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Résumeé

Le récepteur D de l'interleukine-17 (IL-17RD), également connu sous le hom
d'expression similaire aux génes FGF (SEF), est un membre de la famille des récepteurs
de I'lL-17 et une protéine carrefour qui régule principalement négativement les voies de
signalisation mitogénes, comme la voie des MAP kinases ERK1/2 et la signalisation

immunitaire innée.

Au vu du nombre grandissant d’évidences montrant que l'expression d’IL-17RD
est régulée a la baisse dans une variété de tumeurs solides, nous et d'autres équipes
avons émis I'hnypotheése qu'elle pourrait exercer des fonctions de suppression de tumeur.

Cependant, le role d’IL-17RD dans la biologie tumorale reste a étudier in vivo.

Dans une premiere étude, en combinant 'analyse d’'une cohorte longitudinale de
vieillissement et d’'un modele de cancer colorectal associé a la colite, nous avons
découvert qu’lL-17RD est un véritable géne suppresseur de tumeur in vivo. Nous avons
constaté que la perturbation génétique d’ll17rd entraine une augmentation de la formation
de tumeurs dans les deux modéles. De maniéere intéressante, le développement d'une
tumeur dans le modéle de cancer colorectal associé a la colite a été associé a une
réponse inflammatoire exacerbée. Parce qu'il est désormais généralement admis que
l'inflammation et le cancer sont liés et que nous n’avons observé aucun changement dans
la prolifération et I'activation de la voie des MAP kinases ERK1/2 dans les cellules
épithéliales intestinales normales ou tumorales lors de l'inactivation génétique de I'IL-
17RD, nos résultats établissent I'lL-17RD comme suppresseur de tumeur qui exerce sa
fonction en limitant I'étendue et la durée de l'inflammation. Nous avons en outre montré
que la perte d’IL-17RD accroit les signalisations du récepteur de type Toll et de I'lL-17A

dans les cellules d'adénocarcinome du colon.

Dans une deuxieme étude, nous avons évalué I'étendue du potentiel régulateur
d'IL-17RD dans l'inflammation. Notre étude révéle qu'lL-17RD régule non seulement
I'immunité innée médiée par le TLR et I'lL-17, mais inhibe également l'immunité innée

antivirale médiée par les capteurs d'acide nucléique, a savoir la signalisation induite par



RIG-I. Ces résultats établissent IL-17RD comme un nouveau régulateur de la réponse

immunitaire innée antivirale.

En conclusion, nos études sur le réle d'IL-17RD dans la cancérogenése et la
signalisation immunitaire innée ont établi une fonction suppresseur de tumeur liée a une
inflammation accrue in vivo et ont étendu sa fonction inhibitrice a la réponse

cytoplasmique antivirale.

Mots-clés : IL-17RD, suppression tumorale, cancer colorectal, inflammation,
inflammation et développement tumoral, immunité innée, signalisation des récepteurs

cytoplasmiques aux acides nucléiques.



Abstract

Interleukin-17 receptor D (IL-17RD), also known as Similar expression to FGF
genes (SEF) is a member of the IL-17 receptor family and a signaling hub that negatively
regulates mitogenic signaling pathways, such as the ERK1/2 MAP kinase pathway, and

innate immune signaling.

With the growing evidence that IL-17RD expression is down-regulated in a variety
of solid tumors, we and others hypothesized that it may exert tumor suppressor functions.

However, the role of IL-17RD in tumor biology remained to be studied in vivo.

In a first study, combining analysis of a longitudinal aging cohort and a colitis-
associated colorectal cancer model, we uncovered that IL-17RD is as a bona fide tumor
suppressor gene in vivo. We found that genetic disruption of //17rd leads to increased
tumor formation in both models. Interestingly, tumor development in the model of colitis-
associated colorectal cancer was associated with an exacerbated inflammatory
response. Because it is now generally accepted that inflammation and cancer are linked,
and because no change in the proliferation and ERK1/2 MAP kinase activation of normal
or tumor intestinal epithelial cells was observed upon genetic inactivation of IL-17RD, our
findings establish IL-17RD as a tumor suppressor that exerts its function by limiting the
extent and duration of inflammation. We further showed that depletion of IL-17RD

enhances Toll-like receptor and IL-17A signaling in colon adenocarcinoma cells.

In a second study, we have evaluated the extent of the regulatory potential of IL-
17RD in inflammation. Our study reveals that IL-17RD not only regulates TLR and IL-17
mediated innate immunity but also inhibits antiviral innate immunity mediated by nucleic
acid sensors, namely RIG-I signaling. Our findings establish IL-17RD as a new regulator

of antiviral innate immune response mediated by RIG-I.

Altogether, our studies on the role of IL-17RD in carcinogenesis and innate

immune signaling have uncovered a tumor suppressor function linked to increased



inflammation in vivo and extended its inhibitory function to the antiviral cytoplasmic

response.

Keywords: IL-17RD, tumor suppression, colorectal cancer, inflammation, inflammation

and tumor development, innate immunity, acid nucleic sensor signaling.
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1 Introduction

Partie A : L’interleukin-17RD dans le cancer et I'inflammation

Le systéme immunitaire et ses composantes, (i) le systeme immunitaire inné et (ii)
le systeme immunitaire adaptatif jouent un réle primordial et complémentaire afin
d’assurer une protection a l'organisme contre de potentiels pathogénes, tout en
préservant, autant que possible, I'intégrité des tissus. Une fois la barriere épithéliale
franchie par un microorganisme, les composantes de I'immunité innée vont d’abord agir
rapidement, en quelques minutes, au site de l'infection pour lutter contre I'envahisseur.
Dans ce contexte, un groupe de cytokines, les interleukines (IL) produites par les globules
blancs (leucocytes, d’ou leukin) sont sécrétées et ont pour fonction principale d’assurer
une communication entre ces derniers (d’ou inter) pour induire directement ou
indirectement une réponse aux pathogénes. Elles sont ainsi considérées comme « les
hormones qui régulent les réponses immunitaires et inflammatoires »'. L'immunité
adaptative, plus lente agit de concert avec I'immunité innée pour orchestrer une réponse

immune spécifique du pathogéne.

1.1 La famille des récepteurs a I'interleukin-17

On compte une centaine de cytokines classées suivant leur homologie de
structure. Chaque cytokine peut étre synthétisée par plusieurs types de cellules et agir
sur un grand nombre de cellules cibles. Elles agissent par l'intermédiaire de récepteurs
n‘ayant pas d’activité enzymatique propre mais étant associés a d’autres protéines
cellulaires pour induire un signal. Parmi elles, on trouve donc les interleukines, les
chimiokines, le facteur de nécrose tumorale a (TNF-a), et les interférons (IFNs). Et
parmi les interleukines, on trouve la famille de l'interleukin-17 (IL-17) et son récepteur

principal IL-17RA découverts dans les années 90 23,
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1.1.1 IL-17 et sa signalisation, éléments indispensables a la réponse

antibactérienne

1.1.1.1 Des cytokines et des récepteurs

La famille de I'lL-17 est composée de six cytokines IL-17A (IL-17), IL-17B, IL-
17C, IL-17D, IL-17E (IL-25), et IL-17F. IL-17A et IL-17F sont les cytokines typiques et
les deux homologues (~ 60%) les plus proches de la famille. Leurs génes sont localisés
sur des locus voisins du chromosome 6 contrairement aux autres ligands dont les génes
sont localisés sur des chromosomes indépendants. L’IL-17 est synthétisé par certaines
cellules immunitaires et ainsi que les cellules épithéliales. En effet, la source principale
de ces deux cytokines sont les lympocytes T auxiliaires Th17 4. D’autres sous-types de
cellules de 'immunité innée telles que les cellules Tyd, les cellules tueuses naturelles
invariantes (iNKT), les cellules de type inductrices de tissu lymphoide (LTi), les cellules
tueuses naturelles (NK) et les cellules myéloides®, de méme que certaines cellules
épithéliales dont les cellules de Paneth de I'intestin sont également capables de produire
I'IlL-17A et F8. IL-17A et F peuvent s’associer entre elles sous forme d’homodimére ou

d’hétérodimere pour se lier a leurs récepteurs’-1°,

La famille des récepteurs a I'lL-17 (IL-17R) comprend cinqg sous-unités, IL-17RA,
IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD et IL-17RE. IL-17RA est le récepteur principal de la famille.
C’est un récepteur transmembranaire muni d’'un domaine extracellulaire et d’une longue
gueue cytoplasmique atypique?'!. Celle-ci est composée d’un domaine intracellulaire
commun a tous les membres de la famille des récepteurs a I'lL-17, le domaine SEFIR
(« similar expression to fibroblast growth factor » et IL-17R), qui est un motif relié au
domaine Toll/IL-1R 2 présent sur le récepteur a I'lL-1 et les membres des récepteurs de
type Toll (TLR)'3; et de deux domaines intracellulaires uniques, une extension de ~ 100
résidus du domaine SEFIR, le domaine SEFEX'415 et un domaine d’activation du facteur
de transcription CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)-B, CBAD responsable d’une
régulation négative de la signalisation’®'6. De la méme maniere que ses ligands, les

récepteurs a I'lL-17 sont capables de s’associer en homodimére ou plus souvent en
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hétérodimere afin de lier leur ligand, transmettre un signal ou remplir leur fonction. Cette
dimérisation a lieu via deux domaines extracellulaires de type fibronectine Il 17, communs
aux classes 1 et 2 des récepteurs aux cytokines, ils permettent aussi la liaison aux

ligands'®1° (Figure 1.).

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
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IL-17RD
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IL-17RE

IL-17RB IL-17RB [
|

Figure 1. — La famille de la cytokine IL-17 et ses récepteurs. IL-17A est la cytokine
principale et typique de la famille de I'lL-17 qui comprend cinq autres cytokines. Son
homologue IL-17F est le deuxiéme ligand bien caractérisé de la famille. La famille des
récepteurs a I'lL-17 est composée de cinq différents récepteurs. Le membre principal de
la famille des récepteurs a I'lL-17 est IL-17RA qui détient un domaine cytoplasmique
commun avec les autres membres de la famille, appelé domaine SEFIR. Par ailleurs, IL-
17RA est aussi composé d’une extension du domaine SEFIR appelé SEFEX et d’un
domaine inhibiteur CBAD. Abréviations: SEFIR, domaine SEF/IL-17R; SEFEX,
extension de SEFIR; CBAD, domaine d’activation de C/EBPB. Adapté avec permission
de Springer Nature : Trends in Immunology (Amatya N, Garg AV and Gaffen SL)?° ©
2017

Alors que certaines des cytokines et leurs récepteurs sont bien caractérisés (p.
X., IL-17RA/IL-17RC et IL-17A/IL-17F) et connus pour induire la signalisation IL-17
(section 1.1.1.2), d’autres restent moins étudiés et par conséquent moins bien
caractérisés. D’abord, IL-17RB semble agir comme récepteur du ligand IL-17B, lui

conférant un réle potentiel dans plusieurs types de cancer?'. Ensuite, IL-17RE est un
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récepteur potentiel du ligand IL-17C lui conférant un réle dans linflammation et
I'immunité22. Pour finir, IL-17RD a longtemps été considéré comme un récepteur orphelin.
Cependant, selon une étude récente, il semble finalement agir comme un récepteur pour
I'IL-17A lui conférant un réle dans l'inflammation?3. De plus, sa fonction de protéine
d’ancrage pour certains récepteurs et protéines cytoplasmiques (section 1.1.2.2) lui
confere des réles dans les cancers (section 1.2), I'inflammation (section 1.3) ainsi que

dans le développement.
1.1.1.2 De la transduction du signal IL-17 a la transcription de génes cibles

Suite a la stimulation par I'lL-17, c’est le complexe IL-17RA/IL-17RC qui initie
I'activation en aval de voies de signalisations pour induire la production de molécules
pro-inflammatoires?*. IL-17A induit ainsi une cascade d’événements qui ménent au
recrutement de neutrophiles?5, a I'inflammation et la défense de I'h6te?6. IL-17 augmente
I’expression de genes liés a I'inflammation grace a deux voies principales, (i) en induisant
la transcription de génes de novo, (ii) en stabilisant les ARN messagers (ARNm) cibles

transcris.
1.1.1.2.1 La transcription de genes de novo via la régulation de facteurs de transcription

Premiérement, suite a 'engagement du récepteur a I'lL-17, le récepteur s’associe
avec la protéine adaptatrice Act-1 2728 29.30_ Act-1 est une E3 ubiquitine ligase capable de
recruter et ubiquitiner TRAF6, une autre E3 ubiquitine ligase®'. L’'ubiquitination de TRAF6
génére un échafaudage pour le recrutement et l'activation de la kinase TAK1 et du
complexe inhibiteur de la kinase NF-kB (IKK) composé de IKKa, IKKB, et IKKy?7:3234_ Ce
recrutement induit ensuite la voie canonique de NF-kB. Ainsi, IKK phosphoryle la sous-
unité IkB du complexe NF-kB:IkB, marquant IkB pour sa dégradation par le protéasome.
La dégradation de IkB expose un signal de localisation nucléaire sur NF-kB, le libérant
pour une translocation nucléaire et la transcription de genes pro-inflammatoires®. La
signalisation IL-17 n’active pas la voie non canonique de NF-kB. Ainsi, la plupart des
genes cibles de I'lL-17 sont issus de la délocalisation nucléaire d’éléments promoteurs

de la voie canonique, p50 et p65 36 (Figure 2.).
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Deuxiemement, IL-17 active également la voie des kinases associées aux
protéines activées par les mitogénes (MAPK), incluant la kinase régulée par les
signaux extracellulaires (ERK1/2)%7, p38 et la kinase c-JUN N-terminale (JNK)38. Suite a
la stimulation par I'lL-17, IKK induit aussi la phosphorylation de p105, libérant la kinase
TPL2 qui active a son tour p38 et JNK. De maniére intéressante, 'axe TLP2-TAK1 active
IKK, créant ainsi une boucle de rétroaction positive qui renforce l'induction de geénes.
Alors que TPL2 peut induire la signalisation ERK1/2 dans certains contextes de
signalisation TLR, ce n’est pas le cas dans la signalisation IL-17 340, En effet, le
mécanisme d’activation de la voie ERK1/2 par IL-17 est encore mal connu. Une derniére
étude montre que I'lL-17 est capable d’activer la formation d’'un complexe IL-17R-ACT1-
TRAF4-MEKK3-MEKS5. Ce complexe active ERK5 induisant des génes cibles liés a la

prolifération de kératinocytes et a la formation de tumeurs*! (Figure 2.).

Finalement, IL-17 est aussi capable d’induire une activation des facteurs de
transcription C/EBP (C/EBPf et C/EBPJ) agissant potentiellement comme répresseurs

de la signalisation*243 (Figure 2.).
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Figure 2. — Activation de la signalisation IL-17. La signalisation IL-17 démarre avec
la liaison des cytokines IL-17A/A, IL-17A/F, ou IL-17F/F a leurs récepteurs IL-17RA et IL-
17RC. Suite a la liaison du ligand, Act1 active de multiples voies de signalisation
indépendantes opérant via différentes protéines TRAF. L’Activation de TRAF6 résulte en
activation des voies NF-kB, C/EBPB, C/EBP®S, et MAPK. Le complexe IL17R-Act1
s’associe aussi a MEKK3 et MEKS5 via TRAF4, menant a I'activation de ERKS5. Alors que
les signalisations IL-17 médiées par TRAF6 et TRAF4 résultent en la transcription de
génes inflammatoires, la signalisation IL-17 médiée par le complexe ACT1-TRAF2-
TRAFS5 résulte en un contrdle de la stabilité de genes cibles d’IL-17. Abréviations: ERK,
kinase régulée par les signaux extracellulaires; Hsp, protéine de choc thermique; HuR,
antigen humain R; IKK, inhibitor de la kinase kB; JNK, kinase c-JUN N-terminale; SF2:
facteur d’épissage 2; TAK1, kinase TGF-3 activatée; TRAF, facteur associé au récepteur
TNF; UTR, région non transcrite. Adapté avec permission de Springer Nature : Trends
in Immunology (Amatya N, Garg AV and Gaffen SL)?° © 2017

1.1.1.2.2 Contrdle de la stabiliteé de 'ARN messager et de la traduction.

Plusieurs des cytokines et chimiokines inflammatoires induites par IL-17 sont

intrinsequement instables. Ainsi, outre I'augmentation de la synthese de genes
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inflammatoires de novo, IL-17 promeut I'expression d’un grand nombre de génes cibles
en contr@lant la stabilité de leur ARNm. Les transcrits stabilisés sont ensuite stockés dans
des granules**. La voie de stabilisation de '’ARNm induite par IL-17 est dépendante du
recrutement du complexe Act1-TRAF2-TRAF5 4% qui séquestre des facteurs de
désintégration de I’ARN (tel que le facteur de régulation de I'épissage d’ARNm, SF2) loin
de la région non traduite 3’ (3-UTR) des ARNmM nouvellement transcrits. Cette
séquestration prévient ainsi leur dégradation*647. D’autres protéines de liaison a ’ARN
(RBPs) tels que HuR ou DDX3X agissent de maniére positive pour accroitre I'expression
de génes cibles d’IL-17 4648 (Figure 2.).

En outre, IL-17 détient le pouvoir d’amplifier 'induction de cytokines inflammatoires
grace a sa capacité a coopérer avec d’autres stimuli. En plus de coopérer avec des
cytokines qui activent la voie NF-kB telles que le facteur de nécrose tumorale (TNF)-
a*349.50 oy la lymphotoxine®', IL-17 peut aussi coopérer avec les cytokines IFN-y, IL-13
et le facteur de croissance transformant (TGF)-B%2. Finalement, afin de temporiser la
réponse inflammatoire et rendre le signal transitoire, la signalisation IL-17 est également
finement régulée par plusieurs mécanismes composés d’ubiquitinases (TRAF3, TRAF4
et BTrCP)%354  déubiquitinases (A20 et USP25)%%:%6  kinases (TBK1 et GSK3b) et micro-
ARNs (miARN)(miR-23b et miR30a)20:57:58,

1.1.1.3 IL-17, de la réponse physiologique a la pathologie

Dans I'évolution, IL-17 est une cytokine ancienne et de maniere non surprenante,
ses effets principaux ont lieu sur limmunité innée. Dans cette partie, IL-17 fait référence
a IL-17A qui est la cytokine principale a 'origine des fonctions décrites ci-dessous. IL-
17F étant aussi parfois impliqué joue généralement un réle plus modeste. Ainsi, IL-17
joue un role essentiel dans la défense de I’h6te contre des infections microbiennes, mais
aussi dans la réparation tissulaire. Par conséquent, une production pathologique de
I'IL-17 mene a une inflammation excessive et induit des dommages tissulaires. Ainsi, elle

est impliquée dans de multiples conditions inflammatoires comme des maladies auto-
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immunes, métaboliques et les cancers. De cette facon, elle fait recemment I'objet de

nombreuses nouvelles études, et représente une cible thérapeutique intéressante.
1.1.1.3.1 Une signalisation clé pour la réponse antibactérienne et la réparation tissulaire

La signature de génes induits par la signalisation IL-17 comprend de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines, des peptides antimicrobiens
(AMPs), des metalloprotéinases de la matrice (MMPs) et d’autres effecteurs
inflammatoires®?%°. Cette signature lui confére un réle important dans la réponse
antibactérienne lorsque et si le pathogene réussit a envahir I'épithélium concerné. La
fonction principale de I'lL-17 consiste a induire fortement le recrutement de neutrophiles
grace a la production de cytokines G-CSF, de la chimiokine CCL2 (MCP-1) et des
chimiokines CXC provenant des cellules cibles non-hématopoiétiques®®. IL-17 a ainsi été
associé a des réponses aux bactéries extracellulaires (Klebsiella, Straphylococcus,
Enterobacteriae et Porphyromonas), aux champignons (Candida et Blastomyce)®' ainsi
gu’au microbiote commensal. IL-17 contribue également a I'immunité contre certains

pathogenes intracellulaires tel que Mycobacterium tuberculosis®?53.

En plus d’étre essentiel pour la réponse de I'héte, IL-17 est aussi vital pour la
protection de la barriere par l'induction d’autres signatures de génes spécifiques de
certains tissus®*. D’un c6té, IL-17 protege la barriere mucosale en maintenant les
jonctions serrées de [I'épithélium intestinal et induit I'expression de protéines
antimicrobiennes telles que les 3-defensines et calprotectines (S100A8/9) pour contrbler
I'infection de la peau®®. Parallelement, IL-17 stimule la régénération pour rétablir la
fonction de la barriere en cas de dommage tissulaire en régulant la prolifération et
différenciation des kératinocytes*'. IL-17 induit la prolifération accrue de cellules
progénitrices dans l'intestin de souris soumises a un protocole de colite induite par des
agents chimiques®®, et I'expression de peptides antimicrobiens Regllly nécessaires a la

cicatrisation de plaies de la peau®’.
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1.1.1.3.2 Une dérégulation de la signalisation a l'origine de maladies auto-immunes et du

cancer

Alors gu’une activité transitoire et régulée induit des réponses physiologiques de
défense immunitaire et réparation tissulaire, une activité chronique de I'lL-17 induit des
réponses pathologiques qui peuvent promouvoir l'auto-immunité, le cancer ou des

déréglements métaboliques.

Premiérement, les cellules immunitaires innées productrices d’IL-17 (Th17) jouent
un réle crucial dans la persistance de l'inflammation chronique et certaines maladies
auto-immunes via un axe IL-23/IL-17 récemment découvert>'.6869 Notamment, des
évidences montrent que I'lL-17 promeut des maladies auto-immunes telles que l'arthrite
rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante et le psoriasis’. De récents travaux suggerent
également un réle de I'lL-17 et sa signalisation dans le développement de I'asthme’’, et
une épistasie a été observée pour les génes impliqués dans I'axe IL-23/IL-17 chez des
patients atteints de la maladie de Crohn suggérant un réle d’IL-17 dans les maladies de

I'inflammation chronique de I'intestin3’.

Deuxiemement, un nombre croissant d’évidences soutient un réle pathogéne d’IL-
17 dans la formation de cancers du cdlon, de la peau, du pancréas, du foie, des poumons
et des myélomes®672-78, |L-17 serait impliqué dans les stades précoces et tardifs du
développement du cancer en promouvant la régénération tissulaire, la tumorigénése et
la progression tumorale’. Par exemple, dans lintestin, I'lL-17 d’origine épithéliale
contribue a la carcinogénese induite par la colite. Alors que la colite endommage la
barriere épithéliale, la réponse IL-17 antimicrobienne renforce I'inflammation locale et sa
fonction dans la régénération tissulaire amplifie la prolifération des cellules tumorales et

contribue ainsi a la croissance tumorale®.

Finalement, de nouvelles fonctions pathologiques de I'lL-17 ont vu le jour.
Notamment, de récentes études lui conférent un rble dans la reprogrammation

métabolique des tissus lymphoides?°.
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L’implication d’IL-17 dans ces maladies auto-immunes et dans les cancers incitent
des recherches cliniques pour la découverte de nouveaux traitements. Actuellement, des
inhibiteurs tels que des anticorps monoclonaux contre I'lL-17A (secukinumab et
ixekizumab) ont déja été approuvés pour le traitement de plaques de psoriasis modérées
ou séveres et présentent une efficacité prometteuse avec disparition des plaques dans
la majorité des cas®'-®4 et sont aussi efficaces contre la spondylarthrite ankylosante et
dans un sous type de patients atteints d’arthrite rhumatoide8®. Des anticorps contre le
récepteur IL-17RA (brodalumab) ont également vu le jour pour le traitement de la maladie
de psoriasis®. Cependant, I'efficacité du blocage de I'lL-17 pour d’autres maladies liées
a I'inflammation chronique de l'intestin s’est avérée moins concluante (p. ex., la maladie

de Crohn)87:88,
1.1.2 IL-17RD : un récepteur « quasi » orphelin

IL-17RD, membre des récepteurs a I'lL-17 a été découvert environ 10 ans apres
la caractérisation du premier récepteur a I'lL-17. Tout d’abord identifié sous le nom de
SEF pour « Similar Expression to FGF », comme inhibiteur de la voie des facteurs de
croissance des fibroblastes (FGF), ce récepteur fait plus recemment 'objet d’études en
tant que régulateur de l'inflammation sous I'acronyme IL-17RD. Pour assurer une
continuité entre tous les chapitres, jutiliserai exclusivement I'acronyme IL-17RD pour

référer a la protéine IL-17RD/SEF au cours de cette these.
1.1.2.1 Identification et structure

Dans un premier temps, IL-17RD a été découvert chez le poisson zebre®®.
Conservé a travers I’évolution des vertebrae, des homologues chez la souris, 'humain et
le poulet ont ensuite été identifiés®-%4, Son géne est localisé sur le chromosome 3 au
locus unique 3p14.3 et un mécanisme d’épissage alternatif permet la génération de
plusieurs isoformes ubiquitaires ayant des propriétés biochimiques et biologiques
distinctes. Les principales isoformes sont, l'isoforme transmembranaire prototypique

(hll17rd-a) et l'isoforme cytosolique (hll17rd-b)°! (Figure 3.).
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Figure 3. — Représentation schématique de la structure d’IL-17RD et ses
isoformes. IL-17RD est une protéine transmembranaire découverte chez le poisson
zebre. Celle-ci est conservée chez 'homme sous deux isoformes. La forme longue
hil17rd-a présentant un peptide signal et la forme courte hll17rd-b.

