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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
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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

41



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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par ce biais (Wei et al., 2009) . Les cellules Thl et NK cooperent donc entre elles

pui squdelles sdactivent tour ~ tour.

2.2.2 Activation des lymphocyte T CD8  * cytotoxiques

L or s g udadllwle elendritigue rencontre  une cellule infectée  par un virus au

sein doun -ticaptsdes antc généseviraux par phagocytose . Elle va alors se

di ff®rencier et mi grer vers | organe I,y mphopuc«
en emprunt ant | e r ®s eau l ymphatique. Une fois
la cellule dendritique mature coopére avec un lymphocyte T CD4+* en lui présentant
| 6anti g vieesowi r@GMH de <c¢cl asse 2. Pui sque qudi l s 0
virale, la cellule dendritique oriente la différenciation du lymphocyte T CD4 *vers un

profil de cellule Thl. Il y a alors prolifération et génération de cellules Thl effectrices et
mémoires.

La cellule dendritique va alors rencontrer un autre type de lymphocyte T,
le lymphocyte T CD8 + cytotoxique (Ltc). Une coopération se met alo rs en place entre
| a cellule dendritique et | e Ltc par  6i nt et
En s®cr®tahtetded®dol GlaFel lule Thl va alors cat
cellulaire qui intervientlorsde | 6 ampl i f i c atet la différencioaticn ldieLtc en
Ltc effecteur (Huang et al., 2007) . Ce dernier va alors migrer jus gqudau ti ssu i nfe
attiré par les chimiokines proinflammatoires. Les cellules infectées seront alors détruites

grace au systeme perforine -granzyme déployé par le Ltc effecteur ( Figure 13).
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Tissu infecte Organe lymphoide secondaire

Cellule
dendritique

Sécrétion

Migration
Cellule

dendritique

i
| Amplificafion clonale

® o (@
e

Lymphocyte Th1
Lymphocyte Th1
mémeoire

Cellules infectée

v

Cellule
dendritique

Lymphocyte
T CD&* naif

e

Destruction de la cellule infecté
(lyse via perforine/granzyme]

Migration

—

o 4

Cellules T CD&* Cellules T CDE"
effecteur memecire
Cellules T CD8*
\ / effecteur

Figure 13 : Coopération entre cellule dendritique, lymphocyte T CD4 +et CD8+.

La cellule dendritique capte des virus au sein
un ganglion o% elle pr®sente | e pepti-‘dnaivedCles -ti ge
différencient en cellules Th 1 et prolif rent. S6encl enche les

lymphocytes T CD8 +* naifs, les cellules dendritiques et les cellules Thl. Cela favorise la prolifération
et | activation deguicenilgulems Tl GD8 jusqudau s

menace virale.
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2.3 Réles physiopathologiques des lymphocytes Thl

Les lymphocytes Thl sont trés largement retrouvés comme étant responsables
de | dappariti on dmamums Celled iciepse uavuetnot s urvenir de par
de différents facteurs qui peuvent étre génétiques, hormonaux ou encore
environnementaux. Cette rupture de | a tol ® ance
organe précis, ou bien de facon systémique. Les cellules Thl ne sont pas les seules a
étre impliquées dans ces maladies. A leur coté on trouve aussi , les lymphocytes Th17

mais aussi les lymphocytes T cytotoxiques.

2.3.1 Sclérose en plagues

La sclérose en p laque est une affection neurologique démyélinisante causé e
par un déréglement du systéme immunitaire qui attaque les antigeénes de la myéline.
Elle touche des individus génétiquement prédisposés mais elle peut aussi apparaitre
par | 6i nter m®di ai re de f a@Hausen and Oksambelig,r2006)n e me nt a u
La d égradation progressive de la gaine de myéline induit des dommages graves au
systéme nerveux , qui a de plus en plus de mal a transmettre des messages. Il en résulte
des symptdmes physiques et mentaux plus ou moins séveéres. Il existe une forme dite
progressive qui évolue de maniére linéaire dans le temps et une forme rémittente qui

elle progresse par pousseées.

Le mod | e do®t ude de | a scl ®r ose en pl aqu
(Experimental autoimune encephalomyelitis ). Ici la maladie auto  -immune est induite
par i mmunisation avec des antig nes de my®I|ine
Freund. Ces expériences ont montré que les cellules Thl étaient largement impliquées
dans | e d®vel oppement -Reestumahéténaimerel composé ded | L
| 612040 et de | 81U 2Ap 3 5. En inval i dant12p40Sredcessdire a fai on de
différenciation lymphocytaire Thl, les souris déficientes se montraient alors plus
résistantes” | O(BaAiteh et al., 1987) . Cependant, l es souri-& d®fic
dével oppai ent [(Herbes et dl) EOL6E . LOoexplication f 3t trou

d®couvert 3. &reeffdt,océtte derniére forme un hétérodimére composé de

| 623p19 et-1HE40A.01AI nsi | orsque | es so42p40u ®t ai en
pour-2pnLB elles ®taient r ®si stantes 7 -12p8BEAE al c
ndi mpactait p gementdansda®nakadieo p (Cua et al., 2003) . E28 étdnt

i mportante pour | dexpan'ss ®cr @iter i-tvelesl lywdpbeicstesT CD4
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Th17 sont donc impliqgués dans le dévelop pement de | 6 EAE. Si ces r ®s
a désigner les cellules Th1l7 comme étant plus importantes que les cellules Thl dans

| 6®v ol ut i 6k defheuvelles études ont montré que ces deux cellules avaient

des rtl es di st ilation tles cellbach Ees telfuiemnThl sarhient les premiére s

a franchir la barriere hématoencéphalique ,et installeraient alors | ¢
attire par la suite les cel lules Th17( O6 Connor e t Néanmoins , éh@rénsérant

ces deux sous -types indépendamment , | 6 EAE est tout de m° me
La communi cation et la dynamique de migration entre les cellules Thl et Thl7

demeure toujours obscure. De plus, le caractére plastique des Thl7 qui peuvent

s®cr ®t er -A@ebir eta@ll, POD9) dans certaines conditions, et| i nt erventi on
Ltc (Friese and Fugger , 2009) combiné e au role joué par les Treg (McGeachy et al.,

2005)compl i quent encore | d8®quation.

2.3.2 Autre s maladies auto -immunes

La maladie de Crohn est une maladie intestinale causée par u ne inflammation
chronigue doéune ou plusieurs portions de | dappa
avoir une composante génétique ou environnementale. Comme précédemment

décrit pour la sclérose en plaque, les principales cellules impliquées dans ce

dysfonctionnement de la tolérance du soi, sont les Thl et les Thl7.

2.4 Activité anti -tumorale des cellules Thl
2.4.1 Immunosurveillance et immunoediting

La th®orie de | &8i mmuumoralafitérmncéeladcowrsede mn t i
deuxiéeme moitié de XX ¢éme sjecle par Frank Macfarlane Burnett et Lewis Thomas.
lls attribuaient alors un réle fondamental au systéme immunitaire dans la progression
des tumeur s. Il 1l's sbéappuy rent not amment sur |l es
Colley, qui constata un lien de  cause a effet entre la régression de sarcomes osseux,

et une infection post -opératoire. De nos jours, on parle de théorie des 3 E

Proposée par Robert Schreiber,celle -ci st i pul e qudi $distnoteskrsadu t r oi s
développement du cancer : Une phase do®l i mination des cell
syst me i mmunitaire, une-aglhase qud®d uiyl iabraai,t amde «
cellules tumoral es quiadegépuateseipse suecorclurglaphase y en
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dd®chappement , ou |l e syst me i mmunitaire ndest

proliféra tion des cellules tumorales.

2.4.2 Lymphocytes Thl et cancer

Cela fait maintenant plusieurs années que le réle prépondérant des cellules
Thldans la progression tumorale a été démontré (Kennedy and Celis, 2008; Ostrand -
Rosenberg, 2005). Leur acti vité anti -tumorale implique les mémes cellules mobilisées
dans la lutte contre les infections a médiation cellulaire, a savoir les macrophages, les
Ltc, et les cellules NK. Cependant les cellules Thl peuvent également avoir une action
directe sur les cellules tumorales via les mol ®c ul e s spcrdieat] Deephs, il a
clairement été souligné que les cellules Thl étaient le plus souvent retrouvées comme
®t ant de bon pronostic | orsqudell es i(@hfandétt rent d
al., 2019) (Figure 14).

o
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Figure 14: Impact des cellules Thl dans le pronostic de plusieurs cancers.

(D6apr s Chraa et al., 2019).
Les cellules Th1l sont d®crites comme ®tant
tumeur. Ce nbest pas | e cas des Treg et des

pronostic défavorable.
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2.4.2.1 Action des cellules Thl sur la tumeur

Les cellules Thl sont connues pour leur capacité a sécréter des quantités

i mportant-As @&t & cytokine peut permettre aux ce
anti-t umor al sur les cellule& ésmocapableEddiendeir e
cyce cel l ul aire, | 6apoptose ou | a n®croptose des ¢
le cancer colorectal (Wang et al., 2015) , le cancer du sein (Kochupurakkal et al.,

2015)ou le cancer du foie  (Li et al., 2012), |-B1 FNDul darr°t du cycle ¢
augmentant | 0expression des prot® nes inhibitric
pl6 ou p2A.esltdliFMpbortant dans | e cadre du m®l ano
de |l a stimulation de ST AohHe la gquantitéd dudniciotARNI d a u g me n

miR-2 9 a/ b qui bl oque | 0 e x pQyctine sdependent dkimase CED K 6 (

une protéine importante pour la transition G1/S du cycle cellulaire (Schmitt et al.,

2012). Par ailleurs, i a -t o Wwanotn t ®@@rihgemiee nlt 81 F
| 6angi ogen s,ent umdrn dlaet | 0 e x (Kanerersoens et al.d2017V E GF
Kawano etal.,,2000) . Pour fA neisrt, aludsisAiN capabl e déaccroitr .
tumorale en a ugment ant | dexpression des CMH de type
reconnaissance des cellules tumorales par le systéme immunitaire (Giroux et al., 2003b;

Martini et al., 2010) . Cependa+t ,esltd |®gM | e neepour sa dapacitéia®
augmenter | expression par l es tumeurs de |l a m
i mmunitaire -L4u(@BregeammedP D eath-ligand 1) (Zou et al., 2016).
lengagement de cette mol ®cul e avec | a prot®i ne
autres par les cellules NK et les Ltc, entraine la rupture de leurs activités lytiques des

cellules tumorales.

Léaction cytotoxique des cell ul es pdaciela r ®si de

sécréter du TNF-A Tgmor necrosis factor alpha ). Cette cytokine ayant été identifiée

pour sa capacit® ° induire |l a n®crose dbéune t ume
apoptotique. En se fixant sur son récepteur, le TNF -A i ndui t | acti vati c
Caspase -8 qui initie la cascade de clivage des ca spases effectrices 3 et 7

Cela aboutit ~ la fragmentation de | 6ADN par des endo

puis & la mort de la cellule  (Degterev et al., 2003) . Néanmoins, lerdledu TNF-A r est e
encore controvers® car si ce dernier peut induir
l a survie de | a cellule canc®reuse en activant

| activation du f act ewanHocssen 200B.nscri pti on NFI B
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Dans certaines conditions, les cellu | e s Thil sont C apadfé¢te s dda
cytotoxique induisant la lyse de la cellule reconnue spécifiquement (Schultz et al.,
2000). On parle alors de lymphocytes T CD4  *cytotoxiques. Le facteur de transcription
Thet, d®j ~ i mpl i g wwdedagearwrind ed @dug@mzyme sldns les Ltc,
pourrait étre impliqué dans ce phénoméne (Takeuchi and Saito, 2017) . Néanmoins,
cetyped 6acti on ne r est eengantextepuenaoral ma®ar iatantage en

conditions infectieuses (Figure 15).

2.4.2.2 Activation doéacteurs de | di mmu

Les cellules Thl sont capabl esididiimeni v®@ri ©cre® ¢
ayant des propriétés anti -tumorales. Cette action passe en grande partie par | & tAF N
s®cr ®t ® par l es cellules Th1. Cela induit comme
infections, une augmentation de |l a production c
(ROS) et de | dazote (NO) chez |l es macrophages c¢
tumora le plus importante (Spear et al.,, 2012) . Par ailleurs, le microenvironnement
tumoral induit souvent la conversion des ma crophages anti -tumoraux ou M1 en des
macrophages ayant un phénotype M2 pro -tumoral. Ces derniers sécretent
not amment doi mpor t @ da ¥BEGF gqugraentani a®vascularisation
tumoral e, mais aussi des cytokines immunosuppressives telles que le TFG -a (Liu et al.,
2018; Wang et al., 2013) . Dans ce context e, i aA @t oRu vda®rmo n't
engendrer la conversion des macrophages M2 délétéres en macrophages M1 anti -
tumoraux (Jeong et al., 2014) . De plus, les cellules Thl accentuent la migration de S
macrophages au niveau tumoral depar | eur s ®cr @& Enfinples tyriphdeytes
Thl peuvent aussi activer l es cellules NK augme

Iytiques, la perforine et le granzymes.  (Townsend et al., 2004) (Figure 15).

2.4.2.3 Activation des lymphocytes T CD8 * cytotoxiques

Lédactivation des Ltc peut pasdemdrtigupsaparlésbact i v a
lymphocytes Thl . Pour c e faire, il y a au préalable activation de la cellule Thl a travers
| 6 engagaessmTCR. Il y égalementun signal de costimulation ,vial 6i nt er acti ol

entre les protéines membranaires CD28 et CD80 a la surface des cellules Thl et

dendritiques respectivement .Les | ymphocytes Th1l ainsi activ®s
la protéine membranaire CD40L augmenter et interagissent avec CD40 a la
membrane d es cellules dendritiques. Ce signal associé a la sécrétion massive dol-AN
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par |l es cellules Thl ach ve ddacti-cegontabres cel |
exprimer davantage de CMH et de molécules de costimulation (CD80, CD86, CD70)

l eur membrane, ce qui a [Bennettewal,1998) .d6acti ver |

Comme cela a été présenté précédemment, les cellules Thl sont capables
commedans | e cadre ddune infection ddactiver |l a pr
desltcvial eur s®cr-®teonddbBFN a d dérontré guele sanstt ®
de cellules Thl pouvait activer la réponse anti -tumorale des Ltc (Ding et al., 20 12).
De plus, il a été observé que les cellules Thl pouvai ent interagir directement avec les
Ltcpar | 6inter m®di ai re de Capéro lentrelésaelldes hh@lesat i on (q
Ltc permet une expansion clonale primaire efficace mais aussi une répo nse
secondaire doéautratnantmgl ugsu ainmdp ol 0 a nestirgnconte& at umor al
nouveau (Bourgeois et al., 2002) . En outre, en s ®cr ®t an#A, dee$ 6LENI ul es
entrainent la sécrétion de chimiokines telles que CXCL9 ou CXCL10 directement par
les cellules tumorales. En se fixant au récepteur de chimiokines CXCRS3, ces molécules
ont donc | e pouvoir doarhltnmais égalenerii eaulttcr éBos ande | | ul es
Sherman, 2010; Wong et al., 2008) .

Cependant, si de nombreux modél es démontrent le caractére indispensable
des cellules Thl dans | 6activation des Ltc, dodau
agir seul s (Cété et al., 2011; Zimmerli et al., 2005) . En effet, lorsque les Ltc interagissent
avec une forte affinité ils p euvent s écréter leur propre IL -2 afin de catalyser leur

amplification clonale de fagon autocrine. Pour ce qui est des interactions de plus

faible affinité , comme avec les peptides dérivés du soi comme ceux provenant des
cellules cancéreuses, | 6 ai de a par des tcalules Thl deviendrait des plus
précieuses pour espérer obtenir une réponse anti tumor al e des Ltc. D

démonstrations affirment que les cellules dendritiques seules peuvent activer les Ltc

par | 6i nter m®di ai re doune acd €D70 e(ketler enall, ZDOA | e de
Toutefois, sans interaction entre les molécules membranaires CD40 et CD40L portées

par les cellules dendritiques et le  scellules Thl respectivement, les cellules dendritiqu  es

sont moins ° m°me ddaugmenter | 0expr(Buboskiarmin ~ | eu

Yagita, 2005) .

M° me si certaines ®tudes tendent " montrer C

di spensabl e, il ressort globalement que | eur as:c
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Ltc est essentielle aleurpr ol i f ®r ati on et ~ | 6®t abli ssement

pérenne (Rocha and Tanchot, 2004; Sun et al., 2004)  (Figure 15).

l‘lg"
Angiogenése

Cellules
Tumorales

o CXCL?
o 2. CXCLIO

e

(@S Rap— > [ fIm}

Figure 15 : Activité anti -tumorale des cellules Th1l.

(1) En s®cr ®t dnt dethdes ThD indaident la sécrétion des chimiokines CXCL9 et
CXCL10 qui attirent au site tumoral les cellules NK et les Ltc (Lymphocytes T CD8+ cytotoxique).

2) La s®cr® ien @I FdNF |les cellules Thl a un ¢
tumorales. ( 3) L&Al FeN-2 | ¥®dr ®t ®s par |l es cellules Thi
cytotoxique et la prolifération des Ltc et des NK. ( 4) Les cellules Thl activent les CD (Cellules
dendritiques) et les Ltc grace a leur CD40 membranaire. ( 5) Les cellules Th1l favorisent un profil
anti-t umor al M1 pluttt que M2 chez | es macrA.phQeg e
i nduit ®gal ement | daugmentation des ROS et du
| Bazote) ce qui aatctamomle desrhadrapbagesWi.{ ®6) LAl BEcr ®t
cellules Thl inhibe la sécrétion de VEGF par les cellules tumorales ce qui diminue par
cons®quent | dangiogen se.
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2.5 Immunosuppression des cellules Thl

LOi mmunosuppressi on rtare faity gattie des fadteomsnqui
contribuent 7 | 0 Qathnzepretamepnogressian. |l existe pléthore de
m®cani smes menant ~ | dinhibition du syst me i mmu

protéines membranaires appelées checkpoint inhibit ors telles que PD-1 et CTLA-4

rendues popul aires par | es nouvell es strat ®gi es
concernent | denvironnement cyt okimémepuldenpampos® pa
certains acteurs immunosuppressifs du systéme immunitaire. Parmi les molécules

sécrétées, le TGFa et-10 s ant |l es principales mol ®cul es

systeme immunitaire et par conséquent la progression tumorale.

251 ImpactduTGF -a dans | a diff®renciation des cC:¢

Le TGFa est une cytokine au r 0Ole co mplexe. En condition normale,
le TGFa contri bue N | hom®ostasi e de nombr eux ti
régénération et leur croissance  (Xu et al., 2018) . Ce dernier a en revanche un rble
ambigu en c ontexte tumoral. Il peut alafoisindui re | 6apoptosedegt | a ¢
cellules tumorales , ou entrainer leur prolifération si celles -ci inactivent certaines voies
de signalisation du TGFa par mutation (David and Massagué, 2018; Pickup et al.,
2017). De plus, sile TGFaest b®n®fi que | ors dbéinfections de
| 6embal |l ement de | 6infl ammat i o mitaiernnéehdtqub,ant | e
il contribue aussi l argement ~° | 6inhibition du s

(Flavell et al., 2010; Sanjabi et al., 2017)

2.5.1.1 Signalisation induite par le TGFa

Le récepteur du TGFa est un tétramére membranaire a activité tyrosine kinase
constitué de deux récepteur s TGFaR1 (TGFa récepteur 1) et deux  TGFRaR2.
La signalisation cellulaire qui découle de la fixation du TGFa a ce récepteur dépend
de la coopération entre ces 4 sous  -unités. Le TGFFa peut °tre s®cr ®t ® par
tumorale sou stromales, mais aussi par les Treg et les macrophage M2. Les trois formes
du TGFa asavoirle TGFRal, TGFa2et TGFa3 se | i ent ddabomM@raRAu x r ®c e
Ce dernier phosphoryle alors la portion cytoplasmique des récepteurs TGRaR 1 . I'l sden

suit alors de multiples signali sations intracellulaires (David and Massagué, 2018)
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La fixation du TGF-a ° son r ®cepteur mobilise | es prot
Smads. Celles-ci sont composées de huit membres divisés en 3 catégories
les RRSmads (Receptor regulated Smads ), les Co-Samds (Common -mediator Smads )
et les I-Smad (Inhibitory Smads ). Les R-Smads sont composées des Smad2 et 3 qui
interviennent dans la signalisationdu TGF -a et des Smad1l, 5 et 8 qui
dans la signalisation des BMP ( Bone Morphogenetic Protein ). Smad2 et Smad3 sont
phosphorylées par le TGF -aR1 pui s prisent e nSmachSmadteui p ar | a
permet leur entrée dans le noyau ou cet hétérotrimére aura son activité
transcriptionnelle. Ce complexe sou vent aidé de cofacteurs, impacte fortement la
di ff®renciation des cellules Th1l en inhibdtant | 0
et STAT4(Gorelik et al., 2002; Lin et al., 2005) . Il en résulte une importante diminution de
| dexpr essi-Ans awes | |5adddcs$ Hemiems (Gerelik et al., 2002) . Par ailleurs,

il a été démontré que les souris invalidées pour le récepteur TGF -AR2 ont des r ®pon
Thl exacerbées (Marie et al., 2006) . De plus, toujours par | &inter
Smad2/3/4, le TGF-a i nhi be | & e x p2 ee qui dminueda proliféatidn

cellulaire (Brabletz et al., 2015; McKarns et al., 2004; Mu et al., 2002; Tzachanis et al.,
2001). Le complexe induit aussi la cytostase en i nhi bant | 0 eMypquie ssi on

intervient dans le cycle cellulaire  (Genestier et al., 1999) (Figure 16).

Par aill eurs, de par sa capacit® ° induire |
Smad?2/3/4 aidé par NFAT, induit la difféerencia  tion en lymphocyte Treg  (Chen et al.,
2003). Ces derniers vont a leur tour accentuer | i mmunosuppression en sG@G
TGFRa et d@(Malay and Powrie, 2001)
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Figure 16 : Voies de signalisation induitesparle TGF -a et i mmunosuppr essi
LeTGFa se |l ie auxder ®yprt dur |l a surface de | aR

qui en résulte conduit & la phosphorylation de Smad2 et Smad3, qui vont former un

complexe avec les facteurs SMAD4. Les complexes activés s'accumulent dans le noyau ou

ils participentalarégu | ati on transcriptionnelle de g nescs
la voie de signalisation des Smads en participant a la dégradation du récepteur TGF -aR
en | imitant | dinteraction entre Smad2/3 et

complexe Smad2/ 3/ 4 = | 8AADMNar tLieciTpGF ®gal ement = |
telles que celle de TAK1 condui sant " | 6acti
TGFaR conduit ®galement ~ [ 6activation de t msas

RhoA et Cdc42, la MAPK ERK et la PI3K.
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La famille des | -Smad est composée de Smad6 et Smad7. Celles -ci sont induites
par l e compl exe Smad2/ 3/ 4. Smad7 intervient en
Smads, ce qui permet un rétrocontrble négatif de la voie de signalisation du TGF -a .
En outre Smad7 est capabliemddT®F-a R Gia le ecrutemend ®gr ad a't
de | dubi qui t i n8MadWUbmuatin RegBatory Fafct@rs 2 ) (Kavsak etal., 2000) .
En se fixantau TGF-aR1 Smad7 | i mite aussi par c-Smgad®t i ti or
(Yan et al., 2009) . Smad7 pr®sente une s®quence consensu
similaire a celle du complexe  Smad2/3/4, prévenant sa fixation et inhibant son activité
transcriptionnelle. Quant & Smad6, celle  -ci inhibe la voie de signalisation des BMP

(Figure 16).

Le TGFa est aussi cvaprabdéauwtbraed i voi es en deho
canonique des Smads,comme <cel |l e de Pl 3K/ AKT qui m ne
(Glycogen synthase kinase 3 ).& | 0 &tif aGSK3p h o s p h o r ycdtéainel ,endudsant
sa dégradation par le protéasome. Lorsqgue GSK3 e-saténinenpemwistantt, | a a
perme t | dactivati on du facteur @Cell-dependents cr i pt i
Factor/Lymphoid Enhancer binding Factor ) (Cadigan and Waterman, 2012)
LOubiquitine Tumag aescresis Tald Réceptpbr -Associated Factor 6 ) est
constitutivement liée au récepteur du TGF -a . Quand ce dernier vien
TRAF6 sdactive et ubiquitine TG&R-Ac@®vatedrkinaseelh)r ®o ni n €
menant & son activation. Cette derniére déclenche alors une cascade de
signalisation menant "’ | dact i v a(Yamashita eteas, ki nase

2008a) (Figure 16).

2.5.2 Immunosuppression par les immune checkpoints

Les deux principales cibles des immunothérapies anti -cancéreuses sont les
immune che ckpoints PD-1etCTLA-4. Ces pr ot ® nes membranaires p
| 6embal |l ement du syst me i mmunitaire notamment |
a des infections. Ce phénomene se répéte au niveau tumoral ou les immune

checkpoints entravent la réponse immunitaire. CTLA -4 est surexprimé a la suite de
| 6engagement du TCR de stouldgsmi.lCe deyniereestre dlors@D 4
compétition avec CD28 pour interagir avec le ligand B7 (Krummel and Allison, 1995) .
Le signal de cost imulation est alors amoindri et la réponse immunitaire moins

importante. PD-1 est quant ° | ui exprim® plus tardivemert
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cellules T et son engagement avec son ligand PD -L1 ou PD-L2 attenu e trés largement
les cascades de signalisation sous le TCR, en mobilisant des phosphatases (Chemnitz

et al., 2004) .

En dehors de | daction i mmunosupprleskDilt,e de |
il a récemment été découvert que celle -Ci pouvait avoir un impact dans la plasticité
des cel |l ul e=sonviemidnentre d ifférénts sous-types de lymphocytes T  helper
en fonction de | @yeokiniguer esh ples nseuvant décrit chez les
lymphocytes Treg et Th17. Les lymphocytes Treg peuvent se transformer en Th1l7 sous
| i nfl uenibet dd ed gbiladtivent STAT 3 (Koenen et al., 2008) . Quant aux
| ymphocytes Th1l7, i a ®t® d®crit qgudils peuve
| i nfl uenk2 agte deéllLdacti vati on (Makas&ek A.T2010)Qg.u i en 1
Concernant les lymphocytes Thl, ils sont décrits  au cété d es lymphocytes Th2 comme
étant relativement stables par rapport a ux deux autres sous -types précédemment
évoqués ( O Shea and PNéanimgins, 2 8 &t® gbservé que les cellules Thl
deviennent plastiques et se transdifférencient en lymphocytes Treg quand ils
interagissent avec PD -L1 (Amarnath et al., 2011) . Il y a alors une importante baisse de
| 6expr es shetn, dkeA Tl drMaiNd auBatidu TNE-A | é1 Len contras
une augmentati on de | dexpression du facteur (o
dif f ®r enci ation | ymphocytaire Treg, Foprpvent LOexpl
de | & ac tphosphatades SHP1etSHP2,act i v®es par | denjaasggement d
son ligand PD-L1. Si cellesci sont majoritairement décrites pour inhiber par
déphosphorylatio n la cascade de signalisation sous le TCR, elles sont aussi capables
de déphosphoryler les STATs dont celles indispensables a la différenciation des cellules
Th1l, STAT1 et STATA4. Ce ph®nom ne a ®t ® d®crit c
exposition de ce llules Thl a du TGFa et d16, od duné co -culture avec des
lymphocytes Tr eg. De pl us, de fa-on pour l e moment [
avec PD -L1 de PD-1 engendre aussi une déméthylation du locus TSDR ( Treg-Specific
Demethylated R egion ) du géne cod ant Foxp3. Ainsi, en utilisant des inhibiteurs de
SHP1/2 et des anticorps anti -PD-1, il serait possible de stabiliser le profi | Thl dans le

cadre de thérapies cellulaires anti  -tumorales.
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La réponse immu nitaire orchestrée par les cellules Thl est un phé nomeéne
finement régulé. De nombreux types cellulaires cooperent pour répondre a des
agressions aussi di ver ses et vari ®es gudune
d®vel oppement ddébun cancer. Dans ce processus, |0
la réponse immun itaire, en lui apportant flexibilité et adaptabilité. Mais dans certaines
circonstances, | 06EA peut d®ployer des m®cani smes

cette r®ponse qui dans | e cadre ddun cancer doi't
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Partie 3. Epissage alternatif : cancer et immunité

3.1 Epissage alternatif et cancer

En conditions physiologiques, | 6EA engendr e
g®n®ti gue en permettant ddobtenir plusieurs tra
partir doéun seul et m°me g ne. N®anmoi ns, S i ce
saines flexibilit® et adaptabilit®, i peut par
transformation en cellules canc®r eusieansigupbe pl us
| EA a un rble prépondérant dans le développement de cancers (Chabot and

Shkreta, 2016; David and Manley, 2010; Scotti and Swanson, 2016)

1 existe de nombreux exemples attestant de
dans le cancer. Récemment, une étude explorant une trentaine de cancers a
d®montr® que <certains ®vaiemtedtree utiitsés podirdéEablir ymo u
pronostic. Il a ainsi ®t ® d®montr ® dans | e cadre
KLK2 Kallikrein-2), une protéine hautement exprimée dans ce type de tissu, était de

mauvais pronostic (Zhang et al., 2019a) .

