme cofacteurs transcriptionnels. Le principal mécanisme
d’activation transcriptionnelle médiée par STAT1 correspond a celui mis en ceuvre au cours
de la signalisation de I’'IFNy. Les homodiméres de STAT1 phosphorylés (pSTAT1) régulent
directement 1’expression de leurs génes cibles (Satoh and Tabunoki, 2013). De plus, il a été
démontré que les homodiméres de STATI peuvent étre présents dans la cellule a 1’état
d’oligoméres modulant ainsi la durée de son action transcriptionnelle (Meyer et al., 2004;

Wenta et al., 2008).

1.1.1 MONOMERE DE STAT1 ET SES DOMAINES

STATI posséde deux isoformes STATIla et STATI1PB codées par le méme géne situé sur le
chromosome en position 2912-33 qui résultent d’un épissage alternatif (Kim and Lee, 2007;
Schindler et al., 1992). Les voies de signalisation activatrices, les mécanismes d’action
transcriptionnels et les fonctions attribuées a STAT1 ont été principalement analysées pour
I’isoforme STATla. STAT1a est constitué de 750 acides aminés (aa) et présente un poids
moléculaire de 91kDa. L’isoforme STATI1p compte 712 aa et posseéde un poids moléculaire
de 84kDa. Elle correspond a la protéine STATla tronquée de 38 aa a son extrémité C-
terminale. Si STAT1p a jusqu’alors été considéré comme une isoforme transcriptionnellement

inactive de STATL, cette conception a récemment été remise en question.
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En effet, Semper et al ont mis en évidence des actions transcriptionnelles communes a
STATla et STATI1p ainsi que des actions transcriptionnelles propres a STAT 1o (Semper et
al., 2014). Des études cristallographiques ainsi que la comparaison des séquences protéiques
ont réevele la presence de six domaines conservés dans la structure des STATSs (figure 1B).
Ces domaines donnent une organisation structurale commune. lls sont, depuis I’extrémité N-
terminale, les suivants (figure 1A) (Bromberg and Darnell, 2000; Chen et al., 1998; Kim and
Lee, 2007; Lim and Cao, 2006; Najjar and Fagard, 2010):

Y701 §727
STATIa 1 135 317 488 576 683 750 750aa
| Nter | ccC - linker
Y701
STAT1B | 712aa
| ner | cc [BBBA linker
B) Y690
\‘(705 ‘5727
‘Y705
STATSB | nter | cc  [EBBDIM linker hostiz. iADE 72208
\‘(693 fm
sTAT4 | nter | cc BpBBA linker hosh2.. TADR 74822
yeos rzarreo
yeo prat
STATS | er o (GBI nker st RS re7aa
ve41
sTaT6 | Nter bcc (BB linker “ 737/874aa

Figure 1: Structure des STATS.

A) Différence structurale entre les isoformes STATIo et STATI1p. B) Structures des autres membres de la famille
STAT. Y: tyrosine ; S: serine; les chiffres indiquent la position des acides aminés (aa) dans la séquence primaire
des STATs ; Nter: domaine N-terminal ; CC: domaine surenroulé (coiled-coil) ; DBD: domaine de liaison a
I’ADN (DNA Binding Domain) ; linker: domaine de liaison.

» Le domaine N-terminal.
C’est un domaine hautement conservé dans la famille des STATSs. Il est constitué des
aa 1 a 135 de STATL. Il est impliqué dans les interactions entre STAT1 et d’autres
protéines dont les autres STATSs. Il est également nécessaire a la formation des
oligomeres de STAT1.



» Le domaine CC (coiled-coil) ou domaine hélicoidal surenroule.
Il est constitué des aa 136 a 317 de STATIL. Il est lui aussi impliqué dans les
interactions de STATI1 avec d’autres protéines dont plusieurs protéines régulatrices
telles que « N-myc interacting protein » (Nmi-1) qui sert au recrutement de la protéine
« CREB Binding protein» (CBP). Ces interactions contribuent a I’activité
transcriptionnelle de STAT1.

» Le domaine DBD (DNA Binding Domain) ou domaine de liaison a I’ADN.
Ce domaine constitué des aa 318 a 488 de STAT1 (figure 1A), est un homologue
structural des «immunoglobulin like binding domain ». Il contient des structures
secondaires en feuillets B identiques a celles d’autres facteurs de transcription tels que
NF-xB ou p53. Le DBD de STATT1 assure la reconnaissance spécifique des séquences
consensus présentes dans la région promotrice de ses genes cibles. Ce domaine
contient aussi le signal de localisation nucléaire (NLS ou Nuclear Localization Site) de
STATI1 entre les aa 406 et 415 et un signal d’export nucléaire (NES ou Nuclear
Export Sequence) qui est constitué des aa 392 & 413 et recouvre partiellement le NLS.

» Le domaine de liaison ou linker.
Ce domaine, constitué des aa 489 a 576 contient des structures secondaires en hélice a.
Il sépare les domaines DBD et SH2 de STATL1. Sa fonction demeure mal définie mais
des études mutationnelles ont démontré qu’il est nécessaire a la signalisation de
I’TFNy. En effet, certaines mutations du domaine linker entrainent une diminution de
la liaison du DBD de STAT1 aux promoteurs de ses genes cibles.

» Le domaine SH2 (Src Homology domain 2).
Il est formé des aa 577 a 683 et correspond a un domaine d’interaction avec des
protéines présentant des tyrosines phosphorylées. Ce domaine est essentiel a
I’activation de STAT1 puisqu’il permet son recrutement au niveau de récepteurs des
cytokines. Ce domaine est également nécessaire a 1’action transcriptionnelle de
STAT1 en permettant la formation d’homodiméres de STAT1 phosphorylés.

» Le domaine TAD (TransActivator Domain) ou domaine d’activation de Ia
transcription.
Il s’agit du domaine C-terminal de STAT1 qui est constitué des aa 684 a 750 pour
I’isoforme STATla et des aa 684 a 712 pour I’isoforme STATIP. Ce domaine
comporte deux sites majeurs de régulation de ’activité transcriptionnelle de STATI.
Le premier d’entre-eux présent a la fois dans le TAD de STATla et STATIp,
correspond a la tyrosine 701 (Y701).
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La phosphorylation de I’Y701 (pY701) est un marqueur de 1’activation de STAT1 car
elle est nécessaire a son homodimérisation et favorise sa translocation nucléaire et sa
liaison a I’ADN. La pY701 est donc requise pour 1’action transcriptionnelle directe de
STATL. La sérine 727 (S727) correspond au second site majeur de régulation de
I’activité transcriptionnelle de STATI1. Ce site est absent du domaine TAD de
STATIB. Il a été démontré qu’une mutation de S727 qui empéche la phosphorylation
de ce site, entraine une absence de recrutement des co-activateurs transcriptionnels de
STATL, ce qui réduit son activité transcriptionnelle de 20%. La phosphorylation de la
sérine 727 (S727) du domaine TAD garantit une activité transcriptionnelle maximale
de STAT1 activé.

Au-dela de son rdle clé dans I’activation de la transcription par STATI, le domaine
TAD est impliqué dans les interactions protéiques de STATI1 avec d’autres facteurs de

transcription et les composants de la machinerie transcriptionnelle.

1.1.2 DIMERE DE STAT1

En fonction de I’état d’activation de STATI1, des diméres STATI paralléles ou antiparalleles
se forment (Wenta et al., 2008).

Le principal mécanisme d’action transcriptionnelle de STAT1 est assuré par les homodimeres
de STAT1 phosphorylés (pSTAT1) sur leur Y701 (Satoh and Tabunoki, 2013). La formation
de ces homodimeéres implique le résidu Y701 phosphorylé et le domaine SH2 de chacun des
monomeres et aboutit a la formation d’une conformation dite « parall¢le ». Ces homodimeres
paralleles sont transportés dans le noyau ou ils reconnaissent de facon spécifique une
séquence d’ADN cible (figures 2 et 3).

Domaines N-terminaux Domaines SH2

en hélice a avec p-Y701 « Linker »

Figure 2: Structure cristallographique de I’homodimére de STATI phosphorylé lors de sa liaison
a I’ADN.

(Chen et al., 1998)
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En I’absence de stimulation, deux monoméres de STAT1 non phosphorylés forment un
homodimere de conformation antiparalléle dans laquelle les extrémités de chaque monomeére
sont positionnées de maniere opposée. La formation de ces homodimeres antiparalléles
implique les domaines Nter, « coiled-coil » et DBD de chaque monomere. Contrairement aux
homodiméres paralléles, le domaine SH2 n’est pas impliqué (figure 3) (Mao et al., 2005).

Cytokines
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NS R4 N
o 2
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Figure 3: Conformations paralléle et antiparallele des homodiméres de STAT1 en fonction de son
état d’activation.

La forme phosphorylée de STAT1 (pSTAT1) participe a la formation des homodiméres de STAT1 ayant une
conformation paralléle grace a la reconnaissance du résidu Y701 phosphorylée (P) par le domaine SH2 de
chacun des monomeres. Ces diméres sont transportés dans le noyau et activent directement la transcription de
geénes cibles. La forme non phosphorylée de STAT1 (npSTAT1) entraine la formation de diméres antiparalléles
de STAT1 impliquant le domaine N-terminal (N) de chaque monomeére. Ces homodiméres antiparalleles peuvent
indirectement contribuer a certaines régulations transcriptionnelles par le biais d’interactions protéiques. Une

partie des diméres de pSTAT1 peuvent prendre une conformation antiparallele qui favorise leur
déphosphorylation.

L’équilibre entre les diméres paralléles et antiparalléles dépend de I’activation des voies de
signalisation menant a la phosphorylation de STATL1. En outre, une fraction minoritaire de
I’homodimere parall¢le, formé suite a une stimulation, est capable d’adopter la conformation

antiparalléle. Les Y701 phosphorylées sont alors davantage accessibles aux phosphatases.

Page 7 —



La déphosphorylation des Y701 stabilise la conformation antiparalléle de 1’homodimére
STATI. L’extrémité N-terminale joue un role essentiel dans la régulation de ce changement

de conformation (Mertens et al., 2006) (figure 3).

1.1.3 OLIGOMERES DE STAT1

STATI est capable de former des tétrameres correspondants a 1’association d’homodimeres
paralléles de STAT1. L’extrémité N-terminale, en particulier le tryptophane 37, est essentiel a
cette tétramérisation. Ces tétrameres adoptent deux types de conformation (figure 4). Dans la
conformation de type I, les deux extrémités N-terminales d’un dimére interagissent avec les
deux extrémités N-terminales du second dimére. Dans la conformation de type Il, une seule
des extrémités N-terminales de chaque dimére est engagée (Meyer et al., 2004). Cette
conformation de type Il est celle observée lors de la liaison a I’ADN ( figure 41T) (Wenta et
al., 2008).

=

}*:.jﬁ, *:..Jﬂﬂz ﬁﬁw

R b
d

Figure 4: Modéle de I’0oligomérisation de STAT1 aprés phosphorylation de la tyrosine 701.

D’aprés Chen et al. (Wenta et al., 2008). Les domaines N-terminaux sont en bleu, les domaines SH2
en jaune et les phosphotyrosines 701 en rouge. | et Il: deux conformations possibles des tétraméres.

1.2 VOIES D’ACTIVATION DE STAT1

Les voies canoniques d’activation de STAT1 sont celles de la réponse aux IFNs de type I (a et
B) et de type II (y). Cependant, la fixation de certaines cytokines ou facteurs de croissances
peut ¢galement aboutir a D’activation de STATI, on parle alors de voies alternatives.
L’activation aboutit a la phosphorylation sur la tyrosine 701 (Y701) de STATL1 qui forme

alors les dimeres transcriptionnellement actifs.



1.2.1 VOIES CANONIQUES

1.2.1.1 ACTIVATION DES RECEPTEURS A L’IFNy (RECEPTEURS DE TYPE II)

Une des principales voies de signalisation aboutissant a ’activation de STAT1 implique la
fixation de I’IFNy sur son récepteur (Stark et al., 1998). Ce dernier est constitue de deux sous
unités a et  associées a des tyrosines kinases de la famille des Janus kinases (JAK), JAKL1 et
JAK2 (Kim and Lee, 2007). La liaison de I’IFNy a son récepteur induit la dimérisation des
deux sous unités a et B. JAK2 est alors activé par autophosphorylation et phosphoryle a son
tour JAK1 (Stark et al., 1998). JAK1/2 activés phosphorylent les résidus tyrosines des
domaines cytoplasmiques du récepteur ce qui crée un site d’ancrage pour STATI1 via son SH2
(Kim and Lee, 2007; Stark et al., 1998). JAK1/2 phosphorylent alors la Y701 des monomeres
de STAT1. STAT1 phosphorylé (pSTAT1) se dissocie du récepteur et forme un homodimere

paralléle appelé « Gamma-interferon Activated Factor » (GAF) (figure 5).

Cette voie de signalisation permet également la phosphorylation de STAT1 sur la S727. Cette
modification post-traductionnelle augmente 1’activité transcriptionnelle de STAT1 activé
(chapitre I, 1.5.1) (Kim and Lee, 2007).

1.2.1.2 ACTIVATION DES RECEPTEURS A L’IFNa/p (RECEPTEURS DE TYPE I)

Les récepteurs aux IFNo/B contiennent deux sous unités: la sous unité IFNAR1 associée a
TYK2, un autre membre de la famille des JAK, et la sous unité IFNAR2 associee a JAK1
(Kim and Lee, 2007). La liaison de I’'TFNa a son récepteur provoque la dimérisation des deux
sous unités et la transphosphorylation de TYK2 et JAK1 (Kim and Lee, 2007). TYK2 et
JAK1 phosphorylent les tyrosines des domaines cytoplasmiques du récepteur ce qui crée un
site de fixation potentiel pour STAT2 (Kim and Lee, 2007). STAT?2 se fixe sur le récepteur et
est phosphorylé sur sa Y690 par les JAKs (Krishnan et al., 1996). A son tour STAT1 se fixe
sur STAT?2 et est phosphorylé par les JAKs sur sa Y701. STAT1 et STAT2 phosphorylés se
dissocient du récepteur et forment un hétérodimére qui, associé avec 1’ « Interferon
Regulatory Factor 9» (IRF9), forme un complexe transcriptionnellement actif appelé
« Interferon Stimulated Gene Factor 3 » (ISGF3) (Kim and Lee, 2007) (figure 5).
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Figure 5: Action transcriptionnelle directe de STAT1 aprés son activation par les voies de
signalisation des récepteurs aux IFNy et IFN o/p.

P: phosphorylation. IFNy ou a/g: interféron y ou o/f. STAT: Signal Transducer and Activator of
Transcription. GAF: Gamma-interferon Activated Factor. ISGF3: Interferon Stimulated Gene
Factor. IRF9: Interferon regulatory factor 9. GAS: Gamma-interferon Activated Sequence
(TTCXXXGAA ou TTCXXXXGAA). ISRE: IFNa- Stimulated gene Response Element
(AGTTTCNNTTTCN(C/T)).

1.2.2 VOIES ALTERNATIVES

D’autres voies de signalisation peuvent aboutir a ’activation de STAT1 dont celles stimulées
par le «Granulocyte Colony Stimulating Factor » (G-CSF), I’interleukine 6 (IL-6),
I’Epidermal Growth Factor (EGF), le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) et I’hormone
de croissance (GH) (figure 6) (Ramana et al., 2000). Les mécanismes sont alors différents des
voies canoniques d’activation de STATI. Ainsi, JAK1 est essentiel a I’activation de STAT1
par I’IL-6 ou le G-CSF (Ramana et al., 2000) alors que la signalisation de I’EGF et de
I’hormone de croissance utilisent seulement JAK2 (Ramana et al., 2000). Par ailleurs, bien
que les JAKSs soient phosphorylés suite a la fixation du PDGF sur son récepteur, ce dernier
présente une activité tyrosine kinase responsable de 1’activation directe de STAT1 (Ramana et

al., 2000; Sachsenmaier et al., 1999) (figure 6).
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Fiqure 6: Activation des STATs par d’autres récepteurs que les IFNs.

P: phosphorylation. JAK: Janus Kinase, NRTK: Non Receptor Tyrosine Kinase, STAT: Signal
Transducer and Activator of Transcription.

1.3 MECANISMES D’ACTION DE STAT1

STAT] peut a la fois reconnaitre ses séquences d’ADN consensus ou moduler I’expression de
génes cibles comme cofacteur en formant des complexes avec d’autres facteurs de

transcription ou des acteurs de la machinerie transcriptionnelle.

1.3.1 RECONNAISSANCE DE SEQUENCES D’ADN CONSENSUS

En fonction de la stimulation initiale de la cellule, STAT1 participe a la formation de
différents complexes transcriptionnels reconnaissant spéecifiquement deux types de séquences
consensus. Ainsi une stimulation par I’'IFNy aboutit a la liaison a la séquence « Gamma
Activated Sequence » (GAS) par ’homodimeére pSTAT1 alors que la stimulation par I’IFNa
induit la formation du complexe transcriptionnel ISGF3 se fixant spécifiqguement sur la

séquence « [FNa- Stimulated gene Response Element » (ISRE) (figure 5).



1.3.1.1 LES SEQUENCES GAS

La voie canonique d’activation de STAT1 par ’IFNy aboutit a la formation d’un homodimére
pSTAT1 appelé GAF qui reconnait spécifiquement la séquence d’ADN consensus « Gamma-
interferon Activated Sequence » (GAS). Cette séquence comprend un motif de type:
TTCC(G/IC)GGAA (TTCN,.4GAA) (Leonard and O'Shea, 1998). Une méme séquence GAS
peut étre a la fois reconnue par STAT1 et STAT3 alors que ceux-ci présentent des actions

opposées sur les mémes genes cibles (Horvath et al., 1995).

La reconnaissance spécifique des séquences GAS par ’homodimere pSTATI1 permet la
régulation de 1’expression de nombreux génes cibles qui vont aller réguler a leur tour les
effets biologiques médiés par STATL1 (tableau 1). Parmi ses genes cibles, on peut citer la p53,
la protéine p21, BCL6 (B cell lymphoma 6) ou STAT1 lui-méme ce qui permet une
amplification de ses effets biologiques (Ramana et al., 2000; Saha et al., 2010).

Par ce mécanisme d’action transcriptionnel, STATI régule également 1’expression de
plusieurs membres de la famille des facteurs de transcription « Interferon Regulatory
Factors » (IRFs) dont IRF1, IRF2, IRF3 et IRF5 (Ikushima et al., 2013; Rogatsky et al., 2014)
ce qui augmente le nombre de fonctions ainsi régulées indirectement par STATL1. Par
exemple, via IRF1, STATI régule I’expression de génes impliqués dans I’apoptose et la
présentation antigénique comme la caspase 1 et le CMH | (Chen et al., 2013). De plus, il peut
exister une double régulation de certains genes a la fois directe par la fixation sur un site GAS
et indirecte par I’intermédiaire d’un IRF. C’est le cas de la p53 ou la p21 dont I’expression est

induite par STAT1 et IRF1 (Chen et al., 2013; Ramana et al., 2000; Saha et al., 2010).



STATL, IRF1, IRF2, IRF3, IRF5

Réponse immunitaire innée et
adaptative, oncogénese

OAS], -2 et -3, PKR, RNase L

Réponse antivirale

IL-12, TNFa

Réponse inflammatoire

TAP1, LMP2

Présentation antigénique

Rb, BRCA1, p53, FasL, Bcl2

Cycle cellulaire et survie

STATL, p21, p27

Cycle cellulaire

STATL, caspases 4 et 8

Apoptose

ARTEMIS

Réparation de I'ADN

Tableau 1: Exemples de génes cibles de STAT1 contenant une séquence GAS et leur effets

biologiques.

