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RESUME

Il est maintenant clairement établi que le systeme immunitaire peut influencer
la réponse du cancer au traitement. Cependant, l'influence du microenvironnement
tumoral sur les cellules immunitaires n'est pas complétement comprise. Dans ce
contexte, I'épissage alternatif est de plus en plus décrit comme affectant la biologie

du systéme immunitaire.

Dans ce travail, nous avons montré que le mic roenvironnement tumoral,
en augmentant les € vénements d'épissage alternatif , induisait I'expression d'une
isoforme alternative du facteur de transcription IRF1 d ans les cellules Thl. En outre,
nous avons également montré, chez la souris comme chez I'homme , que l'isoforme
alternative d RFl alterellact i vi t ® t r an sIRFlisy te promoteww |dé E2rikll 6

entrainant une diminution de la sécrétion d'IFN -Ades cellules Thi.

Ainsi, | 6 ex pr e s slisoforme dceour t e cdgménte 1 au sein du
microenvironnement  tumoral , et bloquer son apparition pourrait potentialiser |'effet

anti -tumoral des cellules Thl.



ABSTRACT

It is now clearly established that immune system can affect cancer response to
therapy. However, the influence of tumor microenvironment on immune cells is not
completely understood. In this respect, alternative splicing is increasingly described to

affect immune system biology.

Here, we showed that tumor microenvironment, by increasing alternative
splicing events, induced the expression of an alternative isoform of the IRF1
transcription fac tor in Thl cells. Furthermore, we also showed , in both mice and
humans, that IRF1 alternative isoform alters IRF1 full form transcriptional activity on

l112rb1 promotor, resulting in decreased IFNA secretion in Thil cell s.

Thus, the expression of the IRFXshort isoform incr eases in tumor
microenvironment. P revent this isoform appearance could po tentiate Th1l cell

antitumor effect.
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NEK7 :NIMA (Never In Mitosis A) -related
Kinase 7

NFAT :Nuclear Factor of Activated T -cells)
NF B : Nuclear Factor -kappa B
NKR :NK Receptor

NLRP3 :NOD -Like Receptor family, Pyrin
domain containing 3

NMD : Nonsense -Mediated Decay

PCBP1 : (Poly(RC) Binding Protein 1

PD-1 : Programmed cell death 1

PD-L1 : Programmed Death -Ligand 1

PI13K :Phosphoinositide 3 -Kinase

PIP2 :Phosphatidylinositol -4,5-bisphosphate

PIP3 :Phosphatidylinositol 3,4,5 -
triphosphate

PKCé : Protein Kinase C theta
PLCA : Phosphoinositide phospholipase C
PRR :Pattern recognition receptor

PSF :Polypyrimidine tract -binding protein -
associated Splicing Factor

PTB :Polypyrimidine Tract -binding Protein
PYD :N-terminal Pyrin Domain

Rbfox2 : RNA-binding complex containing
Fox-1 homolog 2

RORA: RARrelated orphan receptor
gamma

ROS :Reactive Oxygen Species

R-Smads : Receptor regulated Smads
RUNX3 :Runt-related transcription factor 3
SETD2 SET Domain Containing 2

SF3B1: Splicing Factor 3b  subunit 1

Smurf2 : SMad Ubiquitin Regulatory Factors
2

SnRNP :Small nuclear ribonucleoprotein
SR : Sérine arginine

SRSF2 Serine And Arginine Rich Splicing
Factor 2

STAT Signal Transducers and Activators of
Transcription

TAK1: TGFR-Activated kinase 1
T-bet: T-box transcription factor

TCF/LEF : TCell-dependent
Factor/Lymphoid Enhancer binding Factor

TCR : T Cell Receptor

Tfh : T follicular helper

TGFa : Tranforming Growth Factor a
TGFa R1 :-a TrtG&cepteur 1
Th : T helper

TLR Toll Like Receptor

TNRA : Tumor Necrosis Factor

TP53 :Tumor Protein 53

TRAF6 :Tumor necrosis factor Receptor -
Associated Factor 6

Treg : T régulateur
TSDR Treg-Specific Demethylated Region
VEGF : Vascular endothelial growth factor

ZAP70 : Zeta chain Associated Protein
kinase 70

Zfp318 : Zinc finger protein 318
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INTRODUCTION




Préambule

Il a longtemps été estimé que le génome humain était composé de prés de
300000 g nes. Avec | 6av nement des nouvelles tecl
désormais acquis que nous en détenons un peu plus de 20 000. Cet état de fait peut
paraitre surprenant au premier abord. En effet, de nombreuses especes telle sque le
poisson zebre ou encore le ver nématode en détiennent tout autant voire plus.
Ainsi, sans vouloir faire affront & ces especes, il existerait donc un paradoxe qui
voudrait que le nombre de gé  nes ne soit pas représentatif de lacomple  xité biologique
ddun or g alosiesramgécanidnes pouvant répondre a cette problématique ont
été découverts, dont | 6 ® p ersatifales ARNafrét -messagers. C e phénoméne
permet doéobtenir ~ mensgdne ptusialid pratéinesdondtionreltes. Si
au moment de | a d®couverte de | 6®pi ssage alterna
des genes humain s produisaient plusieurs trans crits, il est maintenant établi  par

s®quen-age ARN que c 0egenes qingénéra intt pluste8rddsofbrenss.

Concernant le ver nématode, qui posséde a peu prés le méme nombre de génes que

| dhomme, on en compte 25% qui montrent wuest ®pi ss a
donc un important vecteur de diversité transcriptomique p uis protéomique , qui
d®cuple Ia complexit® biologique ddéun organi sme
existait une corrélation positive entre le nombre de typescelluaresau sein ddéune
esp ce et | e nombsdkd®mpi®yBamagiews, fatdifférence de structure

et de fonction des isoformes générées par épissage alternatif a joute encore un

nouveau niveau de complexité. S i | don prend | & e xfactepr |de du VE
croissance de | dendoftahv® riiusma nvta slcéuad nagiroeg enre s e, g
165 favorise cette derni re, | 0isoforme 165b | a

qui met fin au paradigme «  un gene, une protéine » ameéne a revoir la conception

méme de ce qudest un g ne. Pour appr®hender | a fc
seimna@gdcel |l ul e ou ddumxplorerdes activiémaes autrek isofoanest

qui peuvent avoir aussi  bien un réle analogue, ou radicalement différent voir e opposé

visa-vi s de | 6i soforme principale.