3.1.1 Epissage alternatif de p53

Le facteur de transcription p53 (ou TP53  Tumor protein 53) e s t indpOrtance
majeure de par son rble dans la régulation de nombreux genes impliqués dans le
cycle cell ul aiie, e métdbdismet @ep hlhgapopt ose. Dans pl us
cancers, le géne codant pour p53 est muté ce qui annihile ses capacités anti -
prolif®ratives et apoptoti quedesét@espastoudda npb3 j us qu d
ne se focalisaient que sur le transcr it principal de ce géne et non aux différents
transcrits et a leurs activités potentiellement variables. Ainsi , il a été démontré que p53
pouvait °tre mMut® au niveau de sites do®pissag
protéines tronquées tout aussi inactive s que pour une mutation  somatique. L orsque
gudun site do®pi sdesatrgnscrites slderrant®de I8 ®ont produit set les
génes habituellement sous son influence voient leur expression diminuer (Smeby et al.,

2019).
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Il existe au total 9 isoformes alternatives connues de ce  facteur de transcription.
Ces isoformes sont exprimées de facon tissu spécifiqgue et pourraient expliquer
pourquoi certains réagissent differemment aux stress comme les radiations ionisantes
(Bouvard et al., 2000; Fei et al., 2002)

3.1.2 Epissage alternatif de Bcl -2

Bcl-2 (B-cell lymphoma 2 ) est une protéine impliquée dans | a régulation de la
mort cellul aire. El'l e permet notamment en associ
famille comme Bax ( Bcl-2-associated X protein ) et Bak (Bcl-2 homologous
antagonist/killer ), de réguler la perméabilité mitochondriale. En permettant la
libération de cytochrome c et de ROS, celle-ci induit une cascade signalétique
pouvant aboutir ° | dapoptose de | a cell ulze. 1 €
appelée Bcl -XS, et une version anti -apoptotique appelée Bcl  -XL. Cette derniére résulte
deldexclusion de | 6exon 2 | ors de | 6®pi ssage. Ce
nombreux cancer setméne © une r ®si stanada@®ordil daipnap lesorsdcui t
chimiothérapies employées pour les traiter. Des traite ments sont actuellement en
cours de déve | oppement autour de | usage ddoligonucl @
nanoparticules lipidiques. Les résultats sont concluants dans des modeéles de

métastases pulmonaires utilisant les cellules cancéreuses B16F10  (Bauman etal., 2010) .
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3.1.3 Epissage alternatif de CD44
CD44 pré-ARNm v2 v3 v4 v5 v6 v7 v8 v9 vi0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

SIS 3§ g g i e

CD44s ARNm (standard)
CD44 détient deux régions variables

1 2 3 4 5 15 16 17 19
| une au ni veau extracel |l u
D—D—D—D—D—D—D—D—D souvent alt ®r ®e, et | autr
cytoplasmique. Le pré -ARNm de CD44 est
CD44 constitué de 19 exons dont 10 sont
vari abl es chez | §daasnane . En
forme standard de CD44 (CD44s ou h) tous

les exons variables sont exclus. Différentes

.- Domaine variable isoformes de CD44 sont exprimé es selon le

. Domaine _ type de cancer , etil a été démontré que
< fransmembranaire

OO les cancers comportant différentes
WARRARAR AN

isoformes étaient plus agressifs que ceux

comportant uniquement CD44s (Zhao et

al., 2013). Dans la lignée murine de cancer

du sein 4T1, il a été observé que les cellules
exprimant | di sof or melOal t er n:
Figure 17 : Structure moléculaire de  CDA44. incluant l'a portion variabl
avaient un potentiel méta  statique bien plus

®l ev® que cel |l es nférmeesandardte 6044. Raralledrsa , | 0 expr essi a
de différentes isoformes de CD44 peut conférer au x cellules tumorales de nombreux

cancers un profil de cellule s souche s. Ces cellules tumorales peuven t donner

naissance a plusieurs types de cellules tumorales et sont donc hautement tumorigénes

et rendent la tumeur plus difficile a éliminer (Prochazka et al., 2014) . Un autre variant

cette fois i ncluant (CD4dvé)x @ nété videmtiicadorhnee étant
responsable de | dapparition de m®tastases dans
(Wielenga et al., 1993) . Il a aussi été relevé que ce variant est impliqué dans la

transition épithélio -mésenchymateuse dans le cancer de la prostate (Ni et al., 2014) .

Dans certains cancers comme celui du carcinome squameux de la téte et du coup,
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l a dispariti orcDd4dvw® edt dssosigefa oun meins bon pronostic. De plus,
ddautres ®tudes montrent que cbdest | a forme stan
| dappari ti o(Biddld etall, ZOEBMT Ldexpl i cattpirowemour de | dac

hyaluronique (HA) qui interagit avec  toutes les isoformes de CDA44, et qui semble étre

un facteur uni ver sel dans | 0®t abl i s sobsereénst de | ¢

selon le type de tissu ou de cancer, viendraientdonc de | a quantit® doHA

de la spécificité des différentes isoformes de CD44 pour cette molécule (Toole, 2009).

N®anmoi ns, l a r®gul ation de | 6appati tdbompdet cds

facteurs do®pi ssage et de | e wtrobscureus{(Fagtre ldpns pot ent
3.1.8InfluenceduTGF-a dans | 6®pi ssage alternatif

Il est mainte nant clairementadmisquesile TGF -a a une a cptoiifavativea nt i

sur les cellules normales, il favorise la transition épithélio -mesenchymateuse des

cellul es canc®reuses et accentue | dapparition
notam me n t par | OinedetSenadn8®R,diladun des facteurs de tr al
par la voie du TGF -a . En,celefcet est capable doéinteragirtr a\v
pouvant se | i er PolyRCpBANRiN, Prokeid B P Qe fajsant, ce complexe

peut alors interagir avec lesr  égions variables du pré -ARNm de CD44 (décritci -dessus),
et prévenir la fixation de la machinerie moléculaire du spliceosome. Il en résulte alors

| 6apparition de | a f oaudéimentdalafdrae égdithdisde COMNd 4
(CD44v12-14). Dans ce contexte, CD44s augmente le pouvoir migratoire des cellules

cancéreuses (Tripathi et al., 2016) (Figure 18).

A cbté de la voie canonique du TGFa mobilisant | es Smads, C
kinase TAK1. A travers son action activatrice de JNK et p38, elle joue aussi un réle
critiqgue dans |l es fonctions apopt at(Mamashiset et | 0 E|
al.,, 2008b) . TAKlestauss i mpl i qu®e dansNFT3Ba cutni vaauttiren acd eur

mais aussi de la survie cellulaire  (Arsura et al., 2003; Huber et al., 2004) . Le géne codant

pour TAK1 comporte 17 exons dont les exons 12 et 16 sont variables, donnant

naissance a quatre isoformes.llaét éd®montr ® que | dexond2de3AKbn de |
i ntervenai't maj oritairement pendant | 6 EMT, mai s
longtemps resté flou (Shapiro etal., 2011) . Récemment,ila été identfé que | dexcl usi o
de | 6exon 12 de TAK1 dur adedastpuovogé e ampoveauparl@n au TG

complexe S mad3/PCB P1 aidé par une autre protéines e | i ant ~ | ORARN, Rbf
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binding complex containing Fox -1 homolog 2 ). Il a aussi été découvert que cette

i sof orme perdant | dexon TARKI1 atnbdsait hedrEtMTa p'p etlr®ev e r
| 6acti vatFiidn aldssi ®t ® observ® que | 6action de | .
TAKIFL,. ne concernait (gripathi ek . a2010)p Pao ailleurs, il a été noté

qgudil ®tait possible doéoemp°vatdruslaex didwd i g ndie | |G
l'imitant ainsi | 0 EEMTFiguced)s ®e par | e TGF
Sans TGF-p Cellule tumorale °e :: Avec TGF-p

CDade Domaine variable

(exons 12 & 14)

res

Activation
de 'EMT

Pré-ARNm CD44 et TAK] FeEFl
Inclusion __- i Pré-ARNm CD44 et TAK]
I‘. Inclusion 0 A

Pas d’'EMT «

Exclusion

{ & . .
@ I | asnan | a4

ARNm CD44e v :
@ i v ARNm CDAts
ARNm TAK1 ; @ [ aam

.. ARNm TAK1AE12

Traduction 1

BNy
@ ( TAKIAE12
ok

Figure 18 :R6leduTGFFa dans | 6 EMT ° travers | 6®pi ssage

Sous | dinflugncé&mdd3 TSHFactive et vient se fi
Ce comp!l e x eexclusiod wes exoris Gariables de CD44 pour f or mer | 8i sof
de CD44 (CD44s) f avori sant | ooMds&nchyniapTransitien). Ceadomplexe induit

aussi | dexclusion de [ 86exon 12 de TAKL1. Cette
survie cellulaire mai s aus.si | 8 EMT
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3.1.4 Epissage alternatif du VEGF -A

Le VEGFA est le facteur angiogénique le plus proéminent parmi les membres
de la famille du VEGF. I est d duwtre e@lansi lmpor t anc
cicatrisation, le développement embryonnaire mais aussi dans des maladies
cardiovasculaires et le cancer  (Hoeben et al., 2004) . Le gene codant pour le VEGF  -A
est composé de 8 exons et il est maintenantét ablique | es ®v nements do®
interviennent au niveau des exons 5, 6, 7 et 8. Néanmoins, les deux isoformes majeur es
du VEGF-A sont le VEGF -xxxa et le VEGF -xxxb. La premiére est pro -angiogénique et la
secondeanti -angi og®ni que. L 6e x-pxbessuvenndimhuée daisGBb
cancers. Il en résulte une angiogénése accrue qui acceélére la croissance tumorale

(Ferrara et al., 2003) .

3.1.5Mutations d bact eurs du spliceosome

1 est 7 rel evergerqunaleud @u mudeas i anteurs du spl
ndest en aucun c a souligné atboluet.e Qedliampor t ance bi ol
ph®nom ne mol ®cul aire qudest | 0®pi ssage. N®a n mc
acquises dans certains cancer s comme dans le s yndrome myélodysplasique  (MDS)
qui se caractérise par une hématopoiése ineffective aboutissant a une cytopénie.

Chez la moitié des patients atteints par cette affection, les génes codant pour les

acteurs du spliceosome que sont  SF3B1, SRS U2AF1 and ZRSR2sont mutés de fagon

mutuellement exclusive  (Haferlach et al., 2014) . Il a été démontré que SF3B1 (Splicing

Factor 3b subunit 1 ) était capital pour la stabilisation de la sous unité U2 du

spliceosome au niveau du site de branchement du pré -ARNm (Gozani et al., 1996) .

Lorsque ce dernier est muté et inopérant, il en résulte des défauts de reco nnaissance

du site dO6®pissage 3Oappari abont deseamimbt eux tr al
comprenant des codons stop prématurés au sein de s cellules myéloides malignes

(Shirai et al., 2015; Yip et al., 2017) . Ces transcrits sont alors dégradés via la NMD ce qui

r®duit consi d®r abl ement | 6expressli®dwmndeéess ggneess c
de SF3B1 est le transporte ur de fer mitochondrial ABCB7  (ATP binding cassette

subfamily B member 7 ). Il y a alors une importante accumulation de fer au niveau

mitochondrial. Ces derniéres sont souvent regroupées autour du noyau ce qu i forme
une couronne dite sid®robl astique. Le fer stock(
plus disponible pour |l a synth se déh®mogl obine.
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316Mut ati ons de facteurs dOo®pi ssage

Les facteurs do®pi ssage sfandamentaled udaes laa mpor t a
régulati on de | 0@y metaian glans le cadre des cancers peut précipiter la
transformation ddune <cellule saine en <cellule
situation si la mutation est acquise au cours du développement du cancer.

Les facteurs ssdd®piasmsagehacun : pl us ddune cen
la modification de leur expression ou leur mutation méne a des perturbations

transcriptomiques de grande ampleur , perturbant de facon conséquente la biologie

des cellules touchées. Par exemple, dans les s ynd rome s myélodysplasique s le facteur

do®pi s s ag €SeriBeRA&E Arginine Rich Splicing Factor 2 ) est fréquemment
identifi® comme ®tant mut ®. Cela condui't N | 0 aj
pour plus do6éune centaine de g neanceBziH2 (Kin@un doun
al., 2015). Ce dernier est impligué dans la régulation négative de la transcription de

nombreux génes par méthylation. Ainsi , de nombr eux génes autrefois éteints

s 0 e x p r alorsede facon incontrolée. Les cellules hématopoiétiques mutées pour

SRSF2 d®tiennent une version doEZH2oniactigté uant ut
méthyltransférase. L e s facteurs do®pi ssage duésRIAhBda s ont :
progr essiontumorale. En ef fet, il a ®t ® d®montr ® que | a sur
les hépatocarcinomes était associée avec | apparition d evia m®t ast
| augment ati on de | 0i(dauftalr, 2083) v6 de CD44

Depl us, | dbeasc tfiaocnt e u r s pedt@t®Egaemeatgerturbée par
des voies de signalisation qui peuvent étre suractivée s dans certains cancers.
Les protéines SR étant principalement régulées par phosphorylation, leur suractivation
peutposerprobo | me. SRSF1 est responsable de |1 39 ncl usi
qui donne lieu a la Capase -9a ou a la Caspase -9 b . L6actSREF1témant d e
principalement régulée par AKT, une kinase constitutionnellement active dans de
nombreux cancers comme celui du poumon, cela conduit a un disfonctionnement
de la Caspase -9 qui méne a une résistance accrue des cellules tumorales a

| 6 ap o p(Paoditetal., 2013) .

Bien dobéautres fagessorstouches dans @epnonsieux cancers et

tendent & devenir de nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.
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3.1.7

Epi ssage

al

ternat.i

doél RF1

Outre son role avéré dans le systéme immunitaire, le facteur de transcription

IRF1 détient aussi des activités faisant de lui un suppresseur de tumeur. Toutefois dans

pl usi eurs

cancer s,

cycle cellulaire sont altérées. Dans le cadre de la leucémie il a ainsi été démontré que

l a r®gi on

al., 1999). La | iai son

chr omos omi

|l es fonctions d&él RF1 dans | a
gue contenant | a (Braenéeti e coda
avec une nucl ®ophosmine, un f a

des ribosomes, entraine également dans la leucémie et la MDS une perte de la
t u me (Kondoded &.R1P97) . Dans le cadre du
®t ® d®mont ri®etdli(¢Hurad oncopr

fonction de suppresse ur de

cancer cervical,

a

papillomavirus ) pouvait réprimer les régulations transcriptionnelles régulées par IRF1 en

venant se fixer a ce dernier (Um etal., 2002) .
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du cancer cervical, quatre transcrit s alternatifs ont été identifiés comme étant plus

exprimé s dans le tissu cancéreux par rapport au tissu sain (  Figure 19).

Par drom@&di ai r e do e sanRdes seatégies sle clonagel , il a été observé

gue ces isoformes avaient une activit® r®pressi v
for me st and arabisaoineRditdrnatived semblaient aussi plus stable sdans le

t emps. |l RF1 ®tant responsable de |l a r®gul ation d
de tumeur (p73,FHIT, TGS101), ces isoformes aggravent | a pr ol i f ®r ati on et |

de ce type de cancer  (Lee et al., 2006a) .

3.1.8 I mpact de | 06®pi g®n®ti que sur | 6®pi s:

De nombreuses étud es montrent que | 0®pi g®N®ti que est
globale dans de nombreux cancers (Jones and Baylin, 200 2). Il en est de méme pour

| 0®pi ssage alternatif mais tr s peu doé®tudes fon

les conséquences potentielles de leur relation (Sveen et al., 2016) . Dans ce contexte,
il a réecemment ét¢ démontr ® qudi l existait un | ien entre
moléculaires dans le cancer du cdlon (Kornblihtt, 2017) .

La protéine SETD2 SET Domain Containing 2 ), une méthyltransférase trés
souvent mutée dans de nombreux cancers, est en charge de la méthylation de
| 6hi st one H3K3®&t Conltaa am®eimegl ati on dokHBe&&O et d
permissive est per me t | dexpression 6ex mr enses i @inb | dRe SETD2
m®t hyl at i o rsonddimih@ékes dans le cancer colorectal humain par rapport a
du tissu sain. La diminution de la méthylati on de cette histone est superposable & une
augmentation ddi sof ormes alternatives ,anmetaunclédanses t el | €
l a voie de signalisation de Wnt &ntenfpenommhbli @ati on
méthylation permissive du  géne codant pou r DVL2 entraine une élongation
transcriptionnelle plusrapidede | 6 ARN pol ym®r ase |I,l .| dPiart rcoonn s2® qdue
géne contenant un codon STOP prématuré est alorsinclus dans | 6§ ARNM, ce
entraine plus tard ¢a dégradation par NMD. Quand SETD2 est mu t¢, ce nodest pl u:
cascar | 6 ®1 o n dgransciipiomnelle se fait de facon pl us | ent e. L6intron
exclu par épissage, et DVL2 peut alors participer a la voie Wnt qui encourage le

phénoméne de transformation cancéreuse (Figure 20).
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Cellules intestinales non mutées pour SEDT2 Cellules intestinales mutées pour SEDT2

. (‘seor2

&
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AClyleWn )
Transformation cancéreuse
Figure 20: | mpact de | 6®pi g®N®t i que sur | 6 ®pi ssa
( d 6 a Kornbkhtt, 2017 ).
Lorsqgue |l e g ne DVL2 est m®thyl ® par SEDT2, | a
y a alors inclusion drcododS$TOR préamatur€indeisant ta dégradation
de | ARN par ( NMD Nonsense Medi at ed Decay) .

| 6absence de m®t hyl ati on engendre une progress

est alors exprimée et active la voie ~ Wnt qui accentue la transformation cancéreuse.
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3.2 Epissage alternatif et immunité

De fa-on g®n®r al e, bon nombre do®tudes asso
compl exes, o% | 6information g®n®tique doit °tr
temporels et/ou co ntextuels comme pour la guidance des axones (Yap and

Makeyev, 2016) , ou le systéeme immunit aire (Pan et al.,, 2 008). Dans le systeme

immunitaire, des isoformes alternatives ont été identifites dans des contexte S
physi ol ogi qgues et ddautres dans des contextes p
systeme immunitaire inné, ou acquis (Schaub and Glasmacher, 2017) . Pour les
macrophages, 81 ®v nements dO6EA ont ainsi ®t ® r e
(O6Connor e t. Lea tellujes der@rdtiGues développent elles aussi différents
profils do®pi sendopaion adutstatut dealéur différenciation et de leur

maturité (Shalek et al., 2013) . Concernant les lymphocytes T , ce sont pas moins de

1319 ®v nements dO6EA qui ®mer gent l ors de | a st
| dengagement du TCR et de | (Butteceda.t201u,ldentdeson de C

géenes impliqués dans la réponse i mmunitaire (Martinez et al., 2012) . Enfin plus de 90%

des génes multi -exoniques des lymphocytes B subissent un épissage alternatif (Toung
etal.,2011) . N®anmoi ns, |l e ritl e des isoformes alternat
De plus |l e rtle de | 6®pissage ndéa pas encore ®
cellulaires qui composent le systéeme immunitaire , et encor e moins pour les cellules

infiltrant une tumeur (Figure 21).
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Analyse génomique

Exemples
décrits

(d
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81 événements d’EA au contact du LPS

721 événements d'EA sous l'influence
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Figure 21 : Ev nements d&é®pi ssage
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3.2.1 Immunité innée
3211Rdledu facteur do®pi ssage SF3Al

LO6i mpor t ankAedansl kes nadrophages a été démontrée a travers
| i nhi bition du facteur do®pissage SF3Al qui r ®g
la voie de signalisation sous les TLRs (O6 Connor et .Enkffet, cel@ dndebdje
une diminution de la production de régulateurs importants de cette voie , comme
CD14, IRAK1 (Interleukin -1 receptor -associated kinase 1 ) ou e nc o nhibitotoKKa (|
nuclear factor kappa -B kinase subunitbet a) . Cel a montre toute | di mpo
dans | a propensi on du syst me i nn® -~ sbdactive

| i nter m®di ai re des TLRs.

3.2.1.2 Epissage alternatif de MyD88

La protéine MyD88 ( Myeloid differentiation primary response 88 ) este ddun
grande importance dans la voie de signalisation sous les TLRs. Il existe une isoforme
l ongue de MyDS88, My D88L qui est responsable de |
une isoforme alternative plus courte MyD88S qui au contraire restreint la réponse
imm unitaire en bloguant la voie de signalisation. |l a été observé dans ce contexte
gue |l es facteurs do®pissage SF3A1, SF3A2, SF3A3
formation de la forme longue de MyD88 et que leur invalidation génétique causait
une inhib ition de la réponse immunitaire innée (De Arras and Alper, 2013) . Par ailleurs,
ces observations sont valables autant dans les mac rophages que pour les cellules

dendritiques.

3.2.1.3 Epissage alternatif de TLR4

1 a aussi ®t ® d®montr ® dans | es macrophages
existait une forme soluble de TLR4 avec une insertion de 144 paires de bases entre
| exotn  menant ~ | dapparition ddun codoetteSTOP pr
isoforme alternatve de TLR4 intervient | ors do6éune stimulati
diminution de la sécrétionde TNF -A eme udi mi nuti on deNF®Ba i vati o

et al., 2000) .
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3.2.1.4 Epissage al ternatif de  NLRP3

La protéine NLRP3 (NOD-Like Receptor family, P yrin domain containing 3 )
intervient dans | dactivation de | i nf |l ammas o me
(Apoptosis -associated S peck -like protein containing a CARD ) et de la Caspase -1.
Majoritairement exprimée dans les macrophages, NLRP3 appartient a la famille des
PRR (Rattern recognition receptor ), des récepteurs permettant de détecter des
molécules associées aux pathogenes. Lorsque ces derniers sont détecté s, NL3P3 et
ASC forment un compl exe dOodalquivaalarsdlivemapme-lldla Caspa

etlapro -Il-:18 enIL-1 a e18, déslcytokines pro -inflammatoires.

Macrophage

PAMPs (LPS, bactéries, virus)

LRRAES

: v

' Pré-ARNm de LRR
Ve

Exclusion‘\ i . ¥

L exons
| Inflarmmation

‘e
. ARNmM C R
S de LRRAES * e 0o
S
Figure 22 : Ef fet de | 6 ®pi ssage alternatif du don

induite par les macrophages.

Lorsque le TLR4 reconnait un motif du non soi comme un virus ou une bactérie, ce dernier
engendre une sortie do6éions potassiques qui a-clatedv
Kinase 7). NEK7 est essentiellepour | 6 acti vati on de | di nfl ammasome,
non soi. Pour se faire NEK7 doit interagir avec le doma ine LRR (Leucine -Rich Repeat) de NLRP3
Seulement dans certaines circonstances, une isoforme sans exon 5 du domaine LRR est produite.

Ilnby a alors plus ddéinteraction avec NEK7 et | 8i
TLR4 induit aussiB lgludc teinvtataiinre d dMNRElpa eests i doetll-1Bd&ans
| 6i nfl ammasome qui active | a Cakinqaes @e shnt paxs diss, @r
| 6i nfl ammati on est inhib®e.
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NLRP3 est composé de trois domaines fonctionnels : PYD (N-terminal Pyrin

Domain ), le domaine NACHT et le domaine LRR ( Leucine -Rich Repeat ). Une récente

®t ude a montr ® | 0exi sidofermeseal tethativespdeu NLRP3I chez
I homme, perdant d ddietx ond &x oonu 5c oMy oi nt ement | ©e:
(Hoss et al., 2019). En dehors de la forme compléte de NLRP3, cdest | 06isoforr

| 0 e x aui a®té trouvée comme étant la plus exprimée dans les macrophages.

Léexcl usi on d etediréceementde ddm adiné [ERKR de NLRP3 qui estimpliqué

dans les interactions protéines -pr ot ®i nes. Par ce fait, l e domai
plus avec la protéine NEK7 ( NIMA (Never In Mitosis A)-related Kinase 7 ) (He etal., 2016) ,
activ®e par |l a sortie doéions potassiques qui [
molécule du non soi. Cette interaction conditionne en absence dOEA | |
del 6i nfl ammPasome.ns®quent , |l a Caspase 1 ndest plu
pro-I-k1a et -lLa8pproaddui tes sous BN hflBuencH mhd NF

en utilisant des oligonucléotides antisens, i | serait possi bl e door i e
alternatif vers une exclusion de | 6exon 5 afi

| i nf | a rHoss etialg 2019) (Figure 22).

3.2.1.5 Epissage alternatif et maturité des cellules dendritiques

Une expérience de séquencage ARN (  Single cell) a montr® qubdil €
di ff®rents pr alfeindtifenfdnéti@pde la reatudtéeet de la différenciation

des cellules dendritiques exposées au LPS (Shalek et al., 2013) . Cependant, Il i my

fonctionnel de ces diff ®r enététlugdé.of i | s dd®pi ssage

En somme, les mécanismes précédemment décrits sont autant de boucles de
r@trocontr®l e n®gatif pr®enant | 6e mi@dlolresnmeundti | d

doit faire face a une infection.

3.2.2 Immunité acquise

3.2.2.1 Lymphocytes B

Les l ymphocytes B sont des a mitéeadaptativej mpor t an
depar | eur propension ° s®cr®ter des quantit®s i mpc
une multitude de pathogénes. Dans le but de reconnaitre de nombreux antigéne S,

les cellules B réarrangent la portion variable de leurs chaines lourdes et [égéres au sein
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de la moelle osseuse. Ces cellules encore i mmat ures expriment ~ | eur
(Immunoglobine M). Une fois testées pour leur capacité a réagir avec le soi, les cellules

conforme s migrent vers les organes lymphoides secondaires tels que la rate ou les

ganglions | ymphatiques. Cbest alors | 61 gbh qui e
Laraisonde cettetransitt on de | 61 g M dveesrt snqu@dleige®ent élucidée.
Domaine p Domaine &
VDJ < > < >
Pré-ARNm 5' 3

aevm 5 T s I 3

Q-
&z

=

Figure 23: Transition de | 8i sotype I gM ° 1 gD par |
Lors du d®part des | ymphocytes B vers | es
alternatif quiau t r ef oi' s menait 71 g Mexgpdcersisd mtne dwe
concomitante des deux isotypes I gM (incl-u@

domai ne a).