1.3.1.2 LES SEQUENCES ISRE

L’autre voie canonique d’activation de STAT1 dépend des IFNo/p et aboutit a la formation

d’un complexe pSTATI1/pSTAT2/IRF9 (ISGF3) qui reconnait spécifiquement la séquence

d’ADN consensus [FNo- Stimulated gene Response Element (ISRE). Cette séquence
comprend un motif de type AGTTTCNNTTTCNC/T (Haque and Williams, 1994; Stark et

al., 1998).

La fixation d’ISGF3 sur des séquences ISRE régule I’expression de génes cibles de I’IFNo/p

tels que celui d’ISG-15 (Bluyssen and Levy, 1997) impliqué dans la réponse antivirale. Les

promoteurs d’autres geénes cibles contiennent a la fois des séquences GAS et ISRE régulant

leur expression. C’est le cas du géne codant IRF1 ou encore de ceux codant de nombreux

facteurs impliqués dans la présentation antigénique et la réponse immunitaire tels que la
chaine légere du CMH | ou TAP1 (Saha et al., 2010).
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1.3.2 INTERACTION AVEC DES CO-ACTIVATEURS DE LA MACHINERIE
TRANSCRIPTIONNELLE

L’activité transcriptionnelle de pSTATI1 peut également faire intervenir le recrutement de
protéines possédant une activité Histone AcetylTransferase (HAT) telles que la cAMP-
response element binding (CREB)-Binding Protein (CBP) ou I’E1 binding protein (p300). La
formation de ce complexe co-activateur avec la CBP/p300 fait intervenir une interaction
protéique a laquelle le domaine N-terminal de STATI participe. D’autres facteurs de
transcription tels que PU.1 peuvent également s’y associer (Aittomaki et al., 2002; Icardi et
al., 2012; Zhuang, 2013). Le complexe ainsi formé module alors la transcription par une
décondensation de la chromatine qui facilite son accessibilité (Icardi et al., 2012) et
I’initiation de la transcription par fixation directe de pSTATI1 sur la séquence GAS du
promoteur de ses geénes cibles. Dans le cadre de I'immunité¢ innée, la régulation
transcriptionnelle du géne codant RFcyl illustre par exemple ce mécanisme d’action de
STATL1 (Aittomaki et al., 2002).

1.3.3 PARTICIPATION A DES COMPLEXES TRANSCRIPTIONNELS

STATI participe également a la régulation transcriptionnelle par une association a d’autres
facteurs de transcription. Il joue, dans ce cas, un role de cofacteur de la transcription. Les
deux exemples cités ci-dessous décrivent une participation essentielle de la forme non

phosphorylée de STAT1 dans ces complexes.

Par I’intermédiaire du domaine N-terminal de STAT1, le dimére de npSTAT1 participe a la
formation d’un complexe transcriptionnel avec IRF1 qui régule 1’expression du gene « Low
Mass molecular Polypeptide 2 » (LMP2) (tableau 1) (chapitre 1.3.3) (Cheon and Stark, 2009;
Yang and Stark, 2008). Ce complexe se fixe sur une séquence consensus particuliére du gene
de LMP2 de motif « CGATTTCCGCT/TTCCCCTAAATG » contenant deux séquences: une
séquence de type ISRE, « Interferon Consensus Sequence 2 » (ICS2) et une séquence GAS

reconnues respectivement par IRF1 et npSTAT1 (Chatterjee-Kishore et al., 2000b). L’équipe
de M. Chatterjee-Kishore a mis en évidence que STATL1 était nécessaire a la fixation de ce

complexe sur le géne de LMP2 a I’induction de sa transcription.

Dans un autre exemple, STAT1 forme un complexe transcriptionnel avec Spi-1 et I’Interferon

Regulatory Factor 8 (IRF8 ou ICSBP) afin de réguler 1’expression du géne de 1I’IL-1p.
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Dans ce cadre, le monomere npSTAT1 participe au complexe IRF8/Spi-1 par son domaine N-
terminal. Ce complexe se fixe sur la séquence LILRE du géne de I'IL-1f de motif
«AGTCTTATAAGAGGTTTCACTTCCTGAGAGTCGA » (Unlu et al., 2007) qui contient
une séquence ISRE et une séquence GAS reconnues respectivement par le complexe
IRF8/Spi-1 et par npSTATL (Unlu et al., 2007). L’équipe de S. Unlu a également montré

qu’aprés une stimulation par les LPS dans les monocytes, npSTAT1 est nécessaire a
I’activation, a I’augmentation et au maintien du complexe IRF8/Spi-1 sur le géne de I’l1L-1

(Unlu et al., 2007).

1.4 NAVETTE NUCLEO-CYTOPLASMIQUE DE STATI1

STAT] est majoritairement présent dans le cytoplasme en I’absence de stimulation, cependant
NpSTAT1 peut éventuellement étre importé dans le noyau par un mecanisme non
conventionnel. Suite a son activation, pSTATL est transporté dans le noyau ou il exerce ses
fonctions biologiques. Il est ensuite déphosphorylé et retourne dans le cytoplasme. Cette
navette nucléo-cytoplasmique est a un processus rapide ne durant que quelques minutes
(Bromberg and Darnell, 2000; Marg et al., 2004). Si le mécanisme d’export nucléaire est
identique en présence et en 1’absence de stimulation, le mécanisme d’import nucléaire de

STAT1 dépend, quant a lui, de 1’état d’activation.

1.4.1 L’IMPORT NUCLEAIRE DE STAT1

Apres stimulation par I’IFNy, le transport des dimeéres de pSTATI a travers les pores
nucléaires met en jeu un processus actif qui fait intervenir les récepteurs du transport
nucléaire nommés karyophérines ou importines. Le domaine DBD de STAT1 présente une
séquence NLS dont la leucine L407 et les lysines K410 et K413 (figure 7) permettent sa
reconnaissance par I’importine a5 (McBride and Reich, 2003). 1l a également été démontré
que le domaine N-terminal de STATL1 est requis pour son import nucléaire sous forme
activée. Ainsi, la conformation spatiale adoptée par le dimere pSTAT1 permet de former un
complexe avec les importines (Antunes et al., 2011; Levy and Darnell, 2002). Le mécanisme
d’import nucléaire comprend un transport actif impliquant 1’hydrolyse de GTP par les petites
protéines GTPases Ran (Sekimoto et al., 1996). Apres hydrolyse du GTP, Ran-GDP reconnait
le complexe pSTAT 1/importine a5/importine § (McBride and Reich, 2003).
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Le complexe est ensuite dissocié, libérant les diméres de pSTAT1 qui pourront se fixer aux

promoteurs de leurs genes cibles (Levy and Darnell, 2002) (figure 7).

Le mécanisme d’import nucléaire de npSTAT1 implique une interaction directe entre son
domaine linker et les nucléoporines Nupl53 et Nup2l14, deux composants des pores
nucléaires (Marg et al., 2004). Cette translocation nucléaire de npSTATI1 s’effectue
indépendamment d’une phosphorylation et d’une consommation d’énergie (Cheon et al.,

2011; Marg et al., 2004).

Y701 727
STAT1 1 135 317 488 576 683 750

| Nteer | cC ﬁ linker

NLS

HlTQL||<EQ||<NA

407 410 413

Figure 7: Localisation du NLS dans les domaines structuraux et fonctionnels de STAT1.

H: Histidine, L: Leucine, Q: Glutamine, K: Lysine, E: acide glutamique, N: asparagine, A: Alanine.
NLS: Nuclear Localization Site. Y: tyrosine, S: Sérine. Nter: N-terminal domain, CC: Coiled-coil
domain, DBD: DNA Binding Domain, SH2: Src Homology domain 2, TAD: TransActivator Domain.
1 & 750: acides amines.

1.4.2 L’EXPORT NUCLEAIRE DE STAT1

L’export nucléaire de STAT1 nécessite au préalable la déphosphorylation de sa Y701 par la
tyrosine phosphatase nucléaire TC45. L’absence de cette enzyme entraine 1’accumulation de
pSTAT1 dans le noyau (Levy and Darnell, 2002). Le mécanisme d’export nucléaire de
pSTATL1 le mieux décrit implique une interaction entre le NES présent dans le DBD de
STATI1 (aa entre 392 a 413) et I’exportine-1 (ou CRM-1). Ce mécanisme est également
dépendant de ’utilisation des GTPases Ran associées au GTP (McBride et al., 2000; Richards
et al., 1997) (figure 8). En outre, un autre mécanisme d’export nucléaire impliquant un motif
riche en leucine du domaine CC de STAT1 a également été décrit (Begitt et al., 2000; Levy
and Darnell, 2002).



Cytokines
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STAT1
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TC45
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Figure 8: Schéma récapitulatif de la navette nucléo-cytoplasmique de STAT1.

JAK: Janus Kinase, STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription.

1.5 INHIBITIONS DE L’ACTIVITE DE STAT1

L’activation de STAT1 est un processus transitoire régulé qui dure de quelques minutes a
quelques heures (Bowman et al., 2000). Il existe donc un mécanisme de régulation permettant
I’inactivation de STAT1 grace a la déphosphorylation de sa Y701 et par le biais d’autres
modifications post-traductionnelles dont 1’ubiquitinylation, la SUMOylation et I’acétylation
(Kim and Lee, 2007) (tableau 2). Ces mécanismes touchant directement STAT1 sont
complémentaires de ceux permettant de réguler les initiateurs des voies de signalisation
conduisant a son activation, notamment au niveau des récepteurs membranaires par une

inactivation de I’activité des JAKs qui leur sont associés.
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. IFNy
Tyrosine 701 IFNo/B
TNFa
Déphosphorylation ROS
Sérine 727 LPS
IFNy
IFNa/B
Ubiquitinylation non déterminé IFNa
. . Lysine 410
Acétylation Lysine 413 IFNa
SUMOylation Lysine 703 IFNy

Tableau 2: Principales modifications post-traductionnelles inhibitrices de STAT1.

1.5.1 MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DE STAT1

1.5.1.1 DEPHOSPHORYLATION

Il est considéré que I’inactivation de STAT1 correspond a la déphosphorylation de sa Y701
(Mertens et al., 2006). Celle-ci est effectuée par deux tyrosines phosphatases, Src-Homology
tyrosine Phosphatase 2 (SHP2) et TC45 qui appartiennent a la famille des Protein Tyrosin
Phosphatases (PTPs). SHP2 intervient dans I’inactivation de STAT1 aussi bien au niveau
nucléaire que cytoplasmique. Cette phosphatase permet également la déphosphorylation de sa
S727 (Wu et al., 2002). TC45, qui agit majoritairement au niveau nucléaire, est considérée
comme la principale phosphatase responsable de I’inactivation de STAT1 (Kim and Lee,
2007; Levy and Darnell, 2002; ten Hoeve et al., 2002). Son action implique une interaction
directe avec le domaine N-terminal de STAT1 (Shuai et al., 1996). La déphosphorylation de
la Y701 de STATL est un processus rapide intervenant dans les trente minutes suivant

I’activation cellulaire et est requise pour I’export du noyau (Meyer et al., 2003) (figure 9).
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Figure 9: Réqulation inhibitrice de la voie de signalisation JAK/STAT1.

Les SOCS 1 et 3 (suppressors of cytokine signaling 1 and 3) sont des protéines qui régulent
négativement STAT1 en agissant directement par leur domaine SH2 sur les tyrosines phosphorylées
des JAKs. Les tyrosines phosphatases SHP1 et PTP1B agissent aussi sur les JAKs en les
déphosphorylant. La TC45 et la SHP2 sont des PTPs (Protein Tyrosin Phosphatases) qui
déphosphorylent les Y701 et S727 de STAT1. SHP2 agit aussi bien au niveau cytoplasmique que
nucléaire. TC45 agit au niveau nucléaire. Les protéines PIAS (Protein Inhibitors of Activated
STATs), dont PIASI, bloquent [’interaction de STATI a I’ADN par SUMOylation. SLIM est une E3
ubiquitine ligase dont [’action favorise la dégradation protéasomale de STATI. La CBP/p300 est
une protéine a activité histone acétylase dont [’action inhibe [’activité transcriptionnelle de STAT1.

1.5.1.2 UBIQUITINYLATION

L’ubiquitinylation de STATI1 est effectuée par I’enzyme a activité E3 ligase STAT-interacting
LIM protein (SLIM) dont I’action implique une interaction directe avec la tyrosine Y701
phosphorylée de STATL. Ce processus est donc majoritairement nucléaire (Ungureanu et al.,
2003). Cette modification post-traductionnelle de STAT1 favorise son export nucléaire puis
sa dégradation par le protéasome. Bien qu’elle ne puisse étre considérée comme une
inactivation directe de STATI, ’ubiquitinylation contribue donc a I’atténuation de ses effets
biologiques, en diminuant le niveau global de son expression protéique. De plus, une
inactivation de STAT1 peut accompagner le processus d’ubiquitinylation (Kim and Maniatis,
1996; Tanaka et al., 2005; Ungureanu and Silvennoinen, 2005) (figure 9).
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En effet, SLIM favoriserait le recrutement de phosphatases nucléaires en jouant le réle de

protéine adaptatrice ou en induisant un changement conformationnel.

1.5.1.3 SUMOYLATION

La SUMOylation de STAT1 correspond a la fixation de SUMO sur la lysine 703 (K703) de
son domaine TAD (figure 10). Cette modification post-traductionnelle est réalisée par
I’intermédiaire des protéines a activité E3 ligase de la famille des Protein Inhibitors of
Activated STATs (PIAS): PIAS1 et PIASx-a. L’action de PIAS nécessite une interaction
directe avec le domaine N-terminal de STAT1 (aa de 1 & 191) et requiére la phosphorylation
de sa Y701 (Liao et al., 2000). Ce processus est donc majoritairement nucléaire (Kim and
Lee, 2007; Liu et al., 1998; Rogers et al., 2003; Stark and Darnell, 2012) (figure 9). Bien que
les effets de la SUMOylation dépendent du gene cible considéré, cette modification post-
traductionnelle tend a atténuer 1’activité transcriptionnelle de STAT1 par I’intermédiaire de
deux mécanismes (Begitt et al., 2011; Lim and Cao, 2006; Rogers et al., 2003; Song et al.,
2006; Ungureanu et al., 2003). D’une part, la SUMOylation qui a lieu a I’interface des
diméres de pSTATL, entraine un changement de leur conformation et leur déstabilisation
(figure 10). D’autre part, ce processus est associ¢ a un recrutement de la phosphatase TC45

qui inactive STAT1 (Rogers et al., 2003).

SH2 Domain 2 SH2 Domain 1
[ Tail Segment 2 Tail Segment 1
C-terminal loops

Linker Domain DNA Linker Domain

Figure 10: Structure cristallographique des diméres STATI1 activés liant I’ADN et leurs sites de
modifications post-traductionnelles.

Les séquences consensus de SUMO sont en magenta et jaune. Les résidus leucine 706 (Leu 706) et tyrosine 701
phosphorylée (pTyr 701) sont des éléments critiques dans la stabilité de la formation des dimeéres. La lysine 703

(Lys 703) est indiquée par 1’étoile noire. La structure est adaptée de Chen et al. (Rogers et al., 2003).



En outre, I’équipe de KA. Mowen a démontré que la méthylation de 1’arginine 31 située dans
le domaine N-terminal de STAT1 empéche la liaison des diméres de pSTAT1 avec PIAS1 et
a donc un effet protecteur de STAT1 contre la SUMOylation. Cette méthylation de STAT1
augmente ainsi sa capacité de liaison a I’ADN et favorise sa rétention nucléaire (Mowen et al.,
2001).

1.5.1.4 ACETYLATION

Les protéines a activité Histone AcetylTransferase (HAT) telle que la CBP/p300 sont
responsables de 1’acétylation des K410 et K413 du DBD de STATI1 (Antunes et al., 2011,
Zhuang, 2013). L’acétylation de STATL est classiquement associée a une inhibition de
I’expression de ses genes cibles et donc de ses effets biologiques (Ginter et al., 2012).
L’équilibre entre les activités de la CBP/p300 et des histones désacétylases (HDACS)
contribue donc a la régulation de ’activité de STAT1 (Kramer et al., 2009) (figure 9). Le
mécanisme sous-jacent demeure discuté. Il pourrait faire intervenir un recrutement de la
phosphatase TC45 responsable de I’inactivation de STAT1 (Ginter et al., 2012; Kramer et al.,
2009). D’autre part, 1’acétylation de STAT1 contribue a ses effets biologiques par d’autres
mécanismes notamment dans 1’apoptose cellulaire. 11 a par exemple ét¢ démontré que
I’acétylation de STATI1 le rend capable d’interagir avec NF-kB dont la fixation aux
promoteurs de ses génes cibles est alors inhibée. L’acétylation de STAT1 est donc associée a
une inhibition de 1’activité transcriptionnnelle de NF-kB qui aboutit a I’apoptose cellulaire

(Zhuang, 2013).

1.5.2 INHIBITION DU RECEPTEUR

1.5.2.1 SOCS

Les Suppressors Of Cytokine Signaling (SOCS) interagissent via leur domaine SH2 avec les
tyrosines phosphorylées des JAKs associées a des récepteurs membranaires et inhibent ainsi
leur voie de signalisation. Cette interaction inhibe ’activité kinase des JAKs et empéche le
recrutement des effecteurs des voies de signalisation concernées tels que les STATS, les MAP

kinases ou la P13 kinase.



La signalisation des IFNs aboutit en outre a 1’activation de STAT1 qui régule lui-méme
I’expression de nombreux genes cibles dont ceux de SOCS1 et de SOCS3 (Cooney, 2002;
Lim and Cao, 2006). L’augmentation de 1’expression de ces deux SOCS aboutit a ’arrét de la
signalisation a partir des récepteurs des IFNs (Cooney, 2002). En modulant la durée
d’activation des voies de signalisation des IFNs, les SOCS contribuent donc a la régulation

des effets biologiques de STAT1 (Kim and Lee, 2007) (figure 9).

1.5.2.2 DEPHOSPHORYLATION DES JAKS

Certaines SHPs et PTPs responsables de I’inactivation de STAT1 sont également impliquées
dans I’arrét de la signalisation a partir des récepteurs par une déphosphorylation des JAKSs.
Les phosphatases SHP1 et SHP2 interagissent directement sur les récepteurs et conduisent a
la déphosphorylation de JAK1 et de JAK2 (David et al., 1995; Wu et al., 2002). La PTP1B
inhibe JAK2 et TYK2 (Myers et al., 2001). Ces déphosphorylations des JAKs contribuent

bien évidemment aussi a la régulation des effets biologiques de STAT1 (figure 9).



CHAPITRE Il. ROLES DE STAT1

2.1 DEFICIENCES EN STAT1

Les déficiences en STAT1 associées a une absence de signalisation en réponse aux IFNs, ont
¢té a la fois décrites dans des modeles murins et identifiées chez 1’homme. Les pathologies
associees a cette déficience en STAT1 ont contribué & la mise en évidence de ses principales

fonctions dans le cadre de ’immunité innée et d’une activité anti tumorale.

Le premier modele de souris deficientes pour STAT1 a été obtenu en 1996 (Durbin et al.,
1996; Meraz et al., 1996). Ces souris se développent normalement mais présentent un défaut
de réponse immunitaire (Boisson-Dupuis et al., 2012; Meraz et al., 1996). En effet, malgré un
nombre normal de leucocytes, elles présentent une susceptibilité accrue aux infections
bactériennes et virales témoignant du rdle essentiel de STATI dans I'immunité innée

(Boisson-Dupuis et al., 2012; Durbin et al., 1996).