LO®pi ssage alternatif conf® dé& afdlagstiakii loint Auet c
fonctium ednbvi ronnement o donnd&l 6Dams ces dontexte, lil & £té

d®montr ® gue | 6®pi ssage alternatif est i mpl i
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différenciation des cellules i mmuni t ai res et not amonégéatquiseel | es d

Ces cellules sont subdivisées en deux groupes a savoir les lymphocytes B et les

|l ymphocytes T. Les premiers se diff®rencient au
et sécrétent des anticorps afin de combattre les virus ou les bactéries extra cellulaires.

les |l ymphocytes T sont scind®s en deux groupes
membrane des glycoprotéines CD4 ou CDS8. Les lymphocytes T CD8 ou autrement

appel ®s l ymphocytes T <cytotoxiqgques, sont capahb
portan t & leur surface un antigéne du non soi . lls sont principalement impliqgués dans

la lutte contre les virus et sont reconnus comme étant fortement anti -tumoraux.

Les lymphocyte T CD4 * ou T helper, permettent ddorchestrer | e s
innéetacqui s autour ddune agression donn®e. En effet

rencontré, les Thl, Th2 ou Thl7 s e chargeront de recruter et/
populations immunitaires appropriées pour y faire face. Les lymphocytes T régulateurs
sont quant Timpodarce chpitalepour parer a un éventuel emballement

de la machinerie immu nitaire, en sécrétant des cytokines immunosuppressives.

A travers les di fférentes agressions du non -soi auxquelles elles doivent répondre,

ces cellules sont amenées a évoluer et ° s O aldawst earut ant dobéenvironrt
di ff® rents que peuvent | 6°tre un gangli on, l a ci
méme une tumeur. Ai nsi | 6®t ude de | 0®pissage alternat,
amener un nouveau niveau de compréhension du ¢ omportement de ces cellules en

fonction dbannement donn®. de lcds @riéaamismedsapourraitn
permettre | a cr ®ati on ddoutddascepgdremetdwlmnau déontrair
certaines réactions immunitaires en fonction dodune ¢holdgiguet i on pft

donnée .
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Partie 1. LO®pi ssage alternat|

llLes diff® rentes ®tapes de | 06®pi ssage
1.1.1 Transcription

LOdexpr edsdsuinong ne est un ®v nement finement
pl usieurs niveaux. En effet, S i |l es cellules db6
g®nome, | 6expression de ces g nes sera variabl
de | 6denvironne men tes differents stimulira®quelles eltes peuvent étre
expos®es. La transcription constitue | a premi
Celle-c i est sous | i nfluence ddun pr omoteelar gui
transcription asonaval .Lepromote ur d& un g -nméme cerdrdlé phruifférents
facteurs de transcription variables en fonction du type cellulaire. La transcription qui
donne naissance au ciur du noyau au messagercr i t pr
(pré -ARNm) est effectué ep ar | GoRéasedl. Le pré -ARNm subit ensuite plusieurs

modifications a ses extrémités visant a sa stabilisation.

1.1.2 Maturation

'l 'y a ainsi l a mise en place doéune coi ffe a
pré -messager. Cette étape est r®al i s®e cpavi ti®das®quentiell e
5 driphosphatase, dela guanyl yl tranf ®r ase et ddune m®t hylt
nucl ®oti de de | 8ARN est converti en un nucl ®otid
La guanylyltransférase permet la fusion de ce nucléotide ave ¢ un GMP (Guanidine
Mono Phosphate). Finalement, la méthyltransférase ajoute un groupe méthyle sur le

GMP pour compléter la stru  cture de la coiffe  (Ramanathan et al., 2016) (Figure 1).

lya®gal ement | 6aj out -d\farpotyadénylatian@u niveall y
de | 6extr ®mi tARNmM3 G méoanispe &8t rendu possible par clivage au
ni veau 3 6ARNm. Trpis &ments définissent le signal de polyadénylation :
| 8hexanucl|l ®ot icdnstitud AeU AOASA30 nucléotides en amont du site de
clivage, un élément riche en U ou GU en aval du site de clivage et le site de clivage

lui-méme.
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Léaj out de | & atieuendeux gapds.y Dans un premier temps , le transcrit

est clivé au niveau du s ite spécifique de clivage, puis la polyadénylation est réalisée

par une Poly( A) polymérase . La polyadénylation augmente la stabilité de | 6 ARNM
(Richard and Manley, 2009) (Figure 1).

Introns
] ~

N
! .
-

Promoteur Exon 1 . . Exon 3 > Géne

Transcriction
Ajout de lo coiffe

7mGppp A

Coiffe

Y

Epissage
Polyadénylation
Edfition de I'ARM \J Queus pohy-A
Contréle qualité
AALAA ARN messager mature
Moyau
— _— _— _— — — _— _— _— — _— _— _— — _— _— _— — —
Cytoplasme
Export
AAAAA
traduction \
. Protéine
Ribosome
Figure 1 : Les grandes étapes de I'expression d'un géne.
Lamaturat i on de | 6 ARN messager compr end lpriseenpmaer

ddune coiffe au niveau de -méssager.r A\mi gt 5n dwei tl
cours duquel les introns sont éliminés. | | y a ®gal ement | 6 aj @& war
pol yad®nyl ation au niveau -ARNm.|Aprésxsorr eRpuit au@nivead

cytopl asmique, | ARNM mature est traduit en |

Ces deux premieres étapes permettent de garantir la stabilisation et donc la

traduction en protéine des pré -ARNm. Sden suit alors | opetape de
ARNmMm | a plus i mportante, ° savoir | 0®pissage. De
gue | es g nes humai ns sont di scontinus. En eff
alternance de s®quences codamsttede séquertasmonappel | e
codantes,le s i ntrons. Les premiers d®tiennent | i nf or

gen se ddune prot®i ne et mesurent environ 150 p

leur taille est 10 fois supérieu r e , ce qui p e rcroedtan't dé@ADMXxo0oNns di
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prot®g® dd®wentmue ati ons. Leur ®Iimination interyv
ou toutes les séquences exoniques codante s sont mises bout a bout pour donner
nai ssance ~ | 6ARN messager mature qui " son tou

exporté dan s le cytoplasme de la cellule  (Shi, 2017).