Cependant, il a ®t ® observ® que | 6EA ®t ai't
Il gM vers | d8i s ot-ARpma cotlagtla chalne louple s IgM contient le
domaine variable de reconnaissance des antig nes
s®quence codant l es 1 gD (domaine a). Lors du d(
organes l ymphoudes ssage oaftednatif rq@ sautre [fofs @npenait a
| dexpr e®lsgM,n «déoriente vers une production conc
(Maki et al., 1981) . Si l e r*l e exact de ce changement nd
connu, on saiten revanche quel aprotéinese | i ant ° | Zinkfyer @dtem3 18 (

318) pourrait étre un des acteurs de la régulation de cet EA. En effet, dans les
lymphocytes B folliculaires, dont la réponse dépend des lymphocytes T, Zfp318
augmente | a quantit® dol g(BEndeaswetald, @X14) i(Fgere23). des | gM
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En fonction de leur état de maturité, les cellules B sont égaleme nt capables de
sécréter des IgG, des IgA et des IgE. Il a été  noté que les IgE possédaient plusieurs
isoformes apparaissant en fonction de différents stimuli et du niveau de maturité des

lymphocytes B (Saxon et al., 1997) .

3.2.2.2. Lymphocytes T

LOEA est important dan s$éponse @mankbaire astraverslant de |

régulation de son activation mais aussi en orientant sa différenciation.

3.2.2.2.1 Epissage alternatif de CD45

LAun des premiers g nes subissant un EA
lymphocytes fit Ptprc qui code la protéine CD45. Cette tyrosine phosphatase est
trouv®e en abondance ° l a surface des | ymphocyt
environ 10% des protéines membranaires totales. CD45 est connu pour contrbler la
signalisation du TCR en modulant la p hosphorylation de la kinase Lck. En effet, cette
derni re est responsabl e de | 6antnoimbreatevoies de ZAP
sous le TCR.Le pré -ARNm de Ptprc posséde 3 exons variables 4, 5 et 6 qui générent les
isoformes CD45RA, RB, RC, RO. Dans les lymphocytes B, CD45 est exprimé avec la
totalité des exons variables on parle alors de CD45RABC ou B220 (Cyster et al., 1996) .
En revanche dans les lymphocytes Thaifs , CD45 est exprexom@ariablei t avec
4 ou avec | dexon var i abGDd5RB.Péaroppasition,ilaétéCi3etve RA et
qgue chez les lymphocytes T mémoires tous les exons étaient exclus pour former
CD45RO (McNeill et al., 2004) (Figure 24).

Il existe des différences fonctionnelles entre les isoformes de CDA45. Si les
i sof ormes poss®dant un exon variable permettent
TCR, | i sof or me salCPD4BRONAat vanueaebded&au iiemat i on

formant un homodi m Frirhibitoro (Tong et ald ZD@5) .tLa& transition qui

sdop ores Ilde | apparition de CD45RO ~° l a membr a
finement r ®gul ®e par des facteurs do®pi ssages
| 6i nfl uence de Voies de signalisation qui suc

La r®gul ation comp®tittirwe Ilesi fatdrgpgage d®pi s s ac

contexte -dépendante est un phénoméne complexe
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Exons variables

< Ly
<« >

1 2 3 4 5 & 7 33
A

1 2 3 4 5 7 33
iRl R R e

1 2 3 5 6 7 33

OO R e

ARNm CD45

CHOHTHE——— T A e

Lymphocytes T naifs

1 2 3 5 7 33
(H A+ ] e
1 2 3 7 33

‘ H H I D#FD CD45RO : Lymphocytes T mémoires
¥

Figure 24 : ARNm des différentes isoformes de CD45

HNRNPL
La prot® ne hnRNPL f 3%t | dune des premi re ide
| 6 EAPtpgiceCelleciest sous | dinfluence de |l a signalisat

motifs ARS (Activation Reponse S equence ), un enchainement de nucléotides localisé S

au seinméme de séquences cis-r ®gul atrices des exon 4, 5 et 6.

| 0®t at babRsLali,nduniRN | 0 e x Al5etd dedCBH45dansant Eexisoformes

alternative s CD45RA (exon 4 seul) et CD45RB (exon 5 seul) (Motta -Mena et al., 2010) .
N®anmoi ns, Il e m®cani sme de r ®gul at icesnsoforimmes a nt " |

demeure obscure ( Figure 25).
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HNRNPLL

LOdexpression de | ahngMNPb-Like)iamgmente fofeMéEhtidrs dé
| dengagement du TCR des cellules T -~ | 6 ®t at b a:
également importante dans les cellule s mémoires (Khodor et al., 2012) . Grace a des
exp®riences de mutag®n se dirig®e, il a ®t ® d®mo
ARS des exons 4 et 6 pour induire leur exclusion (Oberdoerffer et al., 2008)
Contrairement " hnRNPL, hnRNPLL ne s e fixe pas
(Figure 25).

PSF

PSF (Polypyrimidine -Tract-Binding Protein (PTB)-Associated Splicing Factor) est

une protéine de type hnRNP qui a égalemen t été identifiée pour sa propension a
i nduire | 6excl usi on des e X(dayds andv dyndh,a POLO} s de C
Contrairement aux protéines hnRNPL et hnRNPLL, PSF ne se lie pas aux motifs ARS mais

des motifs ayant une s®quence riche e@asopurines
®t at de phosphorylation. & | 6®tat basal, PSF est
|l a prot® ne TRAP150 peut interagir avec PSF et |
noyau pour exercer son ril e de facteur do®pi
I

(@}

e mament du TCR, la cascade de signalisation qui en découle engendre
|l activation de | a kinase AKT, gui va al ors phoc
inactivé e et ne peut plus phosphoryler PSF qui peut alors entrer dans le noyau pour se

fixer au pré -ARNm dont elle est spécifique ( Figure 25).

SRSF1

SRSF1(Serine/Arginine -Rich Splicing Factor 1) fait partie de la famille des
facteurs dOo®piestianpd | R.®eEldlaems | 6 ®pi ssage -altern

ARNmM intervenant dans la réponse immu nitaire dont CD45. SRSF1 a été décrite

comme se fixant au niveau de la séquence ESE (  Exon Splicing Enhancer )de | 6exon 5
pour en induuséolhdéd Le motif ARS de | dexon 5 est
ESE. Cdest sur ce motif qudhnRNPL vient interagi
CD45. Ai nsi i en ressort que | 6inclusion ou |8

ddune ctoimpi® n entre ces deux facteurs do®pissag

séquences trés proches (Moulton and Tsokos, 2010) (Figure 25).
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Lymphocytes T a état basal

Pré-ARNm CD45 Compétition

. ‘1 HQ H3

ARNmM e

1 2 3 4 7 33 1 2 3 5 7 33
CD45RA CD45RB
Lymphocytes T actifs ou mémoires
4 5  Compétition 6
1 2 3 33

|:| ESS (Exon Splicing Silencer) ,
I:l ESE [Exon Splicing Enhancer) ARNm
1 2 3 7 33
I ARS [Activation Response Sequence) 5I:I:I:I:|7//L|:| 3" CD45RO

CD45RA

Figure 25 : R®gul ati on de | 0®pi ssage alternatif de

€ | 6®t at basal une comp®tition qui sbdenga:
do®pi ssage hnRNPL et SRSF1. Cela aboutit
caractéristiques des lymphocytes T naifs, CD45RA et CD45RB. Dans les cellules
mémoires, | a coop®r ation qui sdop re entre | es
SRSF1 et PSF au niveau de différentes séquences cis régulatrices dupré ~ -ARNm, donne

nai ssance | i sof or me CD45RO, caract®ri s

Lébapparitionedée CB4BROani sme de r®trocontr?l] e
| EA dont | a r®gul ation est i mportante pour pare

immunitaire.
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3.2.2.2.2 Epissage alternatif de CD44 via Sam68

CD44 joue un role important dans la migration des lymphocytes en permettant
notamment le phénomeéne ddadh®rence de r duwldehm®a retn cpeu if 2 rdne a
les cellules endothéliales vasculaires exprimant HA (DeG rendele et al.,, 1997) .
Des isoformes alternatives de CD44 ont été observées dans les lymphocytes actifs.
Laplus expri m®e doenlt&dexoenl |wasr iianbclleut5 (voir part.
cancer), et son ap parition dépend de la protéines elianta | 6 ARN Sldatte 8t
al., 2002). Il a été démontré que Sam68 était activé e par la cascade de signalisation
Ras/ Raf / MEK/ ERKgagement da TCR. Une&feis active , Sam68 forme un
compl exe avec |l a prot® ne SR SRm160 qui interagi
ce qui induit son inclusion. Cette interaction avec le pré -ARNm de CD44 facilite la

reconnai ssance des sites dO0®pi ssag®mpatri®eqgsplknc

sdassociant “ | a prot®i ne Br m, Sam68 est capabl
pol ym®rase |1 ce qui induit | 6inclusion de | 6exo
attractifs a travers leur séquence pour le spliceosome qui préfe re se fixer au niveau de

sites do®pissage forts. Ce ralentissement per met

se fixer aux sites doé®pissage dits faibles enca

choses sont connues quant 7 | ®farmd altevnativepdanse nt i el | e
l a r®ponse i mmunitaire. I est n®anmoins connu
est plus exprimée dans certaines maladies autoimmunes (Puré and Cuff, 2001) .

3.2.2.2.3 Epissage alternatif de la protéine MALT1

Apr s | dengagement du TCR et de | a prot®i ne
CD28,survient | dactivation de®lBKresi e CRAi, ngues "q
activent PKCEé. Cette derni r e @abpasepeeroitmgnt e al or
domain (CARD) -containing membrane associated guanylate kinase protein 1 ) qui
change de conformation. Cela induit le recrutement de BCL -10 (B-cell lymp homa 10 )

et de MALT1 ( Mucosa -associated -lymphoid -tissue lymphoma -translocation gene 1 ).

Cette derni re est importante da(RaeflilBéassedtal.y at i on
2003). En effet, elle per met | digasedRAFGd detakinase de | O u
TAK1 qui vont alors wubiquitinyler et phosphoryl e
la | i b®ration du facteur de transcription essenti

NFT B, qui va pouvoir se transloquer dans | e noya
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MALT1 posséde deux isoformes MALT1A et MALT1B. La différence entre elles
r®si de dans |l e fait qome7l éuné¢édpassedaohdeMALT1B

dans les lymphocytes T naifs ce qui a pour effet de réguler négativement leur

activation. En effet, | dexon 7 de MALT1 adPsent c
aminés, est essentiel dans le recrutement de TRAF6 , et donc dans | dacti vat.i
subséquentede NFT B. |1 a ®t ® d®montr ® que | 6excl usi on
de |l a prot®i ne hnRNPU, et gue | 6invalidation de
l ymphocytes T " travers une aug nee MALZXAI on de

Cette tendance se confirme dans les lymph ocytes T actifs qui exprimentd avantage
MALT1A (Meininger et al., 2016) .

3.2.2.2.4 Epissage altern atif de Foxp3

Le facteur de transcription Foxp3 est ddune

types de lymphocytes T régulateurs (Treg), a savoir les nTreg et les iTreg. Les premiers

sont générés directement dans le thymus de par leur propension a reconnaitre a vec
une forte avidité un CMH de classe 2 présentant un peptide du soi (Jordanetal. ,2001).
Une fois diff®renci®s ils partent en p®riph®rie
autoimmunes en sécrétant la cytokine immunosuppressive qu 6 e sTiGRd .e Les i Treg

sont quant a eux directement différen ciés en périphérie a partirde  lymphocy te T CD4+

naifs ayant reconnu un antigéne dans un environnement immunosuppressif (Curotto
de Lafaille and Lafaille, 2009) . Comme les nTregs, ils sécréetent du TGF -a . [ exi ste
troisieme type de Treg, le Trl. Ce dernieresti nduit comme | es i Tregs, m e

pas le facteur de transcription Foxp3, et sécrete majoritairement la cytokine

i mmunosuppressi-e qudest | 06IL

Au total trois isoform es de Foxp3 ont été décrites : une complete Foxp3fl,

une autre perdang3 EGdextonerf iFn une derni re perda
| dexon 7, FeoxpBiG2fG&r.ernt es i soformes de Foxp3 ndort
sur la différenciation lymphocytaire Treg. En effet, quand les deux premiéeres qui sont

les plus exprimées perm ettent de maintenir le caractére immunosuppressif des

l ymphocytes Tregs, l a derni re ndéy parvient pas.
Foxp3fl et Foxp3G2G7 ®t ai ent C 0 e X omparnasies, s dans
Foxp3 G2 Gdommey untdominant négati fetinhibe | 6acti vi t ®MalleretFox p 3f |
al.,,2009).llaauss ®t ® observ® gbanledgxamde dagnportance p

82



Chez des individus mut ®s au niveau du,|l dietxeond &®p i
est exclu. Il en résulte un sévere déréglement du systéme immunitaire aboutissant au

syndrome IPEX (Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X -linked ) qui

se manifeste par une polyendocrinopathie et une entéropathie auto -immune (Harbu z

et al., 2010) .

Une autre ®tude a ®gal ement d®crit | di mpact d
de transcription Foxp3 dans |l a plasticit® des |
observ® une augmentation i mportante deandldsi sof orr

cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC ) et dans des biopsies intestinales

de patients souffrant de la maladie de Crohn par rapport a des patient s en bonne
santé. lls ont ensuite constaté que les Treg exposés a la cytokine pro -inflammat oire
gubdestlal Gelxkpr i smeant ad e Foxp3G2G7. Cependant, I
per mettant ddexpliquer | augmentati on de | dexcl
Foxp3 ndest pour | &instant pas expliqu®. 11| est
facteursd 6 ®pi ssage dans | a voie de signdlai g@toimpm s®o u

des sous unités IL-R1 et II-RAP). Néanmoins , il a été constaté q ue les cellules qui

expriment d avantage cette isoform e alternative sécrétentaussid avant ag€d7addl L

la cytokine caractéristique de la différenciation Th17 (Mailer et al., 2015) . Cela est dQ

au fait que cette isoforme alternative contraire
se fixer au facteur de transcription RORAt pour

g ne codadrvta . l6duddlicytokine trés représentée dans la maladie de Crohn :

se fixe sur son r ®c e-@pRebde deuxcglyaodtéingsd® (gdl®) et 61 L

active via STAT3latranscriptonde Rorcqui une fois traduit en RORAt

| Oexpress-l7apar Bex p8GRG7 ne r ®pr i meFigpea2d). son acti vi
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Lymphocyte T régulateur
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Figure 26 : L& L i ndui t la transdiff®renciation des
alternatif du facteur de transcription Foxp3.
Dans |l es cellules Treg, |l e facteur de transcr
pourleTGF-a. ||l emp°che ®gal ement toute transdiff®

fixation du facteur de transcr i pfaiSeuemddQOdR Aréserseal

r

do-LB, I|I-ARWmMm®de Foxp3 subit un ®pissage alterna

w

qui ne peut ni i ndui rée, ImMiexplregseronl| @ac tTiGkFn

bal ance en faveur ddédune diff®renciation Th17
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Ai nsi dans cette configuration | &6EA de Foxps3
doubl e effet n®gatif dans | a maladie de Crohn. L
di mi nution de | a population Treg mais aussi 7~ tr
Th17 largement impliqué e dans cette mal pduer aiL®l donc °tre |
t h®r apeutique de choi x pour di mi nuer Il 6i nfl amn

intestinales qui en résulte nt (Ueno et al., 2018) .

3.3 Epissage alternatif et immunothérapie anticancéreuse
3.3.1 Epissage alternatif et néo -épitopes tumoraux

1 a r®cemment ®t ® d®montr® au sein ddune ®t
gue |l es tumeurs comportaient plus de 30%ardd ®v n
rapport a des échantillons de tissu sain (Kahles et al., 2018) . En se concentrant sur des
tumeurs de | dovaire et du sein qui d®t enasi ent er
des données de spectroscopie de masse (SM), il a été déterminé que 68% des tumeurs
ont un ou plusieurs néo -épitope s tumoraux dérivésde | 86 EA. En revanche,
30% des tumeurs détiennent des néo -épitopes tumoraux issus de mutations
somatiques. Ainsi , cela souligne toute | 6i mportance que
®v nements dOEA aeussaéin désdéenmi fier de nouvell
une autre étude utilisant la SM a démontré que la plupart des antigénes tumoraux
issus de 2 lignées murines et de sept tumeurs primaires humaines, provenaient de la
traduction d 8 e x 0 n s Seodklors tu cadre de lecture, mais aussi de régions non
codantes de | 8ADN. Aut ant do6®v nements qui peuv
de d®r ®gul ati ons dneurs dimondehah,2018 e s t u

LO6i mmunot h®r ap iimmure chedkmints telegse PD -1 (Programmed
cell death 1 ) ou CTLA-4 (Cytotoxic T Ilymphocyte -associated protein 4 ), est une
véritable révolution dans le traitement de nombreux cancers (Ribas and Wolchok,
2018). Dans ce contexte, il a été observ  é que les tumeurs comportant une haute
charge mutationnelle présentent d avantage de peptides tumoraux a leur
surface via les CMH de classe | et Il (Segal et al, 2008) . Cependant,
si de nombreuses études montrent une corrélation positive entre le niveau de mutation
des tumeur s et la réponse aux inhibiteurs de  checkpoints (Samstein et al., 2019) ,
ddautres |l es contredisent en mo nt ésamutés rgu e des

répondent pas aux traitements, al or s gue ddautres peu mut @
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(Rizvi et al., 2015). Dans ce cadre, il a été démontré que les patients présentant des

mutations somatiques g®n®r ant de nhouveaux sites doc(
immunothérapies ciblant PD  -L1 (Jayasinghe et al., 2018) . Ce type de mutation pourrait

alors étre un nouveau biomarqueur clinique de choix dans la réponse aux inhibiteurs

de checkpoints

Les nouvelles technologies telles que le séquencage ARN ou la SM permettent
d®sor mai s d di de nantigénesetumordaewsx . n @®r ©c e " | 6av neme
techni ques de thérapies cellulaires, il est maintenant possible de cibler ces antigénes
en s®l ectionnant un cl one de ltumaal sgn®& pusdeque dou
| 6 ampl idé iéaiser ue transfert adoptif de ces cellules. Il est aussi envisageable
d atiliser des Ltc ayant été reprogrammeés gén étiquement pour exprimer un TCR
chimériqgue permettant de reconnai tre un antigéne tumoral précis ( CAR-T cells

(Chimeric Antigen R eceptor T cells )) (Figure 27).

Tissu sain

oA
I

Tissu cancéreux

Analyse des évenements
d'épissage alternatif
Tissu sain vs tissu cancéreux

Séquenceur ARN

Spectrométre
Sélection des clones réactifs de masse
ou
élaboration de cellules a TCR
chimériques (CAR-T cell) Sélection des TCR
Transfert specifiques
adoptif ﬁ ig des néo-antigénes

@ Néo-épitopes

é? @ XXIOOOOOOX

— — O 000 8 6.0 0 0 6084
Q_D XXXXXHXXKXKXX

XXIOOOOOOX

Figure 27: Immunothérapie anti -cancéreuse et néo -épitopes tumoraux issus de
| 6®pi ssage al t émankiaetalf209D.6apr s

Par s®quen-age ARN, il est possible d6isoler d
de néoépitopes tumoraux. La spectrométrie de masse permet de déterminer la composition
peptidque de ces antig nes. 1 est ensuite pos*aicdsl
antigénes pour sélectionner et amplifier un clone répondeur, soit de reprogrammer
génétiguementle TCR de ces cellules pour qudil reconnai
tumoral donné (CAR -T cell).
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Néanmoins, il reste de nombreux obstacles a la mise e n place de stratégies

thérapeutiques permettant de cibler spécifiguement ces antigénes. |l est

premierement capital de déterminer si le néo -antigéne tumoral est bien spécifique de

l a tumeur . L6 EA ® toratissu-speciique, [l é8t whdispehsable ddoanal yser

S i | 6®v nement dOEA trouv® au sein de | a tumeur

et pas seulement dans le tissu sain avoisinant la tumeur (Baralle and Giudice, 2017)

Les bases de données transcriptomiques disponibles pour chaque organe pourraient

répondre a cette problématique afin d éviter toutes réponses immunitaires
aspécifiques pouvant avoir des effets dramatiques. De plus, il est encore difficile de

déterminer les ®v nement s d 0 Edu seaus clonal dans la tumeur.

Le séquencage ARN sur cellules uniques pourrait étre la clé pour surpasser cette

difficulté technigque, mais le matériel de départ utilisé pour cette technique  est pour

le moment trop faible pour espére  robserverautrechoseque | d e x pr e dranscates  d e

tres représentés dans les cellules (Stegle et al.,, 2015). Cependant, de nouveaux

algorithmes semblent prometteurs dans | 8identi fi
de séquencgages ARN ayant une couverture relativement faible (Zhang et al., 2019b) .
Concernant l a SM, ddautres probl mes viennent
antigénestumo r au x i s s ubn eftee le sedlEeddétection est souvent trés haut

et nécessite une quant ité importante de cellules pour détecter des événement

mi neurs dOEA au n {Carenaetial.,2016)t. ®e plus,al est important de

tester | i mmunog®mpiidiotp@ sddaamo®aux i ssus de | 0E/
mélanome et le glioblastome, 51,7 -66% des néo -épitopes prés entés par le CMH de

classe Il engendrent une réponse des lymphocytes T CD4 *, et seulement 16843% de

ceux présentés par celui de classe | induisent une réponse des Ltc. Des facteurs tels

gue la spécificité des peptides pour le CMH, leur abondance mais aussi | 6efficacit®
leur présentation sont a prendre en ligne de compte. Néanmoins, il apparait que bon

nombredenéo -®pi topes issus de | 86EA ont (Andersghe@tuv oi r i
al., 2013; Kobayashi et al., 2009; Slager et al., 2004)

D6®nor mes progr s ont ®t ® r ®al i s ®s autour
cancéreuses dur ant c es dix dernieres années (Frankiw et al., 2019) . Les néo -épitopes
i ssus de | 6EA au niveau tumor al sont peu ° peu p

nouvelles thérapies cellulaires prometteuses pour les patients.
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332l mpact de | 0®pi ssage alternatif dans | e

Ldanti g ne gobMéda laessirface ele la majorité des cellules B des
leucémies aigues lymphoblastiques. La thérapie cellulaire utilisant des lymphocytes T
a TCR chimériques reconnaissant spécifiquement cet antigéne donne de trés bons
résultats. Cependant, dans 10 a 20% d es cas une rechute est constatée aprés ce
traitement de part une di minuti o(lopdetall 0BIX.pr essi
Il a récemment été découvert que la plupart de ces rechutes étaient dues a un EA
de CD19 (Sotillo et al., 2015) . Lfodrsmme al ternative pBbredder2 nod®t

par les CAR-T-19 cela expligue les rechutes observées chez certains patients.

Lamodi fication de | 6EA de ce transcrit est sous |
mai s | acti vati on de ce dernier au cour s de
Cette découverte a cependant isoléune nouvell e ci blgeipdnegraie de | C

de prévenir bon nombre de rechutes chez les personnes atteintes par cette maladie

et traitées par CAR -Tcells.

L6i mpact de | 0EA dans |l a r®ponse i mmunitair
pourrai-t apporter bon nombr e de r®ponses N de
immunolo gie qui demeurent obscures. Néanmoins, si ce mécanisme est bien décrit
dans les cellules tumorales, il est toujours tres peu exploré chez les cellules qui régissent
en partie leur progression, a savoir les celles du systeme immunitaire. Comprendre les
événement s dOEA qui pourraient intervenir au seir
chez ces cellules permettrait de mieux |l es util

anti -cancéreuses.
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Partie 4. Objectifs du travail de  these

Les lymphocytaire T CD4 * sont décrits comme étant de véritables chefs
ddorchestre de | a r®ponse i mmunitaire. En fo
ils coordonnent, activent et r®gul ent |l acti vit
ainsi un role prépondérant dans la résolution de situations pathologiques trés variées
all ant de | d6infection bact®rienne, jusqudau canc
dans | e domaine de | 06i mmunol ogi e qubdest | 0®pi sse
réponses a des problématiques toujours obscur es. Ce phénoméne moléculaire
permettant ddaccroitre consi d®rabl ement | e trans
donné , pourrait apporter quelques clés pour comprendre comment les cellules
immunitaires évoluent dans des environnements changeants. La caracté risation des
mécanismes en jeu lors de la  polarisation lymphocytaire reste un enjeu majeur sur le

plan fondamental et clinigue afin de développer de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Dans ce <cadr e, notre ®quipe sodat trépantes | a
immunitaires anti -tumorales des lymphocytes T CD4 . Cdest pour quoi ce
cherche ° d®t er mi ner si | 6®pi ssage alternatif C
mi croenvironnement tumor al . 1 a aussi pour ob
alternatif peut avoir un impact dans la biologie des lymphocytes T CD4 *
et potentiellement dans leur réponse anti -tumorale.
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MATERIELET
METHODES




Souris

Tous les animaux ont été maintenus dans des installations spécifiques sans
agents pa thogénes (SPF) au centre zootechnique de Dijon. L'utilisation et I'entretien
des animaux ont été approuvés par le Comité d'éthique des expériences animales de
I'Université de Bourgogne (protocole approuvé n ° 2212), conformément a la
Fédération des associa tions de laboratoires de sciences animales (FELASA). Seules les
femelles entre 6 et 10 semaines ont été utilisées pour les expériences. Les femelles
C57BL/6J ont été achetées chez Charles River Laboratories (Saint -Germain sur

I'Arbresle, France). Les souri s [-9-eGFP ont été fournies par le Pr R. Flavell.

Difféerenciation des lymphocytes T CD4+ in vitro
Souris

Les cellules T CD4+ CD62L* naives ont été obtenues a partir de rates et de
ganglions lymphatiques de souris C57BL/6 de type sauvage (WT). Un premier tri
magnétique négatif reposant sur le marquage des cellules non -CD4 avec un cocktail
ddanticorps b-C®BAnRydDBIk,iantiaGDU5R, anti-CD49b et anti -Ter-119)
per met ddi sol er l es lymphocytes T CD4 totaux.
ciblant le CD62L est réalisé afin de purifier les cellules T CD4+ naives (CD62L+) (130 -
093-227, Miltenyi Biotec). La pureté de la popul  ation de cellules T isolées dépasse
habituellement 95%. Les cellules T naives (2,5x10 ¢ cellules/ml) sont ensuite cultivées
durant des temps variables e@D»r@®23einglenridfBaat i a0t
(2 Tg/ml) n®cessaires ~ Ickdrai dctdievatyitorki edtesd &un
bl oqguants afin ddor i entTahleaulld. was préd-irditdm@ntseanec i at i on
| i nhi bi t e u-294002e(Melrck) 3akt,réalisé¢ durant 1h a 0,1 pg/ml. Les cellules
ont été cultivées a 37°C, en présence de 5% de CO2 dans du RPMI 1640 complémenté
avec 10% (vol [/ wvol) de s®rum de veau fital, 1 7
1% de p®ni cilline, streptomycine, amphot ®r i cin
Les anticorps anti -CD3 (clone 145 -2C11, #BE0001-1), anti -CD28 (c lone PV -1, #BE0015-
5), anti-Il-4 (clone 11B11, #BE0045) et anti -IFNA (cl one XMG1. 2, #BEOOS55
obtenus chez BioXcell (West Lebanon, NH, USA). Les cytokines IL  -12, IL-6, TGFa e#4 | L

proviennent de chez R & D Systems.
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Humain

Les cellules T CD4+* CD62L* naives ont été obtenues a partir de poches de sang
de donneurs sains (Etablissement Francais du Sang, Besancon, France) . Un premier

isolement est effectué via le kit RosetteSep ™M d&6enr i chi ssement de cell
humaines. Les cellules isolées so nt ensuite marquées avec les anticorps Biolegend anti -
CD45RA-BV510 (HI100) et anti-CD4-FITC (RPAT4) et le marqueur de viabilité

BD Bioscience FVS700. Les cellules FVC700 négatives, CD4 + CD45RA* sont triées avec

FACSAT i @BEBidsdiences). Les cellule s T naives (2,5x106 cellules/ml) sont ensuite

cultiv®es durant des temps vari abDe3s (e2n ipg/@sle)n ce
anti-CD28 (2 1g/ ml) n®cessaires l eur activation
ddanticorps bl oquant s iffaendiation d dableau )nlteecelluléseont r d

été cultivées a 37°C, en présence de 5% de CO2 dans du AIM V. Les anticorps anti -
CD3, anti -CD28, anti-IL-4 (clone) et anti -IFN-A ont été obtenus chez BioXcell (West
Lebanon, NH, USA). Les cytokines IL -12, IL-6, TGFa e 4 provlennent de chez R & D

Systems.