De plus, apres implantation sous cutanée de cellules issus de mélanomes, le développement
de tumeurs est favorisé chez les souris déficientes pour STAT1 (Lesinski et al., 2003). Ces

études sur le modéle murin ont mis en évidence le réle anti-tumoral de STAT1.

Chez I’homme, de trés rares cas de déficiences en STATI1 ont été décrits. Six cas de
déficience complete et cing cas de déficience partielle ont été identifiés chez des patients
immunodéficients. Cette immunodéficience s’aveére mortelle dans presque tous les cas de
déficience complete en STAT1 comme D’illustre I’historique pathologique de deux d’entre

eux:

Le premier patient atteint d’une forme compléte de déficience en STAT1 (SD1) originaire
d’Arabie Saoudite, a été décrit en 2003 par le Dr. S. Boisson-Dupuis (Boisson-Dupuis et al.,
2012; Dupuis et al., 2003). Le gene STAT1 présentait une substitution T - C dans I’exon 20.
Cette mutation était associée a une altération de 1’expression de ’ARNm de STAT1 (STATla
et STATIP) qui était diminuée de moitié. En outre, cette substitution dans la région codante
du gene STAT1 permettait de prédire le remplacement du résidu conservé de leucine en
position 600 dans le domaine SH2 de la protéine STAT1 par une proline (L600P). Cependant,

une absence compléte d’expression de la protéine STATI a ét€ observée.
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Ce patient avait développé une infection au BCG (Bacille Calmette-Guérin) des 1’age de trois
mois et une premiére infection virale par HSV-1 a 1’age de douze mois qui s’est étendue au
cerveau et a la peau. Apres une courte période de rémission, une nouvelle infection par le

HSV-1 a entrainé la mort du patient a I’age de seize mois.

L’équipe de JL Casanova a également décrit le second patient présentant une déficience
compléte en STAT1 (SD2) (Chapgier et al., 2006). Ce patient, originaire du Pakistan,
présentait une mutation homozygote 1928insA du géne STATL. Cette insertion a engendré un
décalage du cadre de lecture conduisant a 1’introduction d’un codon Stop prématuré, a une
absence compléte de I’expression des ARNm et de la protéine STATI1. Ce patient a subi une
transplantation de moelle osseuse a 1’dge de huit mois sans effet sur I’amélioration de sa
qualité de vie. Soixante-dix jours post-transplantation, il a déeveloppé une infection fulminante
par ’EBV. Le patient est décéd¢ a I’age de onze mois suite a la susceptibilité accrue qu’il

présentait aux différentes infections bactériennes et virales.

2.2 ROLE DE STAT1 DANS L’ IMMUNITE

2.2.1 ROLE DE STAT1 DANS L’IMMUNITE INNEE

Les déficiences en STAT1 observées aussi bien dans les modéles animaux que chez I’homme
ont montré un réle capital de STATL1 dans les réponses immunitaires. En effet, STAT1, qui
est le principal effecteur des IFNs, joue un role essentiel dans I’immunité innée a plusieurs
niveaux. En effet, il exerce une activité antivirale par un arrét de la traduction et de la
réplication virale et une activité antibactérienne en favorisant la phagocytose par les
macrophages et la cytotoxicité par les LTs CD8. Il contribue également a la modulation de la
présentation antigénique et de la différenciation des lymphocytes T. Ces différents
mécanismes d’action de STAT1 dans I’immunité innée montre un large spectre de son

importance dans ce systeme.
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2.2.1.1 ACTIVITE ANTIVIRALE

L’activité antivirale de STAT1 se caractérise d’une part par un arrét de la traduction des
ARNm viraux en augmentant I’expression de la « Protein Kinase R » (PKR) et des « 2’5’
OligoAdenylate Synthetase » (OAS) et par d’autres mécanismes favorisant un arrét de la
réplication virale (Chesler and Reiss, 2002; Goodbourn et al., 2000; Pulit-Penaloza et al.,
2012; Schroder et al., 2004; Wong et al., 1997).

Lors de I’infection virale, la PKR, sérine/thréonine kinase sous forme inactive, est activée par
les ARN doubles brins viraux (ARNdb) qui se fixent au domaine dRBD (domaine N-
terminal) de la PKR, permettant ainsi un changement de conformation de celle-ci et son
autophosphorylation, exposant ainsi son domaine kinase. La PKR exerce son activité
antivirale en phosphorylant elF2a, facteur d’initiation de la traduction. La séquestration
résultante du facteur elF2B entraine I’arrét de la traduction virale (Chesler and Reiss, 2002;
Goodbourn et al., 2000; Sadler and Williams, 2008). STAT1 augmente les effets de la PKR
par deux types de mécanisme. D’une part, il a ét¢ démontré qu’apres stimulation par I’'IFNa,
STAT]1 augmente 1’expression de la PKR par I’intermédiaire de la séquence ISRE située dans

son promoteur (Khine and Lingwood, 2000).

D’autre études ont mis en évidence aprés stimulation par les IFNs, une interaction protéique
directe entre STAT1 et la PKR qui accentue les effets de la PKR sur la traduction virale
(Wong et al., 2001). Les domaines de STAT1 et de la PKR impliqués dans cette interaction
demeurent aujourd’hui discutés (Garcia et al., 2006; Schroder et al., 2004; Wong et al., 2001;
Wong et al., 1997) (tableau 1, figure 11).
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Activité anti-virale Activité anti-bactérienne

Arrét de la traduction Induction de la
7PKR, 70AS phagocytose
7 RFcy, 72 RC3

Arrét de la répliaction virale

7 MxGTPases Induction de la

Arrét du cycle cytotoxicité

cellulaire 21N
\ cycline D1
7p21°irt et p27Kiet
N c-Myc
Présentation antigénique Orientation Thl

Apprétement des antigénes
Protéasome: 7 LMP2, LMP7 et
MECL-1
Lysosome: / cathépsines—B, -H 712 et IL-4
et-L

Présentation antigénique
7 TAP-1 et CMH |
7 CMH Il

Fiqure 11: Réoles de STATI dans I’immunité innée.

En participant a la formation d’un complexe ISGF3, STAT1 augmente aussi la transcription et
donc DP’expression des OAS (2’5’Oligoadenylate Synthetase) en se fixant sur la séquence
ISRE de leur promoteur (Pulit-Penaloza et al., 2012) (tableau 1, figurell). La présence
d’ARNs simples brins viraux (ARNsb) active les OAS qui synthétisent des oligomeres d’ATP
(extrémités 2°5° oligoadénylates). Ce processus entraine 1’activation par dimérisation de la
RNase L qui dégrade a son tour les ARNsb modifiés menant a I’inhibition de la synthése
protéique. L’augmentation de 1’expression des OAS par STAT1 contribue donc a son effet

d’arrét de la traduction virale (Chesler and Reiss, 2002; Goodbourn et al., 2000).
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L’activité antivirale de STAT1 est également due a un arrét de la réplication virale (figurell).
En effet, STAT1 augmente I’expression des MxGTPases (Myxovirus GTPases) (Stevenson et
al., 2011). Ces protéines s’assemblent entre elles et se lient aux protéines de la nucléocapside
virale. Elles piegent ainsi les composants viraux au niveau cytoplasmique, bloquent leur
translocation nucléaire et leur transcription, favorisant la dégradation de la particule virale
(Cheon and Stark, 2009; Sadler and Williams, 2008; Stevenson et al., 2011).

D’autre part, STAT1 inhibe la réplication virale par ses effets sur le cycle cellulaire qui seront
décrits au chapitre 2.3 (Avalle et al., 2012; Chin et al., 1996; Dimco et al., 2010; Gough et al.,
2008; Regis et al., 2008) (figure 11).

2.2.1.2ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

Par I’intermédiaire d’un complexe transcriptionnel avec le facteur PU1, STATI1 augmente
I’expression du récepteur Fcy 1 (RFcyl) et du récepteur au Complément 3 (RC3) a la surface
des phagocytes tels les macrophages. Ces récepteurs sont capables de reconnaitre la partie
constante des immunoglobulines ayant elles méme reconnues les particules bactériennes. En
augmentant 1’expression de ces récepteurs, STAT1 favorise ainsi la phagocytose des

particules bactériennes (Aittomaki et al., 2000; Dominici et al., 2012) (figure 11).

STAT1 exerce aussi son activité antibactérienne par 1’augmentation de 1’activité cytotoxique
des macrophages en induisant leur production de monoxyde d’azote (NO). En effet, dans ces
cellules, STAT1 se fixe sur le promoteur d’IRF1 et augmente son expression. IRF1 se fixe a
son tour sur le promoteur de 1’inducible Nitric-Oxide Synthase (iNOS) et induit son
expression (tableau 1, figure 11). L’augmentation de I’expression de cette enzyme favorise la
production et la libération de NO par les macrophages (tableau 1) (Lohoff and Mak, 2005;
Macatonia et al., 1995).

2.2.1.3 MODULATION DE LA PRESENTATION ANTIGENIQUE

A) APPRETEMENT DES ANTIGENES

Concernant I’apprétement antigénique, STATT joue a la fois un réle au niveau du protéasome
et des lysosomes.
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Apres activation par I’'I[FNy, STAT1 augmente 1’expression des sous unités enzymatiques
LMP2, LMP7 et MECL-1 constituantes de I’immunoprotéasome (tableau 1 et 3). STATI
favorise ainsi la diversification des peptides issus du protéasome qui seront présentés par le
Complexe Majeur d’Histocompatibilité¢ I (CMH I) (Schroder et al., 2004) (figure 11).

STATI1 augmente également I’expression des cathépsines -B, -H et -L qui degradent les
peptides au sein des lysosomes. STAT1 augmente ainsi I’activité du compartiment lysosomial

et la production de peptides présentes par le CMH Il (Schroder et al., 2004) (figure 11).

B) LAPRESENTATION ANTIGENIQUE

Suite a son activation par I’'I[FNy, STAT1 augmente également 1’expression de composants
essentiels de la présentation antigénique comme le Transporter in Ag processing-1 (TAP-1)
(tableau 1), le CMH I et le CMH II par 1’augmentation de I’expression de Class Il of MHC
TransActivating protein (CIITA).

L’expression de TAP-1 favorise la présentation antigenique par le CMH 1. Ainsi,
I’augmentation de I’expression de TAP-1 par STAT1 est essentielle pour la translocation des
peptides antigéniques dans la lumiere du réticulum endoplasmique. Ces peptides seront
ensuite assemblés avec les molécules du CMH I avant d’étre exposés a la membrane par les

cellules immunitaires (Epperson et al., 1992; Schroder et al., 2004) (figure 11).

L’augmentation de 1’expression du CMH II est régulée transcriptionnellement par STAT1 qui
se fixe sur le promoteur de CIITA, régulateur transcriptionnel du CMH I, conduisant ainsi a
son expression et a celle du CMH Il (Muhlethaler-Mottet et al., 1998; Schroder et al., 2004)
(figure 11).

2.2.1.4 MODULATION DE LA DIFFERENCIATION DES LYMPHOCYTES T

La différenciation des lymphocytes T auxiliaires (LTs) se trouve a I’interface entre
I’immunité innée et I’immunité adaptative. Schématiquement, deux types de différenciation
peuvent étre distingués: les LT helper 1 (Th1) qui favorisent I’immunité a médiation cellulaire

et les LT helper 2 (Th2) qui favorisent la production d’anticorps.



L’IFNy est la cytokine majeure de 1’orientation Th1. L’IFNy induit la production d’IL-12 par
les macrophages favorisant ainsi 1’orientation Thl des LTs. Parall¢element, I’'IFNy inhibe la
production d’IL-4 par les cellules mastocytaires, empéchant ainsi la différenciation des
lymphocytes Th2 (Lohoff and Mak, 2005; Schroder et al., 2004) (figure 11). L’effet des deux
cytokines se réprime 1’'un I’autre dans la différenciation des lymphocytes Thl et Th2.

Dans les LTs, I’activation de STAT1 par I’'IFNy permet sa fixation sur le promoteur de T-bet
augmentant ainsi son expression. T-bet, facteur de transcription essentiel dans 1’orientation
Thl, induit ’expression de I’IFNy et celle de la sous unité B2 du récepteur a I’'IL-12 (IL-
12B2R) ce qui facilite ainsi la signalisation intra-lymphocytaire de 1I’IL-12. De plus,
I’activation de STAT1 dans les LTs inhibe la transcription et la production d’IL-4 par ces
cellules contribuant ainsi a 1’orientation de leur différenciation Thl (tableau 1) (Afkarian et

al., 2002; Lohoff and Mak, 2005; Yang et al., 2007).

L’activation de STAT1 favorise I’orientation Th1 également aux dépens de I’orientation Th17
qui est impliquee dans les pathologies inflammatoires et auto-immunes (Batten et al., 2006;
Hu and Ivashkiv, 2009; Villarino et al., 2010). Suite a une stimulation par I’IL-27 ou I’'IFNy,
deux mécanismes de STATL ont été décrits pour expliquer cette mise en défaut de
I’orientation Th17. Le premier d’entre eux dépend de 1’expression de T-bet qui est induite par
STATL. Classiquement, Runt-related transcription factor 1 (Runx-1) et RAR-related orphan
receptor yt (RORyt), qui sont deux facteurs de transcription essentiels a la différenciation
Th17, forment un complexe transcriptionnel régulant I’expression du geéne codant la protéine
RORyt. T-bet interrompt cette boucle amplificatrice qui favorise la différenciation Th17 via
une interaction directe avec Runx-1 qui empéche la fixation du complexe Runx-1/RORyt sur
le géne codant RORyt (Lazarevic et al., 2011). Le second mécanisme d’action de STAT1
inhibant la différenciation Th17 est indépendant de T-bet et implique une interférence sur les
effets de STAT3. En effet, le géne codant I’'TL-17, dont I’expression est caractéristique de
I’orientation Th17, est une des cibles transcriptionnelles de STAT3 qui contribue donc a la
différenciation Th17 (Chen et al., 2006).

2.2.2 ROLE DE STAT1 DANS L’IMMUNITE ADAPTATIVE

Contrairement a I’implication de STAT1 dans I’immunité innée, son role dans le cadre de

I’immunité adaptative a été peu décrit.



Ce role s’applique notamment dans I’expression des immunoglobulines (Ig) par les

lymphocytes B (LBs) et a constitué 1’un des objectifs de mes travaux de thése.

2.2.2.1EXPRESSION DES IMMUNOGLOBULINES PAR LES LB MATURES

Les LBs matures issus de la moelle osseuse n’ont pas encore rencontré 1’antigéne et sont donc
naifs. Ils expriment a la fois des IgM et des IgD a leur surface. Suite a la rencontre
antigénique dans les organes lymphoides secondaires tels la rate et les ganglions
lymphatiques, les LBs alors activés, vont poursuivre leur maturation (LeBien and Tedder,
2008; Tobon et al., 2013). Au cours de ce processus, les genes des Ig vont subir des
remaniements dont la commutation de classe ou CSR (Class Switch Recombination) qui
aboutit au changement de classe de I’Ig exprimée par les LBs dont par exemple 1’expression
d’une IgG. Au cours de la réponse immunitaire, ces LBs matures activés pourront devenir des

LBs mémoires ou encore des plasmocytes producteurs d’Ig sécrétées.

A) STRUCTURE ET FONCTION DES IMMUNOGLOBULINES

Les Ig sont constituées de deux chaines lourdes (heavy ou H) et de deux chaines légeres (light
ou L) identiques deux a deux et reliées par des ponts disulfure (Schroeder and Cavacini,
2010). Chaque chaine est formée d’un domaine N-terminal variable (V) qui contribue a la
reconnaissance spécifique de I’antigéne et d’un ou plusieurs domaines C-terminaux constants
(C) (figure 12) (Schroeder and Cavacini, 2010). Les domaines constants de la chaine lourde
d’une lg définissent son isotype ou sa classe et sa sous-classe. Chez I’homme, il existe cinq
isotypes différents correspondants aux IgM, IgD, 1gG, IgA et IgE, ainsi que quatre sous-
classes d’IgG (IgGl, IgG2, IgG3 et IgG4) et deux sous-classes d’IgA (IgAl et 1gA2).
L’action de la papaine sur les Ig engendre la libération du fragment cristallisable Fc et de
deux fragments Fab (fragment antigen binding). Le fragment Fc des Ig est reconnu par le
systéme du complément qu’il active et par les récepteurs Fc exprimés a la surface des cellules
effectrices de I’'immunité telles les macrophages. Chaque récepteur Fc étant spécifique d’une
classe et d’une sous-classe d’Ig, la réponse immunitaire dépend de I’isotype des Ig (Tobon et

al., 2013).
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Figure 12: Structure schématique de la molécule 1gG.

L: Light chain, H: Heavy chain, V: domaine variable, C: domaine constant, N-ter: extrémité N-terminale, C-ter:
extrémité C-terminale, S-S: ponts disulfures, Fc: fragment constant, Fab: Fragment liant I’antigéne. Papaine:
enzyme dont [’action sur une Ig libere un fragment Fc et deux fragments Fab.

B) LACOMMUTATION DE CLASSE DES IMMUNOGLOBULINES

Les LBs matures naifs expriment a leur surface deux types de récepteurs a I’antigéne (B cell
receptor ou BCR) dont la composition comprend soit une IgM soit une IgD qui différent par
la région constante de leur chaine lourde (IgH) (LeBien and Tedder, 2008; Tobon et al.,
2013). L’expression concomitante de ces deux immunoglobulines dans un méme LB est due a
1’épissage alternatif d’un transcrit primaire commun du gene codant IgH (Chaudhuri and Alt,
2004; Schroeder and Cavacini, 2010).

La région du chromosome 14 codant IgH (Tobon et al., 2013) comprend plusieurs régions

distinctes:

— une région Variable Diversity Joining (VDJ) qui a été réarrangée lors des étapes
précoces de la maturation des LBs dans la moelle osseuse et code pour la région
variable d’IgH.

— neufs segments Cy fonctionnels codant la région constante spécifique de chaque
classe et de sous-classe d’Ig parmi lesquels C, et Cs codent pour les IgM et les IgD.
Les genes Cy3, C,1, Cq1, Cyo, Cya, C; €t Cyp codant respectivement les régions constantes
des 1gG3, 1gG1, IgAl, 1gG2, 1gG4, IgE et IgA2 (Chaudhuri and Alt, 2004; Schroeder

and Cavacini, 2010) ne sont pas exprimés (figure 14).
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La rencontre des LBs matures naifs avec leur antigene au sein des organes lymphoides
secondaires va permettre leur activation, leur prolifération et différentes étapes de maturation.
Leur prolifération conduit a la formation des centres germinatifs ou se produisent deux des
étapes de leur maturation correspondant chacune a un remaniement du géne IgH:
I’hypermutation somatique (SHM) qui correspond a I’introduction de mutations dans la
région variable du gene IgH aboutissant a une augmentation de 1’affinité de I’'Ig pour son
antigene (Chaudhuri and Alt, 2004; Schroeder and Cavacini, 2010; Tobon et al., 2013) et la

commutation de classe (Class Switch Recombination ou CSR).

La CSR correspond a un remaniement du gene IgH au niveau des régions Cy qui entraine le
changement isotypique de I’Ig exprimée par le LB (Klein and Dalla-Favera, 2008; LeBien and
Tedder, 2008). Les LB matures activés exprimant une IgM et une IgD a I’entrée du centre

germinatif, exprimeront une IgG, une IgE ou une IgA apres avoir effectué la CSR (figure 13).
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Figure 13: Mécanisme de la CSR.