L’isoforme prototypique transmembranaire hll17rd-a est un récepteur localisé a
la membrane plasmique®'93.95.96 De méme que les récepteurs a I'lL-17, il est muni d’un
domaine extracellulaire composé de domaines FN et une queue cytoplasmique
composée d’'un domaine SEFIR. En outre, IL-17RD est capable de subir certaines
modifications post-traductionnelles. En effet, il comprend un résidu Tyrosine (Y330)
capable d’étre phosphorylé, potentiellement via l'activation du récepteur aux FGF
(FGFR)%’. De plus, il présente de nombreux sites de glycosylation sur son domaine
extracellulaire. L'isoforme cytosolique hll17rd-b ne contient pas de peptide signal et

est localisé au cytosol lorsque transfecté dans les cellules®’.
1.1.2.2 De nombreux partenaires d’interaction

Comme tout récepteur aux cytokines, IL-17RD n’a pas d’activité enzymatique.
Méme si une étude récente lui suggere, pour la premiére fois, un role de récepteur pour
la cytokine IL-17A23, IL-17RD est plus fréquemment décrite comme une protéine
d’ancrage ou de séquestration, capable d’interagir avec de nombreux partenaires tels
que des récepteurs membranaires et des protéines cytoplasmiques. Les voies de
signalisation affectées par ces interactions sont impliquées dans des processus de

prolifération, survie, migration cellulaire ainsi que dans l'inflammation.
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Parmi les récepteurs capables d’interagir avec IL-17RD, on compte le récepteur
typique de la famille des récepteurs a I'lL-17, IL-17RA. L’interaction entre IL-17RA et IL-
17RD a été démontrée par co-immunoprécipitation (colP) dans les HEK293T et
immunoprécipitation (IP) des protéines endogénes dans les MEFs et NIH3T3. De plus,
I'utilisation de mutants a permis de déterminer que chacun des domaines intra et
extracellulaires est capable d’interagir avec IL-17RA®%. Deuxiemement, plusieurs
récepteurs aux facteurs de croissance des fibroblastes (FGFR) ont été identifiés comme
interagissant avec IL-17RD. Il a été démontré par colP que FGFR1 et FGFR2
interagissent avec le domaine intracellulaire d’IL-17RD dans des cellules de souris, et
chez le xénope??90.92.96.99 Troisiemement, les récepteurs aux facteurs de croissance
épidermique (ErbB ou EGFR) interagissent avec IL-17RD suite a une stimulation par
'EGF dans les HEK293T'%, Finalement, le récepteur aux facteurs de nécrose tumorale,
(TNFR)2 interagit avec IL-17RD dans les cellules HK-2, 786-0 et des cellules rénales de

souris'o1,

IL-17RD est aussi capable d’interagir avec plusieurs protéines cytoplasmiques
en aval de ces récepteurs. Premierement, IL-17RD interagit avec MEK et Ras suite a
I'activation des voies FGF/MAPK. En effet, IL-17RD co-immunoprécipite avec la forme
active de MEK dans les C2C12 suite a une stimulation par FGF ou EGF®5102.103_ De plus,
une étude indépendante a démontré par colP que Ras et IL-17RD interagissent dans les
cellules HEK293T'%4, Deuxiemement, IL-17RD est capable d’interagir avec NF-kB,
Myd88 et TRAF6 en aval de la voie TLR/IL1-R. En effet, il a d’abord été démontré par
colP qu’lL-17RD était capable d’interagir avec la sous unité p50 et non p65 de Nf-kB dans
des HEK293T1'%5. De plus, une seconde étude plus récente du méme groupe a démontré
'importance des domaines SEFIR et C-terminal pour son interaction avec NF-kB dans le
méme type cellulaire’%6. Par ailleurs, des analyses de colP d’IL-17RD WT, des mutants
IL-17RDdeltaC et IL-17RD-SEFIR et certaines protéines adaptatrices démontrent qu’lL-
17RD peut interagir avec Myd88 et Mal via son domaine SEFIR, toujours dans les
HEK293T'97. Finalement, IL-17RD est capable de s’associer physiquement avec TAK1

suite a l'activation de la voie JNK comme cela a été démontré par colP dans les
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HEK293T'%8, Encore une fois, cette étude montre I'importance du domaine C-terminal

comprenant le domaine SEFIR pour permettre cette interaction.

Les fonctions d’IL-17RD associées a ces interactions sont décrites dans les
sections 1.2.1.2 et 1.3.3.1.

1.1.2.3 Sa régulation

De maniére intéressante et par un mécanisme encore inconnu, la signalisation
FGF semble réguler I'expression d’IL-17RD a la baisse. En effet, une perte d’expression
d’IL-17RD est observée dans la plaque neurale antérieure au stade de la gastrula chez
le poisson zebre®. D’autres observations démontrent que son expression est également
modulée a la baisse par I'activation de la voie Ras/MAPK. En effet, la suractivation de la
voie par expression du mutant Ras''?> dans les cellules épithéliales intestinales de rat
(IEC6) induit une perte d’expression d’IL-17RD observée par immunobuvardage'®s. A
I'inverse, une grande quantité de micro-ARNs sous exprimés dans les cancers sont
impliqués directement ou indirectement dans la régulation de I'expression d’IL-17RD
induisant souvent sa surexpression'%%-112, | a régulation d’IL-17RD par les miARNs est
décrite dans la section 1.2.2. L’expression d’IL-17RD n’est cependant pas modulée par

les hormones (androgenes) dans les cas de cancer de la prostate’'3.
1.1.3 Conclusion

La capacité du récepteur IL-17RD, membre de la famille des récepteurs a I'lL-17,
a interagir avec d’autres récepteurs membranaires et certaines protéines cytoplasmiques
ainsi que sa fonction potentielle de co-récepteur pour [PIL-17A Ilui conférent
potentiellement différents réles et fonctions dans la cellule. Notamment dans les voies de
signalisation FGF, IL-17, MAPKs et NF-kB impliquées dans des processus variés. Par
conséquent, la modulation de son expression peut engendrer de nombreux déréglements

et des pathologies a l'instar du cancer, de 'auto-immunité et de l'inflammation chronique.
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1.2 Un role controversé d’IL-17RD dans la carcinogénése

Le cancer est une maladie complexe résultant du dysfonctionnement de génes qui
régulent normalement les processus cardinaux de la cellule, dont diverses fonctions
nucléaires c.-a-d. la division cellulaire, la survie et les cascades de signalisation de la
surface de la cellule au noyau. Les génes associés au cancer sont généralement classés
par types, (i) les oncogénes et (ii) les génes suppresseurs de tumeurs (TSG) selon
qgu’ils favorisent ou répriment la tumorigénése, respectivement. Les alternances
génétiques jouent ainsi un rlle essentiel dans la pathogénése de la maladie et fournissent
des indices fondamentaux pour [lidentification de cibles médicamenteuses et le

développement de nouveaux médicaments.
1.2.1 IL-17RD : Un potentiel suppresseur de tumeur

Les génes suppresseur de tumeur sont considérés comme un type crucial de
genes, impliqués dans la réparation du dommage a I’ADN, l'inhibition de la division
cellulaire, I'induction de I'apoptose et la suppression des métastases. Par conséquent, la

perte de fonction de ces génes entrainent I'apparition et la progression d’un cancer''4.
1.2.1.1 La perte d’expression d’IL-17RD dans les cancers

La perte d’expression d’IL-17RD est commune a une variété de cancers solides
humains (sein, ovaire, prostate, thyroide)''5. Une étude du laboratoire a également
montré qu’lL-17RD était sous-exprimé dans des lignées de cancers colorectaux (p. ex.,
HCT116, SW480, COLO205)'%3, De maniére intéressante, une association de la perte
d’expression d’IL-17RD avec le grade de la tumeur a été observée. La diminution
d’expression d’IL-17RD a été observée dans plusieurs biopsies de la prostate et correle
avec l'agressivité des cellules tumorales''3. De telles corrélations ont aussi été observées
par des études transcriptomiques sur des tumeurs mammaires de différents grades''6 et
études immuno-histochimiques sur des tissus de I’épithélium de la prostate a différents
stades du développement tumoral®'3.115.116_ Par conséquent, IL-17RD représenterait un

géne suppresseur de tumeur potentiel, ce qui reste a démontrer.
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1.2.1.2 IL-17RD, un inhibiteur des voies mitogéniques

Durant les premieres années qui ont suivi sa découverte, IL-17RD a fait I'objet de
plusieurs études afin d’élucider son réle dans les voies mitogéniques, et plus
particuliérement dans les voies des MAPKs. Typiquement, les cascades de signalisation
des MAPKs sont composées de centaines de composantes qui régulent une grande
diversité de fonctions physiologiques, de la prolifération a 'apoptose en passant par la
réponse au stress et I'inflammation. La transmission du signal par ces cascades est
généralement initiée par I'activation de petites protéines G (p. ex., Ras) ou par des
interactions activatrices de composantes en amont de la cascade. Le signal est ensuite
transmis en aval par des protéines kinases cytoplasmiques organisées en 3 a 5 niveaux
(MAP4K, MAPKKK, MAPKK, MAPK and MAPKAPK). Les kinases de chaque niveau
phosphorylent et activent les kinases du niveau suivant afin de permetire une
transmission rapide et régulée des signaux via des cibles variées de la cascade. Les 3
cascades majeures complétement élucidées, nommées d’apres la MAPK effectrice, sont
(i) la cascade ERK1/2, (ii) la cascade JNK1-3 et (iii) la cascade des MAPKs p38 q, f3, v,
O (p38a-0). D’autres MAPKSs atypiques ou composantes semblables aux MAPKs ont été
identifiées (p. ex., ERK3/4 et ERK7/8), agissant par des mécanismes indépendants.
Chaque cascade peut réguler plusieurs processus cellulaires, parfois distincts et qui
parfois se chevauchent, et difféerent généralement dans leurs activités physiologiques

principales (Figure 4.).
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Figure 4. — Les cascades majeures des MAPK chez les mammiféres. Les
signalisations des MAPKSs impliquant une série de cascades de protéines kinases jouent
un réle critique dans la régulation de la prolifération cellulaire. La stimulation de la protéine
MAP kinase kinase kinase par divers activateurs spécifiques lui permet de phosphoryler
ses MAP kinases kinases. Celles-ci phosphorylent a leur tour leurs MAP kinases
associées qui activent une panoplie de substrats, agissant sur de hombreux processus
cellulaires liés a la prolifération cellulaire. Adapté avec permission de Springer Nature :
Cell Research (Zhang W and Liu HT) "7 © 2002

La cascade ERK1/2 est activée par divers agents extracellulaires dont les facteurs
de croissance, cytokines, hormones ou plus rarement par certaines conditions de stress
pour induire I'expression de facteurs transcriptionnels impliqués dans des processus
cellulaires tels que la prolifération et la différenciation’'®. Les facteurs extracellulaires
agissent via des récepteurs tyrosine kinases (RTKs)''®, des récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR)'29, ou certains canaux ioniques'?'. Brievement, la liaison d’un facteur
de croissance au récepteur induit sa dimérisation permettant ainsi son

autophosphorylation. Le recrutement de protéines adaptatrices (GRB2, GEF, SOS) qui
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s’ensuit permet I'activation de la protéine Ras qui recrute et active a son tour la protéine
Raf a la membrane plasmique'?2. Le signal est ensuite transmis aux kinases MEK1/2 123
puis ERK1/2 dans le cytoplasme'?4. Ces dernieres sont en partie délocalisées au noyau
pour permettre la phosphorylation de nombreux substrats (p. ex., RSK)125 et facteurs de

transcription (p. ex., Elk1)118.126,

La cascade de la MAPK p38 est activée principalement par le stress mais
également par des processus tels que la réponse immune et I'inflammation via différents
récepteurs tels que les récepteurs liés a l'apoptose, les GPCRs et les RTKs. Ayant
qguelques substrats en commun avec ERK1/2, p38 est ainsi impliquée dans la prolifération
et la différenciation'?”. De par certains autres substrats indépendants, p38 est aussi
impliqué dans des processus d’inflammation, d’apoptose et de réponse au stress'®.
Brievement, le signal induit permet le recrutement d’'un réseau complexe de molécules
de signalisation qui activent a leur tour de petites GTPases (p. ex., Rac et CDC42) ou
certaines protéines adaptatrices'?®'30, Celles-ci activent un grand nombre de
MAPKKKs'3! qui activent principalement les MAPKKs MKK6 et MKK3 132133 Ensuite, le
signal est transmis aux produits de 4 génes des MAPKSs, p38a, p383, p38y et p38d. Les
p38s peuvent étre localisés au cytoplasme ou au noyau pour phosphoryler leurs
nombreux substrats (p. ex., MNK1/2, MSK1/2) et facteurs de transcription (p. ex.,
Elk1)126.134,

La cascade JNK joue un réle important dans I'induction de I'apoptose en réponse
a diverses stimulations'35136, Comme p38, cette cascade est induite par les récepteurs
reliés au stress et a 'apoptose, les GPCRs et les RTKs ainsi que par les stress physiques
indépendants de récepteurs. Malgré des similitudes prononcées et composantes
partagées entre les cascades p38 et JNK, elles transmettent des signaux séparés et
régulent des processus relativement distincts. Brievement, les premiéeres étapes sont
similaires a la voie de signalisation p38 37 alors que certaines MAPKKK activées different
pour activer a leur tour les kinases spécifiques de la voie JNK, MKK4 et MKK7138, Ensuite,
le signal est transmis aux produits de 3 genes JNKs, JNK1-3'3°. Contrairement a p38, les

protéines JNKs sont des régulateurs majeurs de processus nucléaires de transcription.
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Ainsi, apres son activation, JNK migre rapidement au noyau ou il peut physiquement

s’associer et activer ses substrats (p. ex, c-Jun, ATF, Elk1)140.141,

Dans ce contexte, notre compréhension des mécanismes moléculaires par
lesquels IL-17RD module la signalisation mitogénique repose sur deux observations, (i)
IL-17RD interagit avec certains RTKs eux-mémes et (ii) IL-17RD interagit avec certains

composants en aval des récepteurs de certaines voies de signalisation des MAPKs.
1.2.1.2.1 Une régulation de certains récepteurs tyrosine kinase

Il existe 58 récepteurs tyrosine kinase chez ’lhomme qui sont répartis en 20 sous-
familles. Parmi elles, il a été rapporté que 2 sont régulées par IL-17RD, (i) les récepteurs
aux facteurs de croissance des fibroblastes (FGFR) et (ii) les récepteurs aux facteurs de

croissance épidermique (ErbB ou EGFR).

IL-17RD a tout d’abord été identifi€ comme un antagoniste de la signalisation
des FGFR médiée par la signalisation MAPK-Ras-Raf-MEK1/2 chez le poisson zebre?d,
ces observations ont ensuite été confirmées chez les mammiféres. Chez les mammiféeres,
la famille des FGF comprend 18 ligands qui exercent leur fonction a travers 4 récepteurs
majeurs hautement conservés (FGFR1 a 4). Comme c’est le cas pour la plupart des
RTKs'#2, |a liaison du facteur de croissance FGF a son récepteur induit sa dimérisation
suivie d’'un changement conformationnel de sa structure nécessaire a l'activation du
domaine kinase intracellulaire. Brievement, la transphosphorylation de résidus tyrosines
de ce domaine révele un site d’ancrage pour une cascade de protéines adaptatrices (p.
ex. FRS2, GRB2 et SOS) qui activent Ras et la signalisation des MAPK-ERK1/2 en
aval'3. Indépendamment, le recrutement de la protéine adaptatrice GRB2 permet
également la génération d’un nouveau complexe pour activer une signalisation anti-
apoptotique dépendante de AKT'#4. Finalement, la phosphorylation de FGFR active la
phospholipase Cy (PLCy) capable d’activer elle-méme la protéine kinase C (PKC)

renfor¢ant ainsi la signalisation des MAPK en phosphorylant Raf (Figure 5.).

La signalisation FGF est sujette a étre atténuée par un contréle de rétroaction

négatif encore peu connu. Cependant, certains mécanismes ont été identifiés,
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notamment la signalisation MAPK hautement régulée utilise ERK1 et ERK2 afin de
phosphoryler des résidus sérine et/ou thréonine sur FRS2 inhibant le recrutement de
GRB2. Des phosphatases des MAPK (MKP) sont aussi recrutées pour atténuer la
signalisation en aval'#®. De plus, les membres de la famille des protéines Sprouty
(SPRY) entrent en compétition avec SOS pour la liaison a GRB2 empéchant I'activation
de Ras ou encore se lient directement a Raf et bloquent la signalisation en aval'46.147. De
la méme facon, les premiers travaux sur IL-17RD ont rapporté un réle de modulateur de
la signalisation FGF. En effet, IL-17RD est capable d’interagir avec FGFR1 et FGFR2
pour inhiber les signalisations AKT et MAPK-ERK1/2%. Son interaction avec FGFR1
permettrait une inhibition de la phosphorylation du récepteur® et donc des signalisations
en aval médiées par FGF2/8 89:21-93 De plus, d’un point de vue structurel, il a été démontré
que le domaine extracellulaire permet de potentialiser I'inhibition de la signalisation alors
que le domaine intracellulaire est lui-méme nécessaire pour cette interaction et
inhibition®®. En outre, la phosphorylation du résidu Tyrosine 330 d’IL-17RD lui permettrait
une localisation préférentielle a la membrane et augmenterait son pouvoir inhibiteur sur

la signalisation FGF148,
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Figure 5. — Le réseau de signalisation FGFR. Le réseau de transduction du signal en

aval des récepteurs aux facteurs de croissance des fibroblastes (FGFRs) et ses
régulateurs négatifs. Suite a la liaison du ligand et la dimérisation du récepteur les
domaines kinase se trans-phosphorylent, menant a un amarrage des protéines
adaptatrices et une activation de quatre voies clés en aval: Ras-Raf-MAPK, PI3K-AKT,
STAT et phospholypase Cy (PLCy) 4. Les récepteurs FGFRs ont aussi été démontrés
comme se liant et phosphorylant directement la kinase ribosomale S6. La signalisation
peut étre régulée négativement a différents niveaux par l'internalisation du récepteur ou
l'induction de régulateurs négatifs, incluant FGFR-like 1 (FGFRL1), SEF, Sprouty
(SPRY), CBL, MAPK phosphatase 1 (MPK1) et MPK3 (marron). Ces régulateurs peuvent
moduler la liaison du ligand (FGFRL1 et SEF) ou interférer avec la signalisation
intracellulaire, principalement en modulant la signalisation MAPK. Abréviations: DAG,
diacylglycérol; FRS2a, substrat de FGFR 2a; GRB2, facteur de croissance lié au
récepteur 2; IPs, inositol triphosphate; P, phosphorylation; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate; PKC, protéine kinase C; Sos, « son of sevenless ». Adapté de Springer
Nature : Nature Reviews Cancer (Turner N and Grose R)'%0, 2010

Parallelement, une étude du réle d’IL-17RD sur la signalisation des récepteurs

ErbB ou EGFR suggére un réle positif sur la voie des MAPK médiée par EGFR.
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Capable d’interagir avec EGFR, IL-17RD atténue la dégradation du récepteur et
potentialise sa circulation dans la cellule permettant ainsi une augmentation de la
phosphorylation du substrat ERK1/2 et la différenciation de cellules de

phéochromocytome de rat (PC12)190,

1.2.1.2.2 Une regulation des voies des MAPKs en aval des RTKs et/ou induites par

d’autres récepteurs

Plusieurs études indiquent que les deux isoformes d’IL-17RD jouent également un
rGle important dans la régulation des MAPK en aval des RTKs, cependant le mécanisme

précis par lequel ils agissent est controversé.

Alors que deux études suggérent une interaction de hll17rd-a avec Ras pour en
modifier son activation®2194, d’autres placent hll17rd-a et/ou hll17rd-b au niveau de MEK.
Dans ce dernier cas, certains groupes affirment qu’lL-17RD inhiberait la phosphorylation
de MEK/ERK?®'93.97 alors que d’autres études suggérent qu’lL-17RD empécherait la
dissociation de MEK/ERK bloquant la translocation nucléaire de ERK1/2 nécessaire a
ses fonctions®5:102,103,151 " Certaines contradictions dans ces études sont attribuées aux
différences de conditions expérimentales et ne permettent pas encore d’établir un
mécanisme commun et unifié expliquant I'inhibition de la voie MAPK/ERK1/2 en aval des
RTKs.

Parallelement, IL-17RD interagit avec TAK1 pour induire les signalisations TAK1-
MKK4-JNK et p38 et mener a I'apoptose’98.152,

1.2.1.3 IL-17RD et les voies mitogéniques: des conséquences biologiques

pour la cellule

La plupart des membres des RTKs ont été identifiés comme étant des régulateurs
de processus cellulaires critiques, tels que la prolifération et différenciation, la survie
et le métabolisme, la migration et le contréle du cycle cellulaire#2153.154  Des
mutations et activations aberrantes des RTK et des voies de signalisation intracellulaires

associées sont ainsi lies a des formes de cancers, au diabéte, a I'inflammation, des
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maladies des os, artériosclérose et 'angiogenése. Les mécanismes oncogéniques de la
signalisation FGF, plus spécifiguement, sont liés a son réle dans la prolifération, la survie,

la migration et invasion ainsi que I'angiogenése.

Quels que soient les mécanismes de régulation impliqués, globalement, IL-17RD
est décrit comme un inhibiteur de la voie MAPK-ERK1/2 et représente un frein nécessaire
a leur régulation. C’est dans ce contexte qu’il a été proposé que IL-17RD pourrait jouer
un réle suppresseur de tumeur. Dans ce sens, plusieurs études font état de I'impact de
'expression d’IL-17RD sur des réponses physiologiques associées aux voies de
signalisation altérées. D’autres, permettent d’établir un lien plus clair entre IL-17RD et la

pathologie du cancer.
1.2.1.3.1 Un impact sur la prolifération et la survie

Physiologiquement, il a été rapporté que la surexpression d’IL-17RD atténue la
prolifération induite par FGF dans les NIH3T3%7°195.97.185  Deuxiemement, la
surexpression d’IL-17RD diminue la viabilité cellulaire dans les HUVEC® et induit
'apoptose dans les NIH3T3 9. Troisiemement, IL-17RD réprime la formation de
colonies dans des lignées cellulaires de cancer du sein (p. ex., MDA-MB-435)'15 et les
NIH3T3 9'. Finalement, dans les cancers colorectaux, la perte d’expression d’IL-17RD
observée permet la délocalisation accrue de ERK1/2 au noyau et augmente la
prolifération des cellules épithéliales alors que sa surexpression restaure leur prolifération

et inhibe la croissance tumorale chez la souris'93,

Indépendamment, I'effet activateur d’IL-17RD sur les voies JNK et p38 induit
'apoptose in vitro. En effet, la surexpression d’IL-17RD augmente la formation de
Caspase 3 clivée'% et la quantité de cellules en apoptose mesurée par un marquage a
I’Annexine V dans les HEK293T108.152,

1.2.1.3.2 Un impact sur la migration et l'invasion

Un réle d’IL-17RD a été démontré sur la migration et I'invasion dans le cancer de

la prostate via une diminution d’expression de certains enzymes responsables de la
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dégradation des composants de la matrice extracellulaire tel que la métalloprotéase
MMP9 '3, De plus, des travaux plus récents démontrent qu’lL-17RD inhibe la transition
épithélio-mésenchymateuse (EMT) dans le cancer du sein et de la prostate'®6.157. En
effet, dans les cellules cancéreuses du sein, IL-17RD régule négativement 'EMT
dépendamment de la B-catenine'®® alors que dans les cellules cancéreuses de la
prostate, IL-17RD inhibe 'EMT, le processus métastatique et les voies de signalisation

associées telles que ERK1/2, p38 et JNK'57.
1.2.1.3.3 IL-17RD, un potentiel thérapeutique futur?