Tableau 1 : Concentrations des cytokines et anticorps bloquants utilisées pour les différentes
différenciations T CD4 *murine et humaines.

anti-IFN-A | anti-IL-4 IL-12 IL-4 IL-6 TGFa
ThO 10 pg/ml 10 pg/ml
Thl 10 pg/ml 10 ng/ml
Th2 10 pg/mi 10 ng/ml
Th1l7 10 pg/ml 20 ng/mi 2 ng/ml
Treg 10 pg/mi 4 ng/ml
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Extracti on d-Graasthption, qPER at RCR standard

L'ARN total des cellules T a été extrait a I'aide de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA) . Lédextraction consiste en une s®paration de
pr®ci pitation des acides nucl ® ques par Ildi sopr
(75%) . Les culots d&ARN sont ensuite s®ch®s et

(RNAse et DNAse Free).

La r®trotranscription des ARNM en ADNc e s
M-MLV reverse transcriptase (28025 -013, Invitrogen) et du thermocycleur Veriti
(Applied Biosystem). Dans un premier temps, 300
(5min, 65AC) en pr®sence de 100ng/ 1l déamorces a
mM de d®soxyribonucl ®otides triphosphates (dNTP)
volumefinal de 15 11 . Au cours ddune seconde ®tape (°:
est r®t rotranscri-t en ADNc -Srand Puffe@sXe20@CH dedve- 4 1 | |
ML V, 5 T M DTT et-OdTQThéiho Sdientifi.N A s e

La quantit® d' ADNc ide detla natbhaslaide RE -GPCR di du kit
PowerUp ™ SYBRM Green PCR Master Mix (A25742, Applied Biosystems) contenant
| 6enzyme de r®plication (Taq polymerase), un me
| ADN et un intercalant de | 6ADN @SYBRE GueéewnpBam
de mani r e exponentielle un fragment dd ADNc d
spécifiqgues ( Tableau 2) . Cette r®acti on est r®al i s®e ° I

StepOne Real -Time PCR System (Applied Biosystems).

Les PCR standard en pointfin al sont r ®al i s@&dsat’i nludnaE dlea qd eDN.
Polymerase High Fidelity (11304011, Ther mo Scienti fic) et ddamor

(Tableau 2) ~ partir de | 6 ADNc g®n ®r ®ettp eéactiom &t r ot r ans
r®al i s®e ~ | 6ai de Vet (Apphed Biosysterny & Leeptoduit de PCR est
ensuite charg® dans un gel d 6 araureal'stleidium % Ugeo nt e n an

fois la migration terminée, le gel est  révélé via une exposition aux UV.
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PCRdigitale

Les PCR digitales sont réalisées grace au  ddPCR ™ Supermix avec des dUTP (Bio -

Rad ), des sondes TakyonTM No ROX Probe 2X MasterMix UNG (Eurogentec, Seraing,
Belgium) a 300 nM, des amorces spécifiques ( Tableau2)a300nm etavec de | 6 ADNc

généré parRT -PCRc omme d®cr it pr ®c®demment Lodensembl e e

de | dhuil e per mettant de g®n®r er viddesDrogletutt el et

Generator (Bio -Rad). Les gouttelettes obtenues sont alors placées dans un
thermocyleur Veriti (Applied Biosystem) 2 min a 50°C, 10 min a 95°C puis 40 cycles de

30 sec 94AC et de 60 sec 60AC, et pour finir

placé dans le Droplet Reader (Bio -Rad) pour mesurer automatiquement la
fluorescence de chaque gouttelette avec le réglage de qu antification absolue.

Les données obtenues sont analysées via le logiciel Quant aSoft E seRadywar e (|

qui permet de déterminer la quantité absolue de copies par pl.

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées en qPCR et PCR standard (stdr)

Cibles Amorces B2as Amorces anB3&
a-actine (qPCR) GAAGATCAAGCGAGGCTCCA CCTTCCTGCATTCCATCGTA
Foxp3 (QPCR) CTCGTCTGAAGGCAGAGTCA TGGCAGAGAGGTATTGAGGG
Gata3 (gPCR) AGGATGTCCCTGCTCTCCTT GCCTGCGGACTCTACCATAA
Hnrnpf (QPCR) GTCTTGCATCCTTCCGGCT CGAACTCAAACTCCACCCGA
hnrmphl (qPCR) CAGATAGATTTGGAAGAGACCTCAA AGCATCTTCATGGGTTGCGA
Ifng (QPCR) ACAGCAAGGCGAAAAAGGA ACAGCAAGGCGAAAAAGGA
112rb1 (PCR) CAGCCGAGTGATGTACAAGG TGGATAAACGGGAAATCTGC
Irf1-full (QPCR) CCTGAATAGAGGGCGGCAG CCTGAATAGAGGGCGGCAG
Irfl-short (QPCR) TGTGTGGAGATGTTAGCCCG CTGTTGCGGCTGGAGTTATG
Psf(QPCR) GGGTGGTGGTGGAACAATGA AAAGCGCTCAGTACGCATGT
Souris
Rorc (qPCR) GGTGATAACCCCGTAGTGGA CTGCAAAGAAGACCCACACC
Tbx21(qPCR) ATCCTGTAATGGCTTGTGGG TCAACCAGCACCAGACAGAG
Irf1 exon 3 (stdr) GTTCCGGAGCTGGGCCATTC
Irfl exon 4 (stdr) GGAGAAAAAGAGCCAGATCC
Irf1 exon 5 (stdr) AAAGTCCAAGTCCAGCCGAG
Irf1 exon 6 (stdr) CCACTCAGGGCTACCTGGGT
Irf1 exon 7 (stdr) GTCACCGTGTGTCGTCAGCA
Irf1 exon 8 (stdr) AACAGACGAGGATGAGGAAG
Irf1 exon 5 (stdr) CTTGGTTTTGCTCTTAGTGT
Irf1 exon 6 (stdr) TTATGTCCCTTTCCATATCC
Irf1 exon 7 (stdr) CGGAGGTGGAAGGCATGGGT
Irfl exon 8 (stdr) CATAAGGTCTTCGGCTATCT
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Irfl exon 9 (stdr) GAGGGCTGTCAATCTCTGGT
Irf1 exon 10 (stdr) GGTGCACAAGGAATGGCCTG
Tbhx21 exon 1 (stdr) AGCAACCACCTGTTGTGGTC
Tbx21 exon 2 (stdr) GAGCGGCAAGTGGGTGCAGT
Tbx21 exon 3 (stdr) CTAAAGCTCACCAACAACAA
Tbhx21 exon 4 (stdr) TGCCTGCAGTGCTTCTAACA
Tbx21 exon 3 (stdr) GTCTGGGTGGACATATAAGC
Tbhx21 exon 4 (stdr) GCGTTCTGGTAGGCAGTCAC
Thx21 exon 5 (stdr) ATCCTTTGGCAAAGGGGTTG
Tbx21 exon 6 (stdr) GTTGGGTCCAGGTGGCGAGG

Cibles Amorces B®&as Amorces anB3&e
BACTIN (QPCR) GTTGTCGACGACGAGCG GCACAGAGCCTCGCCTT
IFNG (QPCR) GAGTGTGGAGACCATCAAGGA GTATTGCTTTGCGTTGGACA
IL12RB1(gPCR) TGTGCGTTCCCCCTGAAAAC CTGGGTTGGCTGCTCTTTCA
IRFull (QPCR) GCTCCACTCTGCCTGATGAC GCTCCACTCTGCCTGATGAC

IRFshort (qPCR)

CCTCATCCTCATCTGTTGTAGCTGG

CCGACTGCTCCAAGAGCTTCAGAGG

Humain IRFlexon 6 (stdr) ACTTGGAGGTGGAGCAGGCC
IRFlexon 7 (stdr) CCATGCCCTCCACCTCTGAA
IRFlexon 8 (stdr) ATTACCTGAGGACATCATGA
IRFlexon 8 (stdr) CTTCCTCATCCTCATCTGTT
IRFlexon 9 (stdr) TGCCACTCCGACTGCTCCAA
IRF1Exon 10 (stdr) CTGTAGACTCAGCCCAATAT

Lesniveaux d' ARNmM rel atifs sont d®ter mi n®s
val eurs sont normali s®e&s (paxpreappioarn
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ELI SA (dosage doéi mmunoabsorption par enzyme | i ®e

Apres 72h de polarisation, les surnageants de culture des lymphocytes T sont
dos®s par ELISA pour |61 FNA (555138, BD Biosci e
Brievement, un anticorps de capture monoclonal est déposé sur la nuit a 4°C au fond
des puits. Le lendemain, aprés avoir blogué les sites aspécifiques " | 6aide de PBS +
10% pendant 1h & température ambiante, les surnageants et la gamme étalon sont

déposés et incubés sur la nuit a 4°C. Par la suite, un anticorps monoclonal de

d®t ection coupl ® " |l a biotine ainsi quépodédenzyme
1h ~ temp®rature ambiante. Lédajout du substrat
pr®sence de cytokines. Lo6ajout de H2S0O4 per met |

est lue a 450nm par un spectrophotometre lecteur de plagues UVM 340 Asys (BioServ).

La concentration en cytokine est alors détermin ®e " | 6aide de | a gamme G

Analyse Western Blot (WB)

Les cellules sont lysées dans du tampon boiling contenant 1% de SDS, 1 mM
d'"orthovanadate de sodium et 10 mM de Tris (pH
d'inhibiteur de protéases et phosphatases (Pierce) pendant 20 minutes a 4°C. Les lysats
cellulaires sont soumis a une sonication (10 secondes a 30%) pour permettre la
fragmentation de | d ADN et l i b®rer c-ei.r taai nes
concentratio n protéique est évaluée par un test de Lowry. Les protéines sont
d®natur ®es par chauffage °~ 95AC pendant 5 minut e
charge (pH 6,8) composé de 10% de DTT (1M), 187,5 mM de Tris  -HCI, 6% de SDS, 0,03%
de Rouge phénolet30% deglycé r ol . 20 T g de prot® nes sont d®
SDSPAGE, puis transférés sur des membranes de nitrocellulose (Schleicher & Schuell).

Apr s |l e blocage des sites asp®cifiques 7~ | d6aide
gras et 0,1% de Tween 20 (PBST-lait 5%), les membranes sont incubées sur la nuit avec

un anticorps primaire ( Tableau3) di |l u® (1 1 g/ wBSA5% kerlemderdain, PBS T

les membranes sont lavées et incubées 1 heure avec un anticorps secondaire anti

esp ce coupl ® 7 | 6en zlamges ddppEmentdirpsr lessnentbmnes

sont incub®es 1 minute avec | e substrat de | 6enz:

dd°tre r ®v®ldlue ssy'stl onaei dh e mi d-Bad)E XRS+ (Bi o
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Tableau 3: Liste des anticorps utilisés pour les Western blot (WB)

Cible Clone Isotype Fournisseur
a-actine AC-15 Mouse Sigma-Aldrich
HSC70 B-6 Mouse Santa Cruz
IRFEN-ter Polyclonal Rabbit Aviva systems biology
Clonage

Le clonage des isoformes longues ( Irfl-full) et c o ldlr(ltfleshort)dest réalisé
apartir d6une premi re PCR en tfadvecadastamdrces f or me |
sp®ci fiques de |l a for me Pl anguwme m&t Taql ®NIAdPod ¢ mea
Fidelity, puis ddune migration sur gel . Les deux ban

du gel pu is séquencées via latechnologie Sanger. La bande la plus Iégere correspond

|l a f or melflc@ellerctie cdodmpr end une exclusion de | dex
de | dintron 8 avec un codon STOP en phase avec |
estdonc ampl i fi ®e avec des amorces plac®es au ni ve:

| 6ATG, et au niveau de (dudieautducddon STOP) d.®iffdrefitesnt r on 8

amorces et plasmides sont wutilis®s Taheaud4g.ncti on d

La construct ion luciférase [l112rb1-luc a été obtenues en insérant 154 pb (Kano
et al., 2008b) du promoteur murin de  l112rb1 au niveau du site de multiclonage du
vecteur basique pGI3 (Promega, Charboniere, France). Le fragment inséré est
amplifi® ° partir d6ADNg de s dedaRlIsatCi5iBmE 6T pagr DN,
Polymerase High Fidelity et ddamor ces Tapl&dad4)f i ques (

Les tag histidine sont ajouté s en incluant leur séquence dans les amorces

antisens pour positi onne rtertedaproRihel Whicoden STOPI dext r ®r

est égal ement inclus apr s | es nucl ®oti des codant
plasmide ne soit pas exprimée. Les i sof or mes t agont®@essamaacesec | 6 YF
anti sens sans codon stop pour gue | 6 YFP du pl a

La ligation des fragme nts d'ADN a été réalisée avec  In-Fusion® HD Cloning Plus
(Takara).
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Tableau 4 : Liste des amorces et plasmides nécessaires a la réalisation des différents clonages.

Test Cible Plasmide Amorces B8&8d Amorces anB3d&
rf1-full PCDNAG.2/C - CTCAAGCTTCGAATTATG TGGTGCACAAGGAATGGCCT
YFRGW/TOPO CCAATCACTCGAATGCGG
IFFLfull-hi pcDNAG.2/C - CTCAAGCTTCGAATTATG CTCGAGTTAATGGTGATGGTGAT
rf1-full-his
YFRGW/TOPO CCAATCACTCGAATGCGG GGTGTGGTGCACAAGGAATGGCCT
chip pcDNAG.2/C - CTCAAGCTTCGAATTATG
Irf1-short CGAGGGCTGACTCAGAGCCG
YFRGW/TOPO CCAATCACTCGAATGCGG
. pcDNA6.2/C - CTCAAGCTTCGAATTATG CTCGAGTTAATGGTGATGGTGATG
Irf1-short-his GTGCGAGGGCTGACTCAGAGCCG
YFRGW/TOPO CCAATCACTCGAATGCGG
112rb1 pGL3 AGGCTTACTCACCCCAGGT CTCATTGTCTCCAGGCCAGT
rf1-full PCDNAG.2/C - CTCAAGCTTCGAATTATG TGGTGCACAAGGAATGGCCT
YFRGW/TOPO CCAATCACTCGAATGCGG
Test
pcDNAG.2/C - CTCAAGCTTCGAATTATG
luciférase Irf1-short CGAGGGCTGACTCAGAGCCG
YFRGW/TOPO CCAATCACTCGAATGCGG
112rb1 pGL3 AGGCTTACTCACCCCAGGT CTCATTGTCTCCAGGCCAGT
CTCAAGCTTCGAATTATGC GTCGACTGCAGAATTTTTG
Irf1-full mVenus N1
CAATCACTCGAATGCGG GTGCACAAGGAATGGCCT
FLIMFRET
Irf1-short mCerulean CTCAAGCTTCGAATTTAATG GTCGACTGCAGAATTTCA
rf1-shor
C1 CCAATCACTCGAATGCGG CGAGGGCTGACTCAGAG
Transduction fLshort pMXs-IRES GGTGGTACGGGAATTAT GGCCTTGCAGGAATTTTAGC
rf1-shor
rétrovirale GFP GCCAATCACTCGAATG CGAGACTCAGTCGGGAGC
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Immunoprécipitation de la chromatine (ChliP)

Des cellules 293T cultivées en DMEM 4,5 g/L de glucose et 10% SVF, sont
transfectées de maniére transitoire pendant 48 heures ° | 6aide de | a Li
2000 (Il nvitrogen) avec | e pl asmi di&2rbt @lasmide nant I
pGL3), et avec | es pl as pecDNIAB.2/C -YERGWAK PROe s si on
-Irf1-full, pcDNA6.2/C -YFRGW/TOPO -Irfl1-full-His, pcDNA6.2/C -YFRGW/TOPO -Irfl-short,
pcDNAG6.2/C -YFRGWI/TOPO -Irfl-short-His (Invitrogen ). L'immunoprécipitation de la
Chromatine (ChlP) été effectuée selon les instructions du fabricant (53009, ChiP -IT
Express Enzymatic; Active Motif). 10x106 cellules ont été fixées dans une solut ion

contenant 37% de formaldéhyde pendant 10 minutes, la réaction est stoppée par

| daj out de glycine ° 0,125 mol /L. La chromati ne
longueur moyenne de 300 a 500 pb en utilisant le M220 Focused -ultrasonicator

(Covaris ®) . 7d"TAPDNg sont incub®s avec 3 1g ddéanticor
(Tableau 5) sur la nuit & 4°C. Aprés I'élution de la chromatine, le cross -link entre les

prot® nes et | 6ADN est invers®, puis purifi®. Lo
gPCR " Hdéamdeces s pfRubead5)qgues (

Tableau 5 : Liste des anticorps et amorces utilisées pour les ChlIP.

Cible Clone Isotype Fournisseur
. GFP Polyclonal Rabbit Thermo Scientific
Anticorps
Histidine HIS.H8 Mouse Thermo Scientific
Cible Amorces sen $390 Amorces anB3&e
Amorces
112rb1l AGGCTTACTCACCCCAGGT CTCATTGTCTCCAGGCCAGT
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Immunoprécipitation d'’ARN

50x10% de cellules Thl murines ou humaines ont été utilisées pour chaque
expérience. LOdi mmunopr ®ci pitati on d eréalikéd favredl g Ktl P) a
d6i mmunopr ®c i p ipto@ihei sose liathets” | 6 ARN REPY Merck),
conformément aux instructions du fabricant. Les ARN ont été immunoprécipités avec
5 Og do&ant iPSF(Abpas). l.es ARN ont été soumis a une  rétro transcri ption en

ADNCc et analysés par PCR quantitative comme décrit précédemment.

Transfection de siRNA

Loextinction doexpression par si RNA est r ®ali
ou spécifiques pour Psf(S105783848, QIAGEN) et des siRNA spécialement mis au point
pour éteindre Irfl-full et Irfl-short (Life technologies). 3x10 s lymphocytes T CD4+ naifs
sont ensemencés en plaque 24 puits dans du RPMI 1640 additionné de 10% de SVF
décomplémenté. Le mix de transfection est composé d e milieu sans sérum (Opti -
MEM), du réactif de transfection Trand-TKO (MIR2154, Mirus) et du siRNA & 25 nM.
Le mélange est déposé sur les cellules qui incubent durant 24h. Celles -Ci sont alors

mises en différenciation comme décrit précédemment.

Test luciférase

Des cellules 293T cultivées en DMEM 4,5 g/L de glucose et 10% SVF, sont
transfect®es de mani re transitoire pendant 48
2000 (Invitrogen) avec le plasmide luciférase, le plasmide contrble
pSV-a-Galactosidase et | es di ff®rent s pl as pcDNA6.2/C -WFRe X pr e s ¢
GW/TOPO -Irf1-full et pcDNA6.2/C -YFRGW/TOPO -Irfl-short (Invitrogen ) (Tableau 4 ).
Léactivit® lucif®rase est mesur ®e -Slo®ludferdse sant |
(E2920, Promega) selon les instructions du fabricant. Suite aux 48h de transfection, le
réactif Dual Glo Luciferase® est ajouté aux cellules préalablement lysées. Apres 10
minutes d'incubation, la luminescence de type « firefly » est mesurée av ec un
luminomeétre Wallac 1440 Victor2 (PerkinElmer, Courtaboeuf, France). La réaction est
ensuite interrompue avec le réactif Stop and Glo®, aprés 10 minutes, la luminescence

de type «renilla »est mesur ®e. Ldactivit® ¢ fimalieéebny e | uc
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foncti on de -Qalactosidase nesur@ aa préalable avec le méme lysat

cellulaire.
Immunofluorescence

1x10% cellules T naives purifiées ont été différenciées pendant 24 heures.

Les cellules sont lavées, puis fixées pendant 10 min a 4 ° C avec 4% de PFA et sont

perméabilisées avec du méthanol 100% glacial sur de la gla ce. Les cellules sont
incubées 45 minutes a température ambiante dans un tampon PBS -0,5% BSAet Triton
X-100 afin de bloquer les sites de fixation aspécifiques et faire pe rdurer la

perméabilisation . Les échantillons sont ensuite incubés sur la nuit a 4°C avec des
anticorps primaires (Tableau 6 ). Le lendemain, les cellules sont lavées puis incubées
pendant 1 h a température ambiante avec un anticorps secondaire fluorescents
Alexa Fluor 568 (Tableau 6 ). Les cellules sont ensuite déposées sur une lame  Superfrost
Ultra Plus® (Thermo Scientific) ou une goutte de milieu de montage contenant du DAPI
(P36931; Molecular Probes) est ajoutée au préalable. Les lames sont observées avec

un microscope vertical équipé d'un appareil a couplage de charge (Zeiss), les cellules

sont photographiées au grossissement X40 ou X63 avec une ouverture numérique de

1,4. Les images sont analysées par le logiciel ZEN (Zeiss).

Tableau 6 : Anticorps n®cessaire °~ |l a r®alisation de
Cible Clone Isotype Fournisseur
PSF Polyclonal Rabbit , IgG Abcam
IgG Rabbit Polyclonal Goat , IgG Thermo Scientific
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Durée de vie de fluorescence (FLIM & FRET)

Des cellules 293T cultivées en DMEM 4,5 ¢g/L de glucose et 10% SVF,
sont transfect ®es de mani r e transitoire pend
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) avec le plasmide mVenus -C1-IRFZxfull et mCerulean -
C1l-IRFXshort (Addgene) ( Tableau 4). Les images de durée de vie de fluorescence
(FLIM) ont été collectées a l'aide d'un module de comptage de photons uniques
(TCSPC) corrélé dans le temps (PicoQuant) sur un microscope a balayage Nikon Al -
MP. L'imagerie a été réalisée avec un objectif x 60 Apo IR (NA: 1.27, Water Immersi on,
Nikon). L'excitation biphotonique & 820 nm était fournie par un laser IR (Chameleon,
Coherent) qui délivrait des impulsions femtosecondes a un taux de répétition de 80
MHz. L'émission de fluorescence de CFP a été collectée a travers un filtre d'émission
passe-bande FFO1 -494 / 20 (Semrock) en utilisant un détecteur a diode a avalanche
a photon unique. L'enregistrement de la durée de vie TCSPC a été effectué sur 200
canaux temporels (résolution finale 0,64 ps). Nous avons effectué une analyse globale
de la durée de vie des régions d'intérét des images FLIM a l'aide du logiciel
SymPhoTime (PicoQuant). Les durées de vie de la fluorescence ont été calculées en
ajustant la queue de la décroissance de la fluorescence avec un modéle

biexponentiel.

Transduction r étrovirale

La sur expr e sshartaans ldsddelRI€sla été réalisée par infection

rétrovirale, pour cela Irfl-short a été cloné dans le vecteur rétroviral pMYs -IRESGFP
(Cell Biolabs).
Les particules rétrovirales sont générées a partir des cellules platinum -E.

La lignée cellulaire Platinum -E (Plat-E) a été générée a partir de cellules 293T modifiées

afin de produire des particules r®trovirales. La

une forte expression et une meilleure stabilité des genes rétrov iraux (Gag, Pol,

ecotropique env) . Les pl asmi des p e ishor¢ tsdnta n t I a

transfectés dans les cellulesplat -E ° | 6ai de de | a Lipofectamine 2
Aprés 48h le surnageant contenant les particules rétrovirales est récolté et mis

au contact des lymphocytes T CD4 naifs en prolifération en présence de sulfate de

protamine (107 g#/madeyticalg) dhs unéd @aque de 24 puits coatée
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avec des anticorps anti -CD3 (2 7T g/ mCDP2&t(2Zanitg/ ml ) . La plaqu
centrifugé e pendant 90 minutes a 1000 g a 32 ° C. Les cellules T CD4+ naives infectées

sont récoltées apres 2 jours et triées par cytométrie en flux selon I'expression de la GFP.

Les cellules positives pour la GFP sont ensuite différenciées en lymphocytes Thl comme

décrit précédemment.

Cytométrie de flux

Les cellules sont marquées avec différents anticorps ( Tableau 7) pendant 15
minutes a température ambiante. Aprés le marquage membranaire, 2 ml de solution
de lyse des globules rouges (349202, BD Biosciences) sont ajoutés pendant 10 minutes.
Les cellules sont ensuite centrifugées (400 g, 5 minutes) et remises en suspension dan S
un tampon de cytométrie en flux (00  -4222-26, eBiosciences). Tous les événements sont
acquis par un cytométre BD LSR -Il équipé du logiciel BD FACSDiva (BD Biosciences) et

les données ont été analysées a I'aide du logiciel FlowJo (Tree Star, Ashland, Orego n).

Pour le marquage intracellulaire, les cellules sont cultivées pendant 5 jours puis
stimulées pendant 4 heures a 37° C dans un milieu de culture contenant du 13 -acétate
de 12 -myristate de phorbol (PMA, 50 ng/mL, Sigma  -Aldrich), de la ionomycine (1
T g/ m&igma-Al drich) et de | a monensine (Golgi Stop; 1
le marquage des marqueurs membranaires, les cellules sont fixées et perméabilisées
15 minutes a température ambiante (00 -5521-00, Foxp3 Fixation / Permeabilization Kkit,
eBiosci ences) , pui s ma9 igtacelrlaire (ABG) RMIAL Bidlegend) 45

minutes a température ambiante.
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Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés en cytométrie.

Cible Clone Isotype Fournisseur
VioBlue CD4 GK1.5 Rat Miltenyi Biotec
PEIFN-A REA638 Human Miltenyi Biotec
PE CD62L MEL14-H2.100 Rat Miltenyi Biotec
Souris
FITC CD4 H129.29 Rat BD Biosciences
VioGreen CD45 30-F11 Rat Miltenyi Biotec
APC CXCR3 (CD183) CXCR3-173 Hamster Miltenyi Biotec
PEVio770 CCR6 (CD196) REA277 Human Miltenyi Biotec
PE CD62L DREG-56 Mouse BD Biosciences
APC CD45RA REA562 Mouse Miltenyi Biotec
BV510 CD45RA HI100 Mouse Biolegend
FITC CD4 RPATA4 Mouse Biolegend
BVv421 CD4 L200 Mouse BD Biosciences
APC-Cy7 CXCR3 (CD183) GO025H7 Mouse Biolegend
Humain BVv421 CD25 2A3 Mouse BD Biosciences
BV605 CCR6 (CD196) GO034E3 Mouse Biolegend
Alexa Fluor 647 CXCR5 (CD185) RF8B2 Rat BD Biosciences
PE PD1 (CD279) EH12.2H7 Mouse Biolegend
PerCP-Cy5.5IL7-RA ( CD1 A019D5 Mouse Biolegend
PECy7 CCR4 (CD194) 1G1 Mouse BD Biosciences
Fixable Viability Stain 700 BD Biosciences
Analyse NGS

Pour la préparation de la banque de RNA
extrait a l'aide de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA
du kit d'élimination des ARNr de Ribo

-Seq, I'ARN total des cellules T a été
, USA). L'ARNr a été supprimé a l'aide
-zero (lllumina, San Diego, CA, Etats -Unis). 100 ng

d'ARN appauvri en ARNr ont été utilisés pour la préparation de la banque en utilisant

le TruSeq Stranded Total RNA Library Prep kit (Ilumina) en suivant les instructions du

fabricant. Le séquencgage de I'ARN a été effectué sur I'appareil NextSeq (lllumina). Les

banques RNA -seq ont été séquencées par lecture de 75 pb en double sens. Les

fichiers FASTQ ont été alignés en utilisant BW A (version mm10 du génome Mus

Musculus) pour lllumina. L'analyse a été effectuée en utilisant TopHat pour lllumina. Les

fichiers générés ont été traités avec un logiciel Cufflinks pour obtenir des génes

exprimés annotés dans chaque sous

-type étudié. Ensuit e, I'expression différentielle
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entre les échantillons a été analysée avec Cuffdiff. Le regroupement hiérarchique non
supervisé des échantillons a été effectué en utilisant le logiciel Gene Cluster 3.0 et
visualisé avec le logiciel ClustVis. Les expressions génigues ont été normalisées et
centrées par rapport a la moyenne. Le regroupement hiérarchique a été effectué a

I'aide des mesures de corrélation et de I'analyse compléte des liens.