A: Vue d’ensemble de la CSR. B: Remaniement du locus IgH au cours de la CSR. Le LB naif quittant
la moelle osseuse, exprime a sa surface des IgM et des IgD. Son locus codant IgH contient les génes
de chacune des régions constantes (Cy). Chaque gene Cy est précédé d’un promoteur contrdlant sa
transcription et d’une région switch (S) riche en guanine/cytosine. Il migre vers les organes
lymphoides secondaires tels que la rate ou le ganglion ou il va rencontrer [’antigéne (Ag). Suite a la
stimulation antigénique, [’AID agit sur les régions S. Une recombinaison entre la région Su et une
des autres régions S a lieu et s’accompagne de libération des switch circles excisés. A 'issue de la

CSR, les LBs expriment des 1gG, des IgA ou des IgE.
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Le mécanisme de la CSR fait intervenir des séquences d’ADN appelées régions switch (S)
(Chaudhuri and Alt, 2004) qui sont situées en amont de chaque gene Cy, excepté C;. Lors de
’activation par la liaison a I’antigene, le LB est soumis a plusieurs stimulations activatrices
dont celles des cytokines du centre germinatif qui permettent I’induction de I’expression
d’ARN appelés germline transcripts issus de la transcription spécifique de certains génes Cy.
Ce processus de transcription actif favorise 1’accés a la région S du geéne Cy concerné
(Chaudhuri and Alt, 2004) (figure 13). Cette région S et la région S, deviennent alors les
cibles de I’Activation-Induced cytidine Deaminase (AID) dont I’expression a elle aussi été
augmentée par différents stimuli. L’ AID désamine les cytidines des régions S qui deviennent
des résidus d’uracile. Ceux-ci sont pris en charge par I’Uracil-DNA Glycosylase (UNG) qui
excise les résidus d’uridine du squelette pentose-phosphate (Chaudhuri and Alt, 2004).
L’action de I’Apurinique/ Apyrimidique Endonuclease 1 (APE1) aboutit alors a la cassure
double brin de ’ADN (Chaudhuri et al., 2003; Pieper et al., 2013). Les stimuli associés au
déclenchement de la CSR entrainent ainsi deux cassures doubles brin du gene IgH au niveau
de la region S, et au niveau d’une seconde région S comme la région S,; par exemple. La
poursuite de la CSR aboutit a la formation d’une molécule d’ADN circulaire appelée switch
circle qui correspond a la région du géne IgH excisée entre les régions S, et S, et a la
libération du géne IgH remanié dans lequel le géne C,; est immédiatement en aval de la
région VDJ (Chaudhuri et al., 2003; Shinkura et al., 2003). Le LB mature activé ayant subi la
CSR n’exprime alors plus d’IgM ni d’IgD mais une IgG1 dans cet exemple. Chaque région
constante étant reconnue par différents récepteurs, la CSR contribue ainsi a modifier le type

de réponse immunitaire.

Certains mécanismes utilisés dans la CSR sont communs a ceux mis en ceuvre au cours de la
réparation des cassures double brin de ’ADN faisant notamment intervenir des complexes
protéiques dont le systtme MMR (Chaudhuri and Alt, 2004; Grigera et al., 2013; Schrader et
al., 2002). Au cours de ma thése, nous avons mis en évidence 1’implication a la fois de

STAT1 dans ces complexes de réparation et dans I’expression des immunoglobulines.

L’orientation de la CSR qui aboutit a I’expression d’une classe d’Ig donnée par le LB, est
dépendante du type de stimuli déclencheur du processus. Par exemple, il a été démontré chez
la souris qu’une stimulation des LBs par des lipopolysaccharides et I’IL4 orientait la CSR
vers C,; et Ce alors qu’une stimulation par le LPS et I'IFNy orientaient la CSR vers C,,
(Chaudhuri and Alt, 2004; Xu et al., 2012) (figure 14).
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Figure 14: Orientation de la CSR.

La régulation et le déclenchement de la CSR sont sous le contrdle de facteurs de transcription
dont ceux régulant 1’expression des enzymes effectrices de ce processus. Il a ainsi été
démontré que PAired-box Protein 5 (Pax5) et IRF8, encore appelé Interferon Consensus
Sequence Binding Protein (ICSBP), induisent directement la transcription de I’AID (Klein
and Dalla-Favera, 2008; Lee et al., 2006). De plus, le facteur de transcription répresseur B cell
lymphoma 6 (BCLG6) qui est nécessaire a la formation des centres germinatifs, est également
impliqué dans la régulation de I’expression de I’AID et I’'UNG (Alinikula et al., 2011). 1l a
ainsi été récemment démontré que BCL6 induit indirectement 1’expression de 1I’AID en
réprimant 1’expression de miR-155 (Basso et al., 2012). Enfin, IRF8 et STAT5B qui induisent
la transcription de BCL6, contribuent donc également par son intermédiaire au déclenchement
de la CSR (Lee et al., 2006; Scheeren et al., 2005) (figure 16).

Suite aux différentes étapes de maturation déclenchées par la rencontre avec leur antigéne, les
LBs matures activés n’expriment plus qu’une classe d’Ig a leur surface correspondant & une
IgG, une IgA ou une IgE. Au cours de la réponse immunitaire, ces LBs deviennent soit des

LBs mémoires, soit des plasmocytes (Pieper et al., 2013) (figure 13).
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C) LA DIFFERENCIATION PLASMOCYTAIRE

Les LBs ayant subi la différenciation plasmocytaire ont pour principale fonction de sécréter
des Ig qui permettent I’opsonisation des agents pathogenes. C’est pourquoi, contrairement a la
situation observée dans les LBs mémoires, la grande majorité des Ig exprimées par les
plasmocytes ne présentent pas de domaine d’ancrage a la membrane et sont sécrétées.
L’obtention d’une Ig sous forme membranaire ou sécrétée dépend du choix entre deux sites de
polyadénylation lors de la transcription du géne Cy de I’IgH (Phillips et al., 2004) (figure 15).
Plusieurs exons de la région Cy codant le domaine d’ancrage membranaire de 1’Ig sont

transcrits uniquement lorsque le site de polyadénylation membranaire est choisi.
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Figure 15: Modele schématique de l’épissage par polyadénylation d’une Immunoglobuline (ici

1gM).

La régulation de la différenciation plasmocytaire dépend principalement du facteur de
transcription répresseur B lymphocyte Induced Maturation Protein 1 (BLIMP1) dont
I’expression est directement induite par STAT3 et IRF4 (De Silva et al., 2012; Diehl et al.,
2008; Kwon et al., 2009; Nutt et al., 2011). BLIMP1 réprime la transcription de nombreux

géenes dont Pax5 et BCL6 qui sont impliqués dans la régulation de la CSR (Cimmino et al.,
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2008; Lin et al., 2002). BCL6 réprimant directement la transcription de BLIMP1 (Tunyaplin
et al., 2004), il existe donc une inhibition réciproque de BLIMP1 et BCL6 (figure 16).

De plus, par I’intermédiaire de la répression de Pax5, BLIMP1 induit I’expression de X-box
binding Protein 1 (XBP1) qui contribue a la différenciation plasmocytaire (Reimold et al.,
1996).
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Figure 16: Régulation croisée de la CSR et de la différenciation plasmocytaire.

Les fleches « = » représentent un effet activateur, les fléches « % représentent un effet inhibiteur. IRF4:
Interferon Regulatory Factor 4, STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3, BLIMP1: B
Lymphocyte- Induced Maturation protein 1, PAX5: PAired-box Protein 5, BCL6: B-Cell Lymphoma 6, XBP1: X-

box binding Protein 1, CSR: Class Switch Recombination.

2.2.2.2ROLE DE STAT1 DANS L’ IMMUNITE ADAPTATIVE

Contrairement aux nombreux roles de STAT1 décrits dans I’immunité innée et ceux décrits a
I’interface des deux immunités tels que favoriser 1’orientation Thl et I’inhibition Th2 et Th17
ou favoriser la présentation antigénique par le CMH I, peu de réles sont décrits pour STAT1
dans les cellules B au cours de I’immunité adaptative. Cependant, des études faites chez la
souris ont montré que STAT1 avait un role dans 1’orientation de la CSR vers la production

d’IgG2a.
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En effet, il a été démontré dans des lymphocytes B murins apres différents types de
stimulations, que STAT1 forme un complexe transcriptionnel avec le facteur de transcription
« E26 transformation-specific 1 » (Ets-1) qui induit la transcription de T-bet. T-bet qui induit
directement I’expression des germline transcripts du géne CHy2a, oriente ainsi la CSR vers la
production d’IgG2a (Nguyen et al., 2012; Xu and Zhang, 2005; Yoshimoto et al., 2004).

D’autre part, il a également été démontré chez la souris que STAT1 interfére sur 1’orientation
de la CSR vers la production d’IgE par I’IL-4 (Venkataraman et al., 1999). En effet, I’'IL-4
induit ’activation de STAT6 qui se fixe sur le promoteur du géne CHe, induit I’expression
des germline transcripts correspondants et oriente ainsi la CSR vers la production d’IgE. En
induisant 1’expression de SOCS1, STAT1 favorise la déphosphorylation de STAT6 et inhibe

ainsi les effets de 1’IL-4 sur ’orientation de la CSR.

2.3 ROLE PRO APOPTOTIQUE

Le role pro-apoptotique de STAT1 résulte de son implication a la fois dans la voie intrinseque
de I’apoptose via les récepteurs de «mort», et dans la voie mitochondriale. Dans ce cadre,
STAT1 met en ceuvre a la fois des mécanismes d’actions transcriptionnels et non

transcriptionnels.

2.3.1 ACTIVITE TANSCRIPTIONNELLE PRO-APOPTOTIQUE

2.3.1.1LIGANDS ET RECEPTEURS DE MORT: FAS/FASL, TRAIL/TRAILR

L’activation de la voie intrinseque de I’apoptose est initiée par la fixation d’un ligand sur les

récepteurs de mort dont Fas.

La fixation du ligand FasL, qui appartient a la famille du TNF, a son récepteur Fas permet la
formation d’un trimére du récepteur qui, via son domaine de mort, s’associe a 1’adaptateur
FADD. L’association de ce complexe a la pro-caspase 8 entraine le clivage de la pro-caspase
8 qui est alors activée. Cette derniére initie la cascade d’activation des autres caspases

effectrices aboutissant finalement a 1’apoptose (Nagata, 1997; Xu et al., 1998).
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Une des fonctions pro-apoptotiques de STAT1 résulte de son réle dans la régulation de
I’expression a la fois des récepteurs et des ligands de mort cellulaire tels Fas/FasL (tableau 1
et 3) ou encore « Tumor-necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand/Receptor »
(TRAIL/TRAIL-R). STAT1 activé par I’IFNy induit I’expression de Fas et FasL dans certains
types cellulaires tels que les fibroblastes (Xu et al., 1998) ou les cellules microgliales (Kim
and Lee, 2007; Lee et al., 2000) mais aussi celle de TRAIL et TRAIL-R notamment dans des

lignées cellulaires d’hépatome humain (Kim and Lee, 2007) (figure 17).

Activité transcriptionnelle directe de STAT1 Interactions protéiques
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Figure 17: Régulation de I’apoptose par STATI (d’aprés (Kim and Lee, 2007)).

STAT1, 2 et 5:Signal Transducer and Activator of Transcription 1, 2 and 5, TRAIL: tumor-necrosis-factor
related apoptosis inducing ligand, iNOS: Inducible Nitric Oxide Synthase, Bcl-XI: B-cell lymphoma-extra large,
Bcl2: B-cell leukemia protein-2, Bax: Bcl2—associated X protein, FasL: Fas Ligand, Mdm2: Mouse double
minute 2 homolog, TNFa: tumor necrosis factor alpha, TRADD: Tumor necrosis factor receptor type 1-
associated DEATH domain protein, NF-«B: nuclear factor-kappa B, Ac: Acétylation.

2.3.1.2LES CASPASES

STATL1 exerce également un role apoptotique en augmentant I’expression des pro-caspases
(figure 17). 11 a ainsi été¢ démontré que STATI est nécessaire a 1’expression constitutive des
pro-caspases 1 et 11 dans les lymphocytes murins (Lee et al., 2000) et des pro-caspases 1, 2 et
3 dans les fibroblastes humains (Kumar et al., 1997).
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De plus, STAT1 est capable d’induire 1’expression des pro-caspases 1, 2, 3, 7, 8, 9 et/ou 11 en
fonction des stimulations appliquées et des types cellulaires considérés (Fulda and Debatin,
2002; Huang et al., 2000; Ossina et al., 1997; Refaeli et al., 2002; Sironi and Ouchi, 2004;
Stephanou et al., 2000).

Enfin, si STAT1 favorise I’action de caspases en induisant leur expression, il constitue

également une de leurs cibles (King and Goodbourn, 1998).

2.3.1.3 INOS

L’induction de I’expression de I'iNOS par STATI qui est impliquée dans ses roles
antibactériens (cf chapitre 2.1.1.2) contribue également a son action pro-apoptotique. En effet,
I’augmentation de la production de NO qui en résulte favorise I’induction de la mort cellulaire
a la fois via la voie mitochondriale de I’apoptose et la p53 (Brown, 2001; Brown and
Borutaite, 2001; Brune, 2003; Dimmeler and Zeiher, 1997; Kamijo et al., 1994; Kim and Lee,
2007; Schneiderhan et al., 2003) (figure 17).

2.3.1.4BcL-XL, BcL2

En plus de moduler les genes induisant la mort cellulaire, STAT1 peut aussi inhiber
I’expression de genes de la survie cellulaire tels Bcl-XL et Bcl2 dont 1’action protége
I’intégrité mitochondriale (Regis et al., 2008; Stephanou et al., 2000). STAT1 réprime la
transcription de Bcl-XL par I’intermédiaire d’un site GAS présent dans son promoteur (Fujio
et al., 1997) et celle de Bcl2 en association avec IRF1 via les séquences ISRE de son
promoteur (Heckman et al., 2000; Ning et al., 2010) (tableau 1, figure 17).

2.3.2 AUTRES ACTIVITES PRO-APOPTOTIQUES

Certains mécanismes pro-apoptotiques de STAT1 sont indépendants de son activité
transcriptionnelle. Ils mettent en ceuvre certaines interactions protéiques telles que celles

impliquant ’adaptateur TRADD du récepteur de mort au TNFa, la protéine p53 et le NF-kB.

Page 49




2.3.2.1INTERACTION AVEC TRADD

La voie de signalisation du TNFa est médiée par I’activation du récepteur de mort cellulaire
Tumor Necrosis Factor alpha Receptor 1 (TNFR1). Suite a la fixation du TNFa sur son
récepteur, la protéine TNFR1-Associated Death Domain protein (TRADD) est recrutée sur ce
récepteur et active deux voies de signalisation ayant des effets opposés. La premiere méne a
I’activation de NF-«xB et est en faveur de la survie cellulaire par I’intermédiaire du complexe
associant TRADD, le facteur TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2) et la
sérine/thréonine kinase Receptor-Interacting Protein (RIP). La seconde voie de signalisation
activée correspond a celle des caspases dont la caspase 8 et conduit a 1’apoptose. Cette
derniére implique quant a elle la formation d’un complexe entre TRADD et FADD que nous

avons décrit précédemment (Wang et al., 2000) (figures 17 et 18).

STAT]1 oriente la signalisation du TNFa vers la voie apoptotique. En effet, par sa fixation
directe sur TRADD via sa tyrosine 701, STAT1 empéche la fixation du complexe compose de
RIP et de TRAF2. L’inhibition de la formation de ce complexe conduit a I’inhibition de la
voie d’activation de NF-xB et de la survie cellulaire (Suk et al., 2001; Wang et al., 2000;
Wesemann et al., 2004) (figure 17) (Kumar et al., 1997; Wang et al., 2000) (figures 17 et 18).
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Figure 18: Action de STAT1 sur les voies de signalisation induites par le TNFa.

TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha, TNFR: Tumor Necrosis Factor alpha Receptor, TRADD: TNFR1-
Associated Death Domain protein, TRAF2: TNF receptor-associated factor 2, RIP: Receptor-Interacting

Protein, FADD: Fas Associated Death Domain, NF-«B: nuclear factor-kappa B.
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2.3.2.2LA P53

STATI interagit aussi avec la p53, facteur de transcription et régulateur majeur de 1’apoptose
et du cycle cellulaire (tableaux 1 et 3). En absence d’activation, la p53 est associée a
I’ubiquitine ligase Mouse double minute 2 (Mdm2) ce qui favorise sa degradation
protéasomale et aboutit a un faible niveau d’expression basal de la p53 (Haupt et al., 1997).
Différents stress cellulaires dont les 1ésions de I’ADN vont entrainer 1’activation de la kinase
ATM qui est elle-méme responsable de ’activation des kinases Checkpoint kinase 1 et 2
(Chkl et 2) qui phosphorylent Mdm2. Cette phosphorylation de Mdm2 aboutit a la
dissociation du complexe formé avec la p53 et ainsi a I’augmentation du niveau d’expression
de la p53. Celle-ci est alors activée par phosphorylation et active la transcription de ses genes
cibles pro-apoptotiques (Ak and Levine, 2010).

STATI1 favorise 1’action de la p53 par deux mécanismes distincts. D’une part, il inhibe
I’expression transcriptionnelle et protéique de Mdm2 et augmente ainsi la stabilité et le niveau
d’expression de la p53 (Townsend et al., 2004). De plus, STAT1 interagit directement via son
domaine TAD avec le DBD de la p53 dont il augmente ainsi 1’activité transcriptionnelle
(Townsend et al., 2004; Youlyouz-Marfak et al., 2008). Indirectement, STAT1 augmente
donc le niveau d’expression de plusieurs autres génes pro-apoptotiques dont ceux codant

Bcl2—associated X protein (Bax), Noxa et Fas (Townsend et al., 2004) (figure 17).

2.3.2.3NF-kB

Au-dela de son interaction avec les complexes récepteurs de mort, STAT1 inhibe également
la signalisation de NF-xB via une interaction directe protéine-protéine. En effet, des études
ont révélé que 1’acétylation de STAT1 sur ses lysines K410 et K413 (cf chapitre 1.5.1.4)
favorise son interaction avec NF-kB (p65). STAT1 acétylé contribue ainsi a la séquestration
de NF-kB dans le cytoplasme inhibant I’expression de ses génes cibles anti-apoptotiques tels
que Bcl-XL, la survivine ou STAT5 (Kramer et al., 2006). Cette forme acétylée de STAT1
participe donc aussi a la mort cellulaire par un mécanisme non transcriptionnel direct (Kim
and Lee, 2007) (figurel?).
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2.4 ROLE ANTI-PROLIFERATIF DE STAT1

STAT1 exerce principalement son réle antiprolifératif par un arrét du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est régulé par des complexes protéiques formés de cyclines et de kinases
correspondant aux Cyclins-Dependent Kinases (CDKs). L’activité des CDKs est dépendante
de leur association avec certaines cyclines dont les expressions varient au cours du cycle
cellulaire. Ainsi, les complexes cycline A/ CDK1 et cycline A/ CDK2 régulent la phase S et la
transition S/ G2, le complexe cycline B/ CDKL1 régule la transition G2/ M, les complexes
cycline D/ICDK4 et cycline D/ CDK6 sont exprimés pendant la phase G1, et le complexe
cycline E/ CDK2 régule la transition G1/ S (Lim and Kaldis, 2013). Au cours de la phase G1
et de la transition G1/S, les complexes cycline/CDK exprimés phosphorylent la protéine
« Retinoblastoma tumor suppressor protein» (Rb) ce qui entraine la dissociation du
complexe que Rb formait avec le facteur de transcription E2F qui active alors la transcription

de ses génes cibles et favorise la progression du cycle cellulaire (figure 19).