L’'implication d’IL-17RD dans les cancers présente un intérét pour son utilisation
en thérapeutique. Ainsi, une étude a été menée afin de déterminer le potentiel
thérapeutique du géne codant pour hll17rd-b livré par ultrason dans des tumeurs de
prostate. HIl17rd-b a été capable d’inhiber I’'angiogenése et la croissance tumorale in
vivo'%8. Paradoxalement aux observations avancées ci-dessus, un autre intérét
thérapeutique a été identifié pour IL-17RD puisque sa perte d’expression confere
potentiellement une résistance aux inhibiteurs de MEK. En effet, I'’équipe du Dr. Don
L. Gibbons démontre que dans des lignées de cancer du poumon, IL-17RD induit la
signalisation Ras/MEK/ERK1/2 et sensibilise ainsi les cellules aux inhibiteurs connus de
MEK15°,

Parce que les fonctions (le plus souvent) inhibitrices d’IL-17RD agissent sur des
processus physiologiques liés au cancer, un role suppresseur de tumeur d’IL-17RD est
fortement suggéré. Toutefois, quelques contradictions dans son activité viennent défier
cette hypothése et aucune étude in vivo n’a été utilisée afin de la confirmer. De plus, de
nouvelles évidences sur I'impact de nouveaux régulateurs de I'expression d’IL-17RD, les

micro-ARNs viennent renforcer cette controverse.
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1.2.2 Une régulation de I'expression d’IL-17RD par les micro-ARN:

Quelques cas d’induction de cancers
1.2.2.1 L’interférence par ARN

Les ARNs interférents ou silencieux sont de petits ARNs retrouvés chez les
animaux, les plantes et les champignons (p. ex., sSiARN, piARN, miARN). Les micro-ARNs
(miARNs) sont des ARNs endogenes de ~23 nt qui dérivent de transcrits ayant la
particularité de se replier sur eux-mémes pour former une structure en épingle
caractéristique (Bartel. 2004). Les miARNs jouent un réle important dans la régulation
des génes chez les animaux et les plantes. lIs sculptent I'expression des ARNm de génes
codants pour des protéines en s’appariant a leur région 3’UTR, réprimant ainsi leur
expression post-transcriptionnelle'®. En effet, de maniére générale, les miARNs de
metazoaires dirigent une répression traductionnelle, une déstabilisation de ’TARNm, ou
une combinaison des deux'61-163 | e nombre de miARNSs identifiés est estimé a 2000 chez

I’'hnomme et régulent un tiers du génome humain164-166,
1.2.2.2 Une surexpression d’IL-17RD aux conséquences inattendues

Dans ce contexte, des travaux récents ont identifié IL-17RD comme une cible de
plusieurs miARNs. De maniére surprenante et contradictoire par rapport a la partie
précédente, dans les cas de cancers recensés, les miRNAs sont eux-mémes régulés a
la baisse, induisant une surexpression d’IL-17RD et une induction de la carcinogénese.
IL-17RD se comporte ainsi comme un oncogéne dans la plupart de ces études. Il est
important de souligner cependant que les miARNs peuvent moduler plusieurs genes
cibles et qu’il est difficile d’isoler I'effet d’'un miARN a un seul géne. Ces études ont donc

une valeur limitée et doivent étre interprétées avec prudence.
1.2.2.2.1 MiR-193a-3p et le cancer colorectal
Une analyse de miRNA array sur tissus de patients atteints de colite ulcéreuse

sans (n=9) et avec néoplasie (n=11) identifie miR-193a-3p comme significativement
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sous-exprimé dans les tissus de patients atteints de colite ulcéreuse avec néoplasie. IL-
17RD, une cible prédite de ce miRNA est lui-méme surexprimé dans les tissus de la
cohorte de patients atteints de colite ulcéreuse avec néoplasie comparé a une cohorte
contrble de patients sains (n=12). Une corrélation est établie entre la perte d’expression
du miRNA et la surexpression d’IL-17RD. Dans ce contexte, les auteurs proposent un
réle oncogénique d’IL-17RD dans le cancer colorectal associé a la colite ulcéreuse 109-167,
De plus, plus récemment, une étude indépendante introduit un nouvel acteur dans cette
régulation, un ARN long non codant LncRNA NEAT1 entrerait en compétition avec miR-

193a-3p et empécherait indirectement la régulation a la baisse d’IL-17RD1°.
1.2.2.2.2 MiR-518a-5p et les gliomes/glioblastomes

Deux études concomitantes identifient un ARN interférent circulaire circ-PITX1
dans les tumeurs primitives du cerveau, les gliomes et glioblastomes qui régulerait
indirectement IL-17RD a la hausse via la régulation du miR-518-5p lui conférant un réle

pro-tumorigénique™1.112,
1.2.2.2.3 MiR-506 et le carcinome papillaire de la tyroide

Une étude identifie une baisse d’expression de miR-506 dans des tissus de
patients atteints de carcinome papillaire de la tyroide (PTC) ainsi qu’'une augmentation
de I'expression de ses génes cibles dont IL-17RD. L’axe miR-506/IL-17RD est ensuite
démontré comme étant responsable de I'inhibition de la prolifération cellulaire, I'invasion

et la migration®8,
1.2.3 Conclusion

L’implication d’IL-17RD dans les voies de signalisation mitogéniques penchent
depuis des années vers un potentiel réle suppresseur de tumeur d’IL-17RD méme si
certaines études viennent défier cette hypothése. Indépendamment, de nombreux
interacteurs additionnels, appartenant notamment aux voies de signalisation IL-17 et NF-

KB lui conférent également un réle dans l'inflammation.
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1.3 IL-17RD : Un régulateur de [linflammation par une

modulation de 'immunité innée

L’inflammation, telle qu’énoncée en latin, a été définie au premier siecle ap J.-C et
se référait aux symptémes cliniques observés, regroupant la chaleur (calor), douleur
(dolor), rougeur (rubor) et tuméfaction (tumor). Aprés deux millénaires de science et de

médecine, nos connaissances se sont étendues au-dela de cette définition.

En effet, nous savons maintenant que les vertébrés sont constamment menacés
par I'invasion de microorganismes et ont des systemes immuns de défense évolués pour
éliminer les pathogénes infectieux. L'immunité innée, développée plus extensivement
dans cette section, est la premiére ligne de défense de I'héte contre les pathogénes.
Limmunité adaptative (brievement décrite section 1.3.2), est impliquée dans
I’élimination des pathogénes dans la réponse tardive de linfection ainsi que dans
I’établissement d’'une mémoire immunologique. Des déréglements dans le compartiment
de la réponse immunitaire innée peuvent mener a de graves conséquences, notamment
a un état d’'inflammation incontrélée menant a des maladies auto-immunes et autres

pathologies.
1.3.1 Le systéme immunitaire inné, premiére réponse aux pathogénes

Présent chez les plantes, invertébrés et vertébrés, le systeme immunitaire inné
repose sur la reconnaissance d’un type de molécules particulier, les motifs moléculaires
associés aux pathogénes ou « Pathogen Associated Molecular Patterns » (PAMPSs)
commun a de nombreux pathogenes mais absent chez I'héte, par des récepteurs
invariants, les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires ou « Pattern
Recognition Receptors » (PRRs)%°. La reconnaissance de ces PAMPs par un PRR est
suffisante pour libérer la réponse immune innée de I'’héte, qui a son tour promeut une
élimination rapide de cette menace extérieure par (i) la destruction du pathogéne par
phagocytose (via les macrophages et cellules dendritiques) ou par dégranulation (via les
eosénophiles), (ii) la libération de cytokines pro-inflammatoires et le remodelage de la

matrice extracellulaire pour faciliter le recrutement de cellules immunitaires additionnelles
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(p. ex., neutrophiles), et (iii) opsonisation du pathogéne, voire lyse de celui-ci, par la voie

du complément.

Différents PRRs réagissent a des PAMPs spécifiques, ont des profils d’expression
distincts, activent des voies de signalisation spécifiques, et ménent a des réponses anti-
pathogénes distinctes. Les récepteurs membranaires TLRs sont les mieux
caractérisés, les récepteurs cytoplasmiques moins caractérisés complétent cependant

cette reconnaissance partielle des PAMPs.
1.3.1.1 Les PRRs membranaires : Récepteurs de type Toll

La machinerie de base nécessaire a la reconnaissance de pathogénes par
immunité innée est trés conservée entre les especes, des plantes et drosophiles aux
mammiféres. Par conséquent, les études des mécanismes utilisés par les insectes pour
reconnaitre et combattre les infections ont été critiques pour la découverte des fonctions
immunitaires des TLRs. En effet, des études génétiques chez Drosphila melanogaster
ont mené a la découverte de la protéine Toll siégeant en amont des facteurs qui
entrainent la réponse antimicrobienne. De plus, l'identification de la famille des facteurs
de transcription NF-kB comme régulateur de la réponse antimicrobienne chez Drosophila
a conduit a suggérer que des voies similaires opéraient chez les mammiféres'”%171. Ainsi,
I’'hnomologue humain de la protéine Toll chez Drosophila (appelé TLR4) a été identifié
comme un récepteur capable de mener des réponses qui promeuvent I'inflammation et
I'immunité adaptative'”2. Le stimuli activant TLR4 étant le lipopolysaccharide bactérien
(LPS)'73,

Les TLRs, premiers déterminants de I'activation immune, font partie d’'une petite
famille de récepteurs, 10 récepteurs distincts chez I'’humain et 12 chez la souris. Les
PAMPs, selon leur nature induisent une activation des TLRs présents a des
compartiments cellulaires distincts. Ainsi certains TLRs, localisés a la membrane
plasmique, détectent les composants microbiens a la surface de la cellule; alors que
d’autres, localisés aux endosomes détectent les acides nucléiques. En effet, des

évidences génétiques chez la souris ont démontré qu’a la membrane, TLR4 reconnait le
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LPS'73, TLR5 reconnait la flagelline'”* et TLR1, 2 et 6 les lipoprotéines bactériennes'”>
177 Aux endosomes, TLR3 reconnait I'ARN double brin (ARNdb)'78, TLR7 et 8
reconnaissent I’ARN simple brin (ARNsb)'’®, alors que TLR9 reconnait 'ADNsb
contenant des CpG non méthylés'® et TLR13 reconnait ’ARN bactérien ribosomal’8"
(Figure 6.). Certains ligands de TRL chez les mammiféres restent encore non définis (i.e.

TLR10 chez I’lhumain).

A TLRs that detect bacterial PAMPs

TLR2/1
TLR4 TLR13 TLR9 TLR2/6 TLR5

LPS Ribosomal RNA CpG Lipoprotein| | Flagellin

2\

B TLRs that detect viral or parasite PAMPs

TLR3 TLR7, TLR8 TLR9
dsRNA ssRNA CpG DNA

NN

T

Virus ¥

TLR2/1, TLR2/6 TLR9 TLR7 TLR11/12

Lipoprotein CpG DNA ssRNA Profilin

\ PRANAN I

Parasite

Figure 6. — Plusieurs membres de la famille des TLRs peuvent détecter des
PAMPs sur des microorganismes indépendants. Une bactérie (A), un virus, ou un
parasite (B) sont représentés. Les inserts affichent les PAMPs et TLRs responsables de
leur détection. Les noms des TLRs représentent ceux connus chez la souris, puisqu’une
évidence génétique est disponible pour soutenir 'importance de chaque interaction TLR-
PAMP indiquée. Adapté avec permission de Springer Nature : Cell (Fitzgerald KA and
Kagan JC)'82 © 2020

Les TLRs sont exprimés sur une variété de cellules immunitaires, dont les

macrophages, les cellules dendritiques (DCs), les cellules B, certains types spécifiques
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de cellules T, et méme des cellules non immunitaires tels que les fibroblastes et les
cellules épithéliales (notamment a la frontiere avec I'environnement extérieur, comme

les cellules épithéliales de I'intestin).

Les TLRs activent les mémes molécules de signalisation utilisées par la
signalisation IL-1R'8, Elle est initiée par la dimérisation des ectodomaines
extracellulaires médiée par les PAMPs qui est un phénomene fondamental du processus
de signalisation puisqu’il résulte en la dimérisation des domaines cytoplasmiques
homologues aux récepteurs a l'interleukine 1 (IL-1R), appelés domaines d’homologie
Toll/IL-1R (TIR)'84185 Depuis ces domaines, des signalisations différentielles sont
induites par les différents ligands via le recrutement sélectif de différentes molécules
adaptatrices. Le facteur de différenciation des myéloides 88 (MyD88) et la protéine
adaptatrice induisant IFN- B contenant un domaine TIR (TRIF) sont responsables de
I’activation de voies de signalisation distinctes, menant a la production de (i) cytokines

pro-inflammatoires et (ii) IFNs de type I, respectivement (Figure 7.).
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Figure 7. — La voie de signalisation TLR. Les TLRs et IL-1R partagent généralement
des signalisations communes. Une stimulation par leur ligand recrute des adaptateurs
contenant des domaines TIR dont MyD88 et TIRAP au récepteur, et la formation
subséquente du complexe des IRAKs, TRAFG6, et IRF-5 est induite. TRAF6 agit comme
une E3 ubiquitine ligase et catalyse la chaine de polyubiquitination liée a K63 sur TRAF6
lui-méme et NEMO avec le complexe E2 ubiquitine ligase de UBC13 et UEV1A. Cette
ubiquitination active le complexe TAK1, résultant en la phosphorylation de NEMO et
I’activation du complexe IKK. IkB phosphorylé subit une ubiquitination liée a K48 et une
dégradation par le protéasome. NF-kB libéré se déplace au noyau et initie I'expression
de génes de cytokines proinflammatoires. Simultanément, TAK1 active les cascades des
MAP kinases, menant a I'activation de AP-1, qui est aussi critique pour I'induction de
génes de cytokines. TLR4 déclenche la signalisation indépendante de Myd88 mais
dépendante de TRIF via TRAM pour induire les IFNs de type I. TRIF active NF-kB et IRF-
3, résultant en I'induction de génes de cytokines proinflammatoires et des IFNs de type
I. TRAF6 et RIP1 induisent I'activation de NF-kB et TBK1/IKK-i phosphoryle IRF-3, qui a
son tour induit la translocation de IRF-3. Adapté avec permission de Springer Nature :
Cell (Akira S, Uematsu S and Takeuchi O)'%° © 2006

L’activation des récepteurs TLRs et leurs signalisations respectives induisent des

changements de nombreuses activités cellulaires telles que la transcription de certains
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géenes, l|'épissage, lefficacité de traduction, l'autophagie, la glycolyse, et la

phosphorylation oxydative'é2.
1.3.1.2 Les PRRs cytoplasmiques

Les TLRs reconnaissent les pathogenes a la surface cellulaire ou aux membranes
d’endosomes/lysosomes, suggérant que le systtme TLR n’est pas utilisé pour la
détection de pathogenes qui ont envahi le cytosol. Ces pathogénes sont détectés par
une variété de PRRs cytoplasmiques. Actuellement, ils sont grossierement classés en
deux groupes, les récepteurs de type NOD (NLR) et les récepteurs de type RIG (RLR)

impliqués dans la reconnaissance de composants bactériens ou viraux, respectivement.
1.3.1.2.1 Les récepteurs cytoplasmiques antibactériens : NLRs

Les protéines NLRs sont impliquées dans la reconnaissance de composants
bactériens. Ces protéines possédent les domaines de répétition de motifs riches en
leucines (LRRs) qui permettent la détection du ligand; un domaine d’oligomerisation de
liaison aux nucléotides 8; et un domaine nécessaire a l'initiation de la signalisation tels
que les domaines CARDs, PYRIN ou BIR. NOD1 et NOD2 sont les membres de la famille
des NLRs les plus étudiés. Il permettent la détection de I'acide g-D-glutamyl-meso-
diaminopimelique (iE-DAP) et le dipeptide muramyl (MDP) présents chez les bactéries
Gram positives'87:188, | a liaison du ligand a NOD1 et NOD2 induit leur oligomerisation et
résulte en une activation de la voie NF-kB par le recrutement d’'une serine/threonine
kinase aux NODs via leurs domaines CARDs. En outre, une infection bactérienne induit
I’activation de la caspase-1 qui catalyse la transformation de pro-IL-1b pour produire la

cytokine mature via un complexe de protéine, 'inflammasome’8°.
1.3.1.2.2 Les récepteurs cytoplasmiques antiviraux : RLRs

Les ARNs double brins synthétisés dans le cytoplasme de la cellule ou présents
dans le génome viral libéré dans la cellule ne sont pas accessibles au TLRS3, le TLR qui

reconnait I’ARNdb. Par conséquent, un type supplémentaire de récepteur
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cyptoplasmique est nécessaire a cette reconnaissance. La description des Retinoic-acid-
inducible protein | (RIG-I) et leurs signalisations est précisée dans le Chapitre 3 en

introduction au Chapitre 4.

1.3.2 Le systéme immunitaire adaptatif, pour une réponse plus tardive

et ciblée

La réponse précoce du systeme inné qui dépend de PRRs invariants
reconnaissant des caractéristiques communes des pathogenes est cruciale, cependant
elle est surmontée par un grand nombre de pathogénes et n’induit pas de mémoire
immunologique. Elle contribue cependant a I'établissement de la réponse immunitaire
adaptative qui a une capacité a reconnaitre tous les pathogénes de maniéere spécifique
et a fournir une protection accrue contre les surinfections. Celle-ci est basé sur une

sélection clonale de lymphocytes comprenant des récepteurs spécifiques d’antigénes.
1.3.3 IL-17RD et I'inflammation

1.3.3.1 Les voies de I'inflammation modulées par IL-17RD
1.3.3.1.1 La signalisation NF-kB induite par IL-17

L’appartenance d’IL-17RD a la famille des récepteurs a I'lL-17 en fait un candidat
idéal comme potentiel modulateur de cette signalisation. Cependant, I'impact d’IL-17RD
sur la signalisation IL-17 demeure peu étudié et actuellement controversé. En effet, IL-
17RD est considéré selon les circonstances comme (i) un médiateur de la signalisation

NF-kB induite par IL-17, ou (ii) un inhibiteur de la signalisation NF-kB induite par IL-17.

Typiquement, la signalisation IL-17 nécessite I'hétérodimérisation des récepteurs
IL-17RA et IL-17RC suivie du recrutement de la protéine adaptatrice Act-1 via leurs
domaines SEFIR respectifs. TRAF6 est a son tour recruté et activé afin d’induire la
signalisation NF-kB et celle des MAPKSs. Ainsi, d’'un c6té, il a été rapporté qu’lL-17RD est
capable d’interagir via son domaine intracellulaire avec le récepteur IL-17RA et TRAF6

permettant ainsi d’'induire la signalisation IL-17 dans la lignée cellulaire HEK293T et
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les fibroblastes embryonnaires murins (MEFs)%. De plus, une étude plus récente
confirme l'interaction d’IL-17RD avec IL-17RA. Dans cette étude, IL-17RD serait un
récepteur alternatif pour IL-17A dans les kératinocytes, induisant la signalisation IL-17 et
lui conférant un réle in vivo dans les maladies d’inflammation de la peau tel que le

psoriasis?3:190,

Contradictoirement, IL-17RD est également un régulateur négatif de la voie NF-
KB induite par IL-17 et inhibe ainsi I'expression des genes pro-inflammatoires cibles
associés. Il a été rapporté qu’lL-17RD coordonne ces effets inhibiteurs en régulant
négativement la liaison Act-1/TRAF6 et en perturbant I'axe IL-17RA/Act-1/TRAF6 dans
différentes lignées cellulaires telles que les MEFs et les cellules mononuclées sanguines
périphériques (PBMCs) mais aussi dans les tissus de poumon'®'. Conjointement, IL-
17RD promeut I'activation des MAPK p38 induite par IL-17 et l'induction de génes

associés tels que MIP-2 191,
1.3.3.1.2 La signalisation NF-kB induite par IL-1R/TLR

IL-17RD a aussi été caractérisée comme un inhibiteur de la signalisation NF-
KB induite par IL1-R et les TLRs a différents niveaux, (i) en aval du récepteur IL1-R par
séquestration de NF-kB au cytoplasme et (ii) au complexe intracellulaire du récepteur

TLR par une interaction SEFIR/TIR avec les protéines adaptatrices.

D’abord, I'’équipe du Dr. Dina Ron a mis en évidence l'inhibition de la voie NF-kB
induite par IL-1. Dans cette étude, IL-17RD agit en tant que protéine de séquestration
pour NF-kB en interagissant avec la sous-unité p50 de la voie canonique de NF-kB et

empéchant sa translocation nucléaire et la transcription de génes cibles associés'05106,

Parallelement, I'équipe du Dr. Paul N. Moynagh identifie IL-17RD comme un
régulateur négatif de la signalisation TLR via une interaction SEFIR/TIR entre le domaine
SEFIR d’IL-17RD et le domaine TIR de la protéine adaptatrice MyD88107.
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1.3.3.2 Les conséquences biologiques induites par I’expression d’IL-17RD

sur 'inflammation

De par l'implication d’IL-17 dans certaines pathologies telles que des maladies
auto-immunes et I'implication des voies IL-1/TLR dans la réponse pro-inflammatoire
antimicrobienne, il est possible de spéculer I'impact d’'une dérégulation de ces voies lors
d’'une réponse inflammatoire accrue. Cependant, trés peu d’études in vivo ont été

menées pour caractériser son impact dans ces processus.

Malgré son rdle controversé dans la signalisation IL-17, il a été rapporté qu’lL-
17RD régule l'infiltration de neutrophiles induite par IL-17A dans les tissus du poumon
in vivo via 'induction de I'expression du gene MIP-2191, De plus, IL-17RD est requis pour
linduction de la maladie d’inflammation de la peau de type psoriasis induite par

I'imiquimob (IMQ) via une activation de la voie IL-17 23.1°0,

Parallelement, son étude dans la signalisation TLR a permis d’établir que les souris

I117rd”- sont plus sensibles a la mortalité induite par le LPS ou le poly(l :C)'%7.
1.3.4 Conclusion

L’implication d’IL-17RD dans les voies de signalisation liées a I'inflammation lui
confére un réle controversé in vitro en tant qu’inhibiteur ou activateur de la voie IL-17
alors que son réle d’inhibiteur des TLRs semble plus certain. Les études menées in vivo
lui conferent un réle dans l'induction de maladies d’inflammation chroniques telles que le

psoriasis et un réle protecteur contre les infections aigues au LPS et poly(l :C).

L’inflammation chronique étant considérée comme un trait caractéristique des
tumeurs, elle fait maintenant partie intégrante de la nouvelle génération des fameux
« Hallmarks of cancer » décrits par Douglas Hanahan et Robert A Weinberg. Il semble
donc intéressant d’en comprendre et décrire les mécanismes connus afin d’étudier IL-

17RD dans ce contexte spécifique.
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Partie B : De I'inflammation au cancer

1.4 L’inflammation chronique: Un environnement propice au

développement tumoral

La présence de leucocytes au sein de tumeurs, observée au 19eme siécle par
Rudolf Ludwig Karl Virchow, a fourni les premieres indications d’un lien possible entre
I'inflammation et le cancer'®2. Pourtant, ce n’est que cette derniére décennie que des
évidences claires ont montré que [linflammation joue un rdle essentiel dans la

tumorigénése.
1.4.1 De I'inflammation au cancer

Le réle de linflammation dans la tumorigénese est maintenant accepté et
I’environnement tumoral est devenu un trait caractéristique des tumeurs'®3. Les sources
d’inflammation sont multiples et s’étendent d’infections microbiennes et virales a
I’exposition a des allergénes et produits chimiques toxiques aux maladies auto-immunes
et I'obésité. Une réponse inflammatoire accrue est le plus souvent bénéfique, en
particulier en réponse a une infection ou un dommage tissulaire et une réponse
inflammatoire bien régulée peut également avoir des propriétés anti-tumorales'®4
cependant une inflammation chronique est préjudiciable et prédispose fréquemment

les cellules a l'initiation ou la progression tumorale.
1.4.1.1 Les types d’inflammation associés au cancer

Plusieurs types d’inflammation peuvent promouvoir le développement et la
progression du cancer. Parmi eux, on compte (i) I'inflammation chronique induite par les
infections microbiennes, virales ou par les dérégulations immunitaires et I'auto-immunité,
(ii) linflammation chronique induite par les expositions environnementales, (iii) le

microenvironnement tumoral et (iv) I'inflammation induite par les thérapies (Figure 8.).
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Figure 8. — Les types d’inflammation associés a la tumorigénése et au cancer.
L'inflammation chronique associée aux infections ou aux maladies auto-immunes
précedent le développement tumoral et peut y contribuer par I'induction de mutations
oncogéniques, d'instabilité génomique, de promotion tumorale précoce, et d’angiogénése
accrue. Une exposition prolongée a des irritants environnementaux ou l'obésité peuvent
aussi résulter en une inflammation chronique de bas grade qui précéde le développement
tumoral et y contribue par les mécanismes mentionnés ci-dessus. L'inflammation
associée aux tumeurs va de concert avec le développement tumoral. Cette réponse
inflammatoire peut accroitre la néo-angiogenése, promouvoir la progression tumorale et
la dissémination métastatique, causer une immunosuppression locale, et augmenter
I'instabilité génomique. Les thérapies du cancer peuvent aussi déclencher une réponse
inflammatoire causant un trauma, de la nécrose, et des Iésions tissulaires qui stimulent
la réémergence tumorale et la résistance aux thérapies. Cependant, dans certains cas,
l'inflammation induite par les thérapies peut augmenter la présentation d'antigenes
menant a une éradication des tumeurs médiée par limmunité. Les mécanismes
promouvant le développement tumoral sont en rouge les mécanismes anti-tumoraux sont
en vert. Adapté avec permission de Springer Nature : Cell (Grivennikov Sl, Greten FR
and Karin M)'9% © 2010.

Premierement, il est maintenant bien établi qu’une induction d’inflammation par les
bactéries et par des infections virales augmente le risque de cancer'%. Ainsi, une

inflammation chronique induite par une infection persistante a Helicobacter pylori est
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associée a des cancers gastriques, alors que d’autres infections aux bactéries
commensales (p. ex. Bactéroides fragilis) sont liées au cancer colorectal'®’. De plus, des
infections aux virus de I'Hépatite B (HBV) ou C (HCV) augmentent le risque de carcinome
hépatocellulaire (HCC). Par ailleurs, un autre type d’inflammation chronique, les
maladies d’auto-immunité telles que les maladies d’inflammation de l'intestin (IBD)
augmentent également grandement le risque de développer un cancer colorectal'®8. De
maniére intéressante, toutes les maladies auto-immunes induisant de l'inflammation
chronique n‘augmentent pas le risque de cancers. Ainsi, le psoriasis ou [larthrite

rhumatoide ne sont pas impliqués dans la progression tumorale.

Deuxiemement, linflammation chronique peut aussi étre induite par des
expositions environnementales. La meilleure illustration de ce fait est I'induction de
maladies pulmonaires obstructives chroniques et de cancers du poumon suite a
I’exposition a certaines particules présentes dans la fumée de tabac99-2%0, Aussi, d’autres
cancers tels que le HCC peuvent étre initiés par I'inflammation chronique induite par une

consommation d’alcool chronique et I'obésité201-203,

Troisiemement, un type d’inflammation bien différent est celui qui suit le
développement tumoral. En effet, la plupart des tumeurs solides sont capables de
remodeler leur environnement tumoral en induisant une réponse inflammatoire afin de
contribuer également a la progression tumorale. Les oncogénes, capables de déclencher
une réponse inflammatoire et le recrutement de cellules immunitaires pro-tumorales sont
a l'origine de ce remodelage®®4. Ce concept est décrit plus en détails dans la section
1.4.1.2.1.