1.1.3 Epissage

Complexe A

Site 3’
AG- Figure 2 : Mécanisme d'épissage.
L®pi ssage -ARllm sep fai® en
Point de plusieurs étapes. Elle intervient grace a
branchement

| dacti on des di ff®

spliceosome, les snRNP. Ul se fixe au

Complexe B niveau du site donneur de | & A RPNs U2

vient se fixer au niveau du site de

branchement pour former le complexe A

de pré -épissage. Les snRNP U4/U6 et U5

interagissent avec le complexe A pour

former | e compl exe
ATP Ce dernier est ensuite convertit en un
complexe C actif par un réarrangement
Complexe C U2
Site 5 Site 3’ conformationnel.  Une premiére réaction
GU A AG de transest®rificati
UE - ___W uUs et le site de branchement grace a U4/6,
l Il i b®r ant ai nsi | dexc
Ldexon est pris en ¢
Transestérification . . ~
dirige vers | dextr Gm
I Site 3/
w , . s e .
Iy AG- seconde réaction de transestérification a
l'ieu entre | 6extr ®mi t
Transestérification | e site accep teur en

PN
libération du lasso suite a la liaison entre
I les deux exons .

ATP
5
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Lors de | 6®pi ssage, | es dif fr®kRaémdostunsie® ns que
uns aux autres tout en respectant impérativement le cadre de lecture ( Figure2) . Cdest
pour quoi |l e m®cani sme doOo®pi ssage doi't tre ext.i
g®n®rer une prot®i ne non confor me. cdoso®pPUNs sage es

immense machinerie moléculaire comportant plus de 200 protéines.

Ce dernier comporte entre autre 5 ribonucléoprotéines (snRNP) U1, U2, U4/U6
et U5, capables de reconnaitre des s®quences pr®
lesexonsetl es i ntrons sont d®finies gr©ce ~ des sit

égale ment appelé site donneur, est reconnu par Ul qui initie alors le début de

| 6®pi ssage de | 6intron. Une fois que Ul est fi x!
site de bra nchement pour former le complexe A de pré -épissage. Les snRNP U4/U6 et

U5 interagissent avec | e complexe A pour former |
est convertit en un complexe C actif par un réarrangement conformationnel.

Une premiére réaction de transest®rification a |ieu entre

branchement grace a U4/6, libérant ai nsi | 6exon ehdbBRodeesDi ptrie
charge par U5 qui l e dirige vers | dextr®mit® 360
transestérification aleuentre | dextr ®mi t® 38 dda tled eaxcacre pltieu®r

Elle entraine la libération du lasso suite a| a liaison entre les deux exons (Lee and Rio,
2015).

La mise en place de | 6®pi ssage n®cessite | di
comme les protéines SR (Serine Rich) ou les particules ribonucléoprotéiques

hétér ogénes nucléaires (hnRNP).

21R®gul ation de | 0®pi ssage alternatif
2.1.1 Protéines SR

A travers des expériences menées chez la drosophile, il fOt découvert que
ddautres facteurs ®taient to®pi asagat gkre®eree s as n E
and Maniatis, 1985) . Les protéines SR en font partie et sont constitué es ddune portio
N-terminale analogue ° celle des snRNPs qui [ eu
Les protéines SR comportent également une partie C -terminale de taille variable
riche en sérine (S) et en arginine (R). Ces protéines sont connue s pour favo riser
| 0®pi ssage. El'l es peuvent exer cerdépendantt eu act i vit

i nd®pendant e. Pour | e premier <cas, el l es ont be
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exonique pour exercer leur activité. Pour le second, elles interagissent directement
avec les snRNPs du spliceosome notamment avec Ul et U2 pour garantir leur fixation

sur |l es sitdagueRd®pi ssage (

2.1.2 Protéines hnRNPs

Les ribonucléoprotéiques hétérogénes nucléaires forment une i mportante
famille de protéiness e | i ant 7 sihtégrvieRBnt dams lpresque toutes les étapes
de | a production de | 6ARNM et m° me (Deedusssetak,a t r adu

1993). Il a en effet été démontré que les hnRNPs pouvaient se fixer au niveau du

promoteur doéun g ne pour e(Michelotidetal. rl®@96)l .Deplus,anscr i p
en restant fixé es ) | ARNM matur e, | es h nskabilBes etsde n t cap
favoriser | dexport de ce (vagamiketalr, 20074 nLles hhRNPx yt o p | @
peuvent également se fixer au niveau d es portions 50 et 36 ®MTR de |
ai nsi | 6initiation ou | dinhibiti ofSedetal.lR7)t raduct
Néanmoins , le role le plus connu de ces protéines  réside dans leur capacité a  induire

| 6excl usi ¢gen prédverant ka fixation des snRNP Ul et/ou U2 sur le pré  -ARNm

(Busch and Hertel, 2012) .

2.2.3 Epissage alternatif

Depuis| a d®couverte de | 6®pi ssage alt dChomati f (E
etal., 1977), i est admis que | 0®pissage ne sert pas
pré -ARN messager. On sait maintenant que ce phénoméne moléculaire qui concerne
98% des pré-ARNm est aussiunformida bl e vecteur ddaccroi ssement
transcriptomique et prot®oomi que. Ai nsi par | e | ¢
ou déintron, | 3EA permet do6éobtenir ° partir doéun

fonctionnelles ayant leur sactivité spropre s (Figure 3).
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Figure 3 : Epissage alternatif.

LO®pi ssage alternatif per met ddaccroitr eomiquee em

donnant naissance a plusieurs protéines possédant potentiellement des fonctions différentes.

2. 2.4 R®gul ation de parEegpoicises SRyet hriRNRser nat i f

La r®gul ation de | d3EA est un m®cani sme compl
acteurs. Outre les snRNPs qui régissent le fonctionnement ~ du spliceosome, les protéines
se liant © | 8ARN que sont | es prot®i nes SR et | e:
dans | a r®gul ation de | 0 EAse fixard sur ges sttjuéicasdus agi s s-
pré -ARNm dites « cis régulatrices ». Ces séquences peuvent étre exoniques ou

introniq ues.