STAT1
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Figure 19: STATI et ’arrét du cycle cellulaire.

|: inhibition, > - activation.
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Le cycle cellulaire est régulé par de nombreux mécanismes dont ceux faisant intervenir des
inhibiteurs des CDKs (CKI) tels la p21 et la p27. Les mécanismes d’inhibition de ces deux
CKIls impliquent une interaction protéique avec les CDKs qui inhibe leur activité kinase dans
le cas de la p21 et qui empéche les phosphorylations activatrices des CDKs pour la p27.
L’action de la p21 ou de la p27 induit préférentiellement un arrét du cycle au cours des points
de contréle « ckeckpoints » G1/S et G2/M. Le facteur de transcription c-Myc qui inhibe la
transcription du géne codant la p21 et accentue la dégradation de la protéine p27, favorise
donc la progression du cycle cellulaire en diminuant I’expression de ces deux CKIs (Gough et
al., 2008; Rundhaug, 2005) (figure 19). De plus, le gene RIG-G dont I’expression est induite
dans des cellules de leucémie promyélocytaire aigue traitées par ’acide transrétinoique,
inhibe 1’expression de c-Myc et son action est donc associée a un arrét du cycle cellulaire en
G1/S (Gough et al., 2008; Rundhaug, 2005).

STAT1 interfere a plusieurs niveaux de la régulation du cycle cellulaire. Dans les cellules
myéloides, suite a son activation par I’acide rétinoique, STAT1 favorise un arrét du cycle
cellulaire en inhibant 1’expression des cyclines A, B, D2, D3 et E (Avalle et al., 2012)
(tableau 3). Il agit également au niveau des complexes cycline/CDK. Par exemple, il a été
démontré que STAT1 activé sur sa S727 se fixe au complexe cycline D1/ CDK4 favorisant sa

dissociation et ainsi un arrét du cycle (Dimco et al., 2010) (figure 19).

Au-dela de son action sur les effecteurs du cycle cellulaire, STAT1 favorise également son
arrét en modulant ’expression de ses régulateurs. Ainsi, il a ét¢ démontré que STAT1 arréte
le cycle cellulaire dans de nombreux cancers et dans les cellules myéloides en induisant
I’expression de la p21 et/ou de la p27 (tableaux 1 et 3, figure 19) (Avalle et al., 2012;
Bromberg, 2002; Chin et al., 1996; Dimberg et al., 2003; Dimco et al., 2010; Gough et al.,
2008; Lim and Kaldis, 2013). Enfin, STAT1 contribue également a ’arrét du cycle cellulaire
en inhibant 1’expression de la protéine c-Myc (Gartel et al., 2001; Ramana et al., 2000; Schlee
et al., 2007) ou en induisant I’expression de RIG-G (Gough et al., 2008; Rundhaug, 2005).

2.5 ROLE ANTI-TUMORAL

STATL1 est considéré comme un suppresseur de tumeur car impliqué dans 1’inhibition de la
tumorigénése, 1’angiogénese et la formation de métastases (Bromberg, 2002; Huang et al.,
2002; Koromilas and Sexl, 2013).
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2.5.1 ACTION ANTI-TUMORALE DE STAT1

Les propriétés anti-tumorales de STAT1 passent tout d’abord par son action pro-apoptotique
sur la voie des récepteurs de mort cellulaire et la voie mitochondriale (chapitre 2.2), par son
action antiproliférative sur le cycle cellulaire (chapitre 2.3) mais aussi par son role dans la
surveillance immunitaire anti-tumorale en agissant sur la présentation antigénique (chapitre
2.1). En effet, chez la souris, une étude a montré qu’une déficience en STATI, associée a un

défaut de la p53, favorise la formation de tumeurs transplantées (Kaplan et al., 1998).

De plus, les roles de STATL1 et STAT3 sont décrits comme opposés dans la tumorigénese. En
effet, I’action de STAT3 favorise la survie et la prolifération cellulaire et il est surexprimé
dans la plupart des cancers, alors que STAT1, comme nous 1’avons décrit ci-dessus, présente
des réles antiprolifératifs et pro-apoptotiques (Avalle et al., 2012; Kim and Lee, 2007; Regis
et al., 2008). Pourtant, une surexpression et une activation de STAT1 sont retrouvées dans de
nombreux cancers tels le cancer du sein, de la téte et du cou, des mélanomes, de leucémies et
de lymphomes (Adamkova et al., 2007; Bowman et al., 2000; Gouilleux-Gruart et al., 1996;
Koromilas and Sexl, 2013). Une des hypotheses proposées par N. N. Khodarev (Khodarev et
al., 2012) pour expliquer cette observation est que I’activation de STATI1 entraine une
résistance des cellules cancéreuses aux agents génotoxiques favorisant ainsi I’enrichissement

et le développement de clones de survie dans lesquels il est surexprimé (chapitre 2.4.3.3.B).

2.5.2 ACTIONS ANTI-ANGIOGENIQUE ET  D’INHIBITION DES
METASTASES

Plusieurs réles de STATL1 contribuent a son action anti-tumorale parmi lesquels son action
anti-antigénique est prépondérante. Les souris déficientes en STATL1 présentent une
augmentation de I’angiogénése démontrant le role clé de STATI1 dans I’inhibition de ce
mécanisme (Battle et al., 2006).

En effet, ’activation de STAT1 est associée a I’induction de 1’expression de chimiokines anti-
angiogéniques (Avalle et al., 2012; Cheon et al., 2011) (tableau 3). Il a ainsi été démontré
dans les cellules microgliales stimulées par I’'IFNy, que STAT1 induit ’expression de CXCL9
et de CXCL10 par I’intermédiaire d’un complexe avec PU.1 (Hiroi and Ohmori, 2003). Dans
les cellules rénales embryonnaires de souris, c¢’est un complexe formé de STAT1, CREB, NF-
kB qui induit I’expression de CXCL9 (Hiroi and Ohmori, 2003).
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Enfin, dans les kératinocytes, STAT1 forme un complexe avec IRF1 et NF-kB qui induit
I’expression de CXCL9, 10 et 11 (Weichselbaum et al., 2008).

STAT]1 inhibe également I’action de deux facteurs de croissance pro-angiogéniques majeurs
que sont le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) et le Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF). Ainsi, STAT1 exerce un effet anti-tumoral en inhibant I’expression du bFGF dans
les cellules de sarcomes. D’autre part, STATI1 inhibe Dl’activit¢ du VEGF en réprimant
I’expression de ses genes cibles pro-angiogéniques dont la grande majorité favorise la
dégradation de la matrice extracellulaire. Ainsi, 1’activation de STATL est associée a une
diminution de I’expression de 1’angiopoiétine 2, de 1’urokinase activatrice du plasminogeéne
(uPA), de la Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1 (TIMP-1), de la cyclo-oxygénase 2 qui
initie la synthése des prostaglandines et du récepteur au VEGF 2 (VEGF-R 2) (tableau 3)
(Battle et al., 2006; Rundhaug, 2005). Enfin, STAT1 inhibe également I’expression de
métalloprotéinases matricielles dont MMP2 et MMP9, qui contribuent au remodelage de la

matrice extracellulaire nécessaire a la formation de vaisseaux (Rundhaug, 2005).

Arrét du cycle cellulaire 7 p21, p27
7Fas, FasL, TRAIL
Induction de I’apoptose 7 caspases 1,3,7,8
7 NO
N\ c-Myc

Inhibition de la croissance cellulaire \ Cyclines A, B, D2, D3 et E

N bFGF, MMP2, MMP9

Inhibition de l'angiogénése N CXCL9, CXCL10 et CXCL11
N VEGF
7 LMP2, LMP7
Induction de la surveillance Immunitaire 7CMHI

7 CIITA, 2 CMH Il

Tableau 3: Rbéles de STAT1 dans la tumorigéneése.

2.5.3 ROLE DE STAT1 DANS LA REPONSE AUX AGENTS
GENOTOXIQUES

Le génome humain est exposé quotidiennement a des événements génotoxiques tels que les

radiations ultraviolettes (UV) ou le stress oxydatif (radicaux libres).
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L’exposition des cellules aux agents génotoxiques mene a des lésions de I’ADN dont font
parties les mutations, la formation d’adduits, les mésappariements ou le pontage intra- ou

inter-brins, ou encore les cassures simples ou double brin (figure 20).

Agents Lésions

<€ Pontages entre ADN/proteine

Radiations ionisantes, >

Cisplatine h Cassures double brin
Cisplatine —_— € Liaison intra/inter brins
MNNG a

Cisplatine €—— Adduits

Radiationsionisantes,

uv OH-O-T b Altération des bases
MNNG
Radiations ionisantes === Cassures simple brin
X .
CT <€ Délétionsfinsertions
A
('\:/ilzy\llgti(r?e —_— G €—— Mésappariements

Fiqure 20: Type de lésions d’ADN.

A: adénine, C: cytosine, T: thymine, G: guanine. O: oxygéne, H: hydrogéne. MNNG: N-Methyl-N-

nitro-N-nitrosoGuanidine.

Ces lésions sont prises en charge par les systémes de réparation de I’ADN. Toutefois, lorsque
les Iésions sont trop importantes, ces systémes de réparation ne sont plus assez efficaces et des

mécanismes de signalisation conduisant a 1’apoptose cellulaire sont déclenchés (figure 21).

Physique Chimique

uv Agents carcinogénes

ol

Lésions

\

Arrét du cycle cellulaire

Non réparation de ’ADN Réparation de ’ADN
Apoptose Reprise du cycle cellulaire

Figqure 21: Origines des lésions a I’ADN et conséquences.

UV: UltraViolets.
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Dans cette optique, des agents génotoxiques sont utilisés comme chiomiothérapies
anticancéreuses. Par exemple, la doxorubicine, qui est un agent intercalant de I’ADN ou la
fludarabine qui est un analogue de 1’adénine, sont utilisées pour leurs propriétés cytotoxiques
empéchant les mécanismes de la réplication. Nos travaux ayant utilise deux agents
génotoxiques alkylants, une description bréve de leur mécanisme d’action et des systemes de
réparation de I’ADN qu’ils activent est présentée ci-dessous. Les implications connues de

STATL1 dans la réponse aux agents génotoxiques sont ensuite présentées.

2.5.3.1LES AGENTS ALKYLANTS GENOTOXIQUES

Les agents alkylants ou méthylants sont des agents génotoxiques d’origine chimique qui
peuvent étre divisés en deux catégories: les agents alkylants monofonctionnels Sy1 dont
I’action modifie une seule base azotée de I’ADN et les agents alkylants bifonctionnels Sy2 qui
modifient deux sites réactionnels et les lient en formant des pontages entre un brin d’ADN et
une protéine, entre deux brins d’ADN, ou entre deux bases d’un méme brin d’ADN (Helleday
et al., 2008; Karran, 2001; Stojic et al., 2004). Les mécanismes d’action d’un agent Sy1, le
MNNG et d’un agent Sn2, le cisplatine sont décrits ci-dessous.

Le MNNG

Le MNNG (N-Methyl-N"-nitro-N-nitrosoGuanidine) est un agent de type Syl considéré
comme cent fois plus toxique que les agents Sy2 (Bignami et al., 2000) et n’est pas utilisé en
chimiothérapie anticancéreuse. 11 ajoute des groupements alkyles en position O° de la guanine
ou en position O* de la thymine. Ces modifications chimiques changent le nombre ou la
position des groupements capables de former des liaisons hydrogenes avec leur base
complémentaire. Lors de la réplication, I’ADN polymérase incorpore alors une thymine
comme complémentaire de la O°-méthylguanine (O°-MeG) et une guanine face a la O*-
méthylthymine (O*-MeT), ce qui équivaut & I’introduction de mésappariements. Ces derniers
sont reconnus et pris en charge par le systtme MMR (MisMatch Repair) préférentiellement
mais aussi le systeme BER (Base Excision Repair) (Stojic et al., 2004) (figures 22 et 23).
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Le Cisplatine

Le cisplatine (Cis-diaminedichloroplatinum) est 1’'un des agents chimiothérapeutiques les plus
utilisés dans de nombreux cancers dont celui des testicules et des ovaires (Stojic et al., 2004).
Cette substance modifie principalement la position N’ des bases puriques (Adénine ou
Guanine) et génére des liens intra- et inter-brins entre les bases modifiées. Ces pontages
provoquent un changement de conformation locale du double brin d’ADN qui active les

systemes NER (Nucleotide Excision Repair) et MMR (Stojic et al., 2004) (figures 22 et 23).

z+ - CI\ /CI
| Pt
B VAN
N HN NH,
[o]
(MNNG)

Figqure 22: Structures chimiques du N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine  (MNNG) et du
cisplatine.
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Figure 23: Représentation _moléculaire de ’action du MNNG sur la guanine impliquant des

mésappariements et du cisplatine sur la les bases puriques (A ou G) impliguant des pontages de

I’ADN.

MMNG: N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine, G: guanine, C: Cytosine, A: Adénine, T: Thymine.
Pt = platine. A, G, C, T = bases de I’ADN (Adénine, Guanine, Cytosine, Thymine).

2.5.3.2LES SYSTEMES DE REPARATION DE L’ADN

Les altérations créées par les agents génotoxiques alkylants activent différents systemes de

réparation de I’ADN: les mésappariements générés par le MNNG lors de la réplication

activent préférentiellement le MMR. Le BER, qui est lui aussi activé, prend seulement en

charge la réparation au niveau de la paire de base altérée. Les pontages générés par le

cisplatine créent des distorsions de plus grande taille de la double hélice d’ADN. Dans ce cas,

le NER sera préférentiellement activé bien que le MMR puisse éventuellement prendre en

charge ces lésions.
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Lorsque les 1ésions de I’ADN sont importantes, leur prise en charge par le MMR, le BER ou
le NER peut aboutir a la formation de cassures double-brin de I’ADN qui activent a leur tour

d’autres systemes de réparation.

A) SYSTEME DE REPARATION DES MESAPPARIEMENTS OU MMR (MISMATCH REPAIR)

Le MMR (MisMatch Repair) reconnait et corrige les mésappariements (Stojic et al., 2004).
Contrairement aux systemes BER et NER qui excisent et remplacent une base ou quelques
nucléotides, le mécanisme utilisé par le MMR correspond a I’excision puis a la resynthése de

la portion du brin d’ADN porteur du mésappariement lors de la phase de réplication.

Le systeme MMR a été principalement étudié chez les procaryotes. Ce mécanisme comprend
les étapes suivantes (Karran, 2001; Stojic et al., 2004) (figure 24): Les mésappariements sont
reconnus par la protéine MutSa (Mutator Sa) qui se lie a la base incorrecte afin d’initier la
cascade du systtme MMR. En présence d’ATP, MutSa recrute MutLa (Mutator L) qui
assure la stabilisation de 1’association de MutSa a I’ADN. Le complexe MutSa/ MutLa va a
son tour recruter de I’endonucléase MutH. Apres déplacement et positionnement du complexe
sur une séquence voisine GATC, MutH clive le brin d’ADN nouvellement synthétis¢ non
méthylé et I’exonucléase EXO 1 élimine la région d’ADN mésappariée. La séquence
incorrecte est ensuite remplacée par une copie fidele par resynthése du brin fille par I’ADN
polymérase Il (DNA pol I1I) suivie d’une ligature par I’ADN ligase (Weichselbaum et al.,
2008).

Chez les eucaryotes, I’équivalent de MutSa correspond au complexe MSH2/6 (MutS protein
homolog 2/6) et celui de MutLa a MLH1/ PMS2 (MutL homolog 1/ Postmeiotic segregation
increased 2) (Karran, 2001; Stojic et al., 2004). 1l n’y a pas d’équivalent chez les eucaryotes
de MutH car I’activité endonucléase est directement assurée par les hétéro-complexes
MSH2/MSH6/MLH1/PMS2 (Jiricny, 1998; Li, 2008; Schofield and Hsieh, 2003;
Weichselbaum et al., 2008) (figure 24).



" MutH

ADN pol I,
ADN Ligase

Figure 24: Représentation schématique de la réparation post-réplicative du MMR dans les

cellules procaryotes.

L’incorporation erronée de la thymidine (rouge) opposée a la guanine durant la réplication de
I’ADN donne des mésappariements G/T la translocation du complexe MutSo/MutLo sur I’ADN est
symbolisée par la fleche rouge et clive le brin d’ADN non méthylé, nouvellement synthétisé a partir
d’une séquence voisine GATC, aidé de [’exonucléase EXO 1. L’exonucléase se dissocie du complexe
avant d’emporter le mésappariement. La resynthése du brin est assurée par I’ADN polymérase II1

(ADN pol I1I) et est scellé par une ADN ligase.

B) SYSTEME DE REPARATION PAR EXCISION DE BASES OU BER (BASE EXCISION
REPAIR)

Le systeme BER (Base Excision Repair) est activé par différents types de modifications des
bases de ’ADN. Ce systéme de réparation concerne une seule base de 1’endommagement
d’ADN qui peut étre une base oxydée, une base alkylée ou éventuellement des sites

abasiques.
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Dans la version simple (short-patch), un seul nucléotide est remplacé. Ce mécanisme peut
étre résumé ainsi: il débute par une action de ’ADN glycosylase. Le résidu abasique est
ensuite lui-méme excise avec rupture du squelette pentose-phosphate par I’APE 1
(apurinic/apyrimidic endonuclease 1). Le remplacement du nucléotide manquant est alors
effectué par ’ADN polymérase P suivie de celle de I’ADN ligase 3 (Sancar et al., 2004;
Saribasak and Gearhart, 2012).

C) REPARATION DES CASSURES DOUBLE-BRIN

Les cassures double-brin de I’ADN provoquées par les agents génotoxiques sont reconnues
par le complexe MRN (Mrell/Rad50/Nbsl) qui recrute ATM (Ataxia-telangiectasia
Mutated), un des membres de la famille des protéines Phosphatidylinositol 3-Kinase-like-
Kinase dont font aussi partie ATR (Ataxia-telangiectasia and Rad3-related) ou la DNA-PK
(DNA-dependent Protein kinase) (Bakkenist and Kastan, 2003). ATM est activée par
autophosphorylation et phosphoryle les protéines histones H2AX (Histone 2AX) alors
appelées YH2AX (Burma et al., 2001). Les histones recrutent d’autres médiateurs tels que
MDC1 (Mediator of DNA damage Checkpoint protein 1) qui favorise le recrutement de
nouveaux complexes MRN/ATM amplifiant ainsi le signal (figure 25). Les voies de
signalisation engagées apres reconnaissance des cassures double-brin d’ADN aboutissent a
I’activation de systémes de réparation dont les mécanismes impliquant la recombinaison
homologue (HR ou Homologous Recombination) ou le NHEJ (Non Homologous End-
Joining). Le complexe NHEJ va directement joindre les extrémités a bouts francs de I’ADN
1ésé. L’hétérodimere des protéines KU70 et KUSO est recruté a la cassure et recrute a son tour
la DNA-PK. Enfin la ligase IV termine la fermeture. Le complexe HR en revanche a besoin
de s’appuyer sur la reconnaissance d’un brin homologue. Il y a donc tout d’abord un
mécanisme de résection grace a ’activité exonucléase de la protéine CtIP. Les extrémités
homologues créées sont recouvertes des protéines RPA qui sont ensuite remplacées par les
protéines RAD51, les protéines BRCAL, BRCA2 et PALB?2 facilitent ce transfert. 1l se met
alors en place une resynthése de I’ADN par différentes polymérases (PoIN, Polv et POLJ)

avec la formation intermédiaire d’un triplex d’ADN (boucle D).