Finalement, la radiation et la chimiothérapie peuvent induire un phénotype
sécrétoire associé a la sénescence (SASP) ou une mort nécrotique massive des cellules
cancéreuses et des tissus adjacents qui déclenchent une réponse inflammatoire
puissante semblable a la réponse de cicatrisation des plaies?%. Selon les circonstances,

celle-ci peut avoir des propriétés pro- ou anti-tumorales non discutées ici.
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De ce fait, sur les 10% de cancers liés a des mutations germinales et les 90% des
cancers liés a des mutations somatiques et facteurs environnementaux, plus de 20% des
cancers sont liés a des infections chroniques. Des études épidémiologiques, confirmant
que linflammation chronique est un facteur de prédisposition important pour le
développement de cancers, ont poussé de nombreuses équipes a tenter d’en élucider

les mécanismes responsables.
1.4.1.2 Les facteurs clés dans I'inflammation liée aux cancers

Quel que soit la cause sous-jacente a l'inflammation chronique, celle-ci peut
devenir pro-tumorigénique par des mécanismes variés capables d’induire notamment
une instabilité génomique, une augmentation de I'angiogenése, une altération de I'état
épigénétique du génome et une augmentation de la prolifération. Ces mécanismes font
principalement intervenir (i) I'inflammation induite par les oncogeénes, (ii) le facteur de

transcription NF- kB et (iii) les cytokines et chimiokines.
1.4.1.2.1 L’inflammation induite par les oncogenes

Deux sources de voies de linflammation peuvent induire des cancers, la voie
intrinséque et la voie extrinseque?®*. D’un cbté, la voie extrinséque repose sur
I'inflammation chronique ou les infections pour conduire a une augmentation du risque
de cancer (p. ex., les maladies d’inflammation de [lintestin). De lautre, la voie
intrinséque repose sur des altérations génétiques d’oncogénes et/ou de génes
suppresseurs de tumeur comme cause premiere de cancer. En effet, il est maintenant
admis que ces altérations génétiques affectent I'expression d’une variété de genes
inflammatoires et menent au recrutement de cellules immunitaires pro-tumorales. Basé
sur ce renouvellement continu et la prolifération induite par I'inflammation associées aux

tumeurs, les tumeurs ont été décrites comme des « plaies qui ne guérissent pas »2%,

Par exemple, des mutations dominantes du proto-oncogéne Ras, impliqué dans la
signalisation des MAPK-Ras-Raf, permettent non seulement d’induire la prolifération

cellulaire, la croissance tumorale et 'angiogenése de maniére intrinséque mais induisent
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également l'expression d’une variété de génes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires®®’. Parmi eux, les cytokines IL-1, IL-6 et IL-11 ainsi que la chimiokine IL-
8 contribuent ainsi au pouvoir oncogénique de Ras?%8209 En outre, la production de
cytokines et radicaux libres induite par les oncogénes stimule le recrutement de cellules
immunitaires qui vont a leur tour produire de nouvelles cytokines et radicaux libres créant
ainsi une boucle de rétroaction positive contribuant a la carcinogénése. Un autre
oncogene, MYC, qui encode pour un facteur de transcription surexprimé dans un grand
nombre de tumeurs, affecte non seulement la prolifération cellulaire mais induit
également un remodelage du microenvironnement tumoral. Celui-ci est dicté par une
production de plusieurs chimiokines a I'origine du recrutement de cellules immunitaires
(p.ex., mastocytes)?10 et par la production de la cytokine IL-1B32', tous impliqués dans

I'angiogenése et la croissance tumorale.

De maniére intéressante, certains suppresseurs de tumeur peuvent aussi moduler
la production de médiateurs inflammatoires. Les suppresseurs de tumeur von Hippel-
Lindau (VHL)?'2, TGF-B2'3 et PTEN?'4 font partie de cette catégorie?'®.

1.4.1.2.2 Le facteur de transcription NF- kB

Méme si I'engagement des TLRs et autres récepteurs de cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a et IL-1 meénent a l'activation de voies de signalisation
importantes, c’est le facteur de transcription NF-kB est qui joue un réle central dans
I'inflammation et I'immunité innée2'6. Il est par conséquent un médiateur clé dans la
carcinogénese induite par l'inflammation. NF-kB a une variété d’activités pro-tumorales,
de la prolifération a 'angiogenése, et de la résistance a la nécrose et apoptose aux
métastases?'7:2'8, De nombreuses études génétiques d’inactivation de NF-kB chez la
souris ont permis de valider son réle dans la promotion de développement tumoral dans

les cancers colorectaux219-221 et dans les cancers du foie222.
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1.4.1.2.3 Les cytokines et chimiokines

Les cytokines, médiateurs clés de I'inflammation et de la réponse immune jouent
un réle important dans la carcinogénese induite par I'inflammation. Alors que certaines,
impliquées dans la réponse antibactérienne sont pro-inflammatoires (p. ex., IL-1, IL-6,
IL-17, IL-23 et TNF-a), d’autres sont anti-inflammatoires (p. ex., IL-4, IL-10, IL-13, TGB-
B et IFN-a) et permettent de temporiser cette réponse dans le temps. Par conséquent,
selon I'équilibre établi par ces cytokines, leur effet collectif peut étre soit pro- ou anti-

tumoral.

De maniere générale, une exposition soutenue a des niveaux élevés de cytokines
pro-inflammatoires a des propriétés pro-tumorales. Par exemple, IL-6 est une cytokine
pro-inflammatoire qui promeut la formation de tumeurs en activant la signalisation JNK
menant a I'augmentation de plusieurs oncogénes??3. Par ailleurs, TNF-a, une autre
cytokine pro-inflammatoire, promeut la carcinogénése dans plusieurs modeles
expérimentaux??4-226 notamment en activant NF-kB227. TNF-a permet d’augmenter la
croissance tumorale, stimuler l'angiogenése, causer des dommages a I'ADN et

augmenter le pouvoir métastatique des tumeurs?28,

Au contraire, IL-10 et TGF-B sont des cytokines anti-inflammatoires ayant par
conséquent un réle de suppresseur de tumeur. Par exemple, IL-10 inhibe NF-kB,
diminuant ainsi la production d’autres cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-q, IL-
6 et IL-12 229, Ainsi, une délétion de I'lL-10 chez la souris infectée par Helicobacter
hepaticus mene a une augmentation de I'inflammation chronique et du cancer colorectal

associé aux colites2%.
1.4.1.2.4 Quelques mécanismes supplémentaires suggerés

Un stimulus inflammatoire méne au recrutement et a I'activation d’une variété de
cellules immunitaires qui libérent une grande quantité d’espéces réactives de I’oxygéne
et du nitrogéne (RONS). Les RONS sont des radicaux rendus trés réactifs par la

présence d’électrons de valence non appariés. Lorsqu’ils sont libérés en concentration
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importante et sur une période de temps prolongée, ils peuvent mener a la

carcinogénese?31.

D’autre part, les molécules de la voie des prostaglandines (PGESs) telles que les
cyclooxygénases sont des médiateurs clés dans l'inflammation et les cancers associés a
'inflammation. L’isoforme COX-2 est responsable de 'augmentation de l'activité de la
cyclooxygénase induite par linflammation chronique. COX-2 est particulierement
surexprimé dans les cancers colorectaux?3? mais aussi dans d’autres types de cancers
et peut affecter la prolifération, le taux de mutations de ’ADN, I'angiogenése, I'apoptose

et les métastases?33.
1.4.2 La carcinogénése colorectale associée a la colite ulcéreuse

Le cancer colorectal (CRC) est le 3¢me cancer le plus commun chez ’'homme et la
femme et la 2¢me cause de mortalité liée au cancer au Canada avec une prévision estimée
de 26 900 nouveaux cas diagnostiqués et 9 700 morts en 2020. Le cancer colorectal
associé a la colite représente 1% des CRC. Le lien entre une inflammation chronique et
une tumorigénése accrue n’est plus a débattre dans les maladies inflammatoires de
I'intestin (IBDs), y compris dans la colite ulcéreuse (UC) et moindrement dans la maladie

de Crohn 234 234,235

1.4.2.1 Les spécificitéts du cancer colorectal associé aux maladies

d’inflammation de I'intestin
1.4.2.1.1 Cancer colorectal sporadique vs. cancer colorectal associé a la colite

Les tumeurs colorectales sont d’origine épithéliale et se développent suite a des
mutations séquentielles d’activation de plusieurs oncogénes et inactivation d’un ou
plusieurs génes suppresseurs de tumeur dans les voies de signalisation du geéne
adenomatous polyposis coli (APC), K-Ras, « deleted in colorectal cancer » DCC et p53
236, De plus, une étude du laboratoire et d’autres équipes ont également démontré que la

perte du géne suppresseur de tumeur Fbxw7 peut aussi étre impliguée dans la

68



carcinogénese colorectale (Annexe I). Une accumulation plutét qu’un ordre particulier
d’apparition de ces événements semble étre primordiale pour la tumorigénése colorectale
(Figure 9., bas). Elles peuvent étre d’origine héréditaire ou liées a des facteurs
environnementaux. Le cancer colorectal associé a des IBDs et le cancer colorectal
sporadique ont beaucoup de similitudes et émergent a partir de muqueuse dysplasique
précancéreuse. Les différences entre les deux cancers impliquent une augmentation du
taux de mutations, la délétion précoce de genes tel que p53 dans le cancer associé a la
colite®®, et une altération plus tardive du gene APC?3%(Figure 9., haut). De cette fagon,
2/3 des cancers sporadiques sont issus de polypes alors que les cancers associés aux

IBDs sont issus de muqueuse dysplasique aplatie?39.

K-ras

c-sre APC
Aneuploidy Microsatellite Rb and
Sialosyl-Tn  p53 instability other TSG

Normal u Indefinite u Low-grade u High-grade

epithelium_> dysplasia_> dysplasia dysplasia — 2"y UC
Normal Early Intermediate Late )
epitheliumT adenoma_f adenoma “ adenoma 7 francely Sporadic
APC K-ras DCC Microsatellite p53
DNA hypomethylation c-src  instability

Figure 9. — Une comparaison du développement en plusieurs étapes du cancer
associé aux maladies de I'inflammation de I’intestin (haut) et du cancer colorectal
sporadique (bas). Les deux types de cancers proviennent d’'un développement en
plusieurs étapes avec plusieurs mutations. La seule différence évidente est la position
dans la séquence de mutations dans les génes APC et p53. Abréviations : DCC,
« deleted in colorectal cancer »; Rb, rétinoblastome; TSG, gene suppresseur de tumeur;
UC, colite ulcéreuse. Adapté avec permission de Springer Nature : Trends in Molecular
Medecine (Rhodes JM and Campbell BJ)24° © 2002.

69



1.4.2.1.2 La barriere épithéliale intestinale dans le contrdle des infections microbiennes

La lumiere de l'intestin est habitée par ~10'* bactéries commensales avec plus de
500 espéces. Ces microbes et la lamina propria intestinale, tissu conjonctif qui tapisse la
muqueuse digestive, sont séparés par seulement une monocouche de cellules
épithéliales (c.-a-d. cryptes et villi) dont la rupture peut frequemment mener a I'invasion
des microbes et I'activation subséquente du systeme immunitaire intestinal, résultant en
des maladies inflammatoires de [lintestin. Cette monocouche est continuellement
renouvelée par des cellules souches épithéliales intestinales (IESCs) a la base de la
crypte241.242_ La diversité des fonctions de I'épithélium intestinal repose sur une grande
variété de lignées cellulaires, tels que les entérocytes, les cellules entéroendocrines, les
cellules calciformes et les cellules de Paneth. Elles vont du maintien des fonctions
digestives ou de la barriére épithéliale a I’établissement d’un lien entre le systeme central
et le systéme neuroendocrinien entérique. De plus, les cellules calciformes et les cellules
de Paneth sécrétent des mucines ou le facteur de tréfle 3 243244 ainsi que des peptides
antimicrobiens (AMPs)?45246 dans le lumen afin de renforcer la barriére biochimique et
physique entre les bactéries, la monocouche d’épithélium et les cellules immunitaires

sous-jacentes (Figure 10.).
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Figure 10. — Les cellules épithéliales intestinales (IECs) forment une barriére
physique et biochimiques qui maintient la ségrégation entre les communautés
microbiennes luminales et le systéme immunitaire mucosal. La niche de cellules
épithéliales intestinales souches (IESC), contenant des cellules épithéliales, stromales et
hématopoiétiques, contréle le renouvellement continu de la couche de cellules
épithéliales grace aux cellules souches résidentes de la crypte. Les IECs différenciées —
a I'exception des cellules de Paneth — migrent vers le haut de I'axe crypte-villus, comme
indiqué par la fleche pointillée. Les cellules calciformes et les cellules de Paneth sécrétent
du mucus et des protéines antimicrobiennes (APMs) pour promouvoir I'exclusion des
bactéries de la surface épithéliale. La trancystose et la libération luminale des IgA
sécrétoires (slgA) contribuent en outre a cette fonction de barriére. Les cellules M et les
cellules calciformes assurent la médiation du transport des antigenes luminaux et des
bactéries vivantes a travers la barriere épithéliale vers les cellules dendritiques (DC), et
les macrophages résidant dans l'intestin échantillonnent la lumiere a travers les dendrites
transépithéliales. Abréviations : TFF3, facteur de trefle 3. Adapté de Springer Nature :
Nature Reviews Immunology (Peterson LW and Artis D)?47. 2014.

Parmi les cellules immunitaires intestinales, les macrophages résidants sont
la premiére ligne de défense contre les pathogénes envahisseurs via I'expression des

PAMPs. A I'état basal, les macrophages maintiennent une homéostasie intestinale en (i)
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engloutissant les cellules apoptotiques, (ii) promouvant le développement de cellules T
régulatrices, ou (iii) en encourageant la prolifération de progéniteurs des cellules
épithéliales. Cependant dans les maladies inflammatoires de l'intestin, les macrophages
entrainent directement la progression de l'inflammation intestinale en libérant de grandes
quantités de médiateurs inflammatoires, tels que TNF-q, IL-6 ou IL-1B3. Ces cytokines,
associées a l'activation de NF-kB, STAT3 et des MAPK, contribuent a la progression de
tumeur dans le cancer colorectal. Néanmoins, une propriété importante des
macrophages est aussi leur capacité a réagir a des signaux de désactivation puissants,
tel que la cytokine immuno-modulatrice IL-10. Celle-ci représente un frein nécessaire afin
de contréler le temps et la durée de l'inflammation du colon. D’autres types de cellules
immunitaires telles que les cellules dendritiques dans l'intestin gréle et les éosinophiles
et mastocytes dans le colon sont aussi responsables d’une premiére réponse contre de

potentiels pathogenes et peuvent étre impliqués le processus tumoral intestinal.

Les cellules épithéliales (ECs) jouent aussi un réle important dans la réponse
aux pathogeénes. Elles expriment en effet aussi une série de PRRs dont les TLRs, NLRs
et RLRs?%8. Des études récentes ont montré que I'expression des TLRs et leurs protéines
associées telle que MyD88 a la membrane des cellules épithéliales aurait un rdle
pathogéne dans le modele d’inflammation chronique de colite. L’expression de certains
autres récepteurs tels que les NODs est seulement induite en cas d’inflammation menant
a I'amplification de la réponse inflammatoire en induisant la sécrétion de cytokines. Ainsi
les récepteurs exprimés a I'état basal pourraient participer a l'intégrité de la barriere
épithéliale, alors que les récepteurs surexprimés pendant l'inflammation pourraient

contribuer a la sévérité de la maladie.

1.4.2.1.3 De l'inflammation chronique au cancer colorectal associé aux maladies de

l'inflammation de l'intestin

Le risque de développer un cancer colorectal pour les patients atteints de UC
dépend grandement de I’étendue et de la durée de la maladie. La disponibilité de modeles

précliniques a permis une étude extensive des mécanismes liant l'inflammation au

72



développement de cancer dans un contexte de CAC. Le CAC peut étre induit chez la
souris par injection d’un pro-carcinogéne activé dans les entérocytes, 'azoxyméthane
(AOM). Une exposition a ’AOM suffit pour induire le cancer avec une incidence faible.
Elle peut cependant étre augmentée par 3 cycles d’exposition au dextran sulfate
sodium (DSS), un irritant qui induit une inflammation du colon par érosion de la barriere

mucosale, exposant la lamina propria aux bactéries commensales?+°.

La plupart des mécanismes a I'origine des cancers colorectaux associés aux IBDs
sont communs a de nombreux autres cancers liés a I'inflammation chronique, tels que le
stress oxydatif via les RONS?° et la voie de signalisation NF-kB220.25", Cependant,

certains mécanismes additionnels sont liés a la spécificité du tissu intestinal.

Premierement, le TNF-a a un rble central dans les IBDs?%?, ainsi, sa signalisation
représente un potentiel mécanisme pro-tumoral dans le CAC. Alors que I'activation de
TNFR1 est connue pour induire I'apoptose, TNFR2 promeut la survie cellulaire via
I'activation de NF-kB et d’autres voies de signalisation. Ainsi, I'expression de TNFR2 est
augmentée dans les cellules épithéliales intestinales suite a une exposition au DSS253.254
et la signalisation NF-kB est augmentée dans un modele AOM-DSS suite a I'activation
de TNFR2253, De plus, il a été montré que I'activation de TNFR2 dans les IECs induit une
augmentation de I'expression de kinases et cytokines responsables de la rupture des
jonctions serrées?%5. De maniére intéressante, un traitement des souris avec un anticorps

anti-TNF diminue le nombre et la taille des tumeurs induites?3.

Une autre cytokine impliquée dans la pathogénese du CAC est I'lL-6. IL-6 produit
par certaines cellules immunitaires et les cellules cancéreuses active des voies de
signalisation via son récepteur membranaire ou cytoplasmique IL-6R pour induire une
signalisation en trans. La liaison de I'lL-6 a son récepteur induit, entre autres, la
signalisation du capteur de signal et activateur de transcription 3 (STAT3) impliqué dans
la prolifération cellulaire, la survie, 'angiogenese, les métastases, 'adhésion cellulaire et
I'inflammation?%6. Des études montrent qu’un traitement avec des anticorps anti-IL6R
mais aussi sgp130Fc, une protéine bloquant spécifiguement la signalisation trans, limitent

le développement tumoral dans un modéle AOM-DSS?2'. De plus, dans le méme modele,
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I'activation d’IL-6R induit une activation de STAT3 et une augmentation de la prolifération
des cellules tumorales?23:257 révélant deux cibles thérapeutiques jouant un réle important
dans le CAC.

Troisiemement, les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les cellules Th17
(p. ex., IL-17A, IL-17F, IL-21 et IL-22) nécessaires pour la réponse immune adaptative
dans les IBDs, sont aussi impliquées dans la pathogénese du CAC. En effet, la délétion
de I'lL-23 qui contribue a la différenciation de cellules T en Th17, mene a une diminution
de l'inflammation dans un modéle de tumeur cutanée et une résistance a la progression
tumorale?%8. Plus spécifiquement, des délétions génétiques de I'lL-17A ou inhibition par
traitement aux anticorps anti-lL-17A diminuent le développement tumoral et
inflammation intestinale (c.-a-d., diminution de I'lL-6, TNF et autres cytokines) dans des
modeéles DSS seul ou AOM-DSS, respectivement?59-260, Des études similaires avec I'lL-
21 et IL-22 indiquent que les cellules Th17 induisent un microenvironnement tumoral pro-

inflammatoire qui active des signalisations promotrices de la tumorigénese.

Finalement, le microbiote intestinal contribue grandement, non seulement au
développement de colite, mais aussi au développement de la néoplasie. Dans plusieurs
modeéles murins pour les IBDs, les bactéries commensales ou certaines bactéries
spécifiques (p. ex., Helicobacter hepaticus, Escherichia coli NC101) sont requises pour
initier I'inflammation et le développement de cancer?6'-263, Ainsi les microbes peuvent
contribuer a la carcinogénése colorectale en perturbant la balance entre la flore
protectrice (tolérogéne) et la flore agressive (pro-inflammatoire, pro-tumorale) ou en
changeant le nombre, la diversité et la stabilité de bactéries commensales (dysbiose).
Certaines toxines produites par ces organismes peuvent aussi activer la voie STAT3, la
production de Th17 et la formation de tumeurs colorectales?*. Par ailleurs, les
signalisations des PRRs, plus particulierement des TLRs, responsables de la réponse
antimicrobienne jouent un role complexe dans l'inflammation intestinale. Il a été proposé
que pendant les stades précoces de la colite, les PRRs promeuvent l'inflammation,

cependant ils peuvent aussi la réprimer et promouvoir la cicatrisation?65. Globalement,
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TLR4 promeut la tumorigénése colorectale dans le modéle AOM-DSS via la production
de RONS?2¢8,

1.4.2.2 Thérapies actuelles contre le cancer colorectal associé a la colite

ulcéreuse

Les patients atteints de IBDs ont un risque accru de développer des cancers
colorectaux associés a la colite. Ce risque est directement proportionnel a 'ampleur et
la durée de l'inflammation médiée par la présence de cellules immunitaires (p. ex.
neutrophiles, fibroblastes, DCs, macrophages et cellules T) qui sont capables de sécréter
de nombreux médiateurs solubles dont certaines cytokines?23267-269 | g pertinence
fonctionnelle de ces cytokines sur le CAC a été vérifiée par des traitements aux anticorps
(p. ex. anti-TNF?70, IL-6R?23, IL-21) ou inhibiteurs (p. ex., gp130Fc pour IL-6R, IL-22)
des cytokines et leurs récepteurs dans des modeles expérimentaux murins. Cependant,
malgré l'utilisation d’anticorps anti-TNF (p. ex., Infliximab, adalimumab, certolizumab et
golimumab) et des essais cliniques en cours pour traiter les IBDs, ils ne sont pas encore
considérés pour le traitement de CAC et des études cliniques seront nécessaires pour

vérifier leur potentiel chez ces patients.
1.4.3 Conclusion

Il existe une relation étroite entre I'inflammation de l'intestin et la néoplasie. Alors
que des évidences claires montrent un lien entre I'inflammation chronique et le cancer
colorectal, les mécanismes cellulaires et microbiens restent a étre clarifiés. Les évidences
expérimentales indiquent que les systemes de 'immunité innée et adaptative ont chacun

un réle a jouer et que la flore bactérienne y contribue aussi.
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1.5 Obijectifs

D’aprés les connaissances antérieures a cette thése, il n’était pas entierement clair
si IL-17RD est un véritable suppresseur de tumeur ou si ses fonctions physiologiques
alternatives lui conferent un réle d’oncogéne in vivo. En effet, dans ce contexte de

carcinogénese, aucun modéle murin n’a été utilisé pour répondre a cette interrogation.

De plus, I'étude de son rble dans linflammation est menée de maniere
completement indépendante de son réle pro- ou anti-tumoral alors qu’il est maintenant
admis que linflammation joue un réle essentiel dans la tumorigénése. D’aprés le rble
connu et controversé d’lIL-17RD dans l'inflammation, observé in vitro et dans certaines
conditions in vivo et le réle de linflammation dans la tumorigénése, il parait aussi
intéressant de s’interroger sur la place d’IL-17RD dans les cancers associés a de
inflammation chronique. Notamment dans les cancers colorectaux puisque (i) les IBDs
sont particulierement a risque pour le développement de cancers et (ii) IL-17RD est

potentiellement impliqué dans certains cancers colorectaux'03.109,

Finalement, son réle dans l'inflammation se restreint-il a la régulation de la voie IL-
17 et de certaines voies des TLRs? Certaines évidences nous ont poussé a investiguer
son rble dans la réponse antivirale induite par les récepteurs cytoplasmiques (introduits

plus en détails dans le Chapitre 3).
1.5.1 Objectif général

L’objectif général de cette thése était de déterminer le réle d’IL-17RD dans le

cancer.
1.5.2 Objectifs spécifiques

Objectif 1 : Evaluer le réle suppresseur de tumeur d’IL-17RD in vivo grace a un modéle

de vieillissement a 'origine de tumorigénéese spontanée (Chapitre 2)

Obijectif 2 : Evaluer le réle suppresseur de tumeur d’IL-17RD dans un modéle de cancer

colorectal associé a la colite ulcéreuse (Chapitre 2)
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Objectif 3 : Evaluer le réle d’IL-17RD dans la réponse immunitaire innée antivirale
(Chapitre 3 et 4)
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2.1 Mise en contexte

A l'aube de la publication de cet article, il n’est pas entiérement clair si IL-17RD
est un véritable géne suppresseur de tumeur in vivo. Premiérement, certaines études font
part d’un réle inhibiteur d’IL-17RD dans certaines voies mitogéniques, lui conférant un
potentiel réle de géne suppresseur de tumeur in vitro, en inhibant des processus clés liés
a la tumorigénése tels que la prolifération, la survie, la migration et I'invasion. Cependant,
quelques autres études lui suggerent un réle oncogénique. Cette controverse a
notamment été observée dans plusieurs formes de cancers colorectaux. Deuxiémement,
un réle controversé d’IL-17RD est également rapporté dans I'induction de I'inflammation.
De maniere intéressante, I'inflammation peut aussi étre impliquée dans le processus de
tumorigénése, illustré notamment par le cancer colorectal associé aux IBDs. Ces
observations soulévent la question fondamentale : quel réle joue IL-17RD dans la
tumorigénése in vivo, notamment dans le cancer colorectal associé a I'inflammation? De
maniére surprenante, aucun modele murin n'a été utilisé dans un contexte de

carcinogénese pour étudier IL-17RD.

Cet article représente la toute premiere investigation du réle d’'IL-17RD dans la
carcinogéneése in vivo grace a deux modeles murins distincts. Les résultats de ces études
convergent vers un méme rOle de géne suppresseur de tumeur dans des contextes de,
(i) carcinogénése spontanée dans un modéle de vieillissement et, (ii) carcinogénese
colorectale associée a l'inflammation. Grace a une analyse de séquencage d’ARN sur
les tumeurs induites dans notre deuxieme modeéle, nous avons été capables d’identifier
plusieurs éléments nous permettant de proposer une hypothése mécanistique générale

axée sur une inflammation exacerbée suite a la perte d’IL-17RD.