Concernant les protéines SR, leur action est principalement inclusive. En effet,
en venant se fixer au niveau de séquences cis régulatrices appelées ESE pour Exonic
Splicing Enhancer , les protéines SR favorisent la fixation des snRNPs UletU2qui ,on | 8 a

vuauparavant ,i ni ti ent Fidu®pg)i ssage (
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Introns

Transcription
Complexe A

u
Sife 3' Exon 2
Intron
;
=

®
“\ #l U
Activation de I'épissage

Queus poly-A
Exon 1 Exon3 | AAAAA ARMN messager mature

Figure 4 : Influence des protéines SR sur I'épissage.
Les prot® nes SR favori sent -ARNm ancégulastipaosiiventert da

fixation des snRNPs U1 et U2 au niveau des sites donneurs et accepteurs.

F'rDrrquﬂur Excm 1 Géne

@ Transcription
@ ) Inhikition de |'épissage
Site 3'

Site &' Lo

Inclusion d'intron i

.Elcm 1 Intron 1 ABAAL

Figure 5:Influence des pr ot ® nes SR dans. | dinclusion

LorsqubduneeprSiRt ®8e fi xe au niveau dbéune r ®gi on

ISS (Intron Splicing Silencer), celle -c i induit | dinclusion de | di

de



Cependant lors de circonstances relativement rares, il arrive que les protéines

SR aentune activit® menant N | i nhibition de | a
Cela intervient | orsqudune prot ®i sueun&reygios eis f i xe a
regul atriiome rddumue |ISSopourlatrprpSplicihgeSilencer. 1l en résulte

al ors une inclFgwe5.n doéintron (

Les hnRNPs ont quant & elle une activité purement répressive. Elles se fixent au
niveau des séquences cis régulatrices inhibitrices que ce soit sur un exon ou un intron.
En empéchant la shRNP U2 de se fixer au  niveau du point de branchement, on assiste

alors " un dgweb).ddexon (

Transcripticn

Inhibition de I'épissage

i ARM messager mature

.Exonl | Exon 3 ‘AAAAA

Figure 6 : Activité inhibitrice de I'épissage des hnRNPs.

Lorsqudune prot® ne hnRNP vient se fixer sur
Silencer) ou ESS (Exon Splicing Silencer) celle -ci prévient la fixation de la snRNP U2 au niveau
du point de branchement du pré -ARNmM. I en r®sulte un slasite dec

branchement en aval  qui est alors pris en charge par le spliceosome.
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Ces deux types de facteurs do®pissage ayant
rtl e antagoniste, | dapparition ou non ddéun tra
r®sul tat dodéune comp®tition qui sdengage entre pr
démontré récemmen t que les protéines SR pouvaient elles -mémes entrer en

compétition ou bien coopérer ensemble (Pandit et al., 2013) .

225Lecasdesprotéiness e | i ant 7 | 6 ARN-spkeifqueani r e t |

Outre les protéines SR et les hnRNPs, il existe d es protéines tissu -spécifiques s e

l'iant © | 8ARN ne faisant pas partie de ces deux
niveau cérébral la protéine Nova -1q u i r®gul e des ®v nementss dOEA
gue les canaux calciques  (Allenetal.,2010) . Dans | es muscles, |l es fac
Rbf ox garantissent | e maintien de(Sihghetaha2818)e mus cu

2.2.6 La modification des histones

De nouveaux m®cani smes de r®gul ation de | d8®p
I est d®sor mai s paédARNM peat intervehirddiEeéterment au cours de
l a transcri pt i(Randyadddnes 20§1).rDans ce contexte, de nouvelles
®t udes ont montr® | 6i mpact de | 6®pi g®n®ti que sur
la méthylation des histones de la chromatin e entraine la fixatio n dodune prot ®i n
appelée MRG15 (MORF (Mortality Factor on chromosome 4 ) Related G ene on
chromosome 15 ). Cette derni re recrute al oPTB | e f
(Polypyrimidine Tract -binding P rotein) se liant préférentiellement a des séq  uences cis
r®gul atrices inhibmenaoes " déedke&®pussagdqdm | dexor

et al., 2010) .

2.2.7 La vitesse dOo®lmssagart i on de | 8 ARN pr ¢

La vitesse avec | aquelle | 6ARN pol ymetrase ||
ARNm semble également déterminante dans la genése de transcrits alternatifs.
Une vitesse de transcription | ent e a ddaill eurs ®t ® super pos®e &
de saut dBugandio etsal.,, 2014) . En effet, lorsque la vitesse est lente,
des prot®i nes pouvant s e-3(ElawType RNA-bodng protaino @me ETR

ontl e temps de venir se fixer 7 c@efagenrstandaedr .avant
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2.2.8 Contrtle qualit® de | 6ARN messager

Le contrt*le qualit® de | dNédnBeNse-Madiated Beoag Nt appe
(NMD), est un mécanisme moléculaire visant a éli mination des ARNm détenant au sein
de | eur s®quence un codon stop pr®matur ®. Cel a |

de transcriptionpouddené amdtoatmadm on ddédun transcr.i

Ce controle est exercé par des complexes protéique s appelés EJCs (Exon Junction
Complex ). Ces derniers viennent se fixer au niveau des jonctions exon -exon de | ARNM
au niveau cytoplasmique. Lorsqudéun codon stop a

codon stop pr®matur® est al ors (K®dsakiceta® 2049). | 6 ARNM

Les acteurs entrant en jeu | ors de |l a r®gul
il suffit que | dun ddentre eux soit alt®r® pour

aberrants, pouvant mener a des situations pat hologiques tres variées.

En accroissant consi d®r abl ement |l a diversit®
une grande capacit® doéadaptati on. Quell es cel |
caractéristiques que celles du systéme immunitaire ? Ces dernieres font pa rtie de

celles les plus évoluées chez les vertébrés. De la circulation sanguine au ganglion,
du site inflammatoire envahit par les virus ou les bactéries, en passant par la tumeur,
ces cellules doi v e n't en per manenc ees efiopmhanentechangeand ts

pour répondre de la fagon la plus efficace possible.