H2AX

MRN " _ Mre11/Rad50/Nbs1

)
A l yH2AX

ADN réparé

Figure 25: la formation de yH2AX méne a ’amplification du signal suite aux dommages a I’ADN

par cassures double brin.

H2AX: Histone 2AX, MRN: complexe formé de Mrell/Rad50/Nbsl, ATM: Ataxia-telangiectasia
Mutated, yH2AX: forme phosphorylée de H2AX, MDC1: Mediator of DNA damage Checkpoint
protein 1, HR: Homologous Recombination, NHEJ: Non Homologous End-Joining.

2.5.3.3IMPLICATIONS DE STAT1 DANS LA SENSIBILITE AUX AGENTS
GENOTOXIQUES

Diverses études suggérent un rdle modulateur de STAT1 dans la réponse aux agents
génotoxiques. Ce role de STATI semble dépendre a la fois de 1’agent génotoxique utilisé

mais également du type cellulaire dans lequel il est analysé.
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Plusieurs études montrent que STATI est capable d’induire la mort cellulaire mettant pour
cela en jeu ses fonctions antiprolifératives et pro-apoptotiques. D’autres études montrent au
contraire un réle protecteur de STAT1 vis-a-vis de la mort cellulaire induite par les agents

génotoxiques.

A) STAT1 SENSIBILISE AUX AGENTS GENOTOXIQUES

Plusieurs travaux ont mis en évidence un rdle pour STATL1 dans la sensibilisation a différents
agents génotoxiques. Les mécanismes impliqués sont ceux contribuant aux fonctions pro-
apoptotiques de STAT1 (chapitre 2.3).

Il a ainsi été démontré que STATL sensibilise les lignées humaines de fibrosarcomes au
traitement par le cisplatine ou la doxorubicine (Townsend et al., 2004) et les lignées humaines
de lymphome de Burkitt au traitement par le cisplatine, la doxorubicine ou la fludarabine
(Youlyouz-Marfak et al., 2008) par un mécanisme impliquant une augmentation de
I’expression et de 1’activité transcriptionnelle de la p53. D’autres travaux ont montré que
STAT1 sensibilise les lignées cellulaires du cancer du sein au traitement par la doxorubicine
via un mécanisme impliquant une régulation du niveau d’expression de la caspase 3 (Thomas
et al.,, 2004). Townsend et al. ont démontré que STAT1 sensibilise les fibroblastes
embryonnaires murins aux radiations ionisantes en modulant les processus de repérage des
cassures double-brin. En effet, STAT1 favoriserait ’activation d’ATM et contribuerait a
I’augmentation de 1’expression de MDC1 et de 53BP1. De plus, les auteurs ont mis en
évidence un autre mécanisme impliquant une augmentation de 1’activation de régulateurs de
la phase G1/S et G2/M du cycle cellulaire tels que Chk2 et la Cdc25A, ainsi que du

suppresseur de tumeur p53 (Townsend et al., 2005).

B) STAT1 ET LA RESISTANCE AUX AGENTS GENOTOXIQUES

D’autres études montrent, au contraire, un role de STAT1 dans la résistance des cellules aux
agents cytotoxiques tels que les radiations ionisantes ou la doxorubicine. Les mécanismes
impliqués dans cette résistance sont encore inconnus et suscitent un intérét important dans le

cadre de 1’é¢tude des chimiothérapies anticancéreuses.
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Il a ainsi été observé que I’expression de STAT1 favorise une résistance des lignées murines
issues de tumeurs pulmonaires aux traitements par les radiations ionisantes et par la
doxorubicine (figure 24) (Khodarev et al., 2007; Khodarev et al., 2009; Khodarev et al.,
2012). De méme, une autre étude a montré que 1’expression de STAT1 est associée a une
résistance cellulaire aux traitements par la doxorubicine et les inhibiteurs de la topoisomérase
2 dans le cadre de myélomes, de leucémies, de lymphomes, de carcinomes pulmonaires a

petites cellules et d’adénocarcinomes rénaux (Rickardson et al., 2005).

STAT1llow  STAT1 high

Fiqure 26: L’expression de STATI1 est associée a une augmentation de la croissance tumorale.

D’aprés (Kamijo et al., 1994). Images représentatives de poumons de souris apres injection de
cellules de mélanome exprimant soit un faible, soit un fort niveau d’expression de STATI (STATI
low ou STATI high respectivement). Un fort niveau d’expression de STATI est associé au
développement d’un nombre important de colonies tumorales au niveau pulmonaire.

D’autre part, I’analyse du transcriptome qui a été menée dans des lignées de carcinomes
sguameux a mis en évidence une association entre la résistance aux radiations ionisantes et la
surexpression de certains genes de réponse aux IFNs dont STAT1 (Weichselbaum et al.,
2008). L’ensemble de ces génes a permis de définir une signature de la résistance aux
dommages de I’ADN appelée IRDS (Interferon Related DNA Damage resistance Signature).
D’autres études ont révélé que cette IRDS est présente dans différents types de tumeurs
humaines tels que les gliomes, les cancers du sein et les tumeurs de la prostate (John-
Aryankalayil et al., 2010; Tsai et al., 2007). Parmi les genes composant cette IRDS, celui
codant STAT1 est le plus fortement surexprimé (Khodarev et al., 2012; Weichselbaum et al.,
2008). D’autres études de I’IRDS ont mis en évidence une surexpression du complexe ISGF3
non phosphorylé (npISGF3) dans le cadre de la résistance des lignées de carcinomes
pulmonaires a petites cellules a la doxorubicine, 1’étoposide ou aux radiations ionisantes
(Cheon et al., 2013) ou celui de la résistance des lignées cellulaires de cancer ovarien au
cisplatine et a I’AMD473 qui est autre dérivé du platine (Roberts et al., 2005).

Khodarev et al ont proposé un mécanisme pour expliquer 1’association entre la résistance aux

chimiothérapies et I’expression de STAT1 (figure 27) (Khodarev et al., 2012). Dans ce
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modele hypothétique, les chimio- ou radio-thérapies activent différentes voies de signalisation

dont celle des interférons et entrainent la constitution par le microenvironnement d’un
p

sécrétome favorisant la survie cellulaire grace a la production d’IL-6 et d’IL-8. L’activation

de la voie de signalisation des interférons aboutit a I’expression des genes cibles pro-

apoptotiques de STAT1 et a celle de I’'IRDS dont certains membres tels que MCLI1 (induced

myeloid leukemia cell differentiation protein 1) (Craig, 2002), ont des propriétés anti-

apoptotiques et favorisent la survie cellulaire. Les cellules exprimant les effecteurs pro-

apoptotiques des interférons vont donc étre sensibles aux traitements et étre éliminees alors

que les cellules exprimant I’IRDS vont d’avantage résister aux traitements. Ce mod¢le

hypothétique propose donc la sélection des cellules tumorales exprimant I’'IRDS pour

expliquer la résistance aux chimio- ou radiothérapies associée a I’expression de STATL.

Stromal-derved

Radio/chemosenstive
turner clones

- (SN
4

IFNs, TNFo and G o TR

other cytotoxic

ligands

B

Prosurvival
secretome,

TAM

Figure 27 : Modeéle hypothétique impliquant STAT1 du mécanisme de résistance des clones

tumoraux aux radio et/ou chimiothérapies.

D ’aprés (Khodarev et al., 2012). TC : cellules tumorales, T: lymphocytes T, B: lymphocytes B,
TAM: Tumor-Associated Macrophages, FB: fibroblasts, DC: Dendritic Cells.
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CHAPITRE Il PROBLEMATIQUE DE LA THESE

Comme nous I’avons décrit dans le chapitre introductif, STAT1 exerce de nombreux rdles
souvent liés a I’immunité innée, I’apoptose et la prolifération. STATL est aussi considéré
comme un suppresseur de tumeur bien que, dans certains cas, comme dans le cancer du sein,
son activation ait été retrouvée dans la tumeur (Adamkova et al., 2007; Bowman et al., 2000;
Gouilleux-Gruart et al., 1996; Koromilas and Sexl, 2013). Cependant, peu d’¢léments nous
renseignent quant aux implications de STAT1 dans I’'immunité adaptative. Afin d’étendre les
connaissances sur le role anti-tumoral de STATL, nous avons développé deux stratégies
d’¢étude concernant d’une part, le role de STAT1 dans I’expression des immunoglobulines par
les lymphocytes B qui pourrait contribuer a la réponse immunitaire anti-tumorale et d’autre
part, le role de STATI1 dans la réponse cellulaire aux dommages a I’ADN induits par des

agents alkylants.

Concernant 1’étude du role de STATI dans la réponse immunitaire potentiellement anti-
tumorale, les études menées initialement ont porté sur les mécanismes de I’'immunité a
médiation cellulaire responsables de I’immunodéficience mortelle associée aux trés rares cas
de patients ayant une déficience compléte en STATL. Peu de travaux se sont, a ce jour,
rapportés au role de STAT1 dans I’immunité adaptative bien que la protéine puisse €galement
étre impliquée dans ces mécanismes. Notre laboratoire a recemment développé cette étude du
lien entre STATI1 et I’immunité adaptative en montrant son role dans 1’expression des
immunoglobulines G (IgG) et du BCR fonctionnel dans une lignée cellulaire B issue d’un
patient ayant une déficience compléte en STAT1 (Najjar et al., 2010). Afin d’approfondir les
mécanismes sous-jacents, nous avons utilisé une autre de ces rares lignées cellulaires
humaines naturellement déficientes en STAT1. Nos objectifs ont donc été:

1) d’analyser les effets de I’expression de novo de STATI sur I’expression des
immunoglobulines dans cette lignée en étudiant plus précisément 1’implication de
STAT]1 dans la modulation de 1’expression de la forme membranaire ou sécrétée des
immunoglobulines.

2) d’étudier le mécanisme impliqué pour ces effets. D’une part, nous avons évalué
I’implication transcriptionnelle directe ou indirecte de STAT1 en utilisant 1’isoforme [

de STAT1 dont le TAD est tronque.
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D’autre part, nous avons étudi¢ I’impact de I’expression de STAT1 sur les principaux
régulateurs de la différenciation plasmocytaire qui contribuent a 1’orientation de

I’expression des immunoglobulines vers leur forme membranaire ou sécrétée.

Concernant I’étude du role de STAT1 dans la réponse cellulaire aux dommages de I’ADN
induits par les traitements génotoxiques, des résultats contradictoires en terme de survie ont
été rapportés en fonction des types cellulaires et des agents génotoxiques utilisés. STAT1 peut
sensibiliser ou au contraire engendrer une résistance des cellules tumorales aux traitements
génotoxiques. Ces roles apparemment opposés de STAT1 sont un probléeme majeur car ils
pourraient mettre en défaut I’efficacité de certaines combinaisons de chimiothérapies. IS
peuvent étre expliqués par 1’activation de différents mécanismes de réparation de I’ADN par
les agents génotoxiques dont I’ensemble des signalisations peut aboutir a une réponse variable
de survie. Parmi les différents systémes de réparation de I’ADN, nous nous sommes intéressés
au systeme du mismatch repair (MMR) qui est activé par les agents alkylants utilisés en
chimiothérapie. En utilisant le MNNG, un agent alkylant qui active spécifiqguement le systéeme
MMR, nous avons eu pour objectifs:
3) d’évaluer la modulation par STAT1 des voies de signalisation induites par ce systéme
et ses conséquences sur la réponse cellulaire au MNNG.
4) d’explorer le mécanisme impliqué, en particulier I’impact de STATL sur la régulation
de deux des principaux effecteurs de la signalisation du systtme MMR que sont la p53
et c-Abl.



CHAPITRE IV RESULTATS
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4.1 ROLE DE STAT1 DANS L’IMMUNITE ADAPTATIVE:
MODULATION DE L’EXPRESSION DE BLIMP1 ET DES
IMMUNOGLOBULINES

4.1.1 INTRODUCTION

Les déficiences complétes en STAT1 sont peu présentes a 1’age adulte car elles engendrent
une immunodéficience tres précocement mortelle chez les patients (Chapgier et al., 2006;
Dupuis et al., 2003). Bien que la littérature fournisse peu d’¢léments concernant les effets de
STAT1 dans I'immunité adaptative, ils pourraient contribuer a cette immunodéficience.
Concernant la maturation des lymphocytes B, il a été démontré que STATL oriente la
commutation de classe des immunoglobulines vers la production d’IgG2a (Nguyen et al.,
2012; Xu and Zhang, 2005) bien qu’il ne soit pas nécessaire a la réalisation de ce processus
(Avery et al., 2010). Récemment, Deenick et al ont décrit un impact limité de la déficience
partielle en STAT1 sur une autre étape de la maturation des lymphocytes B, la différenciation
plasmocytaire. Ils ont mis en évidence une diminution a long terme des immunoglobulines
sécrétées par les lymphocytes B différentiés en plasmocytes (Deenick et al., 2013). Les
travaux antérieurs de notre laboratoire utilisant une lignée lymphoblastoide issue d’un patient
présentant une déficience compléte en STAT1 (lignée SD1), ont cependant démontré que
I’établissement de 1’expression de STATI1 augmente l’expression des immunoglobulines
membranaires a la surface des lymphocytes B matures activés (Najjar et al., 2010). Dans le
travail présent, nous avons approfondi 1’étude du role de STATI sur I’expression des
immunoglobulines en utilisant une nouvelle lignée lymphoblastoide issue d’un second patient
déficient en STAT1 (lignée SD2). En outre, nous avons exploré le mécanisme sous-jacent en
nous intéressant en particulier a la modulation par STAT1 de I’expression de STAT3 et de

BLIMP1 qui régulent la différenciation plasmocytaire.
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4.1.2 RESULTATS

Afin d’étudier les effets de STAT1 sur I’expression des immunoglobulines, nous avons
transfecté la lignée lymphoblastoide SD2 par un plasmide inductible par la doxycycline pour
I’expression de STATla. La lignée SD2-a ainsi obtenue, exprime des IgG comme la lignée

lymphoblastoide contréle Ctl non-déficiente en STATL.

L’analyse par western blot de 1’expression de STAT1 a mis en évidence son expression dans
les cellules SD2-a dés 6h de traitement par la doxycycline et montré que la protéine STAT1
exprimée est phosphorylée sur son residu de tyrosine Y701 dans un delai identique. Si
I’induction de 1’expression de STATla dans les SD2-a a €été associée a une stabilité de
I’expression protéique des IgG totales (western blot), elle s’est accompagnée d’une
augmentation de l’expression des IgG membranaires analysée par cytométrie en flux.
L’analyse transcriptionnelle par RT-QPCR a montré des résultats en accord avec 1’expression
protéique de STAT1 et des I1gG. Nous avons observé une forte expression des ARNm de
STAT1 deés 3h de traitement par la doxycycline et une forte augmentation des ARNm codant
les IgG membranaires (%5) qui diminuent aprés 6h d’induction. Nous avons aussi noté une
augmentation plus faible des ARNm des IgG totales jusqu’a 6h aprés 1’induction.
L’expression de STAT1 semble donc favoriser I’expression des IgG membranaires aux

dépens des 1gG sécrétées.

L’orientation de 1’expression des immunoglobulines vers leur forme sécrétée ou membranaire
est régulée en faveur de I’expression des immunoglobulines sécrétées au cours de la
différenciation plasmocytaire. Afin d’explorer le mécanisme par lequel STAT1 augmente
I’expression des IgG membranaires, nous avons effectué une analyse de 1’expression du
principal régulateur de la différenciation plasmocytaire, BLIMP1, et de STAT3 qui régule
I’expression du géne codant BLIMP1 (PRDM1). Nous avons observé que 1’augmentation de
I’expression et de la phosphorylation de STAT1 aprés 6h d’induction s’accompagne d’une
tres forte diminution transitoire de la phosphorylation de STAT3 qui est associée a une
diminution de I’expression de BLIMP1 dans les mémes délais. Nos résultats suggerent donc
que STAT1 pourrait réguler négativement les effets de BLIMP1 sur I’expression des

immunoglobulines.
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Ce role de STAT1a est renforcé par nos expériences avec 1’isoforme STAT1p dont une partie
du domaine TAD est tronquée. En effet, I’induction par la doxycycline de 1’expression de
STATIp dans les cellules SD2-p obtenues par transfection de la lignée SD2, a conduit a une
modulation de la phosphorylation de STAT3 et de I’expression de BLIMP1 identique a celle
associée a I’expression de STATla. De plus, ces résultats démontrent un réle fonctionnel

propre a STATI1 en dehors de celui de dominant négatif de STAT La.

STAT3 régule I’expression de PRDM1 par I’intermédiaire de sites GAS qui ont été peu étudié
chez ’homme. L’analyse de ce géne (genome browser, University of California — Santa Cruz)
permet de mettre en évidence deux sites GAS canoniques dans ses régions régulatrices actives
localisées dans son premier (I11) et son troisieme intron (13). Afin de poursuivre notre étude du
mécanisme d’action de STAT1, nous avons analysé par oligo pull down sa fixation a ces deux
sites GAS. Nous avons montré dans les lignées SD2-a et Ctl que STAT1 comme STATS3,
étaient capables de se fixer sur chacun de ces sites GAS de PRDML1. Ces résultats suggérent
que STATI pourrait réguler négativement I’expression de BLIMP1 via une compétition pour

la fixation sur les sites GAS de son gene avec STATS3.

L’ensemble de ces résultats a permis de confirmer dans une nouvelle lignée lymphoblastoide
issue d’un patient présentant une déficience compleéte en STATI, que STATI favorise
I’expression membranaire des immunoglobulines dans les lymphocytes B mature activés. De
plus, ils suggérent que le mécanisme sous-jacent implique une régulation négative de
I’activation de STAT3 qui aboutit a une régulation négative de I’expression de BLIMP1.
Enfin, une compétition entre STAT1 et STAT3 pour la fixation sur les sites GAS de PRDM1

pourrait également contribuer a ce mécanisme.

Ces travaux sont exposes en détail dans le manuscrit présenté ci-dessous (paragraphe 4.1.3).
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4.1.3 ARTICLE 1: STAT1 INTERFERENCE ON STAT3 REGULATION OF
BLIMP1 AND PLASMA CELL DIFFRENCIATION.

E. Lemadre, D.Lesage, P-O Schischmanoff, R. Fagard, N. Varin Blank, E. Fabre.
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4.1.4 RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Dans le but d’approfondir 1’é¢tude du réle de STATI sur I’expression des immunoglobulines,
nous avons employé une nouvelle lignée lymphoblastoide issue d’un des rares patients
présentant une déficience compléte en STATL. Dans un premier temps, cette lignée SD2 a été
caractérisée puis les effets de la transfection effectuée pour I’obtention de la lignée SD2-o ont

été analysés.

4.1.4.1CARACTERISATION DE LA LIGNEE SD2

Afin de caractériser la lignée SD2, nous avons étudié les marqueurs de surface exprimés par
ces cellules et les avons comparé a ceux exprimés par la lignée lymphoblastoide contrdle Ct1,
non-déficiente en STATL. Les résultats de cette étude par cytométrie en flux montrent que les
lignées SD2 et Ctl sont CD5’, CD19*, CD20" et CD22" (tableau 4). Ces cellules expriment
donc a leur surface les marqueurs des lymphocytes B matures. Les lignées SD2 et Ctl
expriment également des marqueurs d’activation des lymphocytes B tels que le CD23 et le
CD38, ce qui peut étre expliqué par le caractére lymphoblastoide de ces cellules (tableau 4)
(Ling et al., 1989; Siemer et al., 2008).