Les deux modeles de cette étude comprennent cependant certaines limites quant
a leur utilisation pour la détermination d’'un mécanisme précis. Ces limites seront
abordées dans la discussion (Chapitre 5), avec plusieurs expériences supplémentaires

a l'appui.
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2.3 Abstract

Interleukin-17 receptor D (IL-17RD), also known as Similar expression to FGF genes
(SEF), is proposed to act as a signaling hub that negatively regulates mitogenic signaling
pathways, like the ERK1/2 MAP kinase pathway, and innate immune signaling. The
expression of IL-17RD is down-regulated in certain solid tumors, which has led to the
hypothesis that it may exert tumor suppressor functions. However, the role of IL-17RD in
tumor biology remains to be studied in vivo. Here, we show that genetic disruption of
I117rd leads to increased formation of spontaneous tumors in multiple tissues of aging
mice. Loss of IL-17RD also promotes tumor development in a model of colitis-associated
colorectal cancer, associated with an exacerbated inflammatory response. Colon tumors
from IL-17RD-deficient mice are characterized by a strong enrichment in inflammation-
related gene signatures, elevated expression of pro-inflammatory tumorigenic cytokines
such as IL-17A and IL-6, and increased STAT3 tyrosine phosphorylation. We further show
that RNAI depletion of IL-17RD enhances Toll-like receptor and IL-17A signaling in colon
adenocarcinoma cells. No change in the proliferation of normal or tumor intestinal
epithelial cells was observed upon genetic inactivation of IL-17RD. Our findings establish
IL-17RD as a tumor suppressor in mice and suggest that the protein exerts its function

mainly by limiting the extent and duration of inflammation.
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2.4 Introduction

Cytokines of the interleukin-17 (IL-17) family, which consist of IL-17A, IL-17B, IL-
17C, IL-17D, IL-17E/IL-25, and IL-17F, play a central role in host defense and
inflammatory disorders'. The best characterized members of this family are IL-17A and
IL-17F, which are signature cytokines of T helper 17 (Th17) cells and are also produced
by additional innate immune cells in peripheral tissues'2. IL-17A/F orchestrate protection
against bacterial and fungal infections at mucosal and epithelial surfaces, but also
contribute to the development and chronicity of inflammatory disorders, such as psoriasis
and inflammatory arthritis'3. Antibodies targeting IL-17A have been approved for the
treatment of these clinical conditions. Notably, accumulating evidence implicates IL-17A
in the initiation and progression of chronic inflammation-associated cancers, especially
colitis-associated cancer®®. In support of this idea, treatment with IL-17A-neutralizing

antibody reduces tumor growth in mouse models of colorectal cancer”.

IL-17 cytokines signal through members of the IL-17 receptor family, which
comprises the five subunits IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD and IL-17RES. IL-17RD,
which is also known as Similar expression to FGF genes (SEF), was considered an
orphan receptor with no known ligand, but recent evidence suggests that it can act as an
alternative receptor for IL-17A in the skin®. It was first identified in zebrafish as a feedback
inhibitor of fibroblast growth factor (FGF)-stimulated mitogen-activated protein kinase
(MAPK) signaling'®'!. Subsequent studies in mammalian cells confirmed the antagonistic
role of IL-17RD on activation of ERK1/2 MAPK by FGF receptors, but also by other
receptor tyrosine kinases'?. The precise mechanism of inhibition of the MAPK pathway
remains unclear, as different studies have proposed that IL-17RD acts at the level of the
receptor'®3, Ras'#, or MEK1/2 11.1516_ Conversely, other studies have reported that IL-
17RD can potentiate ERK1/2 MAPK signaling in specific cellular contexts'”-18. On the
other hand, IL-17RD was also shown to negatively regulate pro-inflammatory cytokine
and Toll-like receptor (TLR)-dependent NF-kB and interferon regulatory factor (IRF)
signaling pathways, resulting in attenuation of inflammatory gene expression?®20,

Conflicting studies also reported a regulatory role of IL-17RD in modulating IL-17A
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signaling®2122, Thus, IL-17RD behaves as a signaling hub that integrates mitogenic and
innate immune signaling pathways. However, the pathophysiological impact of IL-17RD
expression and the relative importance of IL-17RD-modulated signaling events remain

largely unexplored.

Consistent with its role in negatively regulating receptor tyrosine kinase signaling,
overexpression of IL-17RD was found to inhibit the proliferation of multiple cancer cell
lines in vitro and to reduce tumor growth in mouse xenograft models'2.16.2324 Analysis of
clinical samples also revealed that IL-17RD mRNA and protein levels are downregulated
in a variety of human cancers?325.26, These observations led to the hypothesis of IL-17RD
being a potential tumor suppressor. However, the role of IL-17RD in tumor biology

remains to be studied in vivo.

In this study, we show that deficiency of IL-17RD leads to increased formation of
spontaneous tumors in aging mice. Loss of IL-17RD function also promotes intestinal
tumor development in a model of colitis-associated colorectal cancer, associated with a
strong inflammatory response and increased TLR and IL-17 signaling. Our findings

establish IL-17RD as a tumor suppressor that limits chronic inflammation in mice.
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2.5 Results

2.5.1 II17rd is a tumor suppressor gene in mice

Little is known about the physiological roles of IL-17RD and its putative
involvement in disease. Comprehensive analysis of IL-17RD mRNA expression in a large
panel of normal cell types and tissues from the Human Protein Atlas database show that
the gene is ubiquitously expressed in human tissues, with the notable exception of
immune cells (Fig. S1A). To directly address whether IL-17RD can suppress tumor
development in normal aging mice, we analyzed a large cohort of wild type, //17rd*"
heterozygous and //17rd”- homozygous null mice for the development of spontaneous
malignancies. //17rd mutant mice did not show any obvious phenotype or health issue
through adulthood (Fig. 1A). A survival rate of 90% was observed for wild type mice over
24 months, in accordance with the normal survival data of C56BL/6J mice
(https://www.jax.org). However, we observed that loss of one or two alleles of //17rd
compromised health span, resulting in survival rates of 63% and 72%, respectively, at 24
months (Fig. 1B). Whole body necropsy analysis revealed an increased incidence of
tumor lesions in Il17rd*~ (25%) and II17rd” (30.5%) mutant mice as compared to wild type
mice (7.7%), suggesting an haploinsufficient role of IL17-RD in tumor suppression (Fig.
1C). Tumors were also observed in a small cohort (n=5) of 18-month-old //717rd*- and
I117rd”- mice, but not in younger mice, indicating that tumors develop with a long latency
(Fig. S1B).

Detailed histological analysis showed that tumors mainly form in the lung, female
reproductive organs, lymphoid organs and gastrointestinal system (Fig. 1D, E). We also
noticed that some //17rd*- and Il17rd”- mice developed multiple tumor lesions (Fig. 1E).
Overall, we identified 7 different tumor histological types amongst the 29 tumors
evaluated, with a high proportion of adenocarcinomas (Fig. 1F). The broad range of tumor
sites is consistent with the ubiquitous expression profile of the human IL-17RD gene (Fig.
S1A). We further confirmed that IL-17RD mRNA is also expressed in multiple mouse

tissues with the highest expression detected in the lung, in agreement with the high
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frequency of tumors in this organ (Fig. S1C). Analysis of lymphoid organs showed that
the proportion of CD4+* and CD8+* T cells, activated T cells, B cells,
monocyte/macrophages/neutrophils is similar in wild type and //17rd” adult mice,
suggesting that loss of IL-17RD does not affect immune cell differentiation (Fig. S1D). We
conclude from these observations that IL-17RD is a bona fide tumor suppressor in vivo

whose action is not restricted to a specific tissue.
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Figure 1. — IL-17RD suppresses spontaneous tumor formation in aging mice. (A)
Relative mRNA expression levels of //17rd from intestinal tissue of wild type (WT), II17rd*"
heterozygous and //17rd”" null mice as determined by qPCR. Data are expressed as mean
+ SEM (n = 3). **p < 0.01. Right, photograph of adult WT and //17rd” mice. (B) Overall
survival of WT, Il17rd*- and II17rd”- mice (n = 36 per group). Statistical significance was
calculated using the log-rank test. (C) Incidence of spontaneous tumors in WT (n = 39),
117rd*- (n = 40) and /l17rd” (n = 36) mice at sacrifice. (D) Representative
photomicrographs of H&E-stained tumors. Scale bar, 100 um. (E) Schematic
representation of tumor localization. Male and female mice are represented by blue and
pink pentagons, respectively. (F) Summary of the different tumor lesions diagnosed in
WT, Il17rd*- and Il17rd” mice.
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25.2Loss of IL-17RD promotes colitis-associated colorectal

tumorigenesis

Given the proposed role of IL-17RD as a regulator of both mitogenic and
inflammation signaling, we sought to further explore the tumor suppressor function of the
protein in colitis-associated carcinogenesis, which is associated with dysregulated
mitogenic signaling and chronic inflammation. To this end, we used the well-established
mouse model of colitis-associated colon cancer combining the carcinogen azoxymethane
(AOM) with dextran sulfate sodium (DSS)?”. Cohorts of age-matched wild type and //17rd"
” mice were injected with a single dose of AOM at 12 weeks, followed by a one-week
cycle of 2% DSS to induce gut inflammation (Fig. 2A). Animals were sacrificed 12 weeks
post-treatment. IL-17RD-deficient mice did not fully recover from the weight loss induced
by DSS treatment and had higher mortality when compared to wild type control mice (Fig.
2B, C). Colons of surviving mice were harvested and analyzed for tumor burden. //17rd”
mice developed more than twice as many tumors as wild type controls, and these tumors
had a greater average size (Fig. 2D, E). Most of the tumors were adenocarcinomas and
there was no difference in tumor grade between the two groups (Fig. 2F). IHC analysis of
cell proliferation, apoptosis and angiogenesis did not reveal any significant difference
between tumors from wild type or //17rd” mice (Fig. S2). Notably, macroscopic analysis
of colonic tissues showed a marked increase of intestinal inflammation in //77rd” mice,
as evidenced by colon shortening and by a colitis score based on body weight, stool
consistency and rectal bleeding (Fig. 2G, H). These results further demonstrate the tumor
suppressor role of IL-17RD in a colitis-associated colon cancer model. The observation
that //17rd”- mice display an exaggerated intestinal inflammatory response suggests a
possible contribution of inflammation signaling pathways in promoting tumor development

in these mice.
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Figure 2. — Loss of IL-17RD promotes colitis-associated colorectal tumorigenesis.
(A) Schematic diagram of the AOM-DSS colitis-associated colorectal carcinogenesis
study. (B) Relative body weight of WT and //17rd”- mice during AOM-DSS protocol. Data
are means + SEM (n = 9). *p < 0.05. (C) Overall survival of WT and //17rd”- mice during
AOM-DSS study (n = 15 per group). Statistical significance was calculated using the log-
rank test. (D) Representative images of colon tumors and quantification of tumor lesions.
Data are means + SEM (n = 9). **p < 0.01. Scale bar, 10 mm. (E) Distribution of colon
tumors according to their size. (F) Representative photomicrographs of H&E-stained
tumors from WT and //17rd”- mice. (G) Colon length. Data are means + SEM (n = 9). *p <
0.05. (H) Macroscopic colitis score (body weight, stool consistency and rectal bleeding)
of mice as an index of disease severity. **p < 0.01.
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2.5.3 IL-17RD deficiency does not affect normal or transformed

intestinal cells proliferation

To determine if //117rd disruption elicits early pre-neoplastic changes in the
intestine, we examined the morphology and proliferation state of the intestinal epithelium.
Histological analysis of //17rd” colons from 6-week old mice did not reveal any apparent
phenotypical alteration (Fig. 3A). The length of the colonic crypts was comparable
between wild type and mutant mice. We also failed to detect any change in the number
of Ki67-positive and phospho-ERK1/2-positive cells in the two groups (Fig. 3A). To further
assess the cell-autonomous role of IL-17RD in regulating intestinal cell proliferation, we
generated 3D organoid cultures from the intestinal crypts of wild type and //17rd” mice.
Intestinal and colonic organoids from IL-17RD-deficient mice developed normally, with
crypt-like protrusion branching and cellular proliferation comparable to control organoids
(Fig. 3B-D). These findings indicate that loss of IL-17RD has no significant impact on the

homeostatic development and proliferation of the intestinal epithelium in young mice.

We also evaluated the impact of IL-17RD expression on the proliferation of
transformed intestinal epithelial cells. Depletion of IL-17RD with SmartPool siRNAs did
not affect the proliferation rate or activating phosphorylation of ERK1/2 MAPK in human
colorectal carcinoma HCT116 cells (Fig. 3E, F). In the murine colon adenocarcinoma cell
line MC-38, knockdown of IL-17RD slightly reduced cell proliferation (Fig. 3G). Together,
our results indicate that IL-17RD deficiency alone does not affect normal or transformed

intestinal cells proliferation.
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Figure 3. — IL-17RD has no cell-autonomous effect on intestinal cell proliferation.
(A) Representative photomicrographs of colon sections from 6-week old mice stained with
H&E, Ki67 and phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2) antibody. The intensity of p-ERK1/2 staining
and the percentage of Ki-67-positive cells was quantified using the Visiomorph software.
Scale bar, 100 um. (B) Images of intestinal organoids derived from WT and //17rd” mice
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grown in 3D culture. Right, distribution of crypt-like protrusions in organoids. Scale bar,
200 um. (C) Representative EdU staining of protrusion cells from intestinal organoids.
Right, quantification of EdU-positive cells. Bar represents the mean value + SEM. Scale
bar, 50 um. (D) Relative diameter of colonoids. Bar represents the mean value + SEM.
(E) Cell proliferation assay of HCT 116 cells transfected with SmartPool scrambled or IL-
17RD siRNAs. Values are expressed as fold increase and represent the mean + SD of 3
replicates. Depletion of IL-17RD was confirmed by gPCR analysis of mRNA expression
(right panel). (F) Cell lysates were analyzed by immunoblotting with phospho-specific and
total ERK1/2 antibodies. (G) Cell proliferation assay of MC-38 cells transfected with
SmartPool scrambled or IL-17RD siRNAs. All the experiments were repeated at least
three times.
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2.5.4 Loss of IL-17RD exacerbates inflammatory responses in colitis-

associated colorectal cancer

To investigate the mechanisms underlying the increased -colitis-associated
colorectal tumorigenesis in IL-17RD-deficient mice, we analyzed the transcriptomes of
micro-dissected colon tumors by RNA sequencing. We identified a total of 155 genes that
are differentially expressed (p adj < 0.05; LogzFoldchange > 1) in tumors from wild type
and /I17rd” mice subjected to AOM-DSS (Fig. 4A). By GSEA, we identified 18 gene sets
significantly enriched (FDR < 0.25) in genes upregulated in //17rd” tumors, including 9
gene sets related to inflammatory responses (Fig. S3A). Specifically, the two gene sets
with the highest enrichment scores in IL-17RD-deficient tumors were genes expressed in
response to bacterium and biotic stimuli (Fig. 4B). Gene Ontology (GO) enrichment
analysis identified 11 inflammation related groups of genes among the top 17 most
significant (p < 0.05) enrichment terms associated to Biological Process (Fig. 4C).
Additional bioinformatics analyses by IPA and Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) pathway analysis confirmed the strong enrichment in genes
associated with inflammation cellular pathways in tumors from //17rd”- mice (Fig. S3B).
No gene signature associated with cell proliferation or the cell division cycle were found
to be significantly enriched in //17rd” tumors, consistent with the lack of impact of IL-
17RD on intestinal tumor cell proliferation. We validated by qPCR that expression of
several of the pro-inflammatory cytokines and chemokines found in these gene signatures
was up-regulated in colorectal tumors of //17rd” mice (Fig. 4D). Importantly, we also
measured an increase in the circulating levels of these cytokines in //17rd” mice at the
end of the AOM-DSS protocol (Fig. 4E). In agreement with the increased expression of
pro-inflammatory cytokines, we observed an enhanced tyrosine phosphorylation of
STAT3 in ll117rd” tumors (Fig. 4F).

We wanted to investigate if there were signs of chronic inflammation in our
longitudinal study of aging //717rd”~ mice. Interestingly, we observed that expression of
pro-inflammatory cytokine genes such as /I1b, 116, Tnf and Tgfb1 is up-regulated in the

intestinal tissue of //717rd”- mice at 18 months and, more significantly, at 24 months of age
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(Fig. S4). Collectively, our results suggest a major role of inflammation in the promotion
of tumorigenesis induced by IL-17RD deficiency in colitis-associated colorectal cancer

and, possibly, other age-related cancers.
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Figure 4. — Loss of IL-17RD exacerbates the inflammatory reaction in colitis-
associated colorectal cancer. (A) Volcano plot displaying differentially expressed genes
in colorectal tumors from WT and /l17rd” mice following AOM-DSS treatment.
Significantly downregulated and upregulated genes (fold change (FC) = 1 with p adj <
0.05) are represented as blue and red dots, respectively. (B) GSEA of the two gene
signatures with the highest enrichment score in //17rd” tumors. (C) GO enrichment
analysis of differentially expressed genes showing the top 17 biological processes (BP)
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enriched in ll117rd” tumors (p < 0.05). (D) Relative expression of cytokines and
chemokines mRNA levels in WT and //17rd” tumors was measured by qPCR. Data are
means + SEM (n = 10). *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001. (E) Circulating cytokine and
chemokine protein levels were measured by ELISA. Data are means £+ SEM (n =5). *p <
0.05. (F) Representative photomicrographs of colon tumors from WT and //17rd”- mice
stained with phospho-STAT3(Y705) (p-STAT3) antibody. Right, quantification of p-
STAT3-positive cells using Visiomorph software (n = 5).
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2.5.5 IL-17RD restrains DSS-induced colonic inflammation

The above observations prompted us to evaluate the impact of IL-17RD expression
on DSS-induced colonic inflammation, which is critical for tumor promotion in the two-step
AOM-DSS cancer model. For these experiments, mice were exposed to 2% DSS for 6
days and analyzed after 3 or 12 days of recovery. No difference in inflammation indicators,
such as colon length or spleen weight, was observed at day 9 (Fig. 5A, B). However, at
day 18, //17rd” mice exhibited slightly smaller colons and significantly larger spleens, as
well as an increased colitis score, indicative of enhanced inflammation and intestinal
damage (Fig. 5A-C). Histological analysis confirmed the more severe inflammation in
I117rd” colons, evidenced by areas of inflammatory cell infiltration, ulceration and crypt
damage (Fig. 5D). We also found that expression of //6 and //17a genes is up-regulated

in the colons of DSS-treated //717rd”- mice as compared to wild type mice (Fig. 5E).

Interestingly, we also observed a reproducible and significant downregulation of
IL-17RD mRNA expression in DSS-treated wild type mice at day 9 and day 18, suggesting
a positive feedback loop potentially aggravating the inflammatory response (Fig. 5F).

These results further support the role of IL-17RD as a suppressor of inflammation.
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Figure 5. — IL-17RD expression restricts DSS-induced intestinal inflammation. (A)
Measurement of colon length. Bar represents the mean value (n =5). **p <0.01. (B) Ratio
of spleen weight to body weight. Bar represents the mean value (n = 5). **p < 0.01. (C)
Macroscopic colitis score (n = 5). (D) Representative photomicrographs of H&E-stained
colon sections 18 days after DSS treatment. Scale bar, 200 um. (E) Relative expression
of IL-6 and IL-17A mRNA levels in intestinal tissue of WT and //17rd’- mice after DSS
treatment. Bar represents the mean value + SEM (n = 5). *p < 0.05. (F) Relative
expression of IL-177RD mRNA levels in intestinal tissue of WT mice following DSS
treatment. Data are means + SEM (n = 5). ****p < 0.0001.
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2.5.6 Down-regulation of IL-17RD increases TLR and IL-17 signaling in

colorectal cancer cells

Every gene set enrichment and pathway analysis performed (GSEA, GO term, IPA
and KEGG) has documented the significant up-regulation of genes associated with TLR
signaling, such as response to bacteria, response to lipopolysaccharide or Toll-like
signaling pathway, in //17rd” colon tumors (Fig. 4B,C; S3B and S5A). An enrichment in
IL-17 canonical signaling pathway was also revealed by IPA in these tumors (Fig. S5B).
These findings are in agreement with two previous studies reporting an inhibitory role of
IL-17RD expression on TLR signaling in macrophages and on IL-17A signaling in HelLa
cells?922, To assess the role of IL-17RD on TLR and IL-17A signaling in the context of
colorectal carcinogenesis, MC-38 cells were depleted of IL-17RD by siRNAs, and then
stimulated with either LPS or IL-17A. Silencing of IL-17RD expression resulted in
augmented expression of the NF-kB responsive genes /l6 and Cxcl2 upon LPS
stimulation of MC-38 cells (Fig. 6A). Similarly, depletion of IL-17RD potentiated the
induction of a panel of IL-17 responsive genes in response to IL-17A (Fig. 6B). The IL-
17A-induced /I6 gene expression was associated with a significant increase in IL-6 protein
secretion in MC-38 cells (Fig. 6C). These results are consistent with an inhibitory role of

[I-17RD on TLR and IL-17A signaling in colorectal cancer epithelial cells.
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Figure 6. — Down-regulation of IL-17RD increases TLR and IL-17 signaling in
colorectal cancer cells. (A) MC-38 cells were transfected with control or //17rd pooled
siRNAs, and then stimulated or not with LPS (100 ng/ml) for 6 h. Expression of NF-kB
gene targets was monitored by qPCR. Data are means = SD (n = 3). (B) Same as in A
except that cells were stimulated with IL-17A (100 ng/ml) for 6 h. *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001. (C) MC-38 cells were stimulated with IL-17A for the indicated times.
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*

Secreted IL-6 protein levels were measured by ELISA. Data are means + SD (n = 3).
<0.05, *"p < 0.01.
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2.6 Discussion

IL-17RD or SEF was originally identified as a feedback inhibitor of receptor tyrosine
kinase-mediated ERK1/2 MAPK signaling in zebrafish and mammalian cells'0:11.13.16,
Interestingly, analysis of tumor samples revealed that IL-17RD expression is down-
regulated in a subset of human cancers, leading to the hypothesis that IL-17RD may exert
tumor suppressor properties’22325.2628  Yet, the impact of IL-17RD deficiency on
tumorigenesis in vivo has not been addressed. Here, we show that IL-17RD suppresses
the development of spontaneous tumors in aging mice and the formation of colorectal
tumors in a model of inflammation-associated carcinogenesis. Our study identifies I/17rd

as a bona fide tumor suppressor in mice.

Despite the abundant literature on the role of IL-17RD as a negative regulator of
mitogenic signaling and cell proliferation, we did not find evidence for a major role of IL-
17RD in regulating the proliferation of colorectal epithelial cells. No change in proliferation
was observed upon genetic inactivation of IL-17RD gene in the colonic epithelium of
young mice, in AOM-DSS-induced colorectal tumors, or in human and mouse colorectal
cancer cell lines. Moreover, we failed to observe any enrichment in cell division gene
signatures in the transcriptome of colonic tumors from I/17rd”- mice. Among possible
explanations for these apparently discrepant results are differences in phenotype
conferred by gain-of-function and loss-of-function genetic perturbations, compensatory
mechanisms leading to rewiring of mitogenic signaling pathways, and cell type- and/or

context-specific role of IL-17RD.

There is now ample evidence for a critical role of chronic inflammation in the
etiology of many cancers?®30. This association is particularly notable in gastrointestinal
cancers as epithelial cells are constantly exposed to irritants and pro-inflammatory factors
from the gut microbiome?3!. Patients with inflammatory bowel diseases, such as Crohn’s
disease and ulcerative colitis, have an increased risk of developing colorectal cancer,
which accounts for up to 10-15% of all-cause mortality®?. Chronic gastrointestinal
inflammation promotes cancer progression by increasing the production of pro-

tumorigenic cytokines, mainly TNFa, IL-1, IL-6 and IL-17A, which activate NF-kB and
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STATS signaling pathways3334, Of note, previous studies have reported that IL-17RD
negatively regulates TLR and IL-17A signaling in certain cell types, restraining the
activation of NF-kB and IRF3 and the expression of inflammatory genes'°20-34, Consistent
with these findings, we found that down-regulation of IL-17RD enhances the stimulation
of cytokine and chemokine gene expression by LPS or IL-17A in colon adenocarcinoma
epithelial cells. Most importantly, we showed that inactivation of IL-17RD markedly
exacerbates the inflammatory response in AOM-DSS-induced colorectal tumors,
illustrated by a strong enrichment in inflammation-related gene signatures, elevated
expression of pro-inflammatory cytokines, and a slight increase in STAT3 tyrosine
phosphorylation. Similarly, ablation of //17rd resulted in the increased expression of //6
and Il17a genes in the intestinal tissue of mice treated with 1 cycle of DSS alone. We
conclude from these results that IL-17RD acts as a negative regulator of inflammation
signaling pathways in intestinal epithelial cells to self-limit the inflammatory response. The
low or undetectable expression of IL-17RD mRNA in immune cells and the lack of
phenotypic consequences of //17rd deficiency on major immune cell subsets argues
against a cell-autonomous role of the receptor in the development and/or expansion of

immune cells.

IL-6 and IL-17A play a multifaceted and causative role in the promotion and
progression of colitis-associated colorectal cancer®3435, Genetic or pharmacological
inhibition of IL-6 or IL-17A inhibits tumor growth and metastasis in mouse models of
colorectal cancer. Higher levels of serum IL-6 and IL-17A are found in colorectal cancer
patients and are associated with a poor outcome. Given the key role of these as well as
other pro-inflammatory cytokines in cancer, it is tempting to speculate that the main
mechanism by which IL-17RD suppresses tumorigenesis is by limiting the magnitude and
duration of inflammation. This idea is further substantiated by our observation that aging
II17rd”- mice develop spontaneous tumors in association with a state of chronic

inflammation.