2.2.9 Autre source de diversité protéique : les longs ARN non codants

Depuis le séquengage complet du génome humain en 2003, il est désormais
établi que seulement 2% des 3 milliards de bases qui co mposent | 6ADN codent
des prot®i nes. Loexpression de ces g nes est SO

restant notamment grace au séquences des promoteurs sur lesquelles les facteurs de

transcription viennent se fi xer .deskk@haobgesdens, gr ©c
s®quen-age ARN, on sai-t mai ntenant gue | e rtle
r®gul ation de | dexpression des g nes ne sdarr°te

soulign® que de nombreux ARN ¢uea noh faduit spre nsait
prot ® nes avaient une fonction de poids dans | a

Si | don connaissait d® " des ARN non codants con
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| a traducti on de | d ARNmM en prot ®i ne, ou
I i na c tspécifiqueidesPARNmM, on sait maintenant que la majorité des ARN non
codant font partie dOune autre cat®gori e
non codants INcARN  (Mattick, 2003) .

Les IncARN sont décrits comme ayant une taille dépassant 200 nucléotides et
pour leur incapacité presque totale a coder pour des protéines. lls sont aussi définis en
fonction de la position de leur séquence correspondante au sein du génome qui peut
étre soit intragénique, soit intergénique. Les séquences intragéniques des IncARN

peuvent par ailleurs chevaucher partiellement et méme entierement un géne.

enco

part

De plus, la transcription de ces ARN peut sdeffe

géneconcerné.lla ddaill eurs ®t® d®mont r ® -sgns,oucaers |

ai nsi regul er n®gativement | Oexpression dodun g

transcription en sens inverse (Coupland et al., 2016) . Il existe aussi des INCARN localisés

au niveau intronique mais leur fonction biologique demeure peu connue.

Les IncARN sont principalement connus pour leur capacité a moduler

| 6expression des g nes ~ travers diff®rents

nc ARN

m®c a

de s e i er pui s ddactiver des m®t hyl transf ®r a

cons®quent pr ®v e niuw géne &ibl& p(Riens et ialg 2007). lls peuvent

également activer ou réprimer la fixation de facteurs de transcription sur leur

promoteur cible ou encore modul er la fixation 7 | d ADN

pol

machinerie transcri pt i oryméeake lle Enoure)ies INCARNA Rl
aussi été décrit scomme ayant un role protecteur des ARNm. En effet, en interagissant
avec les microARN, ils empéc hent la destruction des ARNm ciblés par ces derniers

(Salmena et al., 2011) . Enfin, ils ont aussi été décrits comme ayant un rdle important

dans | a r®gul ation de | 0®pi ssagaea nieehutdersieat i f

do®pi ssage engendrant ainsi " travers | e saut

(Zong etal.) .

Deplus en plus do®tudes tendent ° montrer

de nombreux processus biologiques. A ce propos, on sait maintenant que ceux -ci sont

ddune i mportance cruciale dans | e d®vel oppement

cellules souches embry onnaires cardiaques sont privées de certains INnCARN,
elles deviennent incapables de se différencier en cardiomyocytes (Klattenhoff et al.,
2013).
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Les I ncARN viennent souligner toute | 0i mport a
g ne avec tout ce qui gravisenautdeul O®pi ssiageqga
mais aussi des INCARN, et les interrelations qui peuvent exister entre ces différents

phénomeénes.
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Partie 2. Activité anti -tumorale des lymphocytes Thl

Une fois sortis du thymus, les lymphocytes T CD4 +* naifs (LTN) migrent vers les
organes | ymphoudes secondaires gqgque sont |l es gan
serontexposésaune cel l ul e pr®sentatrice dbéantig ne comm

Iy a alors engagement du TCR ( T Cell Receptor ), qui associé aux signaux de

costi mul ation participe 0act ilymghocytes n T @D#*+. - I a |
En fonction du type do6agr es daicalule dgndrificeée | sesemur a r er
différenciée et sécrétera une cytokine particuliere. Cdoest cet environne
cytokinique qui oriente la différenciation lymphocytaire T CD4 * en imposant un

programme tra nscriptionnel inhérent a chaque sous -type (Figure 7).
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Figure 7 : Différenciation des différents sous-typesde TCD4+( d 6 aprd Sshea and P

Les signaux du TCR (T Cell Receptor), decostimulation ,et | denvi ronnement ¢
par |l a cellule pr®sentatrice de | dantig ne (C

en différen ts soustypes au programme transcriptionnel et aux fonctions différentes.
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En 1986, Mosmann et Coffman identifiérent les deux premiéres populations de
lymphocytes T helper , les lymphocytes Thl et les lymphocytes Th2  (Mosmann et al.,
1986). Ces derniers, différent de par leur  profil sécrétoire ainsi que par leurs fonctions.
Au cours des vingt années qui suivirent cette découverte, cing sous -types de Thelper
furentidentifiéss.Ai nsi , on di st i ngu e-tymadfférants a <avoin i:le¥Thk o u s
Th2, Thl7,iTreg, Th9, Th22 et les Tfhiigure 7). Chaque sous -type T helper identifié a son
activité propre. Les cellules Thl ont été découvertes pour leur propension a sécréter
del 6i nterf ®ronAgaemac¢hFENi buent ~ | 8d® i minati on
intracellul aires. Les cellules Th2 14), rémtl| @lular
et d e-13 letd patticipent a la lutte contre les helminthes et les agressions
extracellulaires (Zhou et al., 2009) . Troisiéme T helper identifié, le s cellules Th17 mirent
un terme au paradigme sel on Ipepglatiens .Cesdemiérgs aur ai t
sont en charge de la clairance des bactéries et des champignons extracellulaires
(Zhou et al., 2009) . Les lymphocytes T régulateurs (Tregs), ont quant a eux des
propriétés immunosuppressives etanti  -inflammatoiresatr aver s | eur sl®etr ®t i on
de TGFa T(r anf or mi ng Gr b lheb telluEsaTh22 etrTh9ant récemment  été
identi fi ®es pour -22uet-9ddpdtivemernt o ([@uhehdet dl ., 2009;
Jabeen and Kaplan, 2012) . Pour finir, les T folliculaires helper (Tfh) ont été i solés au sein
des centres germinatifs ou ils soutiennent activement les cellules B folliculaires et

permettent la mise en place des plasmocytes pérennes (Johnston et al., 2009) .