SD2 ct
CcD5 - -

CD19 + +
CD20 + +
CcD22 + +
CD23 + +
CcD38 + +

Tableau 4: Marqueurs de surface des lignées SD2 et Ctl.

L’expression des marqueurs de surface a été analysée par cytométrie en flux (BD FACS Canto Il,
BD FACS Diva software V6.1.3, BD Biosciences™) aprés un marquage des cellules avec des
anticorps anti -CD5/PE-Cy7, -CD19/PercP Cyan, -CD20/APC-Cy7, -CD22/PE, -CD23/PE, -
CD38/APC humains (BD Biosciences™).
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Nous avons poursuivi la caractérisation des cellules en étudiant par cytométrie en flux
I’expression membranaire des immunoglobulines. Nos résultats montrent que les cellules SD2
expriment a la fois des IgM et des IgD alors que les cellules Ctl expriment des IgG (figure
28).

Ces résultats permettent de conclure que les cellules Ctl sont des lymphocytes B matures
activés ayant subi la commutation de classe (CSR) alors que les cellules SD2 semblent

correspondre a des lymphocytes B matures naifs n’ayant pas encore subit la CSR.

109 IgM 109 IgD 109 IgG
IS 8 8
21 2 24
. — oL [ 0 I
Ctl SD2 Ct1 SD2 Ctl SD2

Figqure 28: Immunoglobulines membranaires exprimées par les lignées Ctl et SD2.

L’expression membranaire des immunoglobulines a été analysée par cytométrie en flux (BD FACS
Canto II, BD FACS Diva software V6.1.3, BD Biosciences™) aprés marquage membranaire des
cellules avec des anticorps anti- IgG/FITC, IgM/FITC ou IgD/FITC polyclonales humaines
(Dakocytomation™). La moyenne des moyennes des intensités de fluorescence (MFI) a été analysée

sur 3 échantillons et rapportée a celle de l’isotype. Les barres d’erreur correspondent aux écarts

types,

Enfin, ’expression de STATI1 dans les cellules Ctl et son absence d’expression dans les
cellules SD2 ont été confirmées aux niveaux protéique (Western Blot, figure 29A) et
transcriptionnel (RT-QPCR, figure 30).

4.1.4.2DECLENCHEMENT DE LA COMMUTATION DE CLASSE DES CELLULES
SD2 PAR LA TRANSFECTION INDEPENDAMMENT DE STAT1

Afin d’étudier les effets de STAT1 sur I’expression des immunoglobulines dans les cellules
SD2, ces derniéres ont été transfectées en utilisant 1’électroporation (Amaxa® Cell Line

Nucleofector® Kit V, programme X001, Nucleofector® 2b Device, Lonza™).



Le plasmide utilis¢ pour induire 1’expression de STATlo dans les cellules SD2-a est le
PNGFR-STAT 1o (Baran-Marszak et al., 2004).

Ce dernier induit I’expression continue d’un gene de résistance a I’hygromycine et contient un
promoteur bidirectionnel inductible par la doxycycline qui contrdle 1’expression de STATla
et du récepteur tronqué du facteur de croissance neuronal (Nerve Growth Factor Receptor,
NGFR) utilis¢ comme rapporteur de I’induction. Dans le but d’obtenir un contrdle négatif
pour I’expression de STATla, les cellules SD2 ont été transfectées par le pNGFR-vide
(obtention des cellules SD2-Empty ou SD2-E) ne contenant pas la cassette d’expression de
STATlo.

Ctl SD2 SD2-aSD2-E
i i i i i

Dox - - - -

STATL | |
oc [N |

6 IgM (protéine) 25 IgG (protéine)
5
@ " T 1.5
i N\
LL .04 p—
= Y
2-
0.54 \
0 0.0
Cct1 SD2 SD2-a SD2-E Ctl SD2 SD2-a SD2-E

Figure 29: Expression protéique de STAT1 et des immunoglobulines par les cellules SD2-a et

SD2-E apreés sélection des cellules transfectées.

L’expression protéique de STATI, des IgG et des IgM a été étudiée dans les lignées Ctl, SD2 ainsi
que dans les cellules SD2-a et SD2-E aprés 30 jours de sélection par [’hygromycine post-
transfection. A: Etude par Western Blot de [’expression de STATI, des IgG et de [’a-tubuline
utilisée comme référence. B: Analyse par cytométrie en flux de [’expression des IgM et des IgG
(polyclonal anti human IgM/FITC ou IgG/FITC, Dakocytomation™ ; BD FACS Canto Il, BD FACS
Diva software V6.1.3, BD Biosciences™). La moyenne des intensités de fluorescence (MFI) a été
analysée sur un ou trois échantillons et rapportée a l’isotype. Les barres d’erreur correspondent

aux écarts types.



Au terme de 30 jours de sélection par I’hygromycine apres la transfection, 1’expression de
STATL1 et des immunoglobulines dans les SD2-a et les SD2-E a été étudiée avant I’induction

par la doxycycline de I’expression de STAT1a dans les SD2-a.

Nous avons confirmé ’absence d’expression de STAT1 dans les cellules SD2-E aux niveaux
protéique et transcriptionnel (figures 29A et 30). Par contre, un tres faible niveau d’expression
de STAT1a a été observé dans les cellules SD2-a aussi bien au niveau protéique qu’au niveau
transcriptionnel sans traitement par la doxycycline. Ce résultat met en évidence une discrete
fuite du systeme inductible que comporte le plasmide pNGFR-STATIla. L’étude
transcriptionnelle et protéique de 1’expression des IgG a mis en évidence son apparition dans
les cellules SD2-a ainsi que dans les cellules SD2-E a un trés faible niveau d’expression

(figures 29A et 30).

Ces résultats traduisent le déclenchement et la réalisation de la commutation de classe des
immunoglobulines (CSR) dans les cellules SD2-a. et SD2-E pendant les 30 jours de sélection

post-transfection.
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Fiqure 30: Etude transcriptionnelle de ’expression de STATI, des immunoglobulines et de I’AID

dans les cellules SD2-a et SD2 aprés sélection des cellules transfectées.

L’étude transcriptionnelle a été menée dans les lignées Ctl, SD2 ainsi que dans les cellules SD2-a
et SD2-F apreés 30 jours de sélection par I’hygromycine post-transfection. L ’expression de STATI,
des IgG membranaires, des IgM, de [’AID et de la cyclophyline utilisée comme référence, a éte
analysée par RT-QPCR avec des sondes Tagman spécifiques (STAT1, Hs 01014007-m1 ; Mb 1gG, Hs
00179866_m1; AICDA, Hs 00757808_ml; Cyclophilin A, Hs 99999904 ml; Applied
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Biosystems™) en utilisant [’Abiprism 7000 (Applied Biosystems™). Les niveaux d’expression
relatifs de chaque géne ont été calculés selon la méthode des AACt en effectuant une premiére
normalisation par rapport a la cyclophiline (ACt) puis par rapport au ACt des cellules SD2-a aprés
30 jours de sélection par I’hygromycine. Chaque expression relative correspond a une expérience
ou a la moyenne de quatre expériences indépendantes, chacune des expériences ayant été effectuées

en duplicate. Les barres d’erreurs représentent l’erreur standard a la moyenne (SEM).

Comme attendu, la réalisation de la CSR dans les populations cellulaires SD2-a et SD2-E
s’est accompagnée d’une forte diminution du niveau d’expression des IgM (figures 29B et
30). Nous pouvons supposer qu’a plus long terme I’ensemble des cellules aient achevé la
CSR, renouvelé leur BCR et n’expriment plus que des IgG. De plus, notre étude
transcriptionnelle de ’expression de I’AID, enzyme clé de la CSR, a mis en évidence une
forte diminution de son niveau d’expression dans les cellules SD2-a et SD2-E aprés 30 jours
de sélection comparativement au niveau d’expression de 1I’AID dans la lignée SD2 (figure
30). Ce résultat semble confirmer la réalisation de la CSR dans nos cellules puisqu’il est en
accord avec les travaux de Xu et al qui ont démontré que le niveau d’expression de I’AID

augmente avant la CSR et diminue une fois ce mécanisme acheveé (Xu et al., 2007).

L’ensemble de ces résultats démontre que la CSR a été déclenchée et effectuée dans les
cellules SD2 suite a leur transfection et indépendamment de 1’expression de STAT1 (cellules
SD2-E). L’étude du role de STAT1 dans I’expression des immunoglobulines a donc été
réalisée dans des lymphocytes B matures actives ayant achevé la CSR et exprimant des 1gG
(cellules SD2-ay).
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4.2 STAT1 INDUIT UNE REPONSE VERS LA SURVIE
CELLULAIRE VIA C-ABL ET P53

4.2.1 INTRODUCTION

La seconde orientation de mon projet de thése a porté sur la mise en évidence des implications
de STAT1 dans les mécanismes de réparation de I’ADN au cours de traitements génotoxiques
et de son réle dans la survenue de résistances. Pour cela, nous avons utiliseé des agents
alkylants qui mobilisent, dans la cellule, les systémes de réparation de type MMR. Comme
nous 1’avons décrit dans I’introduction le systtme MMR est formé d’un complexe multi
protéique composé de MSH2/MSH6 (hMuSa) et MLH1/PMS2 (hMutLa). Les 1ésions faisant
intervenir le complexe hMuSo/hMutLa ont généré des mésappariements. Le mécanisme de
réparation, pour étre efficace, nécessite un arrét transitoire du cycle cellulaire et fait
intervenir, au niveau de la transition G2/M, les facteurs ATR/Chk1 et/ou ATM/Chk2. Lorsque
les 1ésions de I’ADN deviennent trop importantes le systéme de réparation n’est plus suffisant
et la cellule recoit alors des signaux conduisant a la mort cellulaire. De nombreuses études
s’intéressant aux mécanismes régulateurs du cycle cellulaire ont proposé des candidats
pouvant influencer cette orientation vers la réparation de I’ADN ou I’apoptose cellulaire.
Parmi ces facteurs régulant 1’avancée du cycle cellulaire et I’apoptose, les protéines p53 ou c-

Abl apparaissent par exemple des acteurs potentiels de cette orientation.

STATI, en dehors de son réle dans I’immunité décrit précédemment, peut également jouer un
role antiprolifératif et pro-apoptotique. Nous avons décrit dans I’introduction qu’il est
impliqué dans la progression du cycle cellulaire par son role transcriptionnel dans
I’expression de plusieurs facteurs importants pour cette régulation. En effet, STATI régule
I’expression de la p21 et de la p27, deux inhibiteurs des CDKs, régulant ainsi la progression
G1/S. STAT1 inhibe aussi I’expression de c-Myc et facilite ’arrét en G2/M en induisant
I’expression de la kinase Chk2 par ATM. Par ailleurs, STAT1 régule I’expression a la fois de
génes pro- et anti-apoptotiques: il régule 1’expression de la p53 de maniére directe mais aussi
en inhibant I’expression de Mdm?2 qui la régule négativement. Ceci favorise I’expression des

genes cibles de la p53 tels Bax, Noxa et Fas.
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Il est donc apparu intéressant d’analyser les cibles de STAT1 dans la modulation de la
réponse cellulaire induite par le MMR et d’évaluer comment STAT1 pourrait participer a
cette orientation de la réponse entre réparation de I’ADN et apoptose cellulaire apres
exposition aux agents genotoxiques tels que le MNNG (N-Methyl-N’-nitro-N-

nitrosoGuanidine).

4.2.2 RESULTATS

Nous avons utilisé deux lignées cellulaires de fibrosarcome, 1’'une exprimant STATI
(STAT1+/+) et I’autre n’exprimant pas STAT1 (STAT1-/-). L’utilisation de cette seconde
lignée a également permis I’analyse de la réexpression de STAT1 sur les mécanismes de

réparation et de survie. Ces lignées ont été exposées au MNNG.

Nous avons montré que la survie a court terme de ces cellules exposées au MNNG est
indépendante de I’expression de STATI1. En revanche, 1’expression ou la réintroduction de
STATL1 est impliquée dans la survie & long terme de ces cellules suggérant que STAT1

favorise 1’établissement de résistance au MNNG.

Nos mesures de ’efficacité de réparation de I’ADN apres exposition au MNNG ont montré
une différence importante entre les cellules exprimant ou non STAT1. En présence de
STATI1, le nombre de cassures double brin de I’ADN, visualisées par la protéine H2AX
phosphorylée (yH2AX), reste limité alors qu’il augmente graduellement et de maniere
significative dans les cellules déficientes en STAT1. Ces résultats montrent que STAT1 est

nécessaire a la réparation rapide et efficace des 1ésions de I’ADN causées par le MNNG.

Nous avons également analysé la progression dans le cycle cellulaire de ces cellules apres
exposition au MNNG et avons observé que STAT1 est nécessaire & une progression normale

évitant I’accumulation des cellules en G2/M.

Nous avons alors analysé le complexe protéique interagissant physiquement avec les
complexes MMR suite a un stress causé par les agents génotoxiques et forme autour le la
protéine p53. Par une technique de précipitation d’oligonucléotide nous avons mis en
évidence, apres traitement au MNNG, un nouveau complexe p53/MLH1 pas encore décrit
dans les cellules déficientes en STATL1, montrant ainsi une implication de MLH1 dans un
complexe protéique différent de celui du systtme MMR. Nous avons montré que STAT1 et c-

Abl participaient a ce complexe, c-Abl étant alors recruté grace a la présence de STATL.
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L’utilisation d’un inhibiteur de c-Abl (STI 571 ou Gleevec ou Imatinib) a montré que la

formation de ce complexe ne requiert pas son activité de kinase.

En revanche, notre analyse dans ce contexte de 1’activité métabolique ou de la mort cellulaire
a montré que la présence ou non de STAT1 va orienter les mécanismes de mort cellulaire mis

en jeu faisant alors intervenir ou non I’activité kinase de c-Abl.
Conclusion:

Nous avons montre, dans ces modeles cellulaires, que STAT1, suite aux lésions de I’ADN
causées par les agents alkylants génotoxiques, participait a la survie cellulaire et était
nécessaire a une réparation rapide et efficace des 1ésions de I’ADN. Il favorisait un arrét
transitoire et une reprise de la progression du cycle cellulaire. De plus, STAT1 permet la
formation d’un complexe STAT1/p53/c-Abl/MLHI indépendant de 1’activité kinase de c-Abl.
Ces données appuient des travaux récents sur 1’utilisation d’inhibiteurs de c-Abl en
association avec des agents alkylants ou la réponse fonctionnelle du systtme MMR semble
importante pour augmenter leur efficacité. STAT1 semble donc étre une cible possible pour

augmenter 1’efficacité des agents alkylants.



4.2.3 ARTICLE 2: STAT1 ORIENTATES CELLULAR RESPONSE TO
ALKYLATING AGENT MNNG.

L. Ah-Koon*, E. Lemadre*, D. Lesage, I.Souissi, B. Dondi, R. Fagard, N. Varin Blank, E.

Fabre, O. Schischmanoff.

*co-first authors.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Afin de déterminer de nouveaux roles anti-tumoraux de STAT1 nous nous sommes intéressés
a son implication dans I’immunité adaptative et dans la réponse a un stress causé par les
agents génotoxiques. Nous avons tout d’abord poursuivi 1’étude des mécanismes régulés par
STAT1 dans I’expression des immunoglobulines en utilisant des cellules B matures
déficientes en STATL1. Nous avons montré que méme si STAT1 a la capacité de se fixer sur
des ¢léments promoteurs de geénes cibles il va plutdt, dans ce cadre, moduler I’activation d’un
autre membre de la famille, STAT3, lui-méme implique dans la différenciation plasmocytaire.
Nous avons également dans un deuxiéme temps €valué I’implication possible de STAT1 dans
I’orientation de la signalisation déclenchée par les complexes de réparation vers une survie
voire une résistance cellulaire. La encore nous avons montré qu’il participe a ces complexes

apportant des facteurs essentiels a une réparation efficace.

Role de STAT1 dans Pimmunité adaptative et ’expression des immunoglobulines

En tant que principal effecteur des interférons, un réle majeur de STAT1 a été décrit dans
I’immunité innée responsable de I’'immunodéficience mortelle observée chez les rares patients
présentant une déficience compléte en STATI. Ses effets dans I’immunité adaptative ont été
moins étudiés bien qu’ils puissent contribuer a I’établissement de I’immunodéficience. Notre
équipe a récemment démontré que STATI rétablit ’expression d’un BCR fonctionnel dans
les lymphocytes B matures activés en utilisant une lignée lymphoblastoide issue d’un patient
déficient en STAT1 (lignée SD1). Dans le travail présent, nous avons confirmé ces effets de
STAT1 dans une autre lignée lymphoblastoide issue d’un second patient ayant une déficience
compléte en STAT1 (lignée SD2) et mis en évidence que le mécanisme sous-jacent implique
une modulation de STAT3 et de I’expression de BLIMP1.

STAT1 n’est pas nécessaire a la commutation de classe des immunoglobulines

Dans un premier temps, nous avons caractéris€ la nouvelle lignée SD2 et établi qu’elle
correspond a des lymphocytes B matures exprimant a la fois des IgM et des IgD. Bien que ce
résultat soit en faveur d’un caractére naif, le degré d’activation de ces cellules reste a

déterminer.
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En effet, conformément a leur contexte lymphoblastoide, elles expriment certains marqueurs
d’activation tels que le CD23 ou le CD38 (Ling et al., 1989; Ling and Lowe, 1989; Siemer et
al., 2008).

Afin d’étudier les effets de STATI sur I’expression des immunoglobulines, les cellules SD2
ont été transfectées par un plasmide contrdlant I’expression inductible par la doxycycline de
STAT1a (cellules SD2-a) ou par un plasmide vide (cellules SD2-E). Apres 30 jours de
sélection par I’hygromycine des cellules transfectées, et avant tout traitement par la
doxycycline, I’analyse des immunoglobulines présentes a révélé I’expression d’IgG associée a
une forte diminution de I’expression des IgM et de I’AID dans chacune des populations
cellulaires. Ces résultats mettent en évidence le déclenchement et la poursuite de la
commutation de classe des immunoglobulines (CSR) dans les cellules SD2-a et SD2-E au
cours des 30 jours de sélection. Les événements déclenchant la CSR restent a approfondir
mais il est probable que leur caractére lymphoblastoide y contribue. En effet, il a été démontré
que D’infection par ’EBV et la production de la protéine virale LMP1 favorisent le
déclenchement de la CSR (Gutzeit et al., 2014; He et al., 2003; Rastelli et al., 2008)

Dans ce projet, et conformément aux résultats d’ Avery et al (Avery et al., 2010), nos résultats
permettent de conclure que le déclenchement et la réalisation de la CSR restent indépendants

de I’expression de STAT1 dans notre modele cellulaire.