Expériences de croissance tumorale

Les cellule s de mélanome murine MC38, CT -26 et B16-F10o0ont été cultivées a 37°C sous
5% de CO2 dans du DMEM contenant 4,5 g/L de glucose additionné de 10% de sérum

de veau foetal, 1% de pénicilline, Streptomycine, amphotéricine B (Gibco), 4 mM
dOHEPES ( Gi bc ode pyautate tle sodMm (Gibco). Les cellules ont été
obtenues aupr s de | 0ATCC (American Type Culture
été régulierement testées pour la contamination par les mycoplasmes en utilisant le

kit de détection Mycoalert Mycopl asma (Lonza) et ont été jugées négatives.
Pour induire la formation de tumeur, 2x10 5 cellules ont injectées en sous -cutanée chez
les souris. Aprés une semaine, la taille de la tumeur est mesurée quotidiennement avec

un pied a coulisse électronique. Selon  notre conseil éthique institutionnel, les animaux
ont été sacrifiés par dislocation cervicale, aprés avoir été anesthésiés, lorsque la taille
tumorale maximale (2000 mm 3) a été atteinte ou lorsqu'une nécrose supérieure a

2 mm a été observée. Toutes les expériences de croissance tumorale sont approuvées
par le Comité d'éthique des expériences animales de I'Université de Bourgogne

(protocole approuvé n°2212).
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Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne  SD, et les ensembles de données sont
comparés en utilisant le test t de Student (groupe test par rapport au groupe témoin)
ou le test ANOVA bidirectionnelle lorsque nécessaire. Les différences dans les nombres
de foyers tumoraux sont évaluées en utilisant le test de Kruskall -Wallis. Les calculs
statistiques sont effectu®s ~ | daide du | ogicie
Tous les tests sont de nature bilatérale, et une valeur de P <0,05 est considérée comme

statistiquement significative pour toutes |  es expériences.
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Le

| O®pi ssage

Dans un premier temps,

microenvironnement tumoral impacte
alternati f*+des

nous avons analysé par séquencage ARN le profil

gl obal dOEA dans des *lisoémpenratesyet des tunfeursCdblidues

(MC38). De fagon intrigante, nous avons observé une augmentation généralisée des

d

rapport a ceux provenant de rates (

i ff®rents types do6®v nement s

Figure 28A). Afin de déterminer sice phénomeéne

|y m

d “0s@lés dedtlamewss pare s | y mp

pouvait provenir ddune perturbation de | 0dexpres

avons réalisé une analyse GSEA ( Gene Set Enrichment Analysis ). Il apparait que de

nombr eux

tumeu rs (Figure 28 B).
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g nes codant pour des facteurs

Alternative splicing events

Exon skipping (SE) I:u:l
Al ternative SZQ-:
Al ternat i(ASSS)sz_Q:I

Mutually exclusive exon (MXE) I:ﬁ-@:l

Retained intron (R1) ~ C T

Figure 28 : Le microenvironnement tumoral
modi fie | 6®pi ssage -ABRNNt des
lymphocytes T CD4 -,

(A) Profil d6EA obtenu pa
de cellules T CD4 + & partir de rates et de tumeurs
MC -38.

(B) Analyse GSEA des données de séquencage

de 'ARN de cellules T CD4 + de rates et de tumeur s
MC-38. Ensemble de génes : Epissage d'’ARNm
(Reactome ).

ns, non significati f; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Nous avons alors comparé toujours pas sequencage ARN le profil
transcriptomique des lymphocytes T CD4  +*isolés de rate, et de tumeur et nous  avons
constat® que | e microenvironnement tumor al
des genes en lien avec les populations Thl (  Figure 29A), Th2 (Figure 29B), Thl7
(Figure 29C) et Treg (Figure 29D). Puisque les lymphocytes Thl sont les plus souvent

d®crits comme ®tant de bon pronost (Fddmanetras,qgu di | s

2012) nous avons décidé de foc  aliser notre attention sur ce sous type.
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Figure 29 : Le microenvironnement tumor al modi fie
populations lymphocytaire Thl, Th2, Th17 et Treg.

Heat map obtenu par une analyse de séquencage ARN, montrant | dexpres:
lien avec le sous -type Thl (A), Th2 (B), Th17 (C), Treg (D) dans des lymphocytes T CD4 + de rates
et de tumeurs.
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Nous nous sommes al ors demand® si l es facteurs
grande importance pour les cellules Thl que sont T  -bet et IRF1 pouvaient avoir des
isoformes alternatives. Pour ce faire, nous avons réalisé une différenciation
lymphocytaire Thl a partir de cellu  les T CD4* naives isolées de rates et de ganglions.
Le pic d d e x pr e sldlidans cedsbus -type a précédemment été identifié dans
| 6®qui pe cComme intervenant ap(végsan et hal.,, 2084) di f f ®r e
Cdbest pour cette raison que nous avons d®ci d® de
laps de temps. Nous avons alors réalisé des PCR en  point final avec des amorces

ciblant les exons décrits comme étant variables par Ensembl.

Amorces

— —> —>

A [tz HasH4Hs Hs|

<« <« <«

Exons (Thx21) 2 3 4 5
400 v
300 | € »
200 L - ———
L 2= ]
Amorces
B —_— >  —> —> —>
e HaHsHefH7HsHos H |
<« <« <« <« <«
Exons (Irf1) 4 5 6 7 8 9
400 | o
300 | cn— _ ' oamb G
200 RS - T .
100 | — i —> .

Figure 30: Irfl subi t un ®pi ssage alternati
lymphocytaire in vitro mais pas Tbx21.

(A)RFPCR ciblant les exons de Tbx21 dans des lymphocytes Thl différenciés
durant 2h (gel dbdagarose).

(B RFPCR ci bl ant Il es exons vari abl es d
di ff®renci ®s durant 2h (gel ddagarose)
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Ce faisant, nous n o6 awo nnse mede n tdidof® p®TeaRdacguen p® u
codant pour le facteur  de transcription maitre de la différenciation lymphocytaire Thi,
T-bet ( Figure 30A). Cependant , nous avons isol® Idlne exc]
(fleche) (Figure 30B). Nous avons confirmé cette  observation par un séquencage de

Sanger de cette bande plus légere ( Figure 31A). Les données bioinformatiques

ddEnsembl sugg rent | exi stence ddune telle is
N®anmoins, cette isoforme ne dispoxsaopaaliséddun co
une PCR <cibl ant la jonction exon 6 [/ kBkxOm 8 et

séquencage Sanger de la bande obtenue par migration sur gel nous a alors appris la
pr®sence ddune i ncl ubfl ampredaat ud cddom $TO o R en8phaded

avec le cadre de lecture ( Figure 31B).

f Exon 8 Intron 8 \

TAGEC C 6 6 ACCTTATG G 6T TECCCCTTTOGC AT

500

0 ! |""|I ) - | |II'IV||'='I .
0 | - \ i M&u{mﬁmﬂ M /

Figure 31 :Iflposs de une isoforme alternative ¢
| dintron 8 poss®dant un codon STOP.

(A)Séquencage de Sanger de la bande Iégére (Figure 32A) dans des lymphocytes Th 1
différenciés durant 2h.

(BPRFPCR <ci bl ant | a jonction exon 6 / exon ¢
des lymphocytes Th1l différenciés durant 2h.
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L6di sof or me al t e rinmlairtsiiiderdifiée fot mommeée dIdl-short et la

forme compléte Irfl-full. Les transcrits alternatifs étant fréquemment éliminés

not amment | orsqudils poss dent un codon STOP pre
ded®gradation de | 6ARNmM ~° | daide ddéune mol ®cul e
Nous avons al or #fl-shontr®sttadtt® pquwds stabl e Iridauhs | e t

(Figure 32A). Pour déterminer si ce phénomene était spécifique de la population

lymphocytair e Th 1, nous avons effectu® wune <cin®tique
i sof or Infikleas dd différenciations Thl, Th2, Th17 et Treg in vitro. La quantification

absolue obtenue par PCR digital e dimfé-fultimeeviegque | e |
aprés 2h ( Figure 32B) de différenciation lymphocytaire Thl et aprés 4h pour Irfl-short

(Figure 32C).
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Figure 32 : Irf1-short est stable dans le temps et Th1l spécifique  in vitro .

(A) Analyse de | 6expr-4ubeshorhparrRE IPER dansedesdyinphocftds Thl
di ff®r enci ®s dur ant 2h puis trait®s au DRB (2
| 6i soforme ddint®r°t au moment du d®but d ushortrem
ciblant la jonction exon 6 / exon 8.

(B,C,DetE) Anal yse de | o-&uk(BetDset shortn C étd&) parf PICR digitale dans
des Thl (B et C) ou des Th2, Thl7 et Treg (D et E) différenciés durant 1, 2 4 et 24h.
(Plaques coatées avec des anticorps anti -CD3 et CD28)

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, ** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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En outre, bien que plus faible que pour les cellules Thl, une induction de

| 0 e x pr e bfsfullenshat &st également observable avec une cinétique similaire

dans les cellules Th17 ( Figure 32D et E) . Cependant, l es Th2 et | es
| 6i soforme courte ni IfijFigsroNDetBHe compl te dob

Nous avons ®gal ement ¢ o hff-gshortmads dedlyamphmwaytess si on d ¢

Thlin vivo triés a partir de rates (Figure 33A et B) . Afin de déterminer si  Irf1-short existe

au niveau protéique,nous avons r ®alis® un Western blot ° par
Thl de 24h, avec un anticorps reconnaissant la portion N -ter conservée entre les

i sof ormes dol RF1. Nous avons d®tect® deux bandes
superposables au poids molécu | ai res pr®dits par | es Ifé®Iquences

et short (Figure 33C).
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Figure 33 : Irfl-short est exprimé in vivo et existe au niveau protéique  in vitro .

(AetB) Anal yse de | 0-tulk(p)retesisod (| Bypar RI-BCRrdéns des T naifs, Thl et Th2
triés a partir de rates.

(C) Western blot utilisant un anticorps ciblant la portion N ter ddl RFlconfirm
| i sof or me c dans deseThlddifférén€iés durant 24h.  (Plaques coatées avec des
anticorps anti -CD3 et CD28)

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes

En somme, ces résultats indiquent que le microenvironnement tumoral affecte
| 6®pi ssage al tARNmdeslymphocktesTCpP4 ® mai s aussi | dexpr e
genes en lien avec la population lymphocytaire Th1l. Nous avons également observé
gue le facteur de transcription intervenant dans la différenciation Thl avaient une

isoforme courte exprimée  in vitro, in vivo et au niveau protéique.
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Il. Le TGFa

alternative Irfl-short
Le TGFa f ai t part.

microenvironnement tumoral

mol ®cul e a un i mpact

En comparant les profi

affecte

e des <cytokines | es

(Trapani, 2005). De plus, il a été décrit que cette

ules utumorale® HWipathi ees al.,c2019) .

Is transcriptomiques des cellules T CD4 +* isolées de rates et de

tumeurs, nous avons souligné par GSEA un enrichissement des génes en lien avec un

traitement de cellules T CD4
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*au TGF-a Figure 34A).
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Figure 34 : Le microenvironnement tumoral induit
| 6expression de g nes ar

(A) Analyse GSEA des données de séquengage de
I'ARN de cellules T CD4 + de rates et de tumeurs
MC-38. Ensemble de génes : cellules T CD4 + vs
cellules T CD4 +traitées au TGFa .

(B) Analyse MA plot des données de séquencage
ARN de cellules T CD4 + de rates et de tumeurs
MC -38.

(C) Analyse GSEA des données de séquencage de
I'ARN de cellules T CD4 + de rates et de tumeurs
MC-38. Ensemble de génes : cellules T CD4 + vs
cellules T CD4 * traitées a IL-6.
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Nous avons confirmé cette tendance a travers une analys e ddoexpression diff@

par MA plot, dans laquelle nous confirmons la surexpression de genes en lien avec une

exposition au TGF -b (Figure 34B) . Par aill eurs, | e s6,  meautees en | i
cytokine largement représentée au niveau tumoral, n O0®t ai ent pas entr |
(Figure 34C).

& partir de ces observations, nous avons ®m

TGFa pourrait °tre impliqgu® dans alterdatifcansteecat at i on

au niveau tumoral. Pour y répondre, nous avons exposé des lymphocytes T naifs a des

doses croissantesde TGF-a et ° une d o sl2dummrt zhbAprés ud dvade,
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Figure35:LeTGFa augmente | 6®pi ssag-ARAMtrMdMmuiteot i f de:
(A) D®roul ement de | dexp®ri-@net¢ -Rdenphooyties Tinaifs.

(B,C, D,EetF) Anal yse de | drfa-shprr /drElsull 6By Tha2d (C), 1112rbl (D),
Ifng (B)et Foxp3 ( F) par RT-PCR dans des T naifs exposés durant 2h a des doses croissantes

de TGF-a (0,1, 3,10,30ng/ml) et ~ une do s €2 (8)tpuskiffézendls dnlprésence
d 6-L2 seule durant 24h ( C, D, E et F)(Plaques coatées avec des anticorps anti -CD3 et
CD28).

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Ce faisant, nous avons observ®iwme deudrie rstod toir
cour tldl pardapporta Irfl-fulapr s 2h ddédexposition °~ des do
TGFRa et " une dose -1@ r(kigure s3aB). tDe plusd dptes 24h de
différenciation sans TGF -a ,s iexplession de Tbx21 (Figure 35C) reste stable, celle de
| 1&2rbl (Figure 35D) e t Ifnd) €Figlréd35E) chuter de maniere dose dépendante Par
ailleurs, | 6 e x pr e s sFaxgBnne gemble pas étre impacté e par ce traitement
(Figure 35F).

Afin de d®ter mi nera wii #ivive &ditdransposable T i@ Fivo,
nous avons réalisé des croissances tumorales MC38 dans des souris C57/BI6 traitées ou
non avec des anticorps bloquantsle TGF  -a. Les i njections sont prati

ou la tumeur sous-cutanée devient palpable.
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Figure36 :Le TGFa augmé dt®@ i ssage al t-ARRNmtfifhvivdies pr ®

(A) Des souris C57/BI6 ont été injectées en sous -cutané avec des MC38, et ont été traitées
avec des anticorps control IgG1 ou des anticorps anti -TGFa .

B Analyse de | 6-sherp hfe-mlbpar®RPCR ddng deslcellules Thl isolées de rates
ou de tumeurs ( A).

(C) TestELISAIFMA r ®al i s® sur | e Aroyat des tumeurs (

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, ** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes

Nous avons relevé une nette diminution de la croissance tumorale pour le
groupe de souris traitées avec des anticorps bloquants le TGF -a Figure 36A).
Nous avons aussi trié par cytométrie en flux les lymph  ocytes Thl de rates et de tumeurs
dans | esquels nous avons nldisort damelesdumguragart at i on

rapport aux rates ( Figure 36 B).
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En revanche, | drE-ghprr elimiaue odnastigdetnent dans les
lymphocytes Thl du groupe de souris tr  aitées avec des anticorps bloquant le TGF  -a
(Figure36B) . De plus, nous avons aussi obseAv®anose ha

le broyat tumoral ( Figure 36C).

Ces r®sultats soul i gneantdalnbi nhpdl EAAR iteibtLip rdRu T G

Vitro mais aussiin vivo .
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[ I I Le facteur dOoO®pi ssage PS|
alternatif despré -ARNm Irfl 6

SN

Forts de nos observations autour du réle du TGF -a d an s Il ovs naud
sommes alors questionné squant au mécanisme de | dapparition de |138iso
d &fl. En comparant les profils transcriptomiques des cellules T CD4  *isolées de rates et
de tumeurs, nous avons isol ®s 35 facteurs do®pi s

Nous avons ensduite réalisé des analyses in silico avec les logiciels SFmap et AVISPA qui

per mettent de d®terminer |l a probabilit® de fi x
fonction de | a s ®RN®doong. Ed doisant cpsraalyses avec celles
obtenues par séquencage ARN, nous avons identifié trois facteurs do®pi ss

Hnrnpf, Hnrnph et Psf surexprimés dans les cellules T CD4 *+ de tumeurs et pouvant

potentiellement se fixer au pré  -A RN m Irfl {Figure 37A et B).
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Figure37: Les f act e u Hmnph, 8l®npf esPsfaogptesurexprimés dans les cellules CD4+
de tumeurs MC38.

N

Splicing factors

(A) Heat map obtenu par une analyse de séquencage ARN, montrant | 6 ex
fact eur s ddamsplésdymphocgtes T CD4 + de rates et de tumeurs.

(By Diagramme de Venn croisant |l es 35 facteurs
I 6 anal jico galisémaveriSFmap et AVISPA qui permettent de détecter les sites de fixation
de facteurs do®pARNmgedsurf 1l. e pr ®
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A Thl cells

Spleen Tumor (B16-F10) Z-score
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Figure 38 : Les f act eurHernpld,H@rppf et Bsdispre surexprimés dans les cellules Thl
de tumeurs B16 -F10.

(A) Heat map obtenu par une analyse de séquencage ARN, montrant | 0 e xfactewss
dd®pi ssage dans de sdetlatesepde umeurts e B16-F10. 1

(B) Diagramme de Vennc r oi sant |l es 35 facteurs dOo®pissag
| 6analyse in silico r®alis®e avec SFmap et AVI
de facteurs do®pARNmge dsurf 1l e pr ®

Nous avons reproduit les résulta ts obtenus dans les cellules T CD4 +isolées de
tumeurs MC38 dans des lymphocytes Thl isolés de tumeurs B16  -F10 ou nous avons isolé

l es m°mes f act eukigesre3dA@B) ssage (
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NT

TGFRa

MFIDSred (PSF)

87 = nNT Pour confirmer le lien entre les facteurs

- TGF-b d 6 ®pi s speégédemment identifiés et le
6 - . . ,
microenvironnement tumoral, Nous avons exposé
p

des lymphocytes TnaifsaduTGF -a et " -12le | 61 L

PSF est I e facteur do®pi ssage

Fold enrichment (AU)

surexpression | a pl us mar qu @

i I i
0

Hnrnphl Hnrnpf

exposition au TGF -a Figure 39A).

Nucleus PSF 63X merge

Figure 39 : L6 expr es s senca auaivead naclégaire &
15007 PSFaugmentent en présence de TGF -3 .

MFI (AU)

o

2 4 6
Distance a to w (um)

2500 TGF-b
(10 ng/m1)

MFI (AU)

* Kk kK

0e® (A) Anal yse de | dékpregpsi onHnr np
i oJe RTFPCR dans des cellules T naives exposées ounon au TGF-a (
1000 % ng/ ml) et -12 durdre 2hl(FRlaques coatées avec des
° anticorps anti-CD3 et CD28) .
@
@

500 4 $ (B) Immunofluorescence de PSF (rouge) réalisé  dans les mémes

conditions que ( A). Les noyaux sont marqués au DAPI. Echelle :
6 pum.
0 , , ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Lesdonnées
NT TGF-b sont représentatives de 3 expériences indépendantes

(10ng/ml)
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De pl us, gr©ce ° une exp®rience doi mmunof

une augmentation de la présence de PSF au niveau nucléaire lorsque les cellules T
naives sont exposées a des doses conjointes de TGF -a et -12 par tapport a la
condition avec un-l2gkigpgmaéas)t de | 61 L

Enrichment plot: REACTOME_PI3K_AKT_ACTIVATION **
087
s FDR g-value = 0,024 *
@ —_
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Figure 40 : PSF interagit avec le pré -A R N m Irfd ét régule son épissage alternatif.

(A) Analyse GSEA des données de séquencage de I'ARN de cellules T CD4 + de rates et de
tumeurs MC -38. Ensemble de génes : Reactome PI3K/AKT activation.

(B) Analyse de | &-sherp ife-kilbpar®@T-PCGR ddns deslcellules T naives traitées ou
non au TGF-a (10 n g préraitéesedu non avec un inhibiteur LY -294002 de PI3K.
Les cellules sont t-RyYRlagues ceatépscase® des ‘antidorpsl anti-CD3 et
CD28).

(C) Analyse ddéune i mmunopr ®cipitation dOARN ave
T naives traitées ounonau TGF-a (10 mg/ mil2I(Rabues coatées avec des anticorps
anti -CD3 et CD28 ).

(E,FetG)Analyse d e | 0 e x pde lesk(B)j IréiL+iull (E) et Irfl -short (F), dans des cellules T naives
transfectées durant 24h avec un ARNi ciblant Psf puis différenciées en condition Th1 durant 2h
(Plaques coatées avec des anticorps anti -CD3 et CD28 ).

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Lébactivit® de PSF a ®t ® d®crite comme ®tant
travers la voie PI3K / AKT menant a sa fixation sur le pré -ARNm de CD45 qui subit alors
une exclusion de ses exons variables (Heyd and Lynch, 2010) . En réalisant une analyse
GSEA, nous avons montrée q ue | es g nes en relation avec | 0
PI3K /AKT étaient enrichis dans les cellules T CD4 + isolées de tumeurs ( Figure 40A).
Pour confirmer cette observation, nous avons effectué un pré -traitement avec
I i nhi b2940@wiblantlakina s e Pl 3 K. 1 apparait alldlf¥ s que
short constatée enprésencede TGF -a est anni hil ®e | o Figueu@B).Pl 3 K e
Par la suite, pour définir si PSFestr®e |l | ement capabl e d@reARNmmr agi r g
d 6fl, et si le TGFa moie i cétte interaction, nous avons réalis€é une
i mmunopr ®ci pitation dO6ARN (RI P) avec un anticor
napves expodPaver ou sans Gditdment au TGF -a . Les r®sultats ¢
attestent une interaction de PSF avec IL  -12 seule, mais aussi que cette fixati on est
décuplée en présence de TGFRa Figure 40C). Pour finir, nous avons réalisé une
extinction par interférence ARN (ARNi) de PSF dans des cellules T naives que nous
avons ensuite différenciées en condition Thl durant 2h. A travers | 86eRstinctio
(Figure40D) , il ®merge que PSF nddpfalifigere 40&)smaisd expr e
r®gul e | 6apparition de Il dfl-shorf(Bigunmd4OFal t er nati ve d2o

Ensemble, ces données soulignent le rdle prépondérant de PSF dans | 6®pi ss

al ter nldlt i f do

V. IRFZXshort inhibe la différenciation des
cellules Thl

Aprésavoir décrypté | 6i mpact-adet TGFE mi croenvironnement
gue | e r*le du facteur do®pissage PS#OUORRE, | dond
nous sommes interrog®s quant -ciddndla diffprancidtionp ot ent i e
lymphocytaire ~ Thl. Pour répondre a cette interrogation, nous avons ciblé
spécifiguement  Irfl-short avec un ARNi se fixant au niveau de la jonction

exon6/ exon Il do
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Figure 41 : L 6 e x t i n c t-shartnpar dnteriférencé ARN augment e | 6 e X2k

et dfeg. | o

(A) Anal yse de | o-alk(p)ridlstwoit (@)nlll2rkd (O) dt ling ( D)par RT-PCR dans des
cellules T naives tra nsfectées durant 24h avec des  ARNi ciblant spécifiquement Irfl  -full ou Irfl-
short puis différenciées en condition Thl durant 2h (A et B) ou 24h ( C et D) (Plaques coatées
avec des anticorps anti -CD3 et CD28).

(B) Anal yse de | dexpr es®) lng (Dpa RT-RCR ldah® deb dellulés T naives
transfectées durant 24h avec un ARNi ciblant spécifiguement Psf puis différenciées en
condition Th1l durant 24h (Plaques coatées avec des anticorps anti -CD3 et CD28).

(C)Analyse de | a sA®cra®t iEdn SdAd IdRaM s  d e sisfectéds duraht 844
avec des ARNiI ciblant spécifiquement Irfl  -full, Irf1-short ou Psf puis différenciées en condition
Th1 durant 72h (Plagues coatées avec des anticorps anti -CD3 et CD28).

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes

Nous observons une action spécifique des ARNi ciblant spécifiquement Irf1-full
(Figure 41A) et Irfl-short (Figure 41B).De pl us, nous conf i r mo-fulk
dans |l a r®gul ati on [l2rblldé mxlp nete digminution dedcelui | &-ci
lorsque la forme compléte du facteur de transcription est ciblée (Figure 41C).
De maniére intéressante, nous avons r elevé que quand Irfl-short était ciblé,
| 6 expr es sli2db aughrentel @Figure 41C). Les mémes constatations ont été

not ®es pour | oHgpr @wisi dinmidridull &5t ciblé, stqui dugmente
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quand Irfl-short est ciblé (Figure 41D) . En outre, | 6extinctiPsdgn du f
vient corroborer son trfl-dhert, pliiagonesles m@&@riesqrésultats gueo n  d 6
pour | © e x tlhiflrsloott isoomt d bser v®s concer nanlt2rbll dexpr ¢
(Figure 41F) et Ithg (Figude 41F). En réalisant un test ELISA, nous avons confirmeé les

résultats obtenuspa rRFPCR aut our de dledfégfigure 415). o n

A B C D
250 25 80 - 300 *
* *
— — s * %
= i o) _ o)
. 2 200 2 20 2 o4
z 5 <Z( < c = 20041
£ @ 150 * » 154 <2 E
0 E g x 5 g
= = - = £ ~ 404 —
[} % a o o [=2]
% © 100 = 5 104 o x 2
- 9 = o = o L 100
T2 -2 £ 20
2 504 S 54 =
0- 0- 0- 0-
EV IRF1 EV IRF1 EV IRF1 EV IRF1
short short short short
E
EV IRFXshort
A IFN-y+ GFP+ cells IFN-y+ GFP+ cells
1053 %P:26,59 3 %P:11,19 30 *
s
104 E 2 40
[}
it
.
b
103 3 < - T
. 10
- - o
w
L 1)
z o i
- . T - - .. e —— 0-
0 103 104 105 0 103 104 105 EV  IRF1
GFP - short
L
Figure 42 : La surexpr eshwoiran rddplrRAne | dlE2b) etels sécrétion

ddI-ANdes | ymphocytes Thi.

(A,BetC) Anal yse de | 0-shwrp(Akllzbl¢Byet dng ( C) pat RT-PCR dans des
cellules T naives GFP+ triées 48h aprés avoir subi une infection rétrovirale avec un vecteur vide

GFP (EV) ou IRFEshort-GFP, puis différenciées en conditions Thl pendant2h (  AetB)ou 72h (C)
(Plaques coatées avec des anticorps CD3 et CD28).

(D) Analyse de | a-AsPpar®ELOSAdPpBFNdes cel ICul es

(E) Analyse par cytométrie en flux des cellules Th1 IFN  -Ar GFP* traitées comme en ( C).

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Pour val i der | -éhortmdars cla différéntia®dh 1Thl, nous avons
accompl i des exp®riences doi nfecti curexprime®t r ovi r
| 6i sof or me c &iguretd2A). d&s IcdRuted inféctées positives pour la GFP ont
été triees, puis différenciées en Thl. De maniere contrastée par rapport aux
exp®riences ddoextinction par ARNi , nousndebser von
| 1&2rbl (Figure 42B) et Ifryeg(Figuré 42C). Les résultats obtenus par RT -PCR pour
| Iflg sont superposables a ceux obtenus par ELISA avec une importante baisse de la
sécrétion ( Figure 42 D). Ce phénomeéne est aussi observable par cytométrie en flux ou
le nombre de cellules GFP * IFNA* di mi nue |l orsque Il a f or me cou

surexprimée ( Figure 42E).
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Figure 43 :IRFtshort i nhibe | 6acti vi t @ull aurniaeasdu pronpotedr den n

I 81 112rbl.