Parmi ces sous -types cellulaires, certain s ont été identifiés comme a  yant une
action activatrice de la réponse immunitaire anti tumoral e et ddautres u
immunosuppressive. Dans ce contexte, les cellules Thl émerge nt comme étant cel les
le plus souvent associées a un bon pronostic | o r s g uirfiled nl ueestumeur (Fridman
etal., 2012) .

2.1 Différenciation des lymphocytes Thl

Lorsqudb6une cell ul e deia des réteptaurs ele type Tob (TIcRa i t
pour Toll Like Receptor ) des motifs moléculaires associés aux pathogenes viraux ou
bactériens (PAMP, acronyme pour Pathogen -Associated Molecular Pattern ),
cette derni re sbactive et amnéealfle e gtame aldrsasacel | ul €
différenciation et sa migration vers un organe lymphoide secondaire, ou elle va

pr®senter son antig ne “ un | ymplBhocyte T napf et
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2.1.1 Engagement du TCR

L idteraction entre le TCR et le CMH de clas se 2 est une étape cruciale de
| dacti vati on | y npCetectape aontribee T larGehdnt a la survie etala

prolifération cellulaire. Lors de ce processus, le TCR  coopére avec la molécule de

co stimulation CD28 pour activer des voies de signalisat i on menant 7 et@dact.i

| 0 expr e smwadtémas AR -& GActivator protein 1 ), NFAT(Nuclear factor of activated

T-cells)et  N(NucRar Factor -kappaB ).

CcD2s TCR

Cytoplasme

Figure 8 : Signalisations induites par I'engagement du TCR.

L'engagement du TCR indui t différentes voies de signalisation qui entrainent l'activation de

plusieurs facteurs de transcription, notamment les protéines de la famille NFAT, NF -1B et AP-1.
La succession de phosphorylation de CD3 et du recrutement de ZAP70 induit | 6acti vat

protéine adaptatrice LAT.  Cette derniére initie ensuite la cascade de signalisation des MAPK
p38, JNK et ERK condui sant -1 LapmoteiperLATsecrute égalamers

|l a prot®i ne adaptatriwer |lt&k Rla@Abdte pldramdtit ant
et de DAG. L6 he3 sondueligded $ mspansable s d e |l acti va
calcineurine q u i induit ° son tour | dactivat LedAG attiivdi& /

PKCé&, c ondu dégradation des plogtines| 1B qui sont responsables de la séquestration
des diméres de NF -iB dans | e cytosol. Dans | e noyau,
| dactivation et | a prolif®ration des cellul es
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Dans un premier temps, | 6engagement du TCR pr
la protéine membranaire CD3. Celle  -ci va alors recruter la tyrosine kinase ZAP70
(Zeta chain Associated Protein kinase  70) qui est alors phosphorylée . Cette derniere
va phosphoryler a son tour la protéine adaptatrice LAT ( Linker for Activation of T cell ).
Celle-ci forme un point ddancrage pour de nombreuse
ou encor éPhd3ph@nbsitide phospholipase C A ) P21lras induit la cascade de
signalisation delavoiedesMAP -ki nases, ~ tr aveNek(MABEIKinase)at i on ¢

qui va a son tour activer par phosphorylation les kinases, Erk ( Extracellular signal -

Regulated K inases), p38 et JNK ( ¢c-Jun N-terminal kinase ) . 1 en r®sulte | 6ac
protéin es Fos et Jun qui ensemble forment le facteur de transcription AP -1 (Activator
Protein-1) . Déautre part, |l e complexe prot®i gqgue org

aussi la kinase Itk ( Interleukin -2-Inducible K inase). Une fois activée par ZAP70 et LAT,

cele<ciphosphoryl e = ¢Pbaspheinositide pfospBofipase C ) q u i sdactive
et clive le phospholipide membranaire PIP2 ( Phosphatidylinositol -4,5-bisphosphate )en

IP3 (Inositol trisphosphate ) et DAG ( Diacylglycérols ) . L6I P3 di f fuse al ol
r®ticulum endopl asmique ce qui entraine une | i b

parle alors de flash calcique cytoplasmique. La calmoduline se lie au calcium et

active la calcineurine quia  son tour déphosphoryle et parla  -méme active le facteur
de transcription NFA T (Nuclear Factor of A ctivated T -cells). Le DAG libéré
pr ®c ®demment acti ve quPRrotein Kinasd Qithetal).aCetfe idetnéere (
active les kinases IKK (I T BnasK) qui vont phosphoryler | T & qui provoqu e la

libération du facteur de transcription N F 1 Bucléar F actor -kappa B ) (Figure 8).

En potentialisant le s ignal du TCR, la molécule de co  stimulation CD28 est aussi
i mportante dans | 6activatitonLadres dgmpheryda gsmdn tC
la portion intracytoplasmique de CD28 est phosphorylée. Cela engen dre le
recrutement de la PI3K (P hosphoino sitide 3-Kinase) qui va phosphoryle r le PIP2
membranaire en PIP3 (P hosphatidylinositol 3,4,5 -triphosphate). Le PIP3va alors recruter
les kinases Itk et PL CA d ® c-ddssuses AKT.iCette derniére est impliquée dans la
survie et la prolif®ration cellulaire et renforc
NFi1 B et Figue )T (
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Engagement .-~
duTCR

Cytoplasme

Figure 9 : Co-stimulation par le récepteur membranaire CD28.

Le recrutement de la PI3K (Phosphoinositide 3 -Ki nas e) apr s | dengage
membranaire CD28 avec CD80/86 provoque la phosphorylation du PIP2 membranaire en PIP3
(Phosphatidylinositol 3,4,5 -triphosphate). Le PIP3 va alors recruter les kinases| t k et PLC
Cette derniére est impliquée dans la survie et la prolifération cellulaire et active les facteurs de

transcription NFT B et NFAT.