In addition to the lack of knowledge on the pathophysiological roles of IL-17RD,

the regulation of the receptor also remains understudied. Interestingly, we observed that
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treatment with DSS induces a rapid and marked down-regulation of //17rd gene
expression, which is already detectable at day 9 after initiation of the DSS challenge and
sustained for at least 18 days. This suggests that activation of innate immune signaling
pathways and local expression of inflammatory mediators in intestinal epithelial cells
represses Il17rd gene transcription, thereby establishing a positive feedback loop that
further exacerbates inflammation and creates a tumor microenvironment conducive for
tumor progression. Notably, we previously reported that expression of oncogenic Ras
downregulates the level of 1I-17RD in intestinal epithelial cells'®. These observations
suggest that early oncogenic events and pro-inflammatory cytokines can act individually
or cooperatively to down-regulate IL-17RD and accelerate tumor progression.
Intriguingly, down-regulation of /L17RD was not observed in a small cohort of ulcerative
colitis patients3®. Interrogation of the TCGA and GTEx databases revealed that
expression of IL-17RD mRNA is lower in colon adenocarcinomas as compared to normal
adjacent tissue and normal intestinal mucosa (Fig. 7A-B). Specifically, IL17RD is
significantly down-regulated in the microsatellite instability (MSI) subgroup of colorectal
cancer patients. It is noteworthy that IL-6 can induce microsatellite instability in colorectal
cancer epithelial cells, linking inflammation with genomic instability3*. The clinical
significance of IL17-RD in inflammation-associated human cancers warrants further

investigation.
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Figure 7.— IL17RD gene expression is down-regulated in human colorectal
cancer. (A) Expression of IL17RD in colon adenocarcinoma (COAD) compared to
matched TCGA normal tissue and GTEx normal colon tissue. (B) Expression of IL17RD
in colon adenocarcinoma subtypes compared to matched TCGA normal tissue and GTEx

normal colon tissue.

129



2.7 Methods

2.7.1 Reagents and antibodies

Azoxymethane (AOM; catalog # A5486) was purchased from Sigma-Aldrich.
Dextran sulfate sodium (DSS; catalog # DB001) with molecular weight 40 kDa was from
TdB labs, lipopolysaccharide (LPS) from InvivoGen (catalog # tlrl-pekips), and mouse
recombinant 1I-17A from R&D Systems (catalog # 7956-ML/CF). Commercial antibodies
were obtained from the following suppliers and used at the indicated concentrations.
Antibodies for immunoblotting: phospho-ERK1/2(Thr202/Tyr204) (1/2,000; #4370) and
ERK1/2 (1/1,000; #4695) from Cell signaling Technology, and HSC70 (1/2,000; sc-7298)
from Santa Cruz Biotechnology. Antibodies for immunochemistry (IHC): Ki67 (1/100;
#CRMB325A), cleaved caspase-3 (1/100; #CP229B) and CD31 (1/50; #CM303A) from
Biocare Medical, phospho-ERK1/2(Thr202/Tyr204) (1/400; #4370) and phospho-
STAT3(Y705) (1/150; #9131) from Cell signaling Technology.

2.7.2 Mice

I117rd mutant mouse has been described?”. The mice were backcrossed for more
than 10 generations to the C57BL/6J genetic background to establish a congenic strain.
All mice were bred under standard conditions at the Institute for Research in Immunology
and Cancer. The mice were housed under specific pathogen-free conditions in filter-

topped isolator cages under a 12/12 hour light/dark cycle with access to food and water

ad libitum. Animals were handled in strict accordance with good animal practice as
defined by the relevant local animal welfare agencies, and all experiments were approved
by the Canadian Council on Animal Care (CCAC).

For the longitudinal study of aging mice, male and female animals were sacrificed
at the indicated time points. Body weight was recorded, and a complete necropsy was
performed at the time of sacrifice. Tissues from different organs were harvested for further

protein expression, mBRNA expression and IHC analysis.
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2.7.3 AOM-DSS model of colitis-associated colorectal tumorigenesis

and DSS model of colitis

Female and male mice were used at 12 weeks of age. Mice were injected
intraperitoneally with 10 mg of AOM per kg body weight, according to previously
established protocols?’. After 14 days, 2% DSS was administered in the drinking water
for 7 days, followed by regular water until sacrifice 84 days after AOM injection. Body
weight was recorded during the AOM-DSS protocol. At the time of sacrifice, the entire
colon was excised, flushed with PBS, and the length measured using a digital caliper.
The colon was cut longitudinally, and tumor burden was assessed by measuring the
number and size of macroscopic tumors with a caliper. The colon was then fixed and
processed for histopathological analysis. A colitis score was calculated based on weight
loss, stool consistency and rectal bleeding. Scores for weight loss were assigned as
follow: O=loss of 0-1% of body weight, 1=loss of 1-5% of body weight, 2=loss of 5-10% of
body weight, 3=loss of 10-20% of body weight, 4=loss of >20% of body weight. Scores
for stool consistency were: O=normal, 2=loose, 4=diarrhea. Scores for bleeding were: 0=

no bleeding, 1= hemo positive, 4=bleeding anus.

For short-term DSS-induced colitis study, 8-12 week-old female mice were
administered 2% DSS for 6 days in drinking water and sacrificed at the indicated time

points. Body weight, spleen weight and colitis score were determined as described above.
2.7.4 Histology and IHC

Organs were fixed for at least 24 h in 10% formalin, processed and embedded in
paraffin by standard techniques. Paraffin-embedded sections of 4 um were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) and examined by a pathologist blinded to the experimental
groups for tumor identification (longitudinal aging cohort), tumor grade, epithelial damage
and inflammation (AOM-DSS and DSS protocols).

IHC staining was carried out on paraffin-embedded formalin-fixed samples using

the automated Bond RX staining platform (Leica Biosystems). Tissue sections were
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deparaffinised in xylene and hydrated in serial alcohol solutions. Antigen recovery was
performed by heat-induced epitope retrieval using BOND Epitope Retrieval Solution 1 or
2 (Leica Biosystems). The slides were incubated with 150 pL of primary antibody for 30
min at room temperature. Bound antibodies were detected using the corresponding
secondary biotin-conjugated secondary antibody (Jackson ImmunoResearch) with either
Bond Polymer DAB Refine kit (#DS9800, Leica Biosystems) or Bond Intense R Detection
System (#DS9263, Leica Biosystems). Slides were counterstained automatically with
hematoxylin included in the detection kit. IHC staining of Ki67 was performed on the
automated Discovery XT staining platform (Ventana Medical Systems). Antigen recovery
was performed by heat-induced epitope retrieval using standard CC1 solution (Ventana
Medical Systems). The slides were incubated with 100 pL of anti-Ki67 antibody for 2 h,
followed by detection with biotin-conjugated rabbit antibody (Jackson ImmunoResearch)
and DABmap detection kit (Ventana Medical Systems). IHC staining was quantified using

the Visiomorph software (Visiopharm).
2.7.5 Flow cytometry

Thymi, spleens and skin-draining lymph nodes were pressed through a 70pym cell
strainer (Thermo Fisher Scientific). Spleen cell suspensions were treated with NH4Cl to
lyse red blood cells. For all tissues, live cells were counted using trypan-blue exclusion,
and single cell suspensions were stained extracellularly with combinations of the following
antibodies, listed as “target (clone; dyes)”. CD45 (30-F11, PE-Cy7), CD4 (RM4-5,
BV786), CD8a (53-6.7, FITC), CD11b (M1/70, Pacific Blue) CD19 (6D5, Alexa Fluor 700),
TCRB (H57-597, BV711), CD69 (H1.2F3, PE) were all purchased from Biolegend. The
viability dye (fixable yellow dead cell stain kit) were purchased from eBioscience. All
antibodies were titrated for optimal use. Cells were incubated with antibodies at 4°C for
30 minutes and washed twice prior to data acquisition on flow cytometers. Data were
collected using Becton Dickinson instruments, namely a LSR-Fortessa X20 and analyzed

using Flow-Jo software (FlowdJo LLC).
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2.7.6 Intestinal organoid culture

Intestinal crypts were isolated from the jejunum of 4-month-old mice with 30 mM
EDTA as described previously3. Organoids were cultured in Advanced DMEM/F-12
culture media (Thermo Fisher Scientific) supplemented with 50 ng/mL murine EGF (Life
Technologies), 1 mM N-acetylcysteine (Sigma-Aldrich), B27 supplement 1X (Life
Technologies), N2 supplement 1X (Life Technologies), 10% R-spondin and 5% Noggin
conditioned media and passaged as described®. Noggin-Fc and R-spondin-Fc
conditioned media were produced from HEK 293T cell lines stably expressing R-spondin
1-Fc (kindly provided by C. Kuo, Stanford University, USA) or Noggin-Fc (kindly provided
by G.R. van den Brink, Hubrecht Institute, The Netherlands). Organoid protrusions were
counted using a Zeiss Axiovert 200 M inverted microscope. Phase-contrast images were
taken with a Zeiss Celldiscoverer 7 live cell imaging station. Cell proliferation was assayed
by incubation with 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) for 1 h, followed by fixation with 4%
paraformaldehyde and EdU detection using the Click-it EAU Alexa Fluor 555 Imaging Kit
(Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s protocol. Actively proliferating

cells were visualized with a confocal microscope (Zeiss LSM 880).
2.7.7 Cell culture

HCT 116 cell line was obtained from the American Type Culture Collection. MC-
38 cells were obtained from Kerafast. The cells were cultured in DMEM media
supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics. The cells were used at low

passages and routinely tested for mycoplasma contamination.
2.7.8 Real time quantitative PCR

Total RNA was isolated using the RNeasy isolation kit (Qiagen) and converted to
cDNA using the Maxima first-strand cDNA synthesis kit with dsDNase (Thermo Fisher

Scientific). Gene expression was measured using assays designed for the Universal
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ProbelLibrary system4® as described*'. Primer sequences are listed in Supplementary
Table 1.

2.7.9 Cytokine array and ELISA

Serum samples were collected at the end of AOM-DSS treatment and analyzed
using a multiplex cytokine array (Eve Technologies, Calgary, Canada). Secreted levels
of IL-6 in MC-38 culture mediaum were measured by ELISA (R&D Systems #DY406-05).

2.7.10 Immunoblotting

Cell lysis and immunoblotting analysis were performed as described previously'®.

2.7.11 RNA interference

Cells were transfected with 100 nM of SMARTpool ON-Target Plus siRNAs against
mouse or human IL-17RD (L-065001-01-0005 or L-007946-02-0005, Dharmacon) using
Lipofectamine RNAiMax (Life Technologies). All transfections were carried out according

to the manufacturer's protocol.
2.7.12 Cell proliferation assay

Cell proliferation were measured by the WST1 assay*’ according to the

manufacturer’s instructions.
2.713 Transcriptomic analysis

Tumors were micro-dissected from AOM-DSS treated wild type and //17rd” colons.
Total RNA was isolated using the RNeasy purification kit (Qiagen) and the quality was
assessed on the Agilent 2100 BioAnalyzer. Libraries (400 ng total RNA) were prepared
using the KAPA Hyperprep Stranded mRNA-Seq Kit (KAPA Biosystems). cDNA
fragments were ligated to indexed library adapters (lllumina) prior to PCR amplification

(10 cycles). Purified libraries were normalized by gqPCR using the KAPA Library
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Quantification Kit (KAPA Biosystems) and diluted to a final concentration of 10 nM. The
libraries were pooled and sequenced on the lllumina NextSeq500 using the Nextseq
HighOutput v2 Kit (75 cycles, single-end) and the pooled library at 2 pM. Between 21 to
25 million single-end reads were generated per sample. Library preparation and
sequencing was made at the Institute for Research in Immunology and Cancer core
genomics facility. RNA-seq reads were aligned to the mouse reference genome (version
GRCm38/mm10, gene annotation from Gencode version M13 based on Ensembl 88) with
the STAR aligner. Read counts were normalized to reads per kilobase per million mapped
reads (RPKM) and differential gene expression was calculated with DESeqg2 using the
RNA Express software suite (lllumina). GO term and KEGG pathway enrichment analysis
was performed using the DAVID suite of bioinformatics tools. Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA)* was executed on the Broad Institute platform
(http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp) using the annotated gene sets from the
Molecular Signatures Database“®. Additional pathway analysis was performed with

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software (Qiagen).
2714 Statistical analysis

Statistical analysis was conducted with GraphPad Prism 8.0. Values are reported
as mean + SEM or SD as indicated. A two-tailed Student’s t test was applied when
comparing two experimental groups. The p value is indicated on the figures or in the
legend. Survival curves were generated by the Kaplan-Meier method and compared using

the log-rank test.
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Figure S1. — Age-related tumor formation in //77rd mutant mice. (A) Consensus normalized
expression levels (NX) combining the data of three transcriptomics datasets (HPA, Gtex and
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FANTOMS) using the internal normalization pipeline from the Human Protein Atlas. (B) Incidence
of spontaneous tumors in WT, lI17rd*- and Il17rd’- mice at different ages. (C). Relative expression
of Il-17rd mRNA levels in a variety of tissues and blood cells from WT mice was measured by
gPCR. Data are means + SEM (n = 3). (D). Immunophenotypic distribution in the thymus, spleen
and skin draining lymph nodes of WT and IL17RD KO mice. Each dot represents one mouse,
and bars represent the mean + S.D. Shown are frequency of CD4+ T cells (CD4*CD8 TCRB*),
CD8* T cells (CD4-CD8*TCRp*), B cells (CD45+CD19+*) and myeloid cells (CD45+* CD11b*) as
well as the frequency of activated CD4+ and CD8* T cells (described as CD69* cells among
CD4+CD8TCRB* or CD4-CD8*TCRpB).
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Figure S2. — Effect of IL-17RD deficiency on tumor cell proliferation, apoptosis and
angiogenesis. Representative photomicrographs of colon tumors from WT and //17rd" mice
stained for Ki67 (A), cleaved caspase-3 (B), CD31 (C) and phospho-ERK1/2 (D). Right panels,
quantification of IHC data using Visiomorph software (n = 5). ns, not significant (p > 0.05).
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Gene set NES |NOM p-val FDR
GO_RESPONSE_TO_BACTERIUM| 2.32 0.000 0.013
GO_RESPONSE_TO_BIOTIC_STIMULUS| 2.28 0.000 0.008
GO_IMMUNE_RESPONSE| 2.25 0.000 0.009

GO_INFLAMMATORY_RESPONSE| 2.19 0.002 0.012
GO_DEFENSE_RESPONSE_TO_OTHER_ORGANISM| 2.14 0.000 0.012
GO_DEFENSE_RESPONSE| 2.10 0.000 0.017

GO_EXTRACELLULAR_SPACE| 2.09 0.002 0.016
GO_RESPONSE_TO_EXTERNAL STIMULUS| 2.08 0.003 0.016
GO_IMMUNE_SYSTEM_PROCESS| 2.06 0.002 0.017

GO_RECEPTOR_BINDING| 2.01 0.002 0.022
GO_POSITIVE_REGULATION_OF_RESPONSE_TO_STIMULUS| 1.93 0.005 0.035
MODULE_46| 1.92 0.004 0.033

MODULE_75( 1.92 0.004 0.032

GO_REGULATION_OF_RESPONSE_TO_STRESS| 1.70 0.018 0.124
GO_POSITIVE _REGULATION_OF_PROTEIN_METABOLIC_PROCESS| 1.65 0.025 0.154
GO_POSITIVE_REGULATION_OF_CELL_COMMUNICATION| 1.63 0.048 0.159
MODULE_117| 1.56 0.049 0.220

GO_LOCOMOTION| 1.54 0.054 0.227
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Figure S3. — Gene enrichment and pathway analysis of the transcriptomes of wild type
and /l17rd” colon tumors. (A) GSEA. Normalized enrichment scores of the top signatures (FDR
< 0.25) enriched in genes upregulated in //17rd” tumors. (B) IPA and KEGG pathway analysis.
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Figure S4. — Loss of IL-17RD leads to chronic inflammation in aging mice. Relative mRNA
expression levels of selected cytokines in the intestinal tissue of wild type and II17rd” mice
measured by gPCR at 18 months (A) and 24 months (B) of age. Data are means + SEM (n = 10
for wild type, n=20 for /I17rd”- mice). *p < 0.05, **p < 0.01.
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colorectal cancer. (A) IPA showing the enrichment of TLR signaling gene signatures in tumors
from Il17rd”- mice. (B) IPA showing the enrichment of IL-17A signaling gene signatures in tumors

from /117rd” mice.
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2.10.2

Tableau 1. —

Gene
117rd
1117a
16
111b
Tnf
Tgfb1
Cxcl2
Cxcl9
Ccl2
Csf2
Ifng
Cxclt
110
a
Ccl7
Cox2
Cxcl12
1123a
Vegfa
1122
Gapdh
Hprt

Supplementary Table

List of primer sequences used for gPCR analysis

Forward primer
CTTCAGGCGGAGGACTTG
GATTTTCAGCAAGGAATGTGG
GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA
AGTTGACGGACCCCAAAAG
TCTTCTCATTCCTGCTTGTGG
TGGAGCAACATGTGGAACT
CCTGGTTCAGAAAATCATCCA
CGGACTTCACTCCAACACAG
CTTCTGGGCCTGCTGTTC
GCATGTAGAGGCCATCAAAGA
ATCTGGAGGAACTGGCAAAA
TTTTGTATGTATTAGGGTGAGGACAT
CAGCCGGGAAGACAATAACT
CCATAACCCATGATCTGGAAG
AGGATCTCTGCCACGCTTC
CATCTGAAGACGTCCTCCACTCAT
CCAAACTGTGCCCTTCAGAT
CACCTCCCTACTAGGACTCAGC
TGATCAGACCATTGAAACCACT
GCAAGCTTGAGGTGTCCAAC
TGTCCGTCGTGGATCTGAC
TCCTCCTCAGACCGCTTTT
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Reverse primer
CCCTGGAGAAACGTTTTGG
CATTGTGGAGGGCAGACAAT
CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
AGCTGGATGCTCTCATCAGG
GGTCTGGGCCATAGAACTGA
GTCAGCAGCCGGTTACCA
CTTCCGTTGAGGGACAGC
GCATTCCTTATCACTAGGGTTCC
GTGGGGCGTTAACTGCAT
CGGGTCTGCACACATGTTA
TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGGTA
GCGTGTTGACCATACAATATGAA
GTTGTCCAGCTGGTCCTTTG
TTGGTTGAGGGAATCATTCAT
TTGACATAGCAGCATGTGGAT
TGCTTGATTTAGTCGGCCTGGGAT
ATTTCGGGTCAATGCACACT
TCAGGCTGGGCATCTGTT
GGAAGGGTAAGCCACTCACA
AGCCGGACATCTGTGTTGTT
CCTGCTTCACCACCTTCTTG
CCTGGTTCATCATCGCTAATC
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3 Le systeme immunitaire inné de reconnaissance

des acides nucléiques cytoplasmiques

Les acides nucléiques sont des transporteurs d’information génétique essentiels a
tout organisme vivant. lls sont présents chez les pathogénes viraux, bactériens, et
eucaryotes et font partie des structures majeures détectées par le systeme immunitaire
inné. Les PRRs qui reconnaissent les acides nucléiques dans la cellule incluent certains
membres des TLRs endosomaux (Chapitre 1, section 1.3.1.1, page 29) et plusieurs

récepteurs cytosoliques a ADN et ARN.

En effet, les récepteurs de limmunité innée pour les acides nucléiques sont
généralement divisés en deux groupes sur la base de leur localisation cellulaire et de leur
profil d'expression. Le premier groupe comprend plusieurs membres de la famille des
TLRs qui fonctionnent majoritairement dans les cellules immunitaires telles que les
cellules dendritiques, les macrophages et les cellules B. Ces TLRs sont localisés a la
membrane des endosomes et surveillent la lumiére des endosomes et lysosomes pour
détecter des formes variées d'acides nucléiques de bactéries et de virus. Le deuxieme
groupe de récepteurs, qui n'a été bien caractérisé que récemment, détecte les acides
nucléiques dans le cytoplasme de presque tous les types cellulaires. Ces récepteurs
d'acides nucléiqgues comprennent principalement les protéines qui détectent I'ADN
cytoplasmique ainsi que les récepteurs de type RIG-I (RLRs) qui détectent les ARNs
dérivés de pathogénes dans le cytosol. Suite a la reconnaissance d'acides nucléiques,
les TLRs des endosomes et les récepteurs cytosoliques recrutent des protéines
adaptatrices qui activent des cascades de signalisation NF-kB, et de facteurs de
régulation des interférons IRF3, et IRF7 qui induisent la production de cytokines pro-
inflammatoires (p. ex., TNF-a et IL-1B) et d’IFNs de type | (p. ex., IFN-a, IFN- B),

respectivement.
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3.1 La reconnaissance des ARNSs viraux cytoplasmiques

Le domaine de liaison aux ARNSs viraux sur les TLRs (p. ex., TLR3) fait face a la
lumiére de I'endosome. Ainsi, ces TLRs sont insensibles aux virus a ARN qui ont réussi
a envahir le cytoplasme et qui se répliquent dans la cellule'. De plus, la plupart des
cellules non immunitaires, telles que les cellules épithéliales et les fibroblastes présents
a la surface de la muqueuse et qui sont ainsi les plus exposés a une infection, n'expriment
pas de TLRs sensibles aux acides nucléiques. Néanmoins, elles sont capables d'’initier
une réponse immunitaire innée efficace contre des infections microbiennes. Par
conséquent, un systeme de surveillance cytoplasmique intrinseque a la cellule est
nécessaire pour permettre aux cellules immunitaires et aux cellules non immunitaires de

se défendre contre de potentiels envahisseurs.

3.1.1 RIG-l et MDA5, des récepteurs cytoplasmiques pour les ARNs

viraux

Le PAMP principal des virus a ARN responsable de la réponse IFN de type | est
I’ARN viral délivré directement dans la cellule sous forme de génome viral entrant ou sous
forme d’intermédiaires de réplication d’ARN viral. Les caractéristiques moléculaires de
’ARN pour la reconnaissance par RIG-l reposent sur un groupe triphosphate a son
extrémité 5’ ®1°, une caractéristique absente chez les ARNm de I'héte, permettant ainsi

une discrimination entre le soi et le non-soi.

Parmi les différents récepteurs aux ARNSs, les hélicases a RNA DExD/H-box de la
famille des RLRs ont été identifiés comme les récepteurs essentiels aux virus a ARN. On
compte parmi ces membres des RLRs, la protéine du gene | inductible par I'acide
rétinoique (RIG-1) et son homologue la protéine 5 associée a la différenciation des
mélanomes (MDADS) ainsi que le LGP2 2, RIG-| étant le membre fondateur de la famille
des RLRs3. Les trois RLRs partagent plusieurs domaines hautement conservés, dont un
noyau central composé du domaine hélicase DExD/H-box et un domaine c-terminal
(CTD), tous les deux requis pour la liaison a ’ARN24. De plus, le domaine N-terminal de

RIG-I et MDA5 est composé de deux domaines de recrutement et d’activation de la
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caspase (CARDs) qui permettent la transmission de la signalisation aux protéines
adaptatrices en aval’-%6, ’absence de domaines CARDs dans le domaine N-terminal de
LGP2 lui confére un réle controversé dans la littérature. En effet, il a d’abord été rapporté
que LPG2 pouvait étre un inhibiteur de la signalisation RLR3, alors que de récents travaux

ont démontré son réle positif dans la signalisation MDA5 78.