(A) Analyse par Chl P -fiilketshaat aupromaeurideo nl @Bl REnb l1ldan
293T transfect®es avec un plasmide codant p o
plasmides codant pour IRF1 -full et short tagués histidine ou YFP. Les données sont présentées

sont relatives ° celles @®btenues avec |1 81 gG co
(BB Analyse par test lucif®rase de | a transact.i
293T transfectées avec une quantité stable de plasmide codant pour IRF1 -full et une dose

croi ssantskeorttdd | RF1

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes

Pour élucider commentIRF1 -short i mpacte | Blér@lperdensgai on de |

c ons ®q u e rfrig, ndwes aviond réalisé une ChlIP afin de dét erminer si IRF1-short peut

interagir avec | 8ADN. Nous nous sommes pl ac®s da
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cellules 293T transfectées avec un plasmide codant 154 paires de bases du promoteur

de l12rB1 et 18 paires de bases gtion da laarbductibn s i t e ¢

(Kano et al., 2008a) . De plus, nous avons aussi tramsfect®
codant pour IRF1 -f ul | et short tagu®s avec éestomptst i di ne
| or sgud@llRF le st transfect® seul un e nliidrbd lest s s e me n
observeé |, venant confirmer | i nteracti on de | a fo
transcriptio n avec cette séquence (  Figure 43A). Concernant IRF1 -s hor t |, | 6absen:
ddenrichissement infirme | a capacit® de cette is
(Figure 43A) . Cependant , guand |l es deux i sof or mes
conjointement, une import ante di minution de | 6enrichisseme

| 1&2rb1 est observée ( Figure 43 A). Pour confirmer ces observations, nous avons mené

des tests lucif®rases qui finisseshodé¢ d®Vvoil Bact
transcriptiRethoéel l e Edd ef fet, s i -full seuletpardentsaf ect i on

i nduire une transacti vali2rbb,n |dbua upgrnoemmottaetuiro nd ep rlodg r
l a for me al t e-shordarépnme dedhianieRekldse dépendante ( Figure 43B).
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Figure 44 : IRFEshort interagit avec IRF1 -full.
Analyse de la durée de vie de fluorescence FLIM -FRET dans des cellules 293T transfectées avec

des plasmides IRF1 -full-Venus (YFP) et IRFXshort-Cerulean (CFP)

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, ** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Au vu des résultats obtenus par ChlIP et par test luciférase, nous avons formulé
I

(@}

dol RrR11 en interagissant avec ce dernier ce

| e pr omot I&2rbl. Pdue rédoridre a cette problématique, nous avons utilisé la

technologie FLIM -FRET qui per met d xindté det noing der5 nom.n e

Brievement, lorsque le donneur est proche de son accepteur, la fluorescence décroit

plus rapidement car captée par ce dernier. Dans notre expérience, le donneur est
matérialisé par IRF1 -short-CF P et | 8 a c c e pfull&YkPtNouys avons dotRaRsiect é
des cellules 293T avec les plasmides codant ces derniers.  Nos données indiquent une
di mi nution notable de | a dur ®e -ghert-CFR @ansdes

cellules ou IRF1-full-YFP est coexprimé par rapport aux cellulesav  ec IRF1-short-CFP seul

(Figure 44). Ces observations suggérent une potentielle interaction entre IRF1 -full et
IRFZXshort.
Ces d®monstrations mettent en | tshort dan®

| dacti vit® tr ans-dullquipeninteragio slaine addleBRFt e der ni

o
O

6i nteragir avec Ill1Zblpr omoteur de | 0

V. Une 1T soforme alternatiyv

lymphocytes Thl h umains et module leur activité

Pour aller plus loin, nous nous sommes demandé si les observations entreprise S

P

f

qgui

hypoth se sel oghortlpeugait enoduler | BEELt i vi t® transcri

uor

| e

e

chez | a souris guant -shortdans ladiffere®igtiart ThE étagrii | RF 1

er ,

r 1

d

transposabl es chez | 6 Ho mme . Dans un premier

différenciations lymphocytaires  in vitro ThO, Thl, Th2 et Th17 & partir de cellules T naives

isolées de poches de sang de donneurs sains. Par PCR en point final et migration sur

gel , nous avons identi fi ® ummfé apex ane theuie oda de | &
différenciation lymphocytaire ThO, Thl Th2 et Th17, mais pas dans les cellules T naives

(Figure 45A). Cette isoforme alternative humaine que nous avons €galement appelée

IRFZshort, partage donc des similitudes avec celle observée chez la souris. Comme le

confirme | 6anal yse par IREIBORché Dex@hemsneonn oed t

inhérente ala d ifférenciation Thl, car on la retrouve aussi dans les lymphocytes Th2 et
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Th17 in vitro (Figure 45B) . N®anmoi ns | IREtghprt semidel doavanta®

spécifique des cellules Thl in vivo (Figure 45C).

A ThO Thl Th2 Th17
1h 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h 3h 1h 2h 3h Naive Amorces
300 [ WS >
200 il Wi
61 7M 8
100 | % 5 <
300 [0 >
200
7M1 8mM 9
100
6
300 [ W - ->
200 8mM 91 10
100
e
B . C ns
150 1009 -
5 —
< < < % 80
& 5 Z 5
Ew Ea 607 1
i St
E E n $ 40 4
w 2 : o
x = 2
B =5 20

TN Thil Th2 Th1i7 TN Th1l Th2 Th17

Figure 45 : IRFlsubit un ®pi ssage altemmatiftrcaeer $ OHdexc

(A)RFPCR ci bl ant | es exons 6, 8 et 9 ddlrfl dans
di ff®renci ® durant 1h, 2h et 3h (gel d&éagaros

B)Anal yse de | & e x-ghorteparRT-BGR dahs deKRFI{mphocytes naifs ou ThO, Thl,
Th2 et Th17 différenciés durant 1h. Amorces spécifiques pour IRF1  -short en ciblant la jonction
exon 6 / exon 8.

(C)Anal yse de | 0 e xghortgpar RT-RCR dathsddesR Fyihphocytes naifs ou Thl, Th2 et
Th17 triés par cytométrie en flux.

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Figure 46 :IRFts hort di mi nue | B¥RBiete slsa on® WM®@dlhdoxn Iddh ¢

(AetB) Anal yse de | &¥fulgAh)eREshatnB) gab RTRACR dans des cellules T
naives tra nsfectées durant 24h avec des ARNi ciblant spécifiguement IRAL-short puis
différe nciées en condition Thl durant 1 h (Plaques coatées avec des anticorps anti -CD3 et
CD28).

(C) Western blot utilisant un anticorps ciblant la portion N -t er ddahsRiEsLcellules traitées
comme en ( A) mais différenciées 24h

(DetE) Anal yse de | 0 22RRI(Dg s s e b n dEearides edlfes traitées comme
en (A) mais différenciées 72h

(P Analyse de la séc r ®t i on-Ad ®laF N EL ¢eBiles tdigtes comme en ( A) mais
différenciées 72h.

(G) Analyse par cytométrie en flux de cellules Thl IFN  -A* GFP* traitées comme en ( A) mais
différenciées 72h.

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Pui sgue nous avions d®montr® chez |l a souris
| dexpr es dii2bhetdel d s ®cr At iders c¢&IFNIl es Thi, nous
demandé si cet effet pouvait étre comparable dans les lymphocytes Thl humains.

Pour répond re a cette question, nous avons ciblé spécifiquement par ARNi le transcrit

de | 0i soformelfaaNbDeasnabie@aodd8 une di milRFéshdton s p ®«
et n on -fdlégueRde 1soit en RT -PCR (Figure 46A et B) ou en Western blot

(Figure 46C).En outr e, i | r®sulte de cette extinction wu
d e ILL2&RB1(Figure 46D) etde | &6 | FFMjBe 46E), mais aussi une augmentation de la

sécrétion (Figure46P et du nombre de cel | ulAEQup46§S).ti ves po

A B C

ok 201

*
1.0

Ex vivo Thl cells

ko
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IRF1l-short/IRF1 mRNA
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=
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IFNG mRNA (fold change)
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= 0.2

IRFl-short/IRF1-full mRNA
relative expression
by PSF immonuprecipitation

0.0~

Fold enrichment of IRF1-short mRNA

Healthy Tumor
donor

lgG NT TGF-p

Thl cells

Figure47 :LeTGFa et | e microenvironnement tumoral aug
ARNmMmM IRAS

(AetB)Anal yse de | 8 e xghortd RELful (B) dét RE & D) pérIRFRNOR dgns des T
naifs exposés durant 1h a des doses croissantes de TGF -a (0, 1, 3, 1
et " une dosel2st(aBYl epuddsl Wi f f ®r e nlR se@adurant 24ip. (PRGUesn
coatées avec des anticorps  anti -CD3 et CD28)

(C)Anal yse de | 6 e x psherty RFlefull dadsddesRe&lldles Thl trié es par cytométrie en
flux puis trait®es deA)l a m°me fa-on quben (

(D) Anal yse de | &-shartp/ iREEfgllipar RT-RC® IddR$ des cellules Thl trié es par
cytométrie en flu x de sang de donneurs sains et de tumeurs coliques de patients.

(B Analyse ddune i mmunopr ®ci pitation d&ARN avec
naives traittesounonau TGF -a ( 1 0 n g/ ml2)Plagues coatées@vet des anticorps anti-
CD3 et CD28).

ns, non significatif ; * P<0.05, ** P<0.01, ** P<0.001. Les données sont représentatives de 3
expériences indépendantes
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Afin de déterminer si les effets du TGF -a et du mi croenvironnemer

observés chez la souris étaient si mi | ai r es chez | 6 homme, nous a
lymphocytes T naifs humains a des doses croissantesde TGF -a et ° une dose st
d 6-L2A.durant 1h. Aprés un lavage, les cellules ont ensuite été exposée s" de-12 61 L

uniquement pendant 24h . Nous avonsobser v ® une augmentation de | de

| 6i sof or meIRFlLpan rappert ad dRFXfull apr s 1h dbéexposition
croissantesde TGF-a et ° une dos e-1Z(Figuie 47An Detphkis, apfes 24h

de différenciation sans TGF -a , | es cevloliuelnets |Tohelx pFNE& shaiteraden de | 6
maniere dose dépendante (  Figure 47 B). En réalisant la méme expérience cette fois

avec des Thl triés directement & partir de sang de donneurs sains, nous avons

constat® | a m°me augment atlRFbshort dae ragpditeax fRFHuW si on d
(Figure 47C). No u s avons aussi constat® wune augment at
| i s of or mdRFtdans lestThl isblés de tumeurs coliques de patients par rapport

aux Thl isolés de sang de donneurs sains ( Figure 47 D). Par la suite, pour définir si PSF
interagitaveclepré -ARNMIRFic hez | 6 homme, et si I|-ae ntoadsi fRiceh ®a
cette interaction, nous avons r®alis® une I mMmun

anticorps <ciblant PSF dans des I€l2 bvecuduesans T napv

traitement au TGF -a . Les r®sultats obtenus montr e-ba2 une i
seule, et que cette fixation augmente Iégérement en présence de TGF -a Figure 47E).
Ensembl es, ces r®sul tats il lustrent gue | di s

également exprimée dans différents sous types T helper et en particulier dans les

lymphocytes Thi chez | 6 Ho mme. En outre, de fa-on anal og
décrit dans not re modeéle murin, IRF1 -s hor t di minue | dactivit® des |
r®dui sant not amment -A.a Bmfcir @t ielie | BGFHAENTr oenvi ron

tumoral semblent i mpligu®s dans | daugmentation d
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DISCUSSION




Ce travail nous a permis de mettre en |l umi re

tumoral et en particulierdu TGF -a, dans | 8AERAN nd il dpns & s cellules Thl

in vitro et in vivo. En effet, nous avons d®mo fothre@urtpu e S i |
déflLi ntervient | ors doéune di f f ®rcieestcdécaglée em Th1l s
contexte tumor al et | or s-ad o Dree pdxupsq s intoiussn mont T E
facteur do®pi ssage PSF est i hRFIshog w@ravelsa as | dap

| dactivation de | a voae ROBK s$0BWKITgpans!|l aud3s&kF | 06
d 6 | RHert dans la différenciation lymphocytaire Thl, qui en interagissant avec la
forme compl te doél RF1, pr ®vient $12rbll. Enadmm®, n av ec
| daugment ati on d dRFlsboe aupniveastsniomlnalliée @ la baisse de la
s®cr ®t i oh Wil F&An r ®sul te, font de cette isoforn
exacerber |l action des |l ymphocytes Th louvoiret accr

anti -tumoral ( Figure 48).
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Normal Microenvironnement tumoral

Ik12Raz2

© o o 20 Lymphocyte

Figure 48 : Mécanisme d&6i nducti on de | 0i s o fshort,netsonadffdt dansnla t
différenciation lymphocytaire Thl1 . (1) Lor s  ddifféreneiation lymphocytaire classique,

I a stimul atlizZonentr didnde | dactivation du AT4A @ar
phosphorylation,quiin dui t | dexpr edili(Dlepr@ARNmMNa 61 rf 1 e s-ull
et épissé alternativementen Irfl  -short.(3) Ldi sof or me courte doélrfl

facteur do®pi ssage PSF, acthorylée. q 4)Lefacew deftransanption n

IRFE u |l | interagit avec | e promoteur du g ne de
de |l a signalilsZati saurdeee |dBduUune s ®cr ®Ai B)rEn comexte |
tumoral, le TGF-a i n d u iivationldé k& avdie de signalisation PI3K / AKT aboutissant a la

phosphorylation de GSK3 q u i ndest ensuite plus c ap(@®DbASk peu
interagir avec d avantage de pré -ARNmM d & I7)r IRFtshort (interagit avec IRF1 -full en
| emp°cheraddimtavec |l e pronmdt Moi ndcle ddasbrsBeréd quand.
l a quant i-sh®t agghénte.F 1
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1 est d®sor mai s cl airement ®t abl i gue | es
drastiguement au sein doéune t un(€ahles etpah,2018)apport
Ce ph®nom ne sbéexplique partiell ement N traver
somatiques par les cellules tumorales qui touchent parfois des génes codant des
fact eur s d 0 ®3veers staaf),e2016) . I en r®sul te | dapparit
aberrants, qui peuvent encourager |l a progression
tumor al e ndest pl us d®crite C 0 mme de® tellufes const
canc®reuses. Certaines ®tudes affirment quobell e
50% de cellules non malignes allant du fibroblaste au lymphocyte T. Cependant les
®v nements dO6EA qui interviennent dans tmgees cel |l u

peu ou pas caractérisés.

Nos donn®es apportent l a preuve que | daugme
tumoral ne concerne pas seulement les cellules malignes, mais aussi les cellules du
systéme immunitaire que sont les lymphocytes T CD4+. En effet, nous ob servons une
augmentation globale de | 6EA dans ces cellul es |
par rapport a celles isolées de rates. Il a été démontré que les cellules immunitaires
isolées de tumeurs présentent un profil transcriptomique différent de celu i trouvé dans
celles isol ®es dodor gan e s(Néewpnampetab, 20d® s. Naseésuliatsd ai r e s
vont dans ce sens avec notamment une modi ficatio

géenes en lien avec la  population lymphocytaire Thl. On trouve par exemple une

di mi nution de | 6expressi on d\e sheffgu enoere CXCR3 a n't pou
N®anmoi ns, une augment ati onlll2coe e tl 0 @ ¥l2rbPed®ss i o n d e
également observée. Ces récepteurs membran aires ®tant partag®s ave

soustypes de T helper comme | es cel l ul es TKarbb®talp @uosgb) | 61 L12F
ces résultats sont a considérer avec précaution et pourraient étre confirmés a travers

une nouvelle analyse de séquencage ARN avec des cellules Thl isolées de tume urs.

De plus, les modifications transcriptomiques observées ne sont pas inhérentes aux

génes en lien avec le profil Thl. Pour les génes représentatifs des cellules Th2 on

observe par exemple une di miGata3t ¢ b ndildlet polirtee x pr es s |
cellul es Th17 une bai s s eRorcd ]Quant @Guexx genes sdsii 0 n de
profii Treg, on constate une augmentation des génes caractéristiques de

| 6i mMmmunosuppression engetnydpreRe depaparcel Gsaouugsme nt a:

| 6expressi ofgfbdet 810.g nes
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Sinous nous sommes orient ®s sur | 6 ®t ude des
population lymphocytaire Th1 du fait de leur fort potentiel anti -tumoral (Fridman et al.,
2012), nous aurions aussi pu nous axer sur les sous -types Th2 et Treg qui sont décrits
comme étant souventpro -t umor aux afin de d®terminer si | 6 E.
état de fait. En outre, les cellules Thl7 sont s ouvent décrites comme ayant un

comportement ambigu dans les cancers en étant tantdt immunosuppressives et

tantét inflammatoires  (Asadzadeh et al., 2017) . Il serait intéressant de déterminer si la

bal ance entre ces deux ®t at s est sOcEUAs  qludi nf |
apparaitraient en contexte tumoral. Par ailleurs
de d1@lL LIl es cellules Treg se transdiff®rencient

Foxp3 (Mailer et al., 2015) . £tudi er -ARNEAe BHoxp3 prrcéntexte tumoral
pourrait nous en apprendre davantage sur les phénoménes de plasticité cellulaire

observés dans le microenvironnement tumoral.

Dans la différenciation lymphocytaire Thl, nous avons identifié que le pré -
ARNmMm codant pour |l e facteur de transcription | RF
| 6exon 7 et | 8i nc Figuei4®).nNous avons Gonfinnté lacstabilit® et (a
traduction de ce transcrit que nous avons appelé Irf1-short. Si une isoforme alternative
d 6flexcluant | 6 exon 7 est d®j " d®crite comme apparaiss
cervical humain (Lee etal., 2006b) , | 6i nc | usi oddrfldQgénérand iumdodom n 8

STOP pr ®madanre@anchedpas référencée.

ARNmM Irf1-full

50 1 2 3 4 5 6-8 9 10 30

ARNmM Irf1-short

50 1 2 3 4 5 6 8 Intron 8 STOP 36
Figure 49 : | sof ormes | ongue ( flflIBX)c leuts icoonu r
et inclusion de [ &dintron 8 comportan
lymphocytes Th1l.
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Le niveau d 0 dri-ghoreestspluoimportait dans les cellules Thl que

dans les autres sous -types T helper . Nous constatons toutd e méme une expression de

cette isoforme alternative dans les cellules Thl7. Il a été démontré que la
différenciation lymphocytaire Th17 est encouragée dans des souris Irfl -/- (Karwacz et
al., 2017). LO®tude de | 0effet de | a nouvelle i sofor me

identifiée pourrait nous en apprendre plus sur la biologie de ce sous type.

LeTGFRa f ait parti e descommuhémdnt trowées duseindyp | u
microenvironnement tumoral (Papageorgis and Stylianopoulos, 2015) . Il peut étre
sécrété par les cellules tumorales, mais aussi par les cellules hon malignes que sont les
lymphocytes Treg et les macrophages de type M2. |l a été démontré dans les cellules
cancéreuses que le TGF -a e st capable ddédinduire | 86EA du r @
CD4 4. 1 en r®sulte | 6apparition dourangsiton sof or m

épithélio -mésenchymateuse et la d issémination de métastases (Tripathi et al., 2016) .

Ici nous montrons que les génes en lien avec une exposition au TGF -4 sont
surexprimés en contexte tumoral. Nous observons également invtroqudun traitemen

préecoceauTGF -a | or s ddoune di ff ®r e nlliaegmente la quantitthp hocyt ai

d &fl-short par rapport a  Irfl-full. En parall | e, lll2ridl elécntercensmei on de |
étant sous | i nf | (Kanoetal.,, d008a)RE L1 mi nue ai nsi quk. cell e
Par ailleurs, dans cette configuration | 6express
parleTGF-a ndest pas i mpact®e signigudcuantd veexnpeonsti.t ildn
longue a cette cytokine induirait d avant age | dexpression de ce

transcription représentatif de la différenciation lymphocytaire Treg

Nous montrons que les cellules Thl isolées de tumeurs expriment davantage
| i s of or melrfldpd tapport a celles isolées de rates. En revanche, lorsque les
souris sont traitées avec des anticorps bloquant le TGF -a, | augment ati on
| 6 e xpr d6&fsshartnautrefois relevée dans les cellules Thl de tumeurs disparait.
LdexposiTGFaonawuni veau tumoral ®tant s%r ement dur
d®t er mi ner la cin®tique doi nduriltdane ce cahtextel 6 i sof or
La nouvelle technique de séquencage sur cellule unique pourrait aussi permettre de
superposer le statut de di ff ®r enciation dodéune cellule Thl

i ndui sant | a Ifilshmdiucti on do
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Les facteurs d'épissage sont les régulateurs clé de l'activité du spliceosome
puisqu'ils modulent sa liaison au pré -ARNm (Matera and Wang, 2014) . Leur activité est
finement r ®gul ®e, not amment par | es signaux extr

contexte do nné, leurs activités divergent  (Fu and Ares, 2014) .

Nos résultats montrent que trois facteurs d'épissage sont surexprimés dans le
microenvironnement tumoral et sont spécifiques de la séquence dupré  -ARNm Irfl.6
Parmi eux, Psfest cel ui dont | dexpression augmente | e |
lymphocytaire Thl est exposée au TGF -a . Nous avons ®gal ement co
i mmunopr ®ci pi tation deagtadedRNré cgARNM BtEd 0 ms eddune
différenciation lymphocytaire Th1 standard et que cette interaction est décuplée par
un traitement au TGF -a . De pl us, | orsqgue PSF estlflshoft | ® par
est considérablement réduite. Ce facteur do®pi ssage a ®t ® d®crit dan
humaines comme participant au saut des 3 exons variables de CD45 pour produire
CD45RO | ors de | 08en (Hew andéyndh, 2010) . TE&tR isoforme plus
courte de CD45 est moins active que la forme compléte et tempére Il'act ivation des
lymphocytes. Lorsque PSF est phosphorylé par GSK3, il reste inactif du fait de sa
s®questration par TRAP150. En revanche, |l ors dbo
| dactivation de |l a voie PI 3K / AKT i nmactivet | a ph
PSF ndéest al ors pl utdibrgmbnd enpehdamsyeln@®augpdur exezcar
son rtle de facteur ddo®pi ssage. Chez la souri
di ff®rence ddexpressi on dbfl dntieidesadlldes Mpaives!l éter nat i
des cellules ThO wuniguement expos®es ° | dengage
exclure totalement le r6le de la signalisation du TCR dans notre modéle, nous pourrions

aussi exposer des c el-12avecessans stimdafion dusTCR. de | 81 L

Le facteur de transcription IRF1 a été identifié dans la régulation de l'expression

d'un grand nombre de genes, et ce, dans différents types cellulaires (Kim et al., 2004;
Lohoff et al., 1997; Ogasawara et al., 1998; Penninger et al., 1997) . IRF1 soutient
notamment le développement des lymphocytes Thl via le contrdle de I'expression du

géne 1112rbl (Kano et al., 2008). Dans les cellul es Treg et Th2, IRF1 régule négativement
I'expression des génes Foxp3 et 114 respectivement (Fragale A et al., 200 8; Maruyama
et al., 2015b) . Cependant, | 61 hfpdamsitces dopulatiofiskedlulaires est

encore largementsous -ex pl or ®. Toutefois, des exp®riences
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cinq isoformes alternatives d'IRF1 dans des échantillons de tissus cervicaux humains
tumoraux. Cette étude a également montré que ces variants étaient capables

d'inhiber l'activité transcriptionnelle de l'isoforme principale d'IRF1.

Dans ce contexte, nou s mo nt r o n sshoq joue luiRBl& négatif dans la

di ff®renciation | ymphocytaire Thl. Par |l e fait,
cette derni re, nous observons wune |HgQemMment ati on
| I&2rb1. En surexprimant IRF1-short nous avons confirmé cet effet négatif. Cependant,
contrairement ° ce qui a ®t ® d®montr ® autour des
le cancer cervical et des promoteurs de génes suppresseurs de tumeur, ici IRF1 -short

ndi nteragit pas adveeld2rile pr omoteur
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RN WLy [ o) 7
ARNmM Irf1-full 56 1|2|3|4|5|6|7|8|9]| 10356
Figure 50 : Domai nes f on c tExomscorespendadtd duRdiffErents domaines
ddél RF1.
Cela peut °tre d3% " Il a pr®sence de | 6intron
donner une conformation prot®i que masquant | e do
travers | e xcl us i o nettedisoforrhed atermative, [ dothaine s c
responsable de la transactivation est partiellement tronqué (Kim et al.,, 2003)
(Figure 50) . En outre, | i nclusion de | dintron 8 ajo

domaine responsable de | 6dactivation transcripti
absent puisque localisé au sei n de (Kirbhaaoff emnal., 2000) (Figure 50).

Nous avons al ors montr ® ¢ u eshdrtfasseten réalité par&pnr e ssi v e

interaction avec IRF1 -full. Ce faisant, IRF1-f u | | est dans | dincapacit® oc
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promot euill2ridlel Il 6ser ai t ddun grand int®r°t de 1 ®
séquencage de la chromatine immunoprécipitée avec un anticorps ciblant IRF1,

dans de s cellules Thl ou IRF1-short est soit réprimé par ARNi ou bien surexprimé par

strat®gie r®trovirale. Ainsi, il serait possible
pr omot e u ill2riul ese rép&te pour les autres génes régulés par IRF1. Il a été

démontr® quodél RF1 intervient fr®quemment dans | es
l esquel l es il est i mpl i gqu ®Kishhaiff st af., dl@98)e. Il @t h o mo d i

probabl e -dhartdpuiss& perturber ce phénomene en interagissant avec
IRFXf ul | . De pl us, | 8 e x cl ushdrtotronqud aussi 16 elomaime 7 dol R

doh®t ®r odi m®r i Baadlantcaret ad, 39948 F 11 est envisageable que si IRF1 -

short est dans | dincapacit® ddinteragir avec do:
(Langlais et al., 2016; Moitreyee et al., 2000) , il oriente alors uniquement son interaction
envers |l a forme compl te doél RF1.

Ensembl e ces r®sul tats soul i g-shern tans |lee ril e

différenciation lymphocytaire Thl. Puisque ce tte isoforme augmente en contexte

tumoral, | a cibler pourrait -tamomledecesceliuesit i al i ser

La technologie de séquencage ARN a permis d'établir qu'environ 95% des
genes humains sont épissés de maniére alternative (Sultan et al., 2008) . Cependant,
peu d'étudesontanal ys® | ' i mpact de | 83EA sur | ' hom®ostas:i
humain (Martinez and Lynch, 2013) . Notre étude indiqgue que comme chez la souris,
une i sof or me adRFiL sansnl'axon ¥ existed ¢hez I'homme. Cependant,
silRFZXshort ne semble pas étre exprimé difféeremment selon le sous -ensemble T helper
in vitro , cette expression est majoritaire dans les cellules Thl  invivo. Par ailleurs, lorsque
nous avons ciblé IRFXshort par ARNi, nous avons observé une augmentation de
| ' ex pr e slcli2RBh et ded IBNG Cette isoforme semble donc posséder les mémes
propr iétés inhibitrices dans la différenciation lymphocytaire Th1. Nous avons aussi noté
que par rapport aux cellules Thl de sang de donneurs sains, les cellules Thl de la
tumeur avaient un niveau d'expression d’  IRFZshort plus élevé. Nous avons également
const até que cet effet du microenvironnement tumoral pourrait également passer
parleTGF-a pui sque ce derni er a uURFirsharttpar rappdrteaxefler e ssi on
d RFZLfull.
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CONCLUSION




Ce travail participe " lancempe Rhé®pi 9nage &l

dans la réponse immunitaire. Nous ouvrons par la méme un nouveau champ

doexpl oration autour de | 06i mpact du microenviron
mol ®cul ai re dans I es cellules | mmutnin®&gateisf. dNDwnN
i soforme alternative do6l RF1 sur | 06isoforme princ

en interagissant avec IRF1 -full, IRFXshort prévient son interaction avec le promoteur

d e 1112rH1. Il en résulte une diminution de la signalisation d e {1Dek par conséquent

une baisse de sécrétion de la cytokine principalement sécrétée par les cellules Thl

qudest-A.l 6 IslR ¥tant davantage exprimé en contexte tumoral sous

| 6influenee dud TGR tr s probal be spgealtemaift ®v ne
diminue le pouvoir anti -tumoral des cellules Thl. Cibler cette isoforme pourrait
potentialiser l a r®ponse immunitaire Th1l qui c
immunitaires au pouvoir anti  -tumoral avéré comme les cellules NK ou les lymph ocytes

T CD8* cytotoxiques.