La perturbation de ce phénoméne de signalisation complexe peut engendrer
des défauts de différenciation! y mphocyt aire Th1. En effet, il a
utilisant un inhibiteur ciblant Itk, la différenciation Th1 était fortement inhibée a travers
une importante bai sse de s ®€A(Cho&ta.R018)6.1 FN

Le facteur de transcription NFAT comporte cing acteurs : NFAT1 (NFATp ou
NFATc2), NFAT2 (NFATc ou NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATx ou NFATc3) et
NFATS. lls agissent trés souvent en coopération avec le facteur de transcription AP -1
not amment au ni veau d uL2 e ocytakinee assentietlee pour @
prolifération et la survie des lymphocytes T CD4 . Par ailleurs, il a aussi été démontré
pardesexp ®r i ences ddinvalidation g®n®ti que que NFAT
pour la différenciation des cellules Thl a travers leur fixation sur les promoteurs de Thx21
et d e IfdgdLeur absence engendre ainsi une transdifférenciation en un profil de

cellule Th2(Lee et al., 2018) .

NFT B est |l ui aussi <SRelh@a)yRelB®@-RelNFbEBac(pLbS) et
NFI B2 ( pllspgatagent un domaineN -t er mi nal RHD (Domaine doéhom
responsa ble de la liaison a 'ADN et de I'homo ou d e hétédodimérisation entre

difféerents acteurs . Les sousunités p65, c -Rel et RelB détiennent un domaine
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d'activation transcriptionnelle. Il a été démontré que chez des souris surexprimant la

protéineresponsable de | a s®questration d&6NFIB (ITB) Il a d
était largement impactée (Aronica et al., 1999) . Par des exp®riences dbo
génétique, ¢ -Re | s dadésétre imp@rtant dans la régulation transcriptionnelle du

pr omot e uling (Hikiard ebal., 2002) . Il a aussi été démontré que RelA agissait au
niveau du m°me promoteur en tant qudhomodim re

c-Rel (Das et al., 2001) .

Pour finir, il a ét¢é démontré que la voie mMTORC1/AKT  pouvait mener a
| activation du facteur dem°tmenactripei bde SFRAEds

facteur de transcription T -bet (Delgoffe et al., 2011) .

2.1.2 Réle du facteur de transcription T -bet

Le facteur de transcription T -bet esta u centre des régulations transcriptionnelles

menant au profil cellulaire Th1. Comme nous | 6a\y
de T-bet est sous | 6i nfluence des signaux qui su
N®anmoi ns, | 0 e-bgiastegakementindudl et €T p aX2 sdcrétéelpar la CPA

qui active STAT4 (Thieu et al., 2008) .

Tbhet i nduit | e xfAr edses i fom- odne didrlekcN e en inter
différentes région s de son promoteur. Cependant, T  -bet agit également de maniére
indirecte en recrutant des enzymes en lien avec des modifications épigénétiques.
Ai nsi l orsque |l e complexe de d®m®t hyl ase doH3K?2
promoteur change et la transcri  ption a lieu (Miller and Weinmann, 2010) . Mais T-bet

est aussi capable de recruter des complexes de méthyltransférase comme Set7/9 qui

au contraire inh i be | dexpression ddédun g ne co-three cel ui
bl oqguant | 6 act i(Kkamheraeat al.G RO12).3Cela permet de parer a toute
transdifférenciation en cellule Th2. En empéchant la transcription de Rorc, T-bet

prévient une transdifférenciation en cellule Th17 (Oestreich and Weinmann, 2012)

Par ailleurs, en coopérant avec STAT4, T -bet régit de facon positve | 6ac ®t yl ati on d
histones (Aune et al., 2009; Thieu et al., 2008) . De pl us, Il a r®gul ation di

| 3IAFNst aussi sous | dinfl uencHKLX@2Glikefhanedbexur s de
protein ) et de RUNX3 (Runt-related transcription factor 3 ) tous deux eux méme sous
| i nf | u ebetc(Bjuretieet al., 2007) .
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Figure 10 : Role du facteur de transcription T  -bet dans la différenciation lympho  cytaire Th1l.

Ldexpression du f act e ubet est dinentent arégsléer Ellp tdépend deT
| 6engagement du TCR qui m ne ~ | dactivatidnede

L6-12 et-Al §®EN®t ®s par | a CPA e ngfateusdetranscriptionsSTAT4

et STAT1 qui tr an s2séctettegeiceT Fhext2 lendéndre ° nou)
de <ce dernier via | 6activation de STATS. Thb
importants dans la différenciation Thl 2 I 2r, Il fng, Tnfa, 1120
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Léexpressi o-A Her medl &#Ne b o-anwlifieationd & &averso

| dactivation dm° nsel AiThid wiuti |l dudbep (Legs-Villaono etdle T

2003). Ce dernier induit ®g al ement | 6 e x p2rqei yarantd fa prdligératibnL
cellulaire et i ndui t (HWadgaet &l.j 20@6) i @enderrdee réeg8lanA T 5

®gal ement | 8expr-Bumieconnodievel 6eFMoucl e ddampl i fi
De plus, T-betinduit | dexpressi-omi td@ d2a dwurs®dZEzcpgueaur de |
pour effet doéoamplifier | a -82i(Thieuaet al.,.2@08)i. Bbetet n | i en
aussires ponsabl e de | 6 exApTigracsNecrasia Fadtar ) (Jefireret al., 2009)
etactive | dexpression de g nes responsables de
|l dorigine de | 6i nfl ammati on. En effet, i pr

membranaire CXCR3 qui reconnait les chimi  okines CXCL9, CXCL10 et CXL11 (Groom
and Luster, 2011) (Figure 10).

Enoutre T-bet est <capable ddactiver | 6expression
chimiokines CCL3 et CCL4 (Hertweck et al., 2016) . Agissant seules ou sous forme
doh®t ®r od (Goan ree al.,, 2001) , ces mol ®cul es per mettent

macrophages, les monocytes et les neutrophiles.

2.1.3 Réle du facteur de transcription IRF1

En somme T-bet constitue le facteur de transcription maitre de la différenciation
l ymphocytaire Th1. Cependant, i a ®t ® d®mont

transcriptions étaient essentiels au co  urs du processus de différenciation.

Le facteur de transcription IRF1 ( Interferon RegulatoryF actorl) f ait partie d
famille compor tant neuf membres . Il a été identifié pour sa capacité a induire
| dexpression du g ne-a Myamato tet alp A288) . IParlld- Nite,
laétédéc rit pour son rtle dans | darr°t du e¥cle ce
| & A Drenaka et al., 1996) . Selon |l e type cellul aire, Il RF1 ec
aussi en coopération avec p53 (ou TP53 pour Tumor Protein 53) (Yanai et al., 2012) .
Ainsi, IRFlest un suppresseur de tumeur et joue  également un réle dans la réponse

immunitaire.