Alors que RIG-I et MDA5 sont tous deux des récepteurs a ARN double brin
(ARNdb), la différence de reconnaissance des virus par RIGI et MDA5 est attribuée a leur
préférence distincte pour des ligands a ARN de tailles différentes. De long fragments ( >
4kb) sont reconnus préférentiellement par MDA5, alors que de plus courts fragments
générés par digestion enzymatique (~300pb) sont reconnus par RIGI''. Ainsi, RIG-I est
capable de reconnaitre des virus de la famille des Paramyxoviridae, tel que le virus
Sendai (SeV), de la famille des Flavaviridae, le virus de I'hépatite C (HCV) ou le virus de
I'encéphalite Japonaise (JEV)#, ainsi que de la famille des Rhadoviridae, tel que le virus
de la stomatite vésiculeuse (VSV), mais aussi du virus de la grippe A'.12-14. MDA5 détecte
les virus de la famille des Picornaviridae, tel que le virus de la Polio et le virus de
I'encéphalomyocardite (EMCV)'315. Certains virus tels que le Reovirus, le virus de la
Dengue et le virus du Nil occidental (WNV) sont reconnus par les deux récepteurs RIG-I
et MDA54.16,

En l'absence de ligand, RIG-I adopte une conformation « fermée » auto-inhibée
qui prévient la signalisation induite par ses domaines CARDs'7-19. Cependant, suite a une
infection virale, la liaison de '’ARNdb au domaine CTD induit un changement
conformationnel de RIG-I qui libére les domaines CARDs ainsi disponibles pour la
transmission du signal'72021, En effet, les E3 ligases TRIM25 et Riplet (aussi appelée
RNF135 ou REUL) sont alors capables d’ajouter des chaines de polyubiquitine de type
K63 aux domaines CARDs de RIG-I 2225 induisant la formation de complexes composés
de quatre protéines RIG-| et quatre chaines d’ubiquitine, trés puissants pour induire la
signalisation en aval®26. Parallelement, suite a la reconnaissance d’ARNdb par MDA5,

les protéines MDAS5 s’assemblent en oligomeéres filamenteux le long de ’ARNdb?7-2°. De
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la méme fagcon que pour RIG-I, des chaines de poly-ubiquine K63 se lient au tandem des

domaines CARDs de MDAD5 pour induire la signalisation en aval® (Figure 1).
3.1.2 MAVS, une protéine adaptatrice pour la transmission du signal

La signalisation en aval de RIG-I dépend grandement de la protéine adaptatrice
de signalisation mitochondriale antivirale (MAVS aussi appelée IPS-1, CARDIF et
VISA)30-33, MAVS, muni d’'un domaine CARD a son extrémité N-terminale est capable
d’interagir avec RIG-I et MDAS5 afin d’induire la signalisation. De plus, de par un domaine
transmembranaire a son extrémité C-terminale, MAVS est localisé a la membrane
externe de la mitochondrie2526:34, Ainsi, suite a une infection virale, Iinteraction des
domaines CARDs de RIG-I et MAVS induit une agrégation massive des protéines MAVS
a la mitochondrie®®. Cette agrégation induit une amplification rapide et robuste de la
signalisation RIG-I, cohérente avec le fait que de trés faibles niveaux d’ARN sont
capables de déclencher une activation IRF3 et IRF7 puissante dans les cellules?®. Les
RLRs et MAVS induisent les IFNs de type | et les cytokines pro-inflammatoires via deux
kinases cytosoliques, IKK et TBK1. Certaines E3 ligases telles que TRAF3, TRAF5,
clAP1/2 et MIB1/2 semblent réguler I'activation de NF-kB et IRF3/IRF7 en aval de MAVS
en recrutant la protéine NEMO?36-40, En effet, NEMO, la sous unité régulatrice de IKK et
TBK1 détecte I'ubiquitine accumulée au complexe MAVS/RIG-I ou MDAS5 lors d’infection
virale et permet I'activation de IKK et TBK1 en aval*'-*4. Ensuite, IRF3, IRF7 et NF-kB
avec la protéine Act-1 induisent I'activation transcriptionnelle d’IFNs et autres cytokines
(p. ex., TNF, IL-6, IL-8) et de nombreux génes stimulés par les IFNs (ISGs) pour créer un

milieu antiviral dans les cellules infectées et non infectées environnantes (Figure 1).
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Figure 1. — Les récepteurs de type RIG-I (RLR) ont été identifiés comme des
capteurs d'ARN viraux cytoplasmiques importants qui reconnaissent I'ARN
génomique et / ou les intermédiaires de réplication de I'ARN de nombreux virus.
Les deux membres des RLRs, la protéine du géne | inductible par I'acide rétinoique (RIG-
) et la protéine 5 associée a la différenciation des mélanomes (MDAS5) sont maintenues
inactives dans les cellules non infectées par la phosphorylation de leurs domaines
d'activation et de recrutement des caspases (CARD) et carboxy-terminaux domaines
(CTD). De plus, RIG-I adopte une conformation auto-inhibée «fermée». Aprés une
infection virale, RIG-I reconnait I'ARN viral court a double brin cytoplasmique (ARNdb)
qui contient un groupement 5’-triphosphate ou 5’-diphosphate, tandis que MDAS5 détecte
les longues structures d'ARNdb. Apres la liaison de I'ARN, RIG-I et MDA5 sont
déphosphorylés par PP1a ou PP1y, ce qui induit la formation d'une conformation CARD
active pour la signalisation. RIG-| est en outre activé par l'ubiquitylation liée a Lys63 de
ses CARDs qui est médiée par la protéine de motif tripartite 25 (TRIM25). Riplet, une
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autre d'ubiquitine ligase E3, assure la médiation de I'ubiquitylation liée au Lys63 du CTD
de RIG-I, qui est également cruciale pour l'activation de RIG-I. L'ubiquitylation liée a
Lys63 induit la tétramérisation de RIG-I (la forme active de signalisation de RIG-I), qui
interagit ensuite avec la protéine de signalisation antivirale mitochondriale adaptatrice
(MAVS) sur les mitochondries, les membranes associées aux mitochondries (MAMSs).
Dans le cas de MDAD5, la liaison a un long dsBRNA induit la formation de filaments de
MDAS5, ce qui permet ensuite a MDA5 de se lier a MAVS. MAVS active TBK1 ou IkB
kinase-e€ (IKKe) ainsi que le complexe IKKa — IKKB — IKKy, qui activent le facteur de
régulation 3 (IRF3) et IRF7 de l'interféron (IFN) et le facteur nucléaire KB (NF-kB),
respectivement, par des événements de phosphorylation. IRF3 et / ou IRF7 et NF-kB
conjointement avec la protéine activatrice 1 (AP1; non illustré) induisent I'expression des
genes des IFN de type | (principalement les sous-types IFNa et IFN), les IFN de type Il
(sous-types IFNA) et de nombreux autres cytokines et chimiokines pro-inflammatoires,
pour établir un état antiviral. Les fleches pleines indiquent les événements de
signalisation directe. Les fléches en pointillés indiquent les événements de signalisation
indirecte. DENV, virus de la dengue; VHB, virus de I'népatite B; VHC, virus de I'népatite
C; IAV, virus de la grippe A; JEV, virus de I'encéphalite japonaise; K63-Ub, ubiquitylation
liée a Lys63; P, phosphate; PACT, activateur de la protéine kinase R; Ub, ubiquitine;
VNO, virus du Nil occidental.

3.1.3 Les régulateurs des récepteurs de type RIG-I

La signalisation innée induite par les RLRs est hautement régulée pour contrdler

efficacement les infections tout en minimisant les dommages auto-immuns.

Premiérement, cette régulation passe par des ubiquitines ligases et enzymes de
déubiquitination (DUBs)*3(77). Ainsi, TRIM 25 et Riplet sont des régulateurs positifs de
RIG-I en synthétisant des chaines de polyubiquitine de type K63 232526, Deux autres
ubiquitines ligases , RNF125 et c-CBL sont des régulateurs négatifs de RIG-I en induisant
cette fois-ci la poly-ubiquitination liée a K48 de RIG-I menant a sa dégradation par le
protéasome*6:47. RNF 125 est aussi capable d’induire I'ubiquitination de MDA5 et MAVS46.
Les enzymes de déubiquitination telles que CYLD et USP4 sont aussi impliquées dans

la régulation de RIG-I. Alors que CYLD est capable d’interagir avec RIG-I et éliminer ses
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chaines de polyubiquitine de type K63 pour atténuer la réponse antivirale*®4°, USP4 est

un régulateur positif qui déubiquitine les chaines de type K48 et stabilise la protéine*°.

Finalement, un grand nombre d’autres modifications postraductionnelles sont
impliquées dans la régulation des RLRs. Par exemple, la kinase d’adhésion focale FAK
facilite I'activation de MAVS en transmettant un signal entre la matrice extracellulaire et
le cytoplasme?®9, alors que ZAPS, l'isoforme court de la polymérase poly(ADP-ribose) 13

s’associe a RIG-| pour favoriser son oligomérisation et son activité ATPase®’.

Des déréglements dans la signalisation RLR peuvent engendrer plusieurs
maladies auto-immunes. Des formes de Lupus sont a l'origine de présence aberrante
d’ARN 5’-triphosphate. De plus, des niveaux élevés de RIG-I ont été détectés chez les
patients atteints de psoriasis et arthrite rhumatoide. Par ailleurs, la perte de fonction de

RIG-1 ou MDAS5 est associée a une résistance au diabéte de type Il.
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3.2 La reconnaissance des ADNs cytoplasmiques
L’ADN muni d’ilots CpG peut induire une réponse IFN de type | via le TLR9 dans

les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs). Cependant, beaucoup de cellules qui
n'expriment pas les TLR9 sont capables de produire de maniere robuste les IFNs de type
| suite a la délivrance d'ADN exogéne dans le cytoplasme5253, Cette signalisation
cytosolique indépendante des TLR9 fonctionne dans une variété de types cellulaires tels
que les fibroblastes, les pDCs, les cellules dendritiques conventionnelles et les

macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDMs)32.
3.2.1 La détection directe et indirecte d’ADN

Premierement, il a été démontré que '’ADNdb (p. ex., poly(dA :dT) était capable
d’activer les IFNs de type | et NF-kB de maniére dépendante de MAVS53. En effet, la
polymerase Il (Pol-lll) dépendante de séquences riches en AT permet la conversion de
poly(dA :dT) en ARN muni de 5’-triphosphate et de structures secondaires double
brin54.55, Cette forme d’ARN peut servir de ligand pour RIG-I et déclencher une production
d’IFN de type | par MAVS. La dépendance stricte de la Pol-Ill pour les séquences riches

en AT suggére cependant d’autres voies de détection de ’ADN.

Ainsi, la synthase de GMP-AMP cyclique (cGAS), de la famille des
nucléotidyltransferases (NTases) est le récepteur principal de ’ADN cytosolique®6:57.
Suite a son activation, cGAS catalyse la production du dinucléotide GMP-AMP cyclique
(cGAMP). cGAMP sert ensuite de deuxiéeme messager endogéne et active la protéine
adaptatrice stimulatrice des génes IFN (STING)%’. Celle-ci induit I'activation de IRF3 et
NF-kB pour permettre une production d’IFN-B%85°. Certains autres récepteurs sont
capables de détecter 'ADN. Parmi ceux-ci, on compte I'activateur des IRFs dépendant
de ’ADN"475, IFI16/p204 76, le membre de la famille des hélicases DExD/H, DDX41 77, la
protéine kinase dépendante des ADNs (DNA-PK) et MRE11 78-80(Figure 2).

Finalement, la présence d’ADN dans le cytoplasme de macrophages déclenche

aussi la voie de l'inflammasome, un complexe intracellulaire multi protéique qui induit
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I'activation de I'enzyme protéolytique caspase-1 et la maturation d’IL-13%°. Le récepteur

pour ’ADN cytoplasmique responsable de la voie de I'inflammasome est AIM2 61-64,

3.2.2 STING, une protéine adaptatrice pour la transmission du signal
induit par cGAS

STING (aussi appelé MITA, MPYS, ERIS et TMEM173) est une protéine
adaptatrice cruciale pour l'induction d’IFNs de type 16567, Elle est localisée au réticulum
endoplasmique et contient cing domaines transmembranaires et un long domaine
cytoplasmique®®. Suite a la liaison de cGAMP a STING, une dimérisation d’ensuit
permettant a TRIM32 et TRIM56 de remplir leur fonction et induire ainsi une poly-
ubiquitination K63 de STING. Une relocalisation de STING a I'appareil de golgi®86°
permet ensuite une interaction avec TBK1, sa phosphorylation et I'activation d’IRF3 7°

(Figure 2).

Par ailleurs, STING peut aussi directement lier et détecter les dinucléotides
cycliques (CDNSs). Ces acides dinucléiques sont des messagers secondaires bactériens
ayant un r0le de régulation dans plusieurs processus tels que la formation de biofilm, la
virulence, et la surveillance de lintégrité de I’ADN”'-72, lls comprennent le (3’-5’)
diguanylate (c-di-GMP) cyclique et le (3-5’) diadenylate (c-di-AMP). La présence de
CDNs dans le cytoplasme de cellules mammiféres méne a 'activation de TBK1 et IRF3

et la production d’IFNs de type 11273,
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Figure 2. — Dans le cytoplasme des cellules infectées, la GMP — AMP synthase
cyclique (cGAS) reconnait I'ADN double brin (ADNdb) des virus a ADN ou I'ADNdb
produit par les rétrovirus grace a la transcription inverse de leurs génomes a ARN.
Aprés la liaison de I'ADN, le cGAS synthétise le second messager GMP-AMP cyclique
(cGAMP), qui se lie ensuite et active le stimulateur des genes de l'interféron (IFN)
(STING) sur le réticulum endoplasmique. STING est en outre activé par dimérisation et
ubiquitylation liée a Lys63 qui est médiée par la protéine de motif tripartite 32 (TRIM32)
et TRIM56. De plus, STING est phosphorylé par TBK1. La protéine inductible par I'lFNy
capteur 16 (IF116) détecte I'ADNdb viral a la fois dans le cytoplasme et le noyau. Apres
la liaison de I'ADN viral, IFI16 multimérise puis signale par STING dans le cytoplasme.
L'activation de STING induit I'expression de génes IFN de type | et d'autres cytokines pro-
inflammatoires via I'axe TBK1 — IFN du facteur régulateur 3 (IRF3) et le facteur nucléaire
kKB (NF-kB). Des fleches pleines indiquent des événements de signalisation bien établis.
Les fléches en pointillés indiquent les événements de signalisation qui sont indirects ou
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qui n'ont pas encore été entierement élucidés. EBV, virus Epstein — Barr; VHB, virus de
I'népatite B; HCMV, cytomégalovirus humain; HSV-1, virus de I'herpés simplex 1; K63-
Ub, ubiquitylation liée a Lys63; KSHV, virus de I'’herpés associé au sarcome de Kaposi;
P, phosphate; Ub, ubiquitine.

3.2.3 La reconnaissance des ADNs et 'auto-immunité

Bien que la détection d’ADN étranger dans le cytoplasme permette a I'héte de
détecter de maniere efficace une grande variété de pathogénes, cette stratégie repose
sur le potentiel de reconnaissance de I'ADN de I'héte, ce qui peut mener a de l'auto-
immunité. Trois mécanismes majeurs ont été développés par I'hdte pour éviter la
détection inappropriée d'ADN endogéne. Premiérement, le récepteur de I'héte reconnait
préférentiellement des structures ou modifications seulement présentes dans le génome
du pathogéne. Deuxiémement, la distribution du récepteur est restreinte a certains
compartiments cellulaires démunis d'ADN de I'héte. Troisiemement, le déploiement de
certaines nucléases endogenes garde les niveaux d’ADN de I'néte sous un seuil

d'activation des récepteurs.

La digestion incompléte d’ADN peut induire une réponse inflammatoire aberrante
observée chez les patients avec mutations au niveau de la DNase | atteints de SLE. De
plus elle peut induire des manifestations de Lupus chez les souris déficientes en DNase

| et de 'anémie ou arthrite chez les souris déficientes en DNase II.

3.3 Conclusion

La derniére décennie a été témoin d'énormes progrés dans la compréhension de
la reconnaissance innée d'acides nucléiques dérivés de pathogenes et leur réle central
dans l'initiation de la réponse défensive de I'nGte. Des études dans le domaine des
récepteurs aux acides nucléiques cytoplasmiques ont été tres fructueuses, et
comprennent la découverte de la voie RLR-MAVS pour la détection des ARNs

cytoplasmiques et de la voie cGAS-cGAMP-STING pour la reconnaissance des ADNs
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cytoplasmiques. Cependant, d’autres études sont nécessaires pour découvrir de

nouveaux composants et mécanismes de régulation de ces signalisations.
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4.1 Mise en contexte

IL-17RD a été démontré comme régulant négativement la production de cytokines pro-
inflammatoires en inhibant les voies de signalisation NF-kB et IRF dépendantes des
TLRs. Alors que certaines études démontrent un réle via son interaction avec les
protéines adaptatrices Myd88 et MAL, d’autres ont rapporté une interaction avec la sous
unité p50 de NF-kB. IL-17RD semble ainsi détenir un large potentiel quant a la régulation
de voies de l'inflammation. La régulation des voies de signalisation TLRs est critique afin
de prévenir les pathologies induites par 'immunité, éviter la persistance de l'inflammation
et retourner a un état d’homéostasie suite a I'infection. Une régulation négative est aussi

essentielle dans la réponse antivirale.

Par conséquent, nous avons décidé d’évaluer si le potentiel régulateur d’lL-17RD
s’étendait a la réponse immunitaire innée antivirale induite par les récepteurs
cytoplasmiques. Cet article représente une piste robuste intéressante sur un nouveau

rOle inhibiteur d’IL-17RD dans la réponse immunitaire innée antivirale induite par RIG-I.
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4.3 Abstract

Nucleic acid recognition which induces antiviral and/or antimicrobial host responses relies
mainly on two different receptor families, namely TLRs and RLRs. While TLRs allow
nucleic acids detection inside endosomes and lysosomes of immune cells, RLRs are
responsible for recognition of nucleic acid that have successfully invaded the host
cytoplasm of non-immune cells, which do not express TLRs. Interleukin-17 receptor D
(IL-17RD), also known as Similar expression to FGF genes (SEF) was shown to
negatively regulate pro-inflammatory cytokine and TLR3/4-dependent NF-kB as well as
IRF3 signaling pathways through SEFIR/TIR interactions. IL-17RD was also shown to
regulate RNA based encephalomyocarditis virus (EMCV) infection in MEFs. However, the
role of IL-17RD in antiviral innate immunity mediated by nucleic acid sensors remains to
be studied. Here, we show that IL-17RD deficiency leads to increased interferon and pro-
inflammatory cytokine transcription upon poly(l:C) treatment and Sendai Virus (SeV)
infection in different epithelial cell types. Moreover, IL-17RD expression specifically
inhibits RIG-I signaling, potentially via a preferential interaction with the ubiquitinated form
of RIG-I. Our findings establish IL-17RD as a new regulator of antiviral innate immune

response mediated by RIG-I.
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4.4 Introduction

The innate immune system is the first line of defense when it comes to detecting
pathogens and triggering an inflammatory response within minutes after an infection. In
order to do so, it has acquired a plethora of pattern-recognition receptors (PRRs) to detect
infections by recognizing conserved pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)
absent on host cells'. While the best characterized PRRs, the toll-like receptors (TLRs)
are present at the plasma and endosomal membranes to detect extracellular PAMPs2-11,
other cytoplasmic receptors such as nucleotide oligomerization domain receptors
(NLRs)'213 and retinoic acid-inducible gene-l (RIG-I) like receptors (RLRs) complete
PAMPs recognition by respectively sensing bacterial or viral nucleic acids once they enter
the cell. More specifically, RIG-I and MDA5 are cytoplasmic dsRNA sensors whose
activation results in the induction of NF-kB and interferon regulatory factors (IRFs)
signaling pathways'*. Upon recognition of pathogenic RNAs, RIG-I translocates into the
mitochondria and interacts with the adaptor protein MAVS (IPS-1)15. Activated MAVS
recruits signaling proteins such as TRAF6, TRAF3, TBK1 and the IKK complex leading
to the activation of downstream innate signaling’®”. Like other signaling pathways, the
RIG-I-mediated antiviral pathway is modulated by various post-translational modifications
such as ubiquitination'®1°. Indeed, RIG-I ubiquitination by E3 ligases TRIM25 and Riplet

are necessary for its subsequent interaction with MAVS and downstream signaling2%:2.

IL-17RD, also known as Similar expression to FGF genes (SEF), is a member of the IL-
17 receptor family?2. It was first identified in zebrafish as a feedback inhibitor of fibroblast
growth factor (FGF)-stimulated mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling?3-24.
Subsequent studies with the mammalian form of IL-17RD have described a regulatory
role in ERK1/2 and JNK signaling pathways by protein-protein interactions?®-28, On the
other hand, conflicting studies reported a regulatory role of IL-17RD in modulating IL-17A

signaling?®-31,

More interestingly, IL-17RD was also shown to negatively regulate pro-inflammatory
cytokine and IL1R/TLR-dependent NF-kB as well as IRF3 signaling pathways via a

SEFIR/TIR interaction, resulting in attenuation of inflammatory gene expression®2. To
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support their hypothesis, Mellet and colleagues reported that loss of IL-17RD increases
the immune response triggered by the RNA based encephalomyocarditis virus (EMCV)
in mouse embryonic fibroblasts (MEFs)32. However, TLR3 is expressed at very low levels
and does not play a major role for RNA recognition and signaling transduction in this cell
line33. These observations led us to the hypothesis that IL-17RD could be a potential

regulator of viral RNA signaling mediated by cytoplasmic sensors, namely RIG-1 or MDA5.

In this study, we show that IL-17RD deficiency increases pro-inflammatory cytokine and
IRF3 transcription upon poly(l:C) treatment and Sendai Virus (SeV) infection in different
epithelial cell types. Moreover, IL-17RD expression specifically inhibits RIG-I signaling,
potentially via a preferential interaction with the ubiquitinated form of RIG-I. Our findings
establish IL-17RD as a new regulator of antiviral innate immune response mediated by
RIG-I.
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4.5 Results

4.5.1 Loss of l117rd promotes poly(l :C) induced innate immune

response

To directly address IL-17RD function in RNA/DNA sensors-mediated signaling, interferon
and cytokine transcription was measured in MC-38 murine colon adenocarcinoma cells,
depleted of IL-17RD by siRNAs. The RIG-I/MDA5S/TLR3 agonist poly(l:C) and the
DNA/RNA sensor agonist poly(dA:dT) were used to trigger an innate immune response.
Firstly, in order to bypass a potential TLR response, poly(l:C) or poly(dA:dT) were
transfected directly into MC-38 cells. A 50-60% loss of IL-17RD significantly increased
interferon-B (/fnb1) and Rantes transcription upon poly(l:C) transfection (Fig. 1A).
Moreover, loss of IL-17RD slightly increased /Ifnb1 and Rantes transcription upon indirect
RNA and DNA sensors stimulation by poly(dA:dT) transfection, although it did not reach
significance (Fig. 1A). Secondly, poly(I:C) was directly added to the media in order to
potentially induce TLR3 dsRNA recognition. Loss of IL-17RD upon poly(l:C) stimulation
showed that, (i) the response to TLR3 is very weak in MC-38 cells overall and (ii) a
moderate but not significant increase of /fnb1 transcription was observed without any
change on Rantes transcription, suggesting that the increased response observed
previously upon transfection of poly(l:C) is indeed due to the RLR signaling pathways and
not TLR3 (Fig. 1B). These last results were not surprising since non metastatic intestinal
epithelial cells (IECs) do not normally express TLR3 34 Consistent with those
observations, Loss of IL-17RD in another physiological model, the human alveolar basal
epithelial cell line A549 upon poly(dA:dT) or RNA based SeV infection (n=1) showed
similar results, i.e. increased Ifnb1 and Rantes cytokine transcriptional expression (Fig.
S1). These results suggest that IL-17RD may play a critical role in RIG-I/MDA5 mediated

interferon and cytokine production.
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Figure 1. — IL-17RD suppresses RIG-l mediated immune response in MC-38 cells.
(A) MC-38 cells were transfected with control or I117rd pooled siRNAs for 48 hours and
then with poly(l:C) or poly(dA:dT) for 3 hours. Relative mRNA expression levels of NF-kB
and IRF targets were monitored by qPCR. Data are expressed as mean + SD (n = 3). **p
< 0.01, *p < 0.05. (B) MC-38 cells were transfected with control or 1117rd pooled siRNAs
for 48 hours and then overlaid with poly(l:C) for 3 hours. Relative mRNA expression levels
of NF-kB and IRF targets were monitored by qPCR. Data are expressed as mean + SD
(n=3). *"p<0.01.
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4.5.2 IL-17RD negatively regulates RIG-I and TRIF signaling pathways
but not cGAS-STING

To dissect whether IL-17RD can directly regulate RIG-1 and/or other cytosolic nucleic acid
immune signaling pathways such as the DNA sensor cGAS/STING signaling, we
assessed interferon stimulated responsive element (ISRE) and NF-kB luciferase activities
in response to different activators in absence or presence of IL-17RD. Since it was shown
in prior work that IL-17RD regulated TLR signaling by inhibiting TRIF, TRAM, MAL and
Myd88 mediated NF-kB activity32, we used one of those adaptor proteins (i.e. TRIF) as a
positive control for our experiments. Consistent with those previous studies, TRIF
mediated ISRE and NF-kB activities were almost completely abrogated upon IL-17RD
expression even at low concentrations such as 30 ng (Fig. 2A). Next, we assessed RIG-
| or cGAS/STING regulation by IL-17RD. First, we observed a dose dependent inhibition
of RIG-l1 mediated ISRE and NF-kB activities reaching from 46% to more than 68%
inhibition respectively with 100ng of IL-17RD. Second, cGAS/STING mediated activities
were not affected with 30ng of IL-17RD and not more than 28% inhibition was observed
with 100ng (Fig. 2A). Those results suggest a specific inhibitory role of IL-17RD on the
RIG-I signaling pathway. Moreover, to further confirm the impact of IL-17RD expression
on those signaling pathways, ISRE activity was assessed upon increased TRIF, RIG-I
and cGAS/STING signaling induction in the presence of 100ng of IL-17RD. Interestingly,
IL-17RD was able to inhibit TRIF and RIG-I induced signaling. However, cGAS/STING
mediated ISRE activity was not affected, reinforcing our hypothesis that RNA sensor
mediated signaling is affected by IL-17RD but not DNA sensor mediated signaling.
Among RNA sensors, the cytosolic RIG-I mediated signaling is specifically regulated by
IL-17RD (Fig. 2B).
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luciferase activities.

(A) HEK293T cells were transfected with 100ng of the indicated plasmids or empty vector
(EV) and hIL-17RD at increasing concentrations (30ng and 100ng) for 24 hours. ISRE

and NF-kB luciferase activities were measured. Data are means +
***p<0.001, #p<0.0001. (B) HEK293T cells were transfected with
empty vector (EV) and with the indicated plasmids at increasing

SD (n=3). *p < 0.01,
100ng of hIL-17RD or
concentrations (10ng,

30ng and 100ng) for 24 hours. ISRE luciferase activity was measured. Data are means +

SD (n = 3). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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4.5.3 IL17RD interacts with a potentially ubiquitinated form of RIG-I

Next, we examined whether IL-17RD physically interacts with RIG-I. HEK293T cells were
transfected with vector or wild type Myc-IL-17RD construct in the presence or absence
of poly(l:C). First, immunoprecipitation (IP) of Myc revealed a physical interaction
between IL-17RD and RIG-I at a steady state (Fig. 3). Moreover, the molecular weight
observed for RIG-I was higher than expected (>135kDa) suggesting a preferential
interaction with its potentially ubiquitinated form. Indeed, the RIG-I sensor is activated
through a K63-polyubiquitination on the CARD domain or by providing a K-63-linked
unanchored polyubiquitin chain to RIG-l. Second, poly(l:C) stimulation did not seem to
affect the level of interaction. However, interestingly, it seems that treatment with poly(I:C)
induces a down-regulation of IL-17RD expression levels as seen on the input and after
IP (Figure 3). This suggest that activation of innate immune signaling pathways in
HEK293T represses IL-17RD expression, thereby establishing a potential positive
feedback look. All together, these results suggest that IL-17RD engages in an interaction

with the ubiquitinated form of RIG-| at steady state and post-stimulation.
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Figure 3. — IL-17RD interacts with a potentially ubiquitinated form of RIG-I.
HEK293T cells were transfected with control or myc-IL-17RD constructs and either
transfected or not with poly(l:C) for 6 hours. RIG-I/IL-17RD interaction was detected by
immunoprecipitation using anti-myc antibody in HEK293T lysates and visualized by anti-
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RIG-I and anti-myc antibodies. Abbreviations: IP, immunoprecipitation; WCL, whole cell
lysates.