STAT1 augmente I’expression membranaire des immunoglobulines

Notre présente étude de la modulation de I’expression des immunoglobulines par STAT1 a
ainsi été réalisée dans des lymphocytes B matures activés exprimant un faible niveau d’IgG
(lignée SD2-a). Nos resultats ont montré, comme précédemment dans la lignée SD1-a
(Najjar et al., 2010), que STAT1 augmente I’expression transcriptionnelle et protéique des
IgG membranaires. L’expression de la forme membranaire ou sécrétée des immunoglobulines
a partir du gene codant leur chaine lourde (IgH) dépend du site de polyadénylation utilisé lors
de la transcription de ce géne (Peterson, 2007). La relative stabilité du niveau d’expression de
I’ensemble des IgG membranaires et sécrétées que nous avons observée suite a I’induction de
I’expression de STATI, suggere donc que 1’augmentation de I’expression de la forme

membranaire des IgG s’est effectuée aux dépens de I’expression de leur forme sécrétée.
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L’équilibre STAT1: STAT3 interfere sur I’expression de BLIMP1

L’utilisation du premier ou du second site de polyadénylation lors de la transcription du gene
IgH est régulée en faveur de I’expression de la forme sécrétée des immunoglobulines au cours
de la différenciation plasmocytaire. C’est pourquoi, afin d’explorer le mécanisme d’action de
STAT1 impliqué dans la modulation de I’expression des immunoglobulines membranaires,
nous avons étudié et analysé a la fois ’expression du principal régulateur de ce processus,
BLIMP1, et Dl’activation de STAT3, un partenaire possible de STATI1, mais aussi un
régulateur essentiel de PRDM1 le géne codant BLIMPL.

Détournement des voies de signalisation activatrices de STAT3 au profit de STAT1

L’ensemble de notre étude cinétique aprés induction de 1’expression de STAT1a dans les
cellules SD2-a, suggére que STAT1 augmente 1’expression membranaire des IgG par une
altération de I’activation de STAT3 qui conduit & une régulation négative de 1’expression de
BLIMP1. L’induction de I’expression de 1’isoforme STAT1f3, dont la majeure partie du TAD
est tronquée, conduit a une modulation identique de 1’expression de phospho-STAT3 et de
BLIMPI1. Bien que I’isoforme STATIP soit considérée comme un dominant négatif de
I’isoforme STATlo, ce résultat met en évidence un nouveau role commun aux deux
isoformes dans la modulation de ’expression des immunoglobulines et un role individuel

supplémentaire pour STAT1p.

L’augmentation de 1’expression des immunoglobulines membranaires par STAT1 que nous
avons observée semble contradictoire avec la diminution de 1’expression des
immunoglobulines sécrétées qui a été décrite par Deenick et al apres stimulation par le ligand
du CD40 et I’IL-21 de lymphocytes B présentant une déficience partielle en STAT1 (Deenick
et al., 2013). Cette divergence apparente peut étre expliquée par I’utilisation de deux
stratégies dans deux modeles cellulaires différents. Deenick et al ont étudié les effets de
STAT1 sur la différenciation plasmocytaire en stimulant des lymphocytes B matures
partiellement déficients en STAT1. Nous avons, de notre c6té, induit I’expression de STAT1
dans des lymphocytes B matures présentant une déficience compléte en STAT1 dans un
contexte de stimulation constante par LMP1. Dans le contexte lymphoblastoide de notre
modele cellulaire, LMP1 mime la signalisation du CD40 et permet une stimulation constante
des cellules par I'IFNy et 1’ IL-6 via des boucles autocrines (Gires et al., 1999; Hatzivassiliou
and Mosialos, 2002; Najjar et al., 2005; Nepomuceno et al., 2002; Weber-Nordt et al., 1996).
Ceci conduit & une activation constitutive de STAT1 et de STAT3.
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Ainsi, il est possible de considérer que notre travail correspond a une étude dynamique de

I’effet de STATI1 sur D’expression des immunoglobulines utilisant une modulation de

I’équilibre STAT1:STATS.

Plusieurs interrelations entre les signalisations de STAT1 et de STAT3 ont été décrites a la
fois dans les contextes de déficience compléte en STAT1 ou en STAT3. Ainsi, la déficience
en I’'un des deux facteurs peut étre compensée par une régulation transcriptionnelle exercée en
remplacement par I’autre facteur (Costa-Pereira et al., 2002; Qing and Stark, 2004; Schiavone
et al., 2011). Nous pouvons donc supposer que dans 1’état initial de déficience en STAT1 des
cellules SD2-a, STATS3 soit fortement activé par LMP1 et remplace STATL pour certaines de
ses fonctions. Lorsque 1’expression de STAT1 est induite dans ce contexte, les voies de
signalisation de LMP1 activant les STATs pourraient étre détournées au profit de STAT1
pendant une période transitoire jusqu’a ce qu’un nouvel état d’équilibre STAT1:STAT3 soit
atteint dans la cellule. Cette période transitoire pourrait refléter un nouvel exemple
d’interaction STATI1:STAT3 dans le contexte de la régulation de 1’expression des
immunoglobulines. Cette interaction avec la diminution des formes phosphorylées de STAT3
pourrait d’ailleurs empécher sa translocation nucléaire et donc inhiber sa régulation de

PRDM1.

Compétition STATL1:STAT3 pour la régulation transcriptionnelle de PRDM1?

STAT3 régule I’expression de PRDM1 par I’intermédiaire de sites GAS qui ont été en partie
décrits chez la souris mais pas chez I’homme (Horvath et al., 1995; Kwon et al., 2009; Seidel
et al., 1995). Nos résultats démontrent que STAT3, STAT1a ainsi que STAT1 sont capables
de se fixer aux sites GAS I1 et 13 de PRDM1 dans nos modeles cellulaires. Nous pouvons
donc aussi supposer que STAT1 entre en compétition avec STAT3 pour la fixation a ces sites
GAS. Cette compétition pourrait correspondre a un mécanisme de régulation négative de
I’expression de BLIMP1 par STATI1 autre que le détournement des voies de signalisation de

LMP1.

Perspectives

Afin de confirmer les hypothéses de mécanismes d’actions de STAT1 pour la modulation de

I’expression des immunoglobulines, plusieurs études complémentaires devraient étre menées.
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Tout d’abord, I’utilisation d’un mutant de STATI pour son domaine de liaison a I’ADN
permettrait de déterminer si STATI régule négativement I’expression de BLIMP1
indépendamment de son activité transcriptionnelle directe. Si cette indépendance était avéreée,
nous pourrions alors confirmer que 1’expression de novo de STAT1 entraine une regulation
négative de ’activation de STAT3 par détournement de ses voies de signalisation activatrices.
Concernant la compétition STAT1:STAT3 pour la fixation aux sites GAS de PRDM1, une
étude transcriptionnelle de 1’expression du géne en fonction des quantités variables de
phospho-STAT1 et phospho-STAT3 permettrait d’évaluer a la fois leurs affinités pour chacun
des sites GAS et de déterminer si la fixation de STAT1 induit ou non la transcription de
PRDML. Enfin, des analyses en ChlP-seq (UCSC) sont en faveur de la fixation de STAT3 et
de STAT1 a un troisieme site GAS qui est situé dans le quatrieme intron de PRDM1 (14).
Bien que la séquence de 14 ne corresponde pas a une séquence GAS canonique et que cet
élément soit situé dans une région régulatrice moins active que 11 ou 13, son implication dans

le mécanisme d’action de STAT1 devrait également étre évaluée.

STAT1 participe a la résistance cellulaire au cours d’un traitement par un agent

alkylant

STAT]1 participe a des complexes de réparation de ’ADN

La réponse cellulaire aux agents alkylants fait appel a différents systemes de réparation. Le
MNNG est un agent alkylant de type Sy1 trés génotoxique et de courte durée de vie donc
inapproprié a une utilisation clinique. Il lui est préféré le témozolomide moins toxique et
souvent utilisé en thérapeutique en combinaison avec d’autres chimiothérapies notamment
pour les tumeurs du systeme nerveux central. Le MNNG est un agent qui induit des
méthylations de I’ADN O°-MeG provoquant la formation de mésappariements au cours de la
réplication de I’ADN. Ces mésappariements sont reconnus par les protéines du systtme MMR
avec notamment les protéines MSH2, MSH6, MLH1 et PMS2. Le systtme MMR peut
également étre sollicité au cours de la commutation de classe (Grigera et al., 2013; Schrader et
al., 2002). Les protéines du systeme MMR provoquent des cassures double-brin de I’ADN,
détectées rapidement par le complexe MRN (Mrell/Rad50/NSB1), ATM et H2AX. Cette
détection sert d’amplification du signal et fait appel a des effecteurs tels que la p53, c-Abl,

Chk2, provoquant ainsi un arrét du cycle cellulaire le temps de la réparation de I’ADN.
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Des systemes de réparation de I’ADN tels que le BER ou la HR se mettent en place et
orientent la réponse cellulaire vers la survie lors d’une réparation efficace ou vers I’apoptose
lorsque celle-ci n’a pas pu étre réalisée. Cependant, les facteurs impliqués dans cette

orientation ne sont pas encore totalement elucidés.

Dans le cadre de ce travail, en cherchant a approfondir les mécanismes par lesquels STAT1
peut exercer un role suppresseur de tumeur nous avons recherché son implication dans cette
réponse aux agents genotoxiques. Compte tenu de ses rbles pro-apoptotiques et
antiprolifératifs déja décrits, nous avons recherché son implication dans la formation des
complexes de réparation. Nous avons décrit dans la premiére partie de mes résultats son
implication dans la balance des fonctions médiées par STAT3, nous avons donc recherché
dans le contexte de la réparation si STAT1 pouvait la encore orienter le choix des partenaires
impliqués. STAT1 a déja été associé a la résistance aux dommages par irradiation ou par la
doxorubicine (Khodarev et al., 2007; Weichselbaum et al., 2008). Des études effectuees au
laboratoire ont montré que suite a un traitement de cellules lymphoprolifératives par des
agents intercalants dont la fludarabine et la doxorubicine, on retrouve des associations deux a
deux entre p53/STATL, STAT1/ATM et p53/c-Abl, STAT1/c-Abl. Ces résultats ont conduit a
proposer un modele ou STAT1 entrerait dans la formation d’un complexe composé de
ATM/p53/c-Abl (Baran-Marszak et al., 2004; Youlyouz-Marfak et al., 2008). ATM servirait

alors de plateforme permettant I’activation coordonnée de STAT1, de la p53 et de c-Abl.

Nos résultats montrent que, suite a un traitement par le MNNG, STAT1 a un réle clé en
entrant dans la composition d’un complexe basé sur la séquence cible de la p53 et qui fait le
lien entre les protéines de la réparation et les régulateurs transcriptionnels de la réponse
cellulaire de survie. En effet, en absence de STATL, nous avons observé la formation d’un
complexe composé uniquement de MLH1/p53 orientant la réponse cellulaire vers 1’apoptose.
La présence de STAT1 dans ces mémes cellules, permet le recrutement de c-Abl pour former
un complexe différent composé de STAT1/c-Abl/MLH1/p53. La présence a la fois de STAT1
et de c-Abl, tous deux modulateurs de p53, dans le complexe devrait permettre de réguler a la
fois qualitativement et quantitativement les cibles transcriptionnelles de p53 modulant ses
effets pro-apoptotiques et sur le cycle cellulaire. D’autres études similaires a la notre ont
montré que dans des lignées cellulaires humaines du cancer du colon traitées par le MNNG,
STATL interagit directement avec p53 et permet la transcription de genes cibles pro-

apoptotiques de p53 dont Mdm2 (Townsend et al., 2004).
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La présence de STAT1 sensibilise les cellules a la toxicité du MNNG via ’activité kinase

de c-Abl mais favorise aussi une résistance a plus long terme

Alors que la présence de STATI n’est pas nécessaire a la réparation de I’ADN dans un
contexte physiologique, nos résultats ont montré que la présence de STAT1 était essentielle

lors d’un besoin massif de réparation di a I’exposition aux agents alkylants.

De plus, I'utilisation de STI571, inhibiteur spécifique de 1’activité kinase de c-Abl, a
démontré que la toxicité cellulaire du MNNG était, en présence de STAT1, dépendante de
cette activité. Il semble donc que cette activité kinase de c-Abl favorise a la fois une
progression du cycle cellulaire avec seulement un arrét transitoire en phase G2/M, et une
réparation efficace avec une activation limitée des histones H2AX. Ces résultats sont en
accord avec des travaux montrant une implication de D’activité kinase de c-Abl dans la
régulation transcriptionnelle de GADD45aq. et dans la stabilisation des formes phosphorylées
de RAD51 et RAD52 (Kitao and Yuan, 2002; Shimizu et al., 2009; Wagner et al., 2008)

menant tous deux a une réparation efficace de I’ADN.

Certaines études cliniques utilisant des thérapies anticancéreuses associant le STI571
(Imatinib) a des agents alkylants tels que le bisulfan et le treosulfan ont montré une résistance
accrue des cellules tumorales a I’action des agents. Nos résultats indiquent que STATI1

semble étre impliquée dans cette résistance a long terme permettant une survie clonogénique.

Plusieurs études ont alimenté une controverse sur le role de STAT1 dans la sensibilité
(Thomas et al., 2004; Townsend et al., 2005; Townsend et al., 2004; Youlyouz-Marfak et al.,
2008) ou a I’opposé la résistance (Efimova et al., 2009; Khodarev et al., 2007; Khodarev et
al., 2009; Khodarev et al., 2012; Rickardson et al., 2005; Roberts et al., 2005; Weichselbaum
et al., 2008) des cellules en fonction de I’agent génotoxique et du mode¢le cellulaire employés.
Il semble, la encore, que la capacité de STAT1 a interagir avec différents facteurs dont la p53,
ATM et c-Abl soit essentielle a la régulation du cycle cellulaire, la réparation des Iésions de
I’ADN et/ou 1’apoptose cellulaire. Nos résultats ont également mis en évidence une
implication possible a la fois de STAT1la et STAT1B dans ces mécanismes puisque la
réexpression a de hauts niveaux de STAT1a seul n’a pas permis de reconstituer totalement la

réponse cellulaire aux génotoxiques.



Perspectives

Il resterait intéressant de vérifier si STATI peut servir de lien entre 1’orientation d’autres
complexes de réparation faisant par exemple appel & ATM et les cibles transcriptionnelles de
p53 menant a la réponse apoptotique des cellules. La encore, STAT1, dans ce complexe avec
ATM, pourrait permettre le recrutement et 1’activation de c-Abl orientant ainsi en fonction de
sa présence la réponse cellulaire vers la réparation de I’ADN par le systtme HR ou vers

I’apoptose par la p53.
Conclusion

Notre étude dynamique de 1’induction de 1’expression de STAT1 dans un contexte de
déficience complete en STATI a mis en évidence un nouvel impact de 1’équilibre
STATL1:STAT3 dans le cadre de I’expression des immunoglobulines. STAT1 interfére dans la
régulation de I’expression de BLIMP1 par STAT3 et rétablit I’expression d’'un BCR
fonctionnel aux dépens de la sécrétion d’immunoglobulines par les lymphocytes B matures
activés. Ainsi, le trés faible niveau d’expression du BCR qui est observé dans les lignées de
lymphocytes B matures actives issues des patients présentant une déficience compléte en
STAT1, pourrait contribuer au développement de leur profil d’immunodéficience. D’un point
de vue physiologique, STAT1 semble donc étre impliqué de facon indirecte dans la régulation
de la différenciation plasmocytaire. L’équilibre des stimulations activatrices de STAT1 et
STAT3 pourrait par conséquent moduler la réponse immunitaire adaptative et contribuer ainsi

a I’obtention d’une réponse immunitaire anti-tumorale efficace.

De méme, la participation de STAT1 aux complexes de réparation de I’ADN au cours de
traitements génotoxiques qui modifie le recrutement des effecteurs de ces systemes contribue
a la bonne prise en charge des 1ésions de I’ADN et a une réponse cellulaire en faveur de la
survie. L’apparition de résistances a plus long terme lors de traitements aux agents alkylants
étant sensible a la présence de STAT1 ainsi qu’a I’activité de c-Abl, il semble important au
niveau thérapeutique de ne pas combiner ces traitements avec 1’utilisation d’inhibiteurs de
I’activité de la kinase. Au contraire, cette dépendance de la résistance a I’apoptose vis a vis de
la présence de STATL pourrait étre utilisée comme une stratégie thérapeutique pour

augmenter 1’efficacité des traitements alkylants en ciblant son expression.

Enfin, compte tenu des fortes similarités entre les sequences régulatrices reconnues par
différents membres de la famille STAT il semble intéressant de trouver de nouveaux

inhibiteurs spécifiques qui permettraient un ciblage précis des différentes protéines.
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Résumeé de these

Le facteur de transcription STAT1 est un effecteur majeur de la réponse a I’interféron exergant ainsi un role clé dans
I’immunité innée. Il est également un suppresseur de tumeur et régule des effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques.
Afin de mettre en évidence de nouvelles implications anti-tumorales de STAT1, ce projet de doctorat a porté sur son
implication fonctionnelle i) dans 1’expression des immunoglobulines (Ig), processus essentiel de I’immunité adaptative
et ii) dans la réponse cellulaire aux traitements par les agents génotoxiques

Notre étude cinétique, aprés induction de I’expression de STATI dans des cellules initialement totalement
déficientes, a montré son implication dans 1’expression des IgG membranaires. Le mécanisme régulateur est indirect : il
impliquerait une inhibition de I’activation de STAT3 conduisant a I’inhibition de 1’expression de BLIMP1, un acteur
essentiel de la différenciation plasmocytaire. La capacité de STAT1 a pouvoir se fixer sur le promoteur de BLIMP1, de
méme que STAT3 n’exclut pas une implication transcriptionnelle.

Au cours d’un traitement génotoxique par le MNNG, nous avons décrit la participation de STAT1 a un complexe de
réparation de ’ADN. Seule la présence de STATI1 permet I'intégration au complexe MLH1/p53 de la kinase c-Abl.
Dans ce contexte, on observe une cytotoxicité sous le controle de I’activité kinase de c-Abl, une réparation rapide et
efficace de I’ADN, un arrét seulement transitoire du cycle et une orientation vers la survie cellulaire équivalent a une
résistance a ce traitement.

Ces résultats mettent en évidence deux nouveaux réles anti-tumoraux de STAT1 par sa contribution a des complexes
régulateurs essentiels et la désigne comme une potentielle cible thérapeutique.

Abstract

The transcription factor STAT1, as a major effector of interferon, plays a key role in innate immunity. Through its
strong anti-proliferative and pro-apoptotic properties STATL is also considered as a tumor suppressor. The aim of this
project was to delineate new potential tumor suppressor properties for STATL1 in two signaling mechanisms: i) Ig
expression in plasmacytoid cells and ii) cellular response to genotoxic stress.

Our kinetic experiments, upon “de novo” expression of STATI in a rare STATI-deficient cell line showed its
modulation of membrane 1gG expression. The underlying mechanism involves a STAT1-dependent inactivation of
STAT3 and subsequently a decreased expression of BLIMP1, a major contributor to plasma cell differentiation. Since
STAT], like STATS3, is able to bind to the BLIMP1 promoter elements a transcriptional interference cannot be
excluded.

During alkylating agent treatment with MNNG we have observed the presence of STATL1 in DNA repair complex.
STATL expression allows the recruitment into a MLH1/p53 complex of the kinase c-Abl. This complex leads to
cytotoxic dependence on c-Abl Kinase activity, an efficient DNA repair with a transient cell cycle arrest and to signaling
mechanisms toward cell survival. At longer term of exposure STAT1 also lead to cellular resistance to treatment.

These results provide evidences for new anti-tumor roles of STATL in two major regulatory systems and indicate
STAT1 as a potential therapeutic target.
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Key words: STAT1, immunoglobulins, BLIMP1, STAT3, MLH1, c-Abl, MNNG, MMR, p53

Discipline: Biologie cellulaire et moléculaire

UMR U978 Inserm-Université Paris 13, UFR SMBH-74 rue Marcel Cachin, 93000 Bobigny