De nouvelles stratégies thérapeutiques utilisant des oligonucléotides anti -sens
donnent des résultats probants dans le cadre de la myopathie de Duchenne
(Koo and Wood, 2013) . Cette maladie musculaire touchant un homme sur quatre -
mille, estliée™ | a mutation dodoun site doO6®pissage du g n
r®sul te | dapparition doéune forme tronqu®e de cCe¢

cellules musculaires. Les capacités contractiles des muscles des individus touchés

décroissent progr essi vement jusqud” ce gue | e ciur S
oligonucl ®otides sont d®sormais commerciali s®s e
de | 6exon 50 de | a dystrophine qui autrefois me
pr ®mat ur ®. L 06 us a dérapeutques essenaore trés pes régandu dans le

cancer ou des évenement s dd ®pi s s age aberamhts sont mrés trépdngdus.

Des problémes dans la distribution des oligonucléotides anti -sens au sein de la masse

tumorale sont souvent rencontrés. Sida ns le cadre de la myopathie de Duchenne des
injections au niveau muscul aire font preuve doef

restent pour le moment sans effets  (Bauman et al., 2010) . Néanmoins, il serait possible

de pr ®venir | apparition d6o®v nements do®pi ssa
thérapies cellulaires employant des cellules immunitaires anti -t umor al es. Si I don
| 6exempl e de notre ®tude, i RFisha@tdams des cellolds®rle s s ant
avant de |l es injecter ° des souris porteuses de

anti -tumorales des cellules Thl est exacerbée dans ces conditions.
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L a l'itt®ratur e scientifique aut ou rcellugkse | 6 ®pi
immunitaires décrit souvent ce phénomene comme représentant une forme de
rtrocontrl e n®gatif de | a r®ponse immunitair ¢
| 0®pi ssage alternatif de NLRP3 dans |l es macroph
| i nf | a rHosstetiab, 2019), ou pour cel ui de CD45 qui en
CD45R0, augmente le seuil de stimulation du TCR des cellules T (McNeill et al., 2004) .

I'l est possible qudil en soit de m°me pour | 6®pi
IRFtshor t , limite |a r®ponse i mmunitaire TAL ° tr e
Cdest polur geoiai i i Nt ®r essant ddexpl orer e 1] e

al t er nlgltdans lesindaladies autoimmunes telles que la sclérose en plaque ou

encore la maladie de Crohn (Brand, 2009) .
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Abstract

Apoptosis is a well -known physiological process, in which Caspases are key executors.

In recent years, investigations have identified novel non -apoptotic roles of Caspases.
However, these new roles are not well documented and the mechanisms involved are

not fully understood. We investigated cleaved Caspase -3 functions in human and
mouse proficient Caspase -3 cancer cells (MDA -MB-231, 4T1, CT26, and MCF-7
expressing Caspase -3) and in human deficient Caspase -3 cell line (MCF -7). We
analyzed impact of inhibitio  n of Caspase -3 on tumor behavior and at the genomic
level by RNA sequencing and ChIP sequencing. Moreover, we evaluated the effect

of Caspase -3 targeting in vivo. We demonstrate that cleaved Caspase -3 acts as a
transcription factor by directly interacting with DNA. Caspase -3 DNA binding
enhances different pathways such as angiogenesis via the expression of pro -
angiogenic genes and activation of different pathways leading to endothelial cell
activation. Moreover, we have identified a DNA binding domain in th e small subunit
of Caspase -3 and showed that Caspase -3 active conformation is essential for its
transcriptional activity. Furthermore, we have shown that some genes acting in pro -
apoptotic pathways were down -regulated in caspase -3 proficient cells and iden tified
cleaved Caspase -3 as a new therapeutic target in cancer since its inhibition increases

the efficacy of chemotherapy and decreases spontaneous tumor development.

These data highlight a new role of Caspase -3 and its underlying molecular
mechanism, sug gesting that cleaved Caspase -3 could be a new therapeutic target

in cancer.
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Statement of significance

We report an unexpected ability of active Caspase -3 to directly interact with DNA,
triggering the transcription of pro -angiogenic genes responsible for tumor

development and resistance to treatment.
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Introduction

Apoptosis is a well -known physiological process that enables the maintenance

of homeostasis in multicellular organisms. Apoptosis can be induced by different stimuli
such as cytotoxic drugs, irradiation and hypoxic stress. One of the best -known markers
of apoptosis is the proteolytic cleavage of Pro -caspase -3 into its active form, Caspase -

3. Once cleaved, Caspase -3 translocates into the nucleus, w here it cleaves specific
substrates (1). Depending on the context, activation of Caspase -3 is considered a
deleterious event in different pathophysiological processes, like neurodegenerative
disorders or ischemia, or as a positive marker of effective therapeutic strategy like in
cancer. H owever, in recent years, new investigations have identified new non -
apoptotic roles of Caspases. Indeed, in cancer, activation of Caspase -3 was
described as a stimulator of tumor cell repopulation during radiotherapy treatment

(2), or a driver of tumor cell proliferation in pancreatic cancer (3) and melanoma  (4).
Recently, Caspase -3 was described as a mediator of neoangiogenesis in dying cells

after X -ray therapy (5). Nevertheless, all non -apoptotic roles of Caspase -3 rely on its
prot eolytic activity (6-9). In the present work, we showed that Caspase -3 activation
induced transcriptional changes leading to the upregulation of genes involved in
angiogenesis and down -regulation of genes involved in pro  -apoptotic pathways. We

have shown that Caspase -3 was able to directly interact with the promoter of various

pro -angiogenic genes, such as VEGFA gene, and induce transcription thanks to a
specific DNA binding domain. In vivo, the pharmacological targeting of Caspase -3
increased chemotherapy cytotoxicity in cancer cells.
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Materials and Methods

Cell lines. All cell lines were cultured at 37°C under 5% CO 2. MCF-7, MCF-7-Caspase 3
(stably transfected) and MDA  -MB-231 cells were cultured inin  DMEM (high glucose).
4T1, CT26, COLO-205, HT-29 sensitive and resi stant to oxaliplatin  were cultured in for the
MCF-7, MCF-7-Caspase 3 (stably transfected), MDA  -MB-231 in RPMI1640 for the 4T1,
CT26, COLO-205, HT29 sensitive and resistant to oxaliplatin. Mediums were
supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum, 1% penicillin, streptomycin,
amphotericin B, 4 mM HEPES. Colo -205 and HT-29 resistant to oxaliplatin were cultured
with oxaliplatin at 3ug/ml.  Experiments with Concerning culture conditions of our MCF -
7 cells , experiments were performed simultaneously with M CF-7 Casp -3-/- and +/+
within 5 cell subclonings. After 5 passages, new vials of both cells were thawed and

new experiments were carried out. All cell lines were sequenced at the exome level

and the transcriptomic level for authentication.

Next Generation Sequencing. Total RNA was extracted with TRIzol reagent, from MCF -
7 and Caspase -3 transfected MCF -7 cells treated or not with docetaxel. Libraries and

analysis were performed as described previously (10). ChIP sequencing was
performed as described previously  (11) for MCF -7 or MCF-7 caspase -3 +/+ cells trea ted

or not with docetaxel.

Ethics approval and consent to participate

The study on patient samples was conducted in accordance with the Declaration of

Helsinki and approved by the ethics committee of the Centre Georges -Frangois
Leclerc (Dijon, France), th e Comité Consultatif de Protection des Personnes en
Recherche Biomédicale de Bourgogne. Written informed consent was obtained from

all patients before enroliment.
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All the mice were maintained in specific pathogen -free conditions and all experiments
followe d the guidelines of the Federation of European Animal Science Associations.
All animal experiments were approved by the Ethics Committee of Université de

Bourgogne (Dijon, France).

In vivo experiments. MDA -MB-231 cells were cultured for 24h with control in  hibitor as
control or with the Caspase -3 inhibitor, Z-DEVD-FMK. Then, 5 x 10¢ MDA -MB-231 cells in
serum-free culture medium were inoculated subcutaneously into the right side of 8 -
week -old nude (nu/nu) BALB/c mice. As soon as tumors reached 400 mmz, the mi ce
were sacrificed and tumors were collected, included with OCT and conserved at -

80°C. Frozen sections were marked with CD  -31 antibody and DAPI.

BALB/c mice were subcutaneously injected with CT -26 or 4T1 cells and treated with 5 -
fluorouracil

(50 mg/kg) + irinotecan (40mg/kg) or docetaxel (10mg/kg) respectively, 8 days after

the tumor graft. Z -FA-FMK control inhibitor, Z-DEVD-FMK Caspase -3 inhibitor or anti -
mouse VEGFA were injected intraperitoneally. SiRNA transfections were performed

twice a week as des cribed previously (12) with anti -mouse Pro-Caspase -3
(GGATAGTGTTTCTAAGGAA), anti -mouse Pro -Caspase -6 (CCTGGTACATTCAGGATTT),
and anti -mouse Pro -Caspase -7 (CCTGTTAGAGAAACCCAAA) siRNA.

Twelve -week -old TG3 transgenic mice (13) had been intraperitoneally treated with Z-
DEVD-FMK or ZFA-FMK as a negative control for 4 months. Mice were sacrificed and

tail tumor nodes were counted.

Statistical analysis. Graph Pad Prism software was used for the statistical analysis.
Statistical significance is shown as * for p<0.05, ** for p<0.01, **  * for p<0.001 and **** for

p<0.0001.
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Results

Caspase -3 dependent apoptosis is associated with tumor angiogenesis

It is known that an increase of SUVmax (Standardized Uptake Value maximum
corresponding to the ratio between tracer binding in the tumor on total injected
radioactive activity normalized by the patient body weight) after one course of
neoadjuvant docetaxel is a marker of non -response to treatment (14,15). To
understand the mechanism involved in the increase of SUVmax after docetaxel
treatment, and consequently resistance to treatment, tumors generated with the
aggressive MDA -MB-231 cells were treated or not with docetaxel. Two weeks later,

FDG uptake was measured by PET scanner. First, we observed that docetaxel
treatment induced FDG uptake compared to non -treated cells (Figure 1A). As an
increase of FDG up take is correlated with tumor progression, we hypothesized that an
inhibition of apoptosis by the pharmacological Caspase -3 inhibitor Z -DEVD-FMK would
increase FDG uptake by tumors. Tumors treated by Caspase -3 inhibitor alone
presented a reduced size and, surprisingly, the inhibition of apoptosis completely
abolished FDG uptake induced by docetaxel treatment (Figure 1B and 1C). In
agreement with literature, the decrease of FDG uptake, induced by Caspase -3
inhibition, after 1 cycle of docetaxel was correlate d with a decrease of tumor growth
(Figure 1D). As FDG uptake was described as being correlated with tumor
angiogenesis (16), we wondered whether the results observed with FDG uptake was
linked to tumor blood vessel. For that, we stained mouse blood vessels in the MDA -MB-
231 tumors used for P ET scanner experiments. We observed that docetaxel increased
blood vessel density and that Caspase -3 inhibitor treatment lead to an inhibition of this
phenomenon (Figure 1E and 1F). Additionally, quantification of tumor mouse vessels

by CD31 mRNA expressio n analysis showed that docetaxel induced the expression of
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this blood vessel marker and that Caspase -3 pharmacological inhibition reduced its
expression (Figure 1G). To confirm that angiogenesis was impacted by docetaxel and
Caspase -3 pharmacological inhib ition, we performed RNA sequencing of human
MDA -MB-231 injected into nude mice and treated or not with docetaxel +/ - the
Caspase -3 inhibitor Z-DEVD-FMK. The sequences obtained were first aligned with the
mouse genome. This enabled us to identify mechanisms induced by tumor cells in the
host. Unsupervised clustering revealed that untreated tumors profile was closer to
those of tumors treated with the Caspase -3 inhibitor Z-DEVD-FMK, or docetaxel and Z -
DEVD-FMK than to that of tumors treated with docetaxel alo ne (Figure 1H). ClueGO
software analysis of a cluster of genes specifically induced in tumors treated with
docetaxel alone, revealed enrichment in genes involved in mechanisms known to
promote angiogenesis (blood vessel development, morphogenesis of branch ing

structures and response to wounding) (Figure 1H).

We secondly aligned sequences with the human genome. By comparing treated
and non -treated tumors, we observed that the treatment of MDA -MB-231 tumors with
docetaxel induced pathways involved in angiogen esis according to ClueGO analysis
(Figure S1A). By performing additional analysis using Enrichr software (17,18), we
observed that numerous pathways inducing angiogenesis were significantly enriched
in docetaxel treated cells such as alpha adrenergic (19), oxytocin (20-22), thyrotropin
(23), muscarin ic receptor (24), p38 MAPK (25), 5-hydroxytryptamine (26), and PDGF

(27) pathways (Figure S1B).

To address the role of Caspase -3 dependent cell death in angiogenesis, the
naturally Caspase -3 deficient cells (MCF -7) were stably transfected with an empty
vector (Casp3 -/-) or with a plasmid encoding Caspase -3 cDNA (Casp3+/+). Both cell

lines were treated with docetaxel at 10 nM. This dose of docetaxel induced Caspase -
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3 (Figure S1C) and Caspase -9 (Figure S1D) cleavage in Casp3 +/+ cells with no
differences observed neither in Caspase -7 (Figure S1E), nor in Caspase -8 (Figure S1F)
cleavage, nor in apoptosis (Figure S1G), nor in cell growth (Figure S1H) between both

cell lines. After 24 hours of treatment, the medium containing docetaxel was removed,;

cells were washed and incubated for ad ditional 24h with fresh docetaxel -free
medium. Afterwards, endothelial tube formation experiments were performed with the

24 hour conditioned drug  -free cell medium. We observed that only docetaxel treated
Caspase -3-proficient cells were able to induce tube formation and stabilize formed
tubes (Figure 1l). Altogether these data suggest that Caspase -3 dependent apoptosis

could induce neo -vessel formation and their stabilization.

Activation of Caspase -3 induces pro -angiogenic gene expression

We previously obs erved that apoptosis and particularly Caspase -3 dependent
apoptosis correlated with increased neo -vessel formation and vasculature
stabilization. To decipher the mechanism involved in this phenomenon, we performed
massive mRNA sequencing on Caspase -3-defic ient and Caspase -3-proficient MCF -7
cells treated with 10 nM docetaxel as above. This analysis allowed the identification of
a set of 522 transcripts specifically upregulated in Caspase -3-deficient cells, a set of
283 transcripts overexpressed in both cell  lines, and a set of 1197 transcripts specifically
upregulated in Caspase -3-proficient cells (Figure 2A, Table S1). Each subset had an
enrichment of particular pathways as detected by Enrichr software. In the subset of
522 transcripts, 4 pathways were sign ificantly enriched (Figure S2A), whereas in the
subset of 283 transcripts, 8 pathways were enriched (Figure S2B) as for the subset of
1197 transcripts (Figure S2C). Interestingly, in the third subset, appeared a pathway

named 0Signaling ev¥BGBERmMedndt€¢édGBR26. Using Clu
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we confirmed that angiogenesis -related pathways were enriched in these 1197

transcripts (Figure 2B). As an example, the increased expression of the pro -angiogenic
ANXA2, C1GALT1 and VEGFA genes was validated by q°P  CR exclusively in treated
Caspase -3 proficient cells (Figure 2C). As VEGFA is a major pro -angiogenic gene

involved in formation of neo  -vessels and stabilization of vasculature, and as VEGFR1

and 2 signaling seemed activated only in Caspase -3 proficient cel Is (Figure S2C),
therefore we decided to study its regulation by cleaved Caspase -3 as an illustration of
our observations. While docetaxel cytotoxicity was identical in Caspase -3-proficient

and deficient cells (Figures S1G and S1G), VEGFA mRNA expression i ncreased
continuously over time only in Caspase -3-proficient cells (Figure 2D), resulting in a
higher VEGFA secretion in treated Caspase  -3-proficient cells (Figure 2E) 72 hours after
docetaxel treatment initiation (48 hours after docetaxel removal). Litera ture previously
reported that VEGFA expression can be induced by NF -kB (28) or Caspase -3 activated
PKCd (29). Using specific SIRNAs, we showed t hat neither NF -kB (Figure 2F) nor PKCd
(Figure 2G) were involved in the VEGFA upregulation observed in our conditions. In
contrast, extinction of Caspase -3 by siRNA (Figure 2H) or inhibition of Caspase -3
activity by the pharmacological inhibitor Z -DEVD-FMK (Figure S2D) prevented VEGFA
MRNA increase. In 2015, it was hypothesized that AKT phosphorylation was responsible

for the induction of VEGFA expression in response to Caspase -3 cleavage (5). In our
experimental conditions, the pharmacological inhibition of AKT activity had no eff ect
on VEGFA expression (Figure 2I). Once cleaved, Caspase -3 cleaves and activates the

2 downstream Caspases -6 and 7. Still with siRNA strategy, it appeared that neither
Caspase -6 (Figure 2J) nor Caspase -7 extinction (Figure 2K) had an impact on the
induct ion of VEGFA mRNA expression following docetaxel treatment of Caspase -3-
proficient cells. Caspase -3 can share substrates with its downstream Caspases,

especially with Caspase -7. To confirm that our observation was only linked to cleaved
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Caspase -3, we pharm acological inhibited Caspase -3 in combination with SiRNA
strategy against either Caspase -3, or Caspase -6, or Caspase -7. These experiments
indicated that the Z -DEVD-FMK Caspase -3 inhibitor lost its activity only in presence of
the siRNA targeting Caspase -3 (Figure S2E). To be active, Caspase -3 needs to be
cleaved by upstream Caspases, such as Caspases -8 and -9. SIRNA strategy targeting
both upstream Caspases, we surprisingly observed that both Caspase -8 (Figure S2F)
and Caspase -9 (Figure S2G) extinction indu ced a slight decrease of VEGFA mRNA
expression compared with treated control. Nevertheless, when both upstream
Caspases were downregulated, we observed a similar impact to that obtained with
Caspase -3 inhibition (Figure 2L). Indeed, upon docetaxel treatmen t, Caspase -3
activation is triggered by both Caspase -8 and Caspase -9 (30). Consequently, silencing
of both Caspases -8 and -9 was required to prevent Caspase -3 activation. Finally, we
also tested whether VEGFA mRNA expression could be influenced by ¢ hemotherapy
induced Caspase -3 activation, without external targeting of Caspase -3. For that, we
have used the 2 colon cancer cell lines HT -29 and Colo -205. For each cell line,
we disposed of a sensitive versus a resistant oxaliplatin clone. Treatment by o xaliplatin
induced Caspase -3 activation and cell death only in sensitive clones and not in
resistant ones. Thus, VEGFA induction in both cell lines was exclusively observed in the
sensitive clone (Figure 2M). Taken together, these results demonstrated that only
cleaved Caspase -3 was involved in the induction of VEGFA, and by extension in pro -

angiogenic gene expression in response to chemotherapy.

Cleaved Caspase -3 binds DNA and induces transcription

We previously observed that activation of Caspase -3 induc ed the expression of

pro -angiogenic genes. As this induction seemed to be exclusively due to cleaved
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Caspase -3 and as cleaved Caspase -3 translocated into the nucleus under docetaxel
treatment (Figure 3A and B), we wondered whether cleaved Caspase -3 could b e
able to interact with DNA. To elucidate this point, we performed ChlPseq experiments

by immunoprecipitating cleaved Caspase -3 after docetaxel treatment in Caspase -3-
deficient MCF -7 and Caspase -3-proficient MCF -7 cells. We first observed interactions
betw een cleaved Caspase -3 and DNA. These interactions were at 2% with gene
promoters, 40% in intergenic regions, 30% in introns and 1% in exons (Figure 3C).
From aligned data, we obtained 3 putative consensus DNA sequences of interaction
between DNA and cleav ed Caspase -3 (Figure 3D). Next, bioinformatics analyses
revealed that cleaved Caspase -3 interacted with 1406 genes whose 117 had an
expression induced only in presence of Caspase -3 (Figure 3E, Table S2). Among these
117 genes, the most enriched pathway was the oO0Signaling events me
VEGFR1 and VEGFR26 (Figure S3A), s-Bgagabdetta ng t ha
bind and activate genes involved in this pathway. Notably, ChiPseq revealed an
interaction between cleaved Caspase -3 and the promoter of VEGFA  (Figure 3F),
confirmed by ChIP PCR experiments (Figure S3B). We also observed that cleaved
Caspase -3 interacted with promoters of ANXA2 (Figure 3G) and C1GALT1 (Figure 3H),

both induced in treated Caspase -3-proficient cells (Figure 2C). On the contrary, n 0
interaction was observed with VEGFB and VEGFC promoters (Figure S3C) that were

not induced by Caspase -3 activation. As cleaved Caspase -3 seemed to interact with
DNA, we wondered whether this interaction was functional. Consequently,

we performed lucifer ase assays. The transfection of the VEGFA promoter upstream
from the luciferase gene was associated with luciferase signal detection only in
presence of Caspase -3 (Figure 3l), whereas absence of Procaspases -6 and 7 did not
impact luciferase signal detectio  n (Figure S3D). Procaspase -3 is structured in 3 main

domains: a prodomain, a large subunit and a small subunit (Figure S3E). To decipher
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the involvement of each Procaspase -3 domain in the interaction between cleaved

Caspase -3 and DNA, we generated a Caspas e-3 protein without prodomain.

This truncation induces a specific nuclear location of non -cleaved Caspase -3 (31)
(no cleavage by cytoplasmic Caspases). This prodomain -truncated Caspase -3 did
not induce any VEGFA mRNA expression after treatment into Caspase -3-deficient

cells, whereas the full length Caspase -3 did (Figure 3J). This observation suggests that
activation of Caspase -3 by cleavage is necessary for its transcriptional activity.
Similarly, we generated a Caspase -3 protein lacking the small subunit. The expression

of this second truncated form of Caspase -3 in Caspase -3-deficient cells was not
associated with an increase of VEGFA mRNA (Figure 3K). This result suggested that the
interact ion between cleaved Caspase -3 and DNA needed the small subunit of
Caspase -3. Furthermore, we analyzed the catalytically inactive C163A isoform of
Caspase -3 that can adopt a conformation equivalent to wild type Caspase -3, but
with no protease activity  (32). Overexpression of this proteolytic inactive mutant of
Caspase -3 induced VEGFA promoter activity as the wild -type Caspase -3 (Figure S3F),
suggesting that the catalytic activity of Caspase -3 is not necessary for its
transcriptional activity, contrarily to its conformation. Next, we wondered whether we

could detect an amino  -acid sequence enabling an interaction with DNA. By using
BindN tool (33), we observed the presence of a 15 -amino acid sequence
OAYSTAPGYYSWRNSKO wi t keragian tpraperiies bcatBdNrAthei small
subunit of Caspase -3 (Figure S3E). To test the DNA binding ability of this 15 -amino acid
sequence, we generated a Caspase -3 protein lacking the 15 amino acids and
performed luciferase assays with the ~ VEGFA promoter . The overexpression of the
mutated Caspase -3 was not able to induce luciferase activity in Caspase -3 deficient
cells (Figure 3L), and completely abolished the luciferase activity induced by

docetaxel (Figure S3G), even in the absence of Caspases -3, -6, or -7 (Figure S3H). This
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observation suggested that this 15 -amino acid sequence might be involved in DNA
binding and consequently gene transcription induction by Caspase -3 as the putative
DNA binding domain truncated Caspase -3 was not able to interact with VEGFA
promoter as demonstrated by ChIP experiment (Figure 3H). Finally, as this putative DNA
binding domain is located in the small subunit of Caspase -3 and as this small subunit
was necessary for transcription induction, we wondered whether the small subun it
alone was sufficient for transcription induction. We therefore generated a plasmid
encoding only the small subunit of Caspase -3 and performed a luciferase assay with

the VEGFA promoter. As obtained with the DNA binding domain truncated Caspase -
3, overex pression of the small subunit alone did not induce luciferase activity in
Caspase -3 deficient cells (Figure 3L), and no interaction between the small subunit of
Caspase -3 and the VEGFA promoter was observed (Figure 3M). In Caspase -3
proficient cells, the o verexpression induced the same activation of the VEGFA
promoter as the control (Figure S3l). Nevertheless, when we associated this
overexpression with the extinction of Caspases -3, -6, or -7, the activation of VEGFA
promoter was completely abolished in abs ence of Caspase -3 (Figure S3J), suggesting
that the induction observed in Figure S3G was due to endogenous Caspase -3. These
results suggested that both subunits of cleaved Caspase -3, and consequently a
specific 3D structure of Caspase -3, were required for the transcriptional activity of

cleaved Caspase -3.

Caspase -3 inhibition increases response to cytotoxic treatment

As previously described, we surprisingly observed that Caspase -3 inhibition completely
abolished the FDG uptake in tumors treated with docetaxel through angiogenesis

inhibition. Moreover it also dramatically decreased tumor growth. These observations
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sugge sted that Caspase -3 activation promoted aggressiveness of cancer cells by
promoting neo -vessel formation and stabilization. To validate this observation in
humans, we first studied the extent of the tumor vascular network, through the analysis

of CD31 mRNA expression, before and after neoadjuvant chemotherapy in 61 locally
advanced breast tumors, and correlated data with relapse -free survival (RFS).
We observed a significantly worse RFS in patients with increased CD31 mRNA
expression after cytotoxic treatm  ent than in patients with a decreased CD31 mRNA
expression (Figure 4A). On the same patients, we studied Caspase -3 activation by IHC
at the same time point. It appeared that the number of tumors with increased nuclear
staining (Caspase -3 cleavage) was abou ttwice more than in tumors with decreased
nuclear staining, indicating that neoadjuvant treatment induced Caspase -3
activation. Moreover, 73% of tumors presenting increased CD31 expression also
showed an increase of Caspase -3 cleavage, and 67% of tumorsw ith decreased CD31
expression showed a decrease of Caspase -3 activation (Figure 4B). This difference
between both groups was statistically significant (p=0.041). These findings indicated

that neoadjuvant chemotherapy induced Caspase -3 activation and that
angiogenesis was increased in the majority of human breast tumors harboring
Caspase -3 activation. As the observations done in mouse were validated in humans,

we wondered whether cleaved Caspase -3 could be a therapeutic target. For that,

we have used the mou se colon CT26 and mammary 4T1 cancer cell lines for in vivo
experiments. Both mouse cell lines harbor the same behavior as human cell lines in
response to Caspase -3 activation by chemotherapy. Both increased VEGFA
expression in response to cytotoxic treatm  ent in the presence of cleaved Caspase -3
(Figure S4A). In vivo, treatment of CT26 tumors with 5 -fluorourcil + irinotecan did not
affect tumor growth whereas intratumor injection of anti -mouse Caspase -3 siRNA

alone slightly decreased tumor growth. Interesti ngly, the combination of siRNA with
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cytotoxic treatment dramatically increased the antitumor effects of 5 -fluorouracil +
irinotecan (Figure 4C). In parallel, we also tested the impact of anti -mouse Caspase -6
and anti -mouse Caspase -7 siRNAs on tumor growth in absence and presence of
cytotoxic treatment. Contrary to Caspase -3 targeting, the targeting of Caspase -6 and
Caspase -7 did not affect tumor growth (Figure S4B). The same observation was
obtained with systemic inhibition of Caspase -3 with the pharmacolog ical inhibitor Z -
DEVD-FMK, administered intraperitoneally (Figure 4D). Moreover, treatment of tumors

with an anti -mouse VEGFA therapeutic antibody in association with chemotherapy
showed the same benefit (Figure 4E) as that observed with inhibition of Casp ase-3 by

siRNA or the Z-DEVD-FMK inhibitor (Figure 4C, Figure 4D). Similar observations were

obtained with the mammary 4T1 cancer cell model, where both inhibition of Caspase

3 (Figure 4F) and VEGFA targeting (Figure 4G) further increased docetaxel growth
inhibition. In Figure 1C, we observed that the pharmacological inhibition of Caspase -
3 with Z-DEVD-FMK inhibitor strongly decreased tumarigenicity of highly tumorigenic

MDA -MB-231 cancer cells. Based on the data previously described, we could
hypothesize that cleaved Caspase -3 promoted tumor development by inducing
tumor angiogenesis through the induction of transcription of pro -angiogenic genes as
VEGFA. To test this hypothesis, we wondered whether the pharmacological inhibition

of Caspase -3, in a spontaneous melanoma mouse model, could decrease the
development of tumors. The Caspase -3 inhibitor Z -DEVD-FMK, or the control inhibitor Z -
FA-FMK, was intraperitoneally injected once a week in 12 -week old TG3 mice.
Four months later, mice were sacrificed and tail tumor nodes were counted.
It appeared that mice treated with control Z -FA-FMK harbored a mean of 10 (7 -12)
nodes, whereas mice treated with the Caspase -3 inhibitor Z-DEVD-FMK, had a mean
of only 3.4 (0 -7) nodes (Figure 4H), confirming that activation of Caspase -3 could be

tumorigenic. Finally, we wondered whether Caspase -3 activation, detected by IHC in
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31 locally advanced breast tumors, could be correlated with an increased VEGFA
MRNA expression. We observed that tumors with a low Caspase -3 activation (less than
20% of stained nuclei) harbored a significantly lower expression of VEGFA mRNA than

did tumors with high Caspase -3 activation (more than 20% of stained nuclei) (Figure

4H).