Dans | es cellules Th1, I6expresi$Iiﬁ)+AFM6IBlél d
STAT4via | 61R.ICe facteur de transcription  a été décrit comme étant indispensable
| Gessiopdelasous-uni t® al du r ®t2danoetal, 2008a; Unudnaz

and Vilcek, 2008) . En effet, en agissant en coopération avec T -bet, IRF1 permet
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| 6expression dodun r ®cept eur -uhiténaclt i eoth ned . pOeaulras ua c
ef fet | dampl i fication du-12sé gunsadtien d yne orlentatiagnqu e de
lymphocytaire Thl. Des expériences de délétion du géne codant pour IRF1 ont ainsi

montr® une baisse drastigleddse ed Bl psi@esrd®tei on daol
facteur de transcription. Par ai |l | eurépsime i | a
| 6expression du 4 ee cvedant 61 Li xer au niveau

aussi bien dans les cellules Thl que dans les Th2 (Maruyama et al., 2015a) (Figure 11).

Par ailleurs, le facteur de transcription EOMES (Eomesodermin ) a lui aussi son

i mportance dans |l a r®gul at iA¢vagieta., 2D1®)e.x pr essi on de

Figure 11: Boucl e déamplificati ol2 a dtaverss iagaoaepératiord e
de T-bet avec IRF1.

Léexpression du g ne codant | RF1-Ad ®@pe ndde sSoTi AlP.
| RF1 per met N son tour | 6expression du g ne
| amplification de I a si gnalkice aui isautient taypblarigation i

lymphocytaire Th1l.
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2.2 Réle des cellules Thl dans la résolution des infectio ns
2.2.1 Activation des macrophages et des cellules NK

Le rble principal des cellules Thl est de lutter contre les pathogénes
intracellulaires. Mycobacterium tuberculosis , Listeria monocytognes ou encore
Leishmania major sontdes bactéries quiaprésavoir g ®n ®r ® une phase doéinfl
aigué , provoquent souvent une i nfl ammati on chronique. En eff
été phagocytées par des macrophages, ces derniers ne sont pas en capacité de les

détruire sans assistance.

Macrophage ©0o o Iy Cellule Th1
o © o o o]

Rz © 0 0@ 0

FN-yRT

Burst oxydatif
et destruction
des bactéries

kS Macrophage suractivé

¥ sécrétion de cytokines
proinflammatoires : IL-1, -6 et TNF-a

Figure 12 : Les cellules Th1l aident les macrophages a détruire des bactéries intracellulaires.

L6interaction entre | a prot® nes membranaire
thil, ainsi que }Aa de®cre®tticonled®li FNe sous | &inf
indui sent la production ddesp ces r®actives d
| 6®I i mi nati on de b a ¢ t @r maergphage nptodué @ess$i ldes| cytokines s .

pro-i nf | ammat oi r es-1t edeble®NFue | 61 L

Cdbest ici qudéinterviennent Il es cellules Th1.
l e macrophage en difficult®, la cellule Th1 mi
Les deux cellules vont alors interaguwvaleCMH T avers
de classe 2 porté par le macrophage , et le TCR a la surface de la cellule Thl.
Cette derni re vV a al or s s 0 adtioer g poateffets ®cr ®t e
| 6augment ation de | 6expression du CMH de <cl asse
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(Giroux et al., 2003a) . La cellule Thl engage également via CD40L, le CD40 du

macrophage. 1 sben suit une cascade de signal
menant " ¢ eppdies @ro lurst oxydatif . Des espéces réactives toxiques de
| doxyg ne et de | dazote sont al ors produites e

bactéries qui le parasite nt. De plus, la forme suractivée du macrophage produit les

cytokines proinflammatoires que sont | 81 ,L -8 eblé TINF-A Figure 12).

Cependant, la coopération entre les cellules Thl et les macrophages ne
sdarr°te pas | 7. Les macr oAp hsa®cers®t et i preurl ®lse sp ac e |
produi s e nl2 (Gdobmahnétal, 2001; Ma et al., 1996) . L6inflammati on e:c
entretenu e par cette boucl e ddédamplification. Pour
sdemball e, | es cellules Thl se mettent " sS®cr ®t
| 610 (Ma et al., 2015) . Le m®cani sme r ®gissant I|kifedanpr essi ol
les cellules Thl estlonguement resté vague. Une étude récente a déterminé que le
m®t abol i sme du chol est ®r ol ®t ai t -lOmgnlactiepot® dans

| dexpression du f act -dMafqui adeja été daontcamme activi o mant ¢

| expression de cette cyt @aricimetald 200% .Deelss,ilae | | ul es
aussi ®t ® demedrsédcréet@ parleecellulésiTh2pouv ait induire | dexp
d e 11 @ar les cellules Thl (Mitchell et al., 2017) . Ces phénoménes de rétrocontrbles
négatifs sont donc autant de f r ei ns per mettant doilamimatens | dappa
chroniques déléteres et autres maladies auto -immunes.

Atravers | eur s®cr ®t,i olne smacselilviel eds6 | FIN1 sont
ddactiver un autre type <cellulaire appartenant

(Natural Killer). Leur rdle principal est de détecter des anomalies a la surface des

cellules d e | dorgani s me. Pour se faire, | es cellul es
récepteurs membr anaires. Le récepteur NKR ( NK Receptor ) activateur permet de

reconnaitre des signaux de stress a la surface de cellules ,qubdell es soient infe
méme cancéreuse s. Le récepteur NKR inhibiteur permet quant a lui de reconnaitre le

soi comme par exemple un CMH de type 1. Si, aucun
ousiunemoléculep rouvant | 6exi s testtrauae, thdeliute ess alors yses

par le systeme p erforine -granzyme ou par le biais des ligand s FASL ou TRAIL qui

indui sent | dapoptose. Comme | es cel |l ullzppur Th1l, I
sdactiver et prolif®rer. El |l es s oAtet ceraises i capab

études ont montré que les cellules NK pourraient -elles-méme s activer les cellules Thl
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