Cleaved Caspase -3 possibly down -regulates anti -apoptotic genes

Using data obtained fr om massive RNA sequencing comparing Caspase -3 deficient
and Caspase -3 proficient cells treated or not with docetaxel, we observed that
treated Caspase -3 proficient cells specifically down  -regulated 486 genes. The analysis
of these down -regulated genes indi cated a significant enrichment of 8 pathways
(Figure 5A). Surprisingly, among these 8 pathways specifically down -regulated in
treated Caspase -3 proficient cells, 7 were involved in apoptosis induction: FAS, TRAIL,
IFN-gamma, ceramide, TNF receptor, RAC1, a nd Tap63 pathways. This observation
suggested that the activation of Caspase -3 decreases the expression of genes

inducing apoptosis, especially extrinsic apoptosis. As we previously showed that

cleaved Caspase -3 was able to bind DNA and promote gene transc ription, we
wondered whether it was also able to inhibit transcription of pro -apoptotic genes by
direct interaction with DNA. For that, we compared the list of the 486 down -regulated

genes with the list of the 1407 Caspase -3 interacted genes. Among the 36 genes
common between both lists (Figure 5B), no pathways were significantly enriched
(Figure 5C), suggesting that the mechanism underlying down -regulation was not due
to a direct interaction of Caspase -3 with DNA. We then focused on genes present in
enrich ed pathways of Figure 5A. Sixteen genes were represented in these down -

regulated pathways: ARRB1, BIRC2, DHRS3, GPX2, IQGAP1, IRF1, MAP3K1, MAP3K11,
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NQO1, PIK3CB, PKN1, PRKCD, RACGAP1, RIPK1, SMPD1, and ZYX (Figure 5D). Among
these 16 genes, except RACGAP1 for which Caspase -3 interacted with an enhancer
region of this gene, none was a target of Caspase -3 DNA binding activity (Figure 5E),
suggesting that these down  -regulations were probably due to an indirect mechanism.
However, the analysis of these 15 gene s without interaction with Caspase -3 showed
that their expression was mainly under the control of 2 transcription factors: NFE2L2 and
FOXAZ2, suggesting that a putative indirect mechanism explaining down -regulation of
anti -apoptotic genes in Caspase -3 profi cient cells might be an inhibition of NFE2L2 and

FOXA2 (Figure 5F).

Discussion

One of the hallmarks of cancer is resistance to apoptosis (34), suggesting that
apoptosis induction in cancer cells is an important anti -cancer mechanism. Since a
few years, some works tend to demonstrate that Caspases activation (6-8,35),
and especially Caspase -3 (2,4,5,9,36-38), could have impact independently of
apoptosis, that could even have invers e effects on cell death. In the present work, we
showed that apoptosis -triggering Caspase -3 activation is responsible for
transcriptional changes such as up  -regulation and down -regulation of some genes
compared to apoptosis in absence of Caspase -3. Among u pregulated genes, we
observed that some genes involved in angiogenesis, another hallmark of cancer, were
significantly represented. This overexpression was correlated with an increased
angiogenesis in vivo, such as VEGFA, the main driver of angiogenesis. T  his observation
is in agreement with two previous studies, which showed that Caspase -3 activation
was linked to angiogenesis induction in a hepatocyte model (39) and in a cancer

model after treatment with ionizing radiations (5). Consequently, we decided to focus
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on VEGFA expression as an illustration of Caspase -3 transcriptional activity. We showed
that the induction of VEGFA exclusively due to cleave d Caspase -3 and not NF -kB (28)
in our experimental conditions. Our observation could be explained by the proteolytic
cleavage and therefore inhibition of NF -kB by cleaved Caspase -3 (40), contrary to the
angiogenesis stimulated by Caspase -8 in glioblastoma that is due to NF  -kB activation

(41).

Our results also contradict the hypotheses that the induction of angiogenesis by
Caspase -3 requires the activating proteolytic cleavage of PKC d by Caspase -3 (29),
or AKT activation (5,29). Our results could be in accordance with different studies.
Indeed, P KCd was shown to induce stabilization of VEGFA translation without
impacting its transcription  (42). Moreover, AKT was described as a target of cleaved
Caspase -3, inducing an abolishment of its activity (43,44). As once cleaved, Caspase -

3 translocates into the nucleus, we wondered whether the induction of pro

angiogenic genes could be due to an unexpected transcriptional function of cleaved
Caspase -3. After its proteolytic activation, Caspase -3 migrates to the nucleus and
directly interacts with DNA, especially in regions containing pro -angiogenic genes,
to induce transc ription. This interaction needs the 15 -amino acid motif
OAYSTAPGYYSWRNSKO6 and the formation of the tert,]
large subunits of Caspase -3. Nevertheless, the proteolytic activity of Caspase -3 is not
necessary for its transcriptiona | activity, as the overexpression of the inactive C163A
Caspase -3 isoform was able to induce VEGFA expression to the same extent as wild

type Caspase -3. We demonstrate that cleaved Caspase -3 translocates into the
nucleus for a function other than its canon ical proteolytic activity. Moreover, we
confirmed a link between Caspase -3 activation and angiogenesis in breast tumors.

Almost 75% of breast tumors presenting an increase in CD31 after chemotherapy also
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showed an increase in Caspase -3 activation. Besides, increased angiogenesis could
be related to a worse relapse  -free survival in breast tumors. In addition to its role in the
induction of angiogenesis, VEGFA is also described as an inducer of resistance in
cancer cells (45). Recently, VEGFA (46) and Caspase -3 (47) were associated with the
development of fibrosis in p ancreatic cancer, a marker of resistance to
chemotherapeutic treatment (48). VEGFA has also been associated with an increased
infiltration of immunosuppressive cells, MDSC, in ovarian cancer, resulting in local
immunity inhibition and a poor prognosis (49). In parallel with the direct upregulation

of genes, Caspase -3 was also able to induce down  -regulation of other genes, some
involved i n pro -apoptotic pathways. This down -regulation was not due to a direct
interaction with promoters but possibly through the inhibition of NFE2L2 and FOXA2. At

the transcriptional level, FOXA2 was not detected in our RNAseq analysis whereas
NFE2LE was. The mhibition of NFE2L2 could be due to its cleavage by cleaved
Caspase -3 as described in Hela cells during TNF A-mediated apoptosis (50).
This double effect of Caspase -3 activation (up -regulation of pro -angiogen ic genes
and down -regulation of pro -apoptotic genes) could explain the observation showing

that Caspase -3 inhibition improved chemotherapy efficacy. Consequently Caspase -
3 can be a new therapeutic target. Moreover, this double effect could explain with
Caspase -3 targeting could prevent tumor growth in mice but also tumor development

in genetically predisposed mice, suggesting that Caspase -3 inhibition of could be a
prophylactic treatment for patients with a familial risk of cancer. The therapeutic use

of Ca spase-3 inhibitors could be rapidly tested in clinics as a feasibility study was
performed for the use of Caspase -3 inhibitors in Pemphigus vulgaris (51), and a
randomized clinical trial of emricasan, a pan -Caspase inhibitor, was performed in

subjects with non -alcoholic fatty liver disease  (52).
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Our data indicate that Caspase -3 could be a therapeutic target to enhance the
efficacy of chemotherapy. In contrast, in other medical domains such as
neurodegenerative diseases or ischemic disorders of heart o r brain, our data could
encourage the development of Caspase -3-protective treatments. Indeed, in cases of
myocardial infarction, Caspase -3 is rapidly cleaved (53), resulting in a putative

induction of pro -angiogenic genes and dec rease of pro -apoptotic genes, which

could protect cardiac muscle (54,55). In a previous study, we showed that the
inhibition of Caspase -6 blocked apoptosis without blocking Caspase -3 activation (12).
In these conditions, we could speculate that the inhibition of Caspase -6 could block

the deleterious impact of apoptosis on heart cells without affecting the benefit of
Caspase -3 activation on the production of other pro -angiogenic factors. A similar
rationale could be applied to ischemic stroke, in which cleaved Caspase -3 is essential
for neuroprotection (56) and an increase in VEGFA is neuroprotective (57). Finally,
VEGF stimulates neural stem cells proliferation after cerebral ischemia and could

enable neurodegenerative diso  rders treatment (58-60).

Our study highlights unexpected functions of Caspase -3 in cells. Indeed, we showed
that cleaved Caspase -3 is able to interact with DNA and more specifically with
promoters of pro -angiogenic genes. This interaction induces transcription of these
genes and leads to neoangiogenesis (Figure 5G). In parallel, activation of Caspase -3
induced, by an indirect mechanism, down -regulation of genes involved in pro -
apoptotic pathways. These observations could explain why the activation of Caspase -
3 is required for tumorigenesis and is a factor of resistance to cytotoxic drugs. (Figure

5G). Finally, we identified cleaved Caspase -3 as a new th erapeutic target in cancer

as its inhibition sensitizes cells to chemotherapy drugs and decreases the development

of tumors in genetically predisposed mice.
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Figure Legends

Figure 1. Activation of Caspase -3 stimulates angiogenesis . A. Images of FDG uptake
experiment in mice previously injected with MDA -MB-231 cells cultured with Z -FA-FMK
control inhibitor and treated or not with docetaxel (10nM). B. Images of FDG uptake
experiment in mice previously injected with MDA -MB-231 cells cultu red with Z -DEVD-
FMK Caspase -3 inhibitor and treated or not with docetaxel (10nM). C. Quantification
of SUVmax calculated from analysis of FDG uptake. D. Tumor growth in nude BALB/c
mice after subcutaneous injection of MDA -MB-231 cells pre -incubated with Z -FA-FMK
control inhibitor or with  Z-DEVD-FMK Caspase -3 inhibitor, followed by IP injection of
docetaxel (10mg/kg) (n = 8 per group). E. Immunofluorescence staining analysis of
OCT embedded tumors from mice previously injected with MDA -MB-231 cells cultured
with Z-FA-FMK control inhibitor or with Z-DEVD-FMK Caspase -3 inhibitor and treated or
not with docetaxel (10nM). CD31 vessels appear in red and nuclei in blue. F. Vessels
guantification of = E immunofluorescence staining. G. RTFPCR analysis of CD31
expression in E tumors. Data are presented as mean = SD. H. Cluster and ClueGO
software analysis showing RNA sequencing data of human MDA -MB-231 injected into
nude mice and treated or not with docetaxel (10nM) +/ - the Z-DEVD-FMK Caspase -3
inhibitor. 1. Number of no des of HUVEC cells cultured or not with supernatant form MCF -

7 Caspase -3 -/- or Capase -3 +/+ cells.

Figure 2: Activation of Caspase -3 induces VEGFA expression . A. Venn diagram of an
RNA sequencing analysisin Caspase -3 -/- and Caspase -3 +/+ MCF -7 cells 48 hours after
docetaxel (10nM) treatment. B. Pathway activation analysis performed with the
ClueGEO software from the 1200 genes upregulated only in treated Caspase -3-

proficient MCF -7 cells. C. RFPCR analysis of ANXA2, C1GALT1 and VEGFA expression
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in Caspase -3 -/- and +/+ MCF -7 cells treated or not with docetaxel (10nM) . D. RFPCR
analysis of VEGFA expression at Oh, 24h, 48h and 72h after the start of docetaxel
treatment (10nM) in  Caspase -3 -/- and +/+ MCF -7 cells. E. ELISA of VEFGAsecretion
after doc etaxel treatment (10nM) in  Caspase -3 -/- and +/+ MCF -7 cells. L. RFPCR
analysis of VEGFA mRNA expression from Caspase -3 -/- and +/+ MCEF-7 cells treated or
not with docetaxel  (10nM) and transfected with control SiRNA or siRNAs targeting NF 1B
(B, PKCd (G), pro -caspase -3 (H), pro -caspase -6 (J), pro -caspase -7 (K), pro -caspase -8
and pro -caspase -9 (L), or treated with the AKT inhibitor Ipatasertinib (I and
corresponding immunoblot analysis testing the corresponding siRNA efficacy. M. RF
PCR analysis of VEGFA expression in HT-29 and Colo -205 cells sensitive or reinstate to

Oxa and treated or not with Oxa. Data are presented as mean + SD.

Figure 3: Cleaved Caspase -3 binds DNA on a specific binding site thanks to a DNA
binding domain. A. Immunoblot analysis of Caspase -3 -/- and +/+ MCF -7 cells at 0 and
72h after docetaxel (10 nM) treatment start, showing the sub -cellular distribution of
cleaved Caspase -3, with a-Actin and PARP used as cytoplasmic and nuclear markers,
respectively to asses s the purity of the fractionation. B. Fluorescence microscopy in
Caspase -3 -/- MCF-7 cells transiently transfected with Pro -Caspase -3-GFP plasmid
treated or not with docetaxel (10 nM). C. Distribution of Caspase -3 ChIP-seq peaks
among various genome region s. D. Determination of Caspase -3-binding motifs by
analysis of Caspase -3 ChlP-Seq peaks from MCF -7 Caspase -3 +/+ cells. Left, letter size
indicates frequency of nucleotide. Right, significance of motif occurrence. E. Venn
diagram showing the interaction be tween genes upregulated in Caspase -3-proficient
MCF-7 cells and Caspase -3interacting genes. FH. Caspase -3-binding peaks identified

by ChIP -seq on VEGFA (F), ANXA2 (DG), and C1GALT1 ( H) promoters in Caspase -3 -/-
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and +/+ MCF -7 cells treated or not with do cetaxel (10nM). Asterisks represent
interaction peaks between Caspase -3 and the promoter, and arrows represent gene
orientation. Blue and green colors correspond to read 1 and read 2 during sequencing

run. |. Firefly luciferase activity in 293T cells after transfection of luciferase reporter
constructs for the VEGFA promoter with various combinations of Caspase -3-specific
SsiRNA and docetaxel treatment ~ (10nM), and immunoblot analysis testing transfection
efficiency. J. RFPCR analysis of VEGFA expression in Caspase -3 -/- MCF-7 cells treated
or not with docetaxel (10nM) after transfection of plasmids encoding Caspase -3 or
prodomain -truncated Caspase -3. K. RFPCR analysis of VEGFA expression in Caspase -
3 -/- or +/[+ MCEF-7 cells treated or not with docetaxel (10n M) after transfection of
plasmids encoding Caspase -3 or Caspase -3 without the small subunit. L. Firefly
luciferase activity in Caspase -3 -/- MCF-7 cells transfected with plasmid encoding
either Pro -Caspase -3, or the small subunit truncated Caspase -3, or a DNA binding
domain truncated Caspase -3, and then treated or not during 24 hours with docetaxel

(20 nM). M. ChIP PCR analysis performed in Caspase -3 -/- MCF-7 cells transfected with
plasmid encoding either Pro  -Caspase -3, or the small subunit truncated Caspa  se-3, or
a DNA binding domain truncated Caspase -3, and then treated or not during 24 hours

with docetaxel (10 nM).  Data are presented as mean + SD.

Figure 4: Caspase -3 inhibition increases response to cytotoxic treatment. A. Analysis of
CD31 mRNA expression before and after neoadjuvant chemotherapy in 61 locally
advanced breast tumors, and correlated data with relapse -free survival (RFS). B.
Graph representing the number of tumors presenting Caspase -3 staining increase or
decrease depending on CD31 expression variation (increase or decrease) after
chemotherapeutic treatment. C. Tumor growth in BALB/c mice after subcutaneous

injection of CT -26 cells followed by intraperitonea | (IP) injections of 5 -fluorouracil

195



(50mg/kg) (FU) and irinotecan (40mg/kg) with or without injections of Caspase -3-
specific siRNA into the tumor twice a week (n = 8 per group). D. Tumor growth in BALB/c
mice after subcutaneous injection of CT  -26 cells followed by IP injection of FU
(50mg/kg) and irinotecan (40mg/kg) with weekly IP injection of Z -FA-FMK control
inhibitor or of ZDEVD-FMK Caspase -3 inhibitor (n = 8 per group) . E. Tumor growth in
BALB/c mice after subcutaneous injection of CT -26 cells followe d by IP injection of FU
(50mg/kg) and irinotecan (40mg/kg) with or without IP injection of anti -mouse VEGFA
blocking antibody (one day after chemotherapy injection) (n = 8 per group). F. Tumor
growth in BALB/c mice after subcutaneous injection of 4T1 cells followed by IP injection
of docetaxel (10mg/kg) with weekly IP injection of Z-FA-FMK control inhibitor or with
weekly IP injection of Z-DEVD-FMK Caspase -3 inhibitor (n = 8 per group). G. Tumor
growth in BALB/c mice after subcutaneous injection of 4T1 cell s followed by IP injection
of docetaxel (10mg/kg) with or without IP injection of anti -mouse VEGFA blocking
antibody (one day after chemotherapy injection) (n = 8 per group). H. Number of tail

tumors on TG3 mice treated or not with weekly IP injection of Z -FA-FMK control inhibitor
or Z-DEVD-FMK Caspase -3 inhibitor for 4 months. [I. Correlation between
immunohistochemistry analyses of Caspase -3 activation in 31 locally advanced breast

tumors and RT -PCR analysis of VEGFA expression. Data are presented as mean + SD.

Figure 5: Cleaved Caspase -3 could down -regulate anti -apoptotic genes. A. RNA
sequencing analysis of MCF -7 Caspase -3 +/+ downregulated genes with Enrichr NCI -
Nature pathway database. B. Venn diagram of genes downregulated in Caspase -3
+/+ MCF -7 cells and Caspase -3 interacted genes. C. RNA sequencing analysis of the

36 genes in common in B with Enrichr NCI  -Nature pathway database. D. Fold change

of enriched genesin A showing RNA sequencing data of Caspase -3 +/+ and -/- MCF-
7 cells. E. Venn diagram of A enriched genes in Caspase -3 +/+ MCF -7 cells and

Caspase -3 interacted genes. F. RNA sequencing analysis Caspase -3 non -interacted
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genes in MCF -7 Caspase -3 +/+ cells with Enrichr ENCODE and ChEA Consensus TFs from
ChIP-X. G. Suggested model for Caspase -3 direct effects on pro -angiogenic genes

and indirect effects on pro  -apoptotic genes.

Supplementary methods

In vitro tube formation assay. Cells were treated with 10 nM docetaxel for 24h. The
medium was then replaced with fresh medium without docetaxel. Twenty -four hours
later, the supernatant without docetaxel was used for in vitro tube formation assay

with HUVEC cells. The formation of capillary  -like endothelial tubes was determined by
plating endothelial cellsong  rowth factor -reduced Matrigel, as previously reported [1].

A picture of each well was taken at 0, 4, 6, 8, and 24h and the number of capillary

nodes was counted.

Pharmacological inhibition. Pharmacological inhibition of Caspase -3 was achieved
with Z-DEVD-FMK (BD Biosciences). Controls were performed with the Z -FA-FMK
negative control for Caspase inhibitors (BD Biosciences) at same concentrations. For

in vitro experiments, the inhibitors were used at 5 T M. For in vivo experiments, the
inhibitors were used a t 2 mg/kg diluted in PBS and injected intraperitoneally twice a

week. Pharmacological inhibition of AKT was performed with Ipatasertinib at 2 TM.

Reverse transcription, and quantitative real  -time PCR. Reverse transcriptionandq -PCR
were performed as prev iously described previously[2]. The oligonucleotide sequences

used were: mouse CD -31 (Fwd: CCTTCTGCTCTGTTCAAGCC, Rev:
GGGTCAGGTTCTTCCCATTT), human CD31 (Fwd: CCTTCTGCTCTGTTCAAGCC, Rev:
GGGTCAGGTTCTTCCCATTT), human ANXA2 (Fwd: TGAAACAGCCATCAAGACCA,
Rev: TAGGCGAAGGCAATATCCTG), human C1GALT1 (Fwd:
CTTTGTGCCAGAACACCATTT, Rev: CAAGATCAGAGCAGCAACCA), mouse VEGFA
(Fwd: GCTTCCTACAGCACAGCAGA , Rev: AATGCTTTCTCCGCTCTGAA), human
VEGFA (Fwd: CTACCTCCACCATGCCAAGT, Rev: AGCTGCGCTGATAGACATCO),

human VEGFB (Fwd: GAGCTCAACC CAGACACCTG : Rev:
GTGAAGCAGGGCCATAAAAG), human VEGFC (Fwd: CGGACTCGACCTCTCGG,
Rev: TGGACACAGACCGTAACTGQOQ), mouse a-actin (Fwd:
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ATGGAGGGGAATACAGCCC, Rev: TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT), human  &-actin
(Hs99999903_m1). 2

PET imaging. Overnight fasted mice were placed in an anesthesia induction chamber
(4% isoflurane) and then on a heating plate and maintained under anesthesia (2%
isoflurane). The lateral tail vein was then catheterized under microscope to allow
subsequent FDG injection. A PE10 catheter was fitted with a microinjection port with a
low dead volume (8 TL). The mice were then maintained under anesthesia and
placed on the heated imaging bed inside the BioPET/CT. The end of the Ccatheter

was then linked to a syringe containing 15  -20 MBq of 18F-FDG. 18FFDG wa s infused
and immediately followed by a saline injection to clear any trace of FDG from the
catheter. The mice were maintained under anesthesia for 30min after the end of 18F -
FDG injection before an emission scan to evaluate tumor metabolism after 18F -FDG

uptake (30min static acquisition, tumor  -centered, 250 -700 keV).

ELISA Cell culture supernatants were assayed by ELISA for human VEGFA (Invitrogen),

according to the manufacturer's protocol.

Western blot analysis. Western blot analyses were conducted as described previously
[2] with the following primary antibodies: Cleaved Caspase -3, Cleaved Caspase -7,
Cleaved Caspase -8, Cleaved Caspase -9, Procaspase -3, Procaspase -6, Procaspase -
7, NF B, PKC 1, PARP,a-Actin, HSC70.

Fluorescence microscopy. Caspase -3 -/- MCF-7 cells were transiently transfected with
procaspase -3-GFP plasmid for 48 h. Then, cells were treated or not with docetaxel
(10nM) for 24h. Medium containing docetaxel was replaced by fresh docetaxel free
medium during 24 hours then cells were scanned in phase contrast with a GFP filter

under UV light.

siRNA transfection. For transfection experiments, cells were transfected with 2 different
SiRNA specific for human NF -iB (GGATCCTTCTTTGACTCAT and
CCACCTTCATTCTCAACTT), PKC (GCAAGAAGAACAATGGCAA and
GCATG AATGTGCACCATAA), Pro -caspase -3 (GGGAAACATTCAGAAACTT and
GCACCTGGTTATTATTCTT), Prgaspase -6 (GCAGATAGAGACAATCTTA and
GCGAAGGCAATCACATTTA), Pro -caspase -7 (GCCCATCAATGACACAGAT and
GGAACTCTACTTCAGTCAA), Pro -caspase -8 (GGAGATGGAAAGGGAACTT and 3
GGAGAAAGTGCCCAA ACTT), Procaspase -9 (GCTTCGTTTCTGCGAACTA and
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GCCACTGCCTCATTATCAA), with Lipofectamine 2000 according to the

manufacturer's protocol. Graphs represent the mean of the 2 siRNA experiments.

Clustering. Unsupervised hierarchical clustering of samples was per formed with Gene
Cluster 3.0 software and was viewed with the Treeview viewer. Values were normalized
and mean centered. Hierarchical clustering was performed by measuring Euclidean

distances and complete linkage analysis.

Luciferase transactivation assay . The VEGFA-luc construct was obtained by inserting
fragments of the promoter of human VEGFA into the multicloning site of the pGI3 basic
vector. Fragments were amplified by high -fidelity PCR with specific primers and
genomic DNA from MCF -7 as atemplate. Human 293T cells (cultured at 37 °C, 5% CO2
in DMEM containing 4.5 g/l glutamine and FBS) were transiently transfected for 48h
with reporter plasmids and anti  -Procapase -3 siRNA with Lipofectamine 2000. Twenty -
four hours later, cells were treated or not wit h docetaxel (10nM) for 24h. Then, medium
containing docetaxel was replaced by fresh docetaxel free medium and, 24h later,
luciferase was measured with the Dual Glo Luciferase Assay System according to the
manufacturer's instructions. Dual Glo Luciferase Re  agent was added to the cells. After
10min of incubation, firefly luciferase activity was measured with a Wallac 1440 Victor2
luminometer. Reactions were stopped by adding Dual -Glo Stop and Glo Reagent and

renilla luciferase activity was then measured.

Transfections. FThe fultlength of Caspase -3-coding plasmid was previously generated

[3]. Caspase -3 mutants without a pro -domain or without a DNA binding domain were
generated with GeneTailor Site -Directed Mutagenesis System by following the
manufacturer's in structions. The induced mutations were checked by Sanger
sequencing. The plasmid coding the loss  -of-function mutated Caspase -3 pcDNAS3 -
Casp3 C163A -myc was a gift from Guy Salvesen (Addgene plasmid # 11814) [4]. 4

Immunohistochemistry.  MDA-MB-231 tumors were cryosliced and sections were
probed with a rat monoclonal antibody against CD31 followed by a secondary
antibody coupled to an Alexa Fluor ~ -568 as previously described [5]. Number of vessels
per picture was determined by 2 different persons. Three pictures were analyzed for
each tumor. For patients, Caspase -3 staining was performed on FFPE tumors at

diagnosis and at surgery after neoadjuvant chemotherapy. The percentage of
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nuclear staining was quantified by 2 pathologists. Differences in staining between

tumors before and after chemotherapy were qualified as increase or decrease.

Bioinformatics analysis. BindN web -based tool was used for prediction of the putative
DNA binding domain [6].

Patients. We studied the expression of human VEGFA and CD31 transcripts by
guantitative real -time PCR in 61 tumors from patients treated with neoadjuvanttant

chemotherapy. All samples were treated as described previously [7].

Cytotoxic assay. For cytotoxic tests, 2,500 cells were cultured for 0, 24, 48, and 72h with

10 nM docetaxel. The medium was then replaced with fresh docetaxel -free medium
and cells were cultured for 48h. At the end of these experiments, cells still attached

were stained with 0.5% crystal viole t solution. After washing the cells, the crystal violet
was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and read with a spectrophotometer at 590

nm. Cell viability was determined by cytometry using the Annexin V PE and 7 -
aminoactinomycin D (7AAD) staining from BD Biosciences according to the

manufacturerds instructions.
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