4.5.4 A physiological role for IL-17RD in mice: the VSV challenge

mouse model

Finally, to assess the physiological role of IL-17RD on the antiviral immune response
mediated by dsRNA in vivo, a vesicular stomatitis virus (VSV) challenge mouse model on
WT and //17rd” mice was scheduled for mid-April 2020. The protocol has been accepted
by the Animal Experimentation Ethics Committee of the Université de Montréal under the
Canadian Council on Animal Care (CCAC) accreditation. Unfortunately, due to the
COVID-19 pandemic, the experiment was postponed until further notice. The aim of the

experiment was to establish the susceptibility of //-17rd”- mice to VSV induced lethality.

Briefly, to assess mice resistance to the virus, survival rate will be monitored over 36
hours post VSV infection (hpi). Moreover, to assess viral replication, viral load (VSV
mRNA) will be measured in a varity of organs (i.e. liver, spleen and lungs) by RT-gPCR.
Lastly, to assess the antiviral response, mRNA levels of Ifnb, Isg15 and [fit1 will be
measured in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) by RT-gPCR. These results,
when performed, will enable us to assess the physiological role of IL-17RD in innate

antiviral defense in mice.
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4.6 Discussion

The interest in the role of IL-17RD in the inflammatory response has grown over the last
10 years. A controversial role for IL-17RD was reported in the regulation of the IL-17
signaling pathway33'.35. However, a more consistent role for IL-17RD has been
documented in the inhibition of IL1-R and TLR signaling resulting in the attenuation of
inflammatory gene expression32:36.37. The precise mechanism of inhibition of the IL1-
R/TLR induced NF-kB and IRF signaling pathways remains unclear, as different studies
have proposed that IL-17RD acts at the level of the receptors and their adaptor proteins
Myd88, MAL32, or NF-kB itself3¢:37. Moreover, some evidence from Mellett and colleagues
has suggested a role in the sensor-mediated antiviral response®. Yet, the impact of IL-
17RD deficiency on the antiviral innate immune response has not been fully addressed.
Here, we show that IL-17RD suppresses the antiviral response in different types of

intestinal epithelial cells by inhibiting the RIG-I RNA sensor signaling pathway.

Mellett and colleagues reported that loss of IL-17RD increases the immune response
triggered by the RNA based encephalomyocarditis virus (EMCV) in mouse embryonic
fibroblasts (MEFs)32. Therefore, we hypothesized that IL-17RD could be a potential
regulator of viral RNA signaling mediated by cytoplasmic sensors, namely RIG-I and
MDAS5. RIG-I and MDAS5 differentially induce type | IFN in response to different viral
pathogens, with RIG-I generally responding most potently to small negative-stranded
RNA viruses, while MDA5 is activated during infection with larger positive-strand
viruses®8. Moreover, RIG-I and MDAS5 can act both independently and synergistically as
some viruses are recognized by both sensors. In the case of EMCYV infection, it has been
shown that the long dsRNA genome of this virus is recognized by MDAS5 but not RIG-I38.
Firstly, consistent with the results observed in their study, loss of IL-17RD increased the
antiviral response upon poly(l:C) transfection in MC-38 cells. Poly(l:C) being a very potent
stimulator that can induce MDA5 and RIG-| signaling along with TLR3, those results
reinforce previous observations but do not narrow down the specific signaling pathway
regulated by IL-17RD. Then, we investigated the impact of IL-17RD specifically on RIG-I
signaling and DNA sensor signaling, cGAS/STING. We were able to demonstrate the
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specific regulatory role of IL-17RD on RIG-| sensor signaling among those two pathways.
However, a specific implication of IL-17RD on the MDA5 signaling cannot be ruled out.
Our results and Mellett and colleagues observations together strongly suggested a
regulatory role for IL-17RD on RIG-I and MDA5. Consequently, we can hypothesize a
regulation that would act downstream of the receptors as both RLRs signaling pathways
seem to be regulated and both receptors activate the same adaptor protein MAVS to
activate subsequent TBK1 and IRF3 pathways. Further experiments are needed to

confirm this hypothesis and assess the role of IL-17RD in MDAS5 signaling specifically.

Surprisingly, colP experiments show that IL-17RD interacts directly with RIG-I.
Interestingly, IL-17RD is known to regulate signaling pathways at different levels. Indeed,
IL-17RD inhibits the MAPK pathway at the level of the RTKs, Ras and/or MEK as well as
TLR signaling at the level of Myd88 or MAL adaptor proteins and/or NF-kB. Consequently,
it could be hypothesized that RLR regulation by IL-17RD is not restricted to its interaction
with RIG-I but potentially with other effector proteins downstream to regulate both RIG-I
and MDAJ5 induced infections.

The RLR signaling pathway is tightly regulated to maximize antiviral immunity and
minimize immune-mediated pathology. Indeed, positive regulation (i.e. Riplet, TRIM25)
promotes an antiviral state to control and eventually clear infection2021.39.40  whereas
negative regulation (i.e. LGP2, RNF125) dampens inflammation and prevents immune-
mediated tissue damage? 20 30. 38, 41,67 Negative regulation of antiviral signaling is critical
for reducing inflammation and returning to a homeostatic state following viral infection.
Moreover, an overexuberant innate response can lead to cell tissue destruction, and the
development of spontaneous autoimmunity including diseases such as Aicardi-Goutieres
syndrome (AGS), systemic lupus erythematous, and Singleton-Merten syndrome?!.
Further study of specific negative regulators is required to determine whether they are

capable to directly prevent such conditions.

Even though a lot more work remains to be done in order to unravel the exact mechanism
by which IL-17RD regulates the RLR signaling pathway, our results lay the groundwork

for an interesting new inhibitory function in the antiviral innate immune response.
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4.7 Methods

4.7.1 Reagents and antibodies

Poly(dA:dT) (catalog # tlrl-patn) and Poly(l:C) (catalog #27-4732-01) were purchased
from InvivoGen and GE Healthcare respectively. Sendai virus (Sev) was the Cantell
Strain from Charles River. Commercial antibodies were obtained from the following
suppliers and used at the indicated concentrations. Antibodies for immunoblotting: RIG-I
(1/1000; #3743) from Cell signaling Technology, c-myc (1/1000; sc-40) from Santa Cruz,
and HSC70 (1/2000; sc-7298) from Santa Cruz Biotechnology. Antibodies for
immunoprecipitation: mlgG (2ug, #02-6502) from Life Technologies, c-myc (2ug, sc-40)
from Santa Cruz. Plasmids encoding for RIG-I, TRIF, cGAS, STING and the pGL4-IRES-
Luc, pGL4-NF-kB-Luc, pRL-TK reporting vectors were obtained from Marc Servant’s
laboratory. The plasmids IL-17RD and IL-17RD-SEFIR were generated by subcloning the
IL-17RD and SEFIR constructs respectively into the PCDNAS.1-myc vector. Mutant
constructs were generated using the Gibson assembly method*?43. All mutations and
PCR products were verified by DNA sequencing. Sequences of primers used for PCR

and details about cloning strategies are available upon request.
4.7.2 Cell culture

HEK293T and A549 cell lines were obtained from the American Type Culture Collection.
MC-38 cells were obtained from Kerafast. The cells were cultured in DMEM media
supplemented with 10% fetal bovine serum and antibiotics. The cells were used at low

passages and routinely tested for mycoplasma contamination.

4.7.3 RNA interference

Cells were transfected with 100 nM of SMARTpool ON-Target Plus siRNAs against
mouse or human IL-17RD (L-065001-01-0005 or L-007946-02-0005, Dharmacon) using
Lipofectamine RNAiMax (Life Technologies). All transfections were carried out according

to the manufacturer's protocol.
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4.7.4 Poly(l:C) and poly(dA:dT) transfections and overlay, and SeV

infection

Cells were transfected with 2ug/ml poly(l:C) or poly(dA:dT) using Lipofectamine 2000
(Life Technologies). All transfections were carried out according to the manufacturer's
protocol. For the overlay condition, 5ug/ml poly(l:C) was added directly to the media. Cells

were infected with 200HAU/mI of Sendai virus for the indicated times.
4.7.5 Real time quantitative PCR

Total RNA was isolated using the RNeasy isolation kit (Qiagen) and converted to cDNA
using the Maxima first-strand cDNA synthesis kit with dsDNase (Thermo Fisher
Scientific). Gene expression was measured using assays designed for the Universal
ProbelLibrary system#* as described*®. Primer sequences are listed in Supplementary
Table 1.

4.7.6 Luciferase assay

HEK293T cells were seeded in 48-well plates and co-transfected with 300 ng of TRIF,
RIG-1 or cGAS/STING and IL-17RD expression plasmid, NF-kB or IRES-luciferase (firefly
luciferase reporter) and pRL-TK (Renilla luciferase control) at a ratio 1:2:1 using calcium-
phosphate. After 24 h, the cells were lysed in 100 yL luciferase buffer and the firefly and
Renilla luciferase activities were assayed using the Dual-Luciferase Reporter System
(Promega) on a LUMIstar Omega microplate reader (BMG LABTECH).

4.7.7 Immunoprecipitation and immunoblotting

For immunoprecipitation, cells were washed once in phosphate-buffered saline and lysed
in IP buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10 mM NaF, 1 mM
dithiothreitol, 0.5% NP-40, 0.2 mM sodium orthovanadate and protease inhibitors).
Proteins (2 mg) were incubated overnight with 1 pyl of myc antibody together with 20 ul

of Protein G agarose beads (GE Healthcare). After 5 washes in IP buffer, the beads were
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resuspended in 2X Laemmli's buffer and subjected to immunoblotting analysis as

described previously 46.

4.7.8 Mice

I117rd mutant mouse model has been described 47. The mice were backcrossed for more
than 10 generations to the C57BL/6J genetic background to establish a congenic strain.
All mice were bred under standard conditions at the Institute for Research in Immunology
and Cancer. The mice were housed under specific pathogen-free conditions in filter-

topped isolator cages under a 12/12 hour light/dark cycle with access to food and water

ad libitum. Animals were handled in strict accordance with good animal practice as
defined by the relevant local animal welfare agencies, and all experiments were approved
by the Canadian Council on Animal Care (CCAC).

4.7.9 VSV challenge mouse model (to be done)

Male mice were used at 8 weeks of age. Mice were injected through the tail vein with
2.107 plaque forming units (PFU)/g of body weight for survival rate and 1.107 PFU/g for
further analysis described below. For survival rate analysis, mice were monitored every 6
hours post injection (hpi) for 36 hours. Mice were sacrificed when classical end points
were reached. For viral load in organs, mice were sacrificed 12 hpi. Liver, spleen and
lungs were washed with PBS and snap frozen in liquid nitrogen. Quantification of viral
load in the organs was performed by gPCR with specific primers described in Table S1.
For estimation of the antiviral response in PBMC, mice were sacrificed 6 hpi, PBMC were
isolated using percoll (sigma) and mRNA levels of IFN, ISG and IFIT were quantified by
gPCR with specific primers described in Table S1.

4.710 Statistical analysis

Statistical analysis was conducted with GraphPad Prism 8.0. Values are reported as
mean + SEM or SD as indicated. A two-tailed Student’sttest was applied when

comparing two experimental groups. The p value is indicated on the figures or in the
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legend. Survival curves were generated by the Kaplan-Meier method and compared using

the log-rank test.
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4.10 Additional Information
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Figure S1. — IL-17RD suppresses RIG-I mediated immune response in A549. A549 cells
were transfected with control or 1117rd pooled siRNAs for 48 hours and then with poly(dA:dT) or
infected with SeV for 3 hours. Relative mRNA expression levels of NF-kB and IRF targets were
monitored by gPCR (n=1). Data are means + SD from technical triplicate.

Tableau 1. - List of primer sequences used for gPCR analysis
Gene Forward primer Reverse primer
I117rd CTTCAGGCGGAGGACTTG CCCTGGAGAAACGTTTTGG
Ifnb CACAGCCCTCTCCATCAACTA CATTTCCGAATGTTCGTCCT
Rantes CCTACTCCCACTCGGTCCT TTTCTTGGGTTTGCTGTGC
vSv GATAGTACCGGAGGATTGACGACTA | TCAAACCATCCGAGCCATTC
IFIT1 TCCTGATTTCTTTTCCCAGGT GGGTCAGAAAGACCAGAAAGAA
Gapdh TGTCCGTCGTGGATCTGAC CCTGCTTCACCACCTTCTTG
Hprt TCCTCCTCAGACCGCTTTT CCTGGTTCATCATCGCTAATC
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Chapitre 5



5 Discussion

L’objectif global de cette thése était de déterminer le potentiel suppresseur de
tumeur d’IL-17RD in vivo. Premiérement, parce qu’aucune étude chez la souris ne faisait
état du réle potentiel d’IL-17RD dans la tumorigéneése, nous avons utilisé un premier
modéle de tumorigénése spontanée en établissant une cohorte longitudinale de souris
WT, ll117rd*- et ll17rd”. Cette approche, reposant entre autres sur I'accumulation
d’événements mutagénes au cours du temps pour induire une carcinogénése nous a
permis de confirmer, pour la premiere fois, le réle suppresseur de tumeur d’IL-17RD in
vivo (Chapitre 2). De maniére intéressante, a travers cette étude, nous avons démontré
que IL-17RD était capable (i) de protéger les souris du développement de tumeurs solides
d’origine épithéliale (p. ex., le colon) et de sarcomes, (ii) de contrdler la transcription de
cytokines et chimiokines dans une variété de tissus au court du temps. De plus, de
maniére surprenante, aucune altération des voies de signalisation des MAPK n’a été
observées dans ce modéle. Deuxiemement, pour approfondir certaines de ces
observations, notamment linduction de tumeurs colorectales, et 'augmentation de la
production d’effecteurs pro-inflammatoires dans les tissus intestinaux, nous avons utilisé
un modéle plus spécifique et bien caractérisé de cancer colorectal associé a la colite
ulcéreuse’, combiné a une analyse transcriptomique des ARNs totaux présents dans les
tumeurs récoltées. Grace a cette étude, nous avons été les premiers a montrer in vivo
gu’lL-17RD protege contre la tumorigénése colorectale associée a la colite dans le
modele AOM-DSS (Chapitre 2). Aucune altération de prolifération, ou des voies de
signalisation mitogéniques n’a été observée dans ce modéle. Cependant, une
inflammation accrue a été mise en évidence dans les tumeurs //17rd”, suggérant ainsi
une augmentation de la tumorigénese via une inflammation chronique exacerbée.
Troisiemement, nous avons étudié le rble potentiel d’IL-17RD dans la réponse
immunitaire innée antivirale. Ainsi, nous montrons in vitro qu’lL-17RD est capable
d’inhiber la réponse antivirale au virus a ARN médiée par RIG-I via une potentielle

interaction avec le récepteur cytoplasmique RIG-I (Chapitre 4).
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Le travail effectué dans cette thése contribue a approfondir nos connaissances sur
le réle d’IL-17RD dans la tumorigénése et la réponse immunitaire innée. Nous montrons
que la perte d’IL-17RD in vivo augmente significativement la tumorigénése en induisant
la synthése accrue de cytokines et chimiokines dans deux modeéles différents. La
synthése des cytokines et chimiokines est notamment associée aux voies de signalisation
des TLRs et de I'lL-17 dans le modele AOM-DSS. De plus, nous avons aussi identifié
une nouvelle fonction d’IL-17RD en tant que régulateur des voies de signalisation de
limmunité innée induite par les récepteurs cytoplasmiques, notamment la voie de
signalisation RIG-I impliquée dans la réponse immune antivirale. Toutefois, encore
beaucoup de travail est nécessaire afin de comprendre les tenants et aboutissants de
'impact d’IL-17RD sur la tumorigénese et la réponse antivirale. Ainsi, dans les prochaines
sections, nous soulignerons l'intérét des modeles utilisés pour cette étude et leurs limites,
ainsi que la découverte des nouvelles caractéristiques du géne suppresseur de tumeur
I117rd qu’ils ont permise. Deuxiémement, nous discuterons de stratégies expérimentales
additionnelles nécessaires pour répondre aux nouvelles interrogations que le modele
AOM-DSS souleve. Finalement, nous élargirons le débat sur quelques autres fonctions
observées pour IL-17RD, notamment dans le métabolisme et la réponse antivirale, et
nous verrons comment I'étude de ces phénotypes s’intégrent potentiellement dans une

meilleure compréhension de maladies et du cancer associé a la perte d’IL-17RD.
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5.1 Deux modéles indépendants pour démystifier le role d’IL-

17RD dans la tumorigénése

5.1.1 La lignée de souris knock out pour /I17rd: caractérisation,

avantages et inconvénients

Les souris WT et ll17rd” (aussi appelées souris KST223) utilisées dans les
modeles de notre étude ont été obtenues a partir de cellules souches embryonnaires
générées par la technique de « piégeage de gene » par BayGenomics?3. Sa premiere
caractérisation a été réalisée dans le développement du tronc cérébral auditif. En
effet, deux études démontrent que la régulation de la voie FGF par IL-17RD influence le
développement et les fonctions du tronc cérébral auditif, et que la perte du récepteur
induit des défauts au noyau cochléaire*5. Le laboratoire du Dr. Robert E. Friesel a ensuite
caractérisé le modéle dans un contexte de développement osseux en montrant que la
perte d’IL-17RD est associée a une augmentation de la masse osseuse corticale
postnatale en régulant I'activité du géne Runx26. Parallélement, trois autres études se
focalisent sur le réle du géne [/17rd dans la régulation de I'inflammation. Notamment,
les souris II17rd” présentent (i) une diminution de recrutement de neutrophiles dans les
poumons en réponse a I'lL-17A7, (ii) une létalité induite par l'activation des TLRs
augmentée? et (iii) un phénotype de maladie de psoriasis induite par IMQ diminué®10. A
noter que cette derniére étude a été menée sur une lignée issue du German Genetrap

Consortium’, générée aussi par « piégeage de géne ».

L’avantage principal de la lignée 1l117rd” est qu’elle permet d’étudier la délétion
totale du géne a I'age adulte, les souris étant viables et fertiles. L’étude de perte de
fonction d’un gene est particulierement pertinente pour un potentiel géne suppresseur de
tumeur. Par ailleurs, I'utilisation du modéle murin en comparaison a des cellules in vitro
est cruciale pour I’étude d’'un gene impliqué dans la tumorigénése. En effet, une masse
tumorale est composée non seulement d’une population hétérogéne de cellules

cancéreuses mais aussi d’'une variété de cellules hbtes résidentes et infiltrantes, de
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facteurs sécrétés et de protéines de la matrice extracellulaire, appelé le
microenvironnement'’-3, Ainsi, la progression tumorale est profondément influencée

par l'interaction entre les cellules cancéreuses et son environnement.

Néanmoins, I'avantage d’'un modéle murin complexe associé a un knock-out
complet (c.a-d. dans tous les types cellulaires) représente également un inconvénient
majeur lors de I'étude d’une protéine telle qu’lL-17RD qui est exprimée de maniere
ubiquitaire par les populations de cellules non hématopoiétiques et hématopoiétiques
(Figure S1A et C, page 115). En effet, il a été rapporté que la délétion dans chacun de
ces deux compartiments indépendamment peut avoir un impact in vitro sur la
carcinogénese et linflammation, respectivement. Idéalement, un modéle de souris
conditionnelles pour le géne d’intérét permettrait de compléter une étude sur une
délétion compléte du géne. Malheureusement, aucune souris conditionnelle pour le géne
I117rd n’est disponible actuellement, ce qui peut représenter un frein quant a la
caractérisation de son mécanisme d’action. Nous verrons que certains modeles
alternatifs (p. ex., allogreffes syngéniques, souris chiméres de la moelle osseuse)

pourraient permettre de contourner cette limite (section 5.4.1).

Globalement, tres peu de littérature est disponible sur la lignée 1/717rd”. De plus,
le réle d’IL-17RD n’a pas été caractérisé in vivo, ni dans I'’étude de la régulation des voies
mitogéniques, ni dans I’étude de la carcinogénese, pourtant vastement étudiés in vitro.
Pour apporter des éléments de réponses dans ces domaines, nous avons décidé
d’utiliser deux modeles distincts, (i) une cohorte longitudinale de vieillissement et (ii) un
modele de CAC induit par TAOM-DSS. La description des avantages et limites de chacun
des modéles utilisés nous permettra de mieux apprécier les découvertes qu’ils ont
engendrées (section 5.2), mais aussi les nouveaux questionnements qu’ils soulévent

(section 5.4) dans le contexte actuel des connaissances.
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5.1.2 Une cohorte longitudinale de vieillissement: avantages et

inconvénients

Afin de caractériser les souris //17rd” dans un contexte de carcinogénése
spontanée, nous avons utilisé une cohorte longitudinale de souris (méles et femelles)
vieillissantes jusqu’a 24 mois. En effet, il est bien connu que l'incidence de tumeurs
malignes augmente progressivement avec I'age chez 'homme et les animaux'415. Ce
modele qui permet de caractériser une lignée au cours du temps présente de nombreux

avantages et certains inconvénients.

Premierement, alors que les « tumeurs spontanées » chez ’homme sont aussi la
cause de facteurs environnementaux (p. ex., le tabac, le régime alimentaire, les radiations
ultraviolet et les virus oncogéniques), chez les rongeurs de laboratoire, il est
communément accepté que ces tumeurs sont issues de néoplasie sans exposition
additionnelle a des agents carcinogénes exogénes'®, ce qui permet de bien apprécier
'impact de la perte d’IL-17RD au cours du vieillissement et du développement tumoral.
Deuxiemement, les mutations spécifiques présentes dans les différents fonds génétiques
des lignées de souris leur conférent certaines caractéristiques propres. La lignée
C57BL/6J est la plus commune, utilisée dans 90% de la recherche biomédicale et
particulierement pour des études sur le métabolisme'”-1°, diabete?°, immunologie?!,
comportement?? et en oncologie?. Ainsi, le modéle de vieillissement sur fond C57B/6J
est couramment utilisé pour I'étude de la carcinogénese spontanée en condition de
vieillissement?324, Troisiemement, il permet la caractérisation de la lignée a des temps
courts et longs simplement par des mesures de certains parametres (p. ex., poids
corporel, glycémie) et le prélevement et 'analyse d’un grand nombre d’organes afin de
suivre de multiples processus (p. ex. activation des MAPKs ou de l'inflammation dans
plusieurs tissus, intégrité de ces tissus). Par conséquent, ce modele nous permet de
répondre de maniere générale et non contextuelle a notre hypothése qui décrit //17rd
comme un gene suppresseur de tumeur et de déterminer son réle potentiel dans

plusieurs tissus a la fois.
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Cependant, I'étude d’'une cohorte longitudinale est un processus long et onéreux.
De plus, le vieillissement est un processus complexe qui peut induire la tumorigénése
via plusieurs mécanismes dont, (i) 'accumulation dans les tissus de cellules a des stades
tardifs de la carcinogénese, (ii) 'induction d’altérations de ’homéostasie, en particulier,
des altérations immunitaires et du systeme endocrinien et (iii) I'instabilité des télomeres?s.
Tous ces éléments difficilement dissociables rendent la compréhension mécanistique du

phénotype compliquée a disséquer.

5.1.3 Le modele de cancer colorectal associé a la colite ulcéreuse

induit par AOM-DSS : avantages et inconvénients

Pour évaluer le potentiel de suppression de tumeur d’IL-17RD dans un contexte

plus spécifique, nous avons utilisé un modele de CAC induit par AOM-DSS.

Certaines fonctions d’IL-17RD dans le cancer colorectal ont déja été rapportées.
D’abord, des travaux dans le laboratoire ont démontré que la carcinogénése colorectale
est associée a une activation et une localisation aberrante de MEK1/2 et ERK1/2 au
noyau tel qu’observé dans des «tissue microarray » (TMA) de patients atteints de
cancers colorectaux et dans une série de lignées de cancers colorectaux (p. ex., HCT116,
SW480, COLO205), induisant une accélération des processus cellulaires associés tel
que la prolifération26-27. De maniere intéressante, les niveaux d’IL-17RD sont diminués
dans ces mémes lignées en comparaison aux cellules épithéliales intestinales normales
humaines (HIECs). IL-17RD, régulateur spatial de MEK1/2 au cytoplasme, séquestre le
complexe MEK1/2-ERK1/2 au cytoplasme et représente ainsi un potentiel inhibiteur de la
voie MAPK-ERK1/2 dans le cancer colorectal. De la méme fagon, sa surexpression dans
les lignées HCT116 et COLO205 a permis de restaurer la localisation cytoplasmique
normale de MEK1/2 activé, atténuant la localisation nucléaire de ERK1/2 phosphorylé et
normalisant ainsi la prolifération cellulaire. Par ailleurs, la surexpression d’IL-17RD dans
des cellules épithéliales intestinales de rat exprimant un mutant gain-de-fonction de Ras
(IEC6-H-Ras"'?) inhibe dramatiquement la croissance tumorale suite a une greffe dans le

flanc de souris athymiques?®. Ces résultats renforcent I’hypothése d’un réle suppresseur
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de tumeur d’IL-17RD dans le cancer colorectal. Paradoxalement, une seconde étude,
dans un contexte spécifique de cancer colorectal associé a la colite ulcéreuse chez
I’'hnomme, montre qu’lL-17RD pourrait dans ce contexte, détenir un réle oncogénique??.
En effet, cette étude visant a évaluer le r6le des miARNs dans le développement
néoplasique chez les patients a haut risque atteints de colite ulcéreuse, a identifié la perte
d’expression de miR-193a-3p capable de cibler directement IL-17RD. Ainsi, ils
démontrent qu’une régulation positive d’IL-17RD augmenterait la carcinogénése chez
des patients atteints de colite ulcéreuse®®. Cette controverse montre l'importance

particuliére de vérifier la fonction d’IL-17RD dans le cancer colorectal chez la souris.

Brievement, le modele AOM-DSS utilisé dans notre étude consiste en une injection
d’azoxyméthane (AOM), un agent pro-carcinogéne induisant une succession de
mutations dans les cellules du célon, suivie d’un ou plusieurs cycles de dextran sulfate
sodium (DSS), un polysaccharide infligeant des dommages a la barriére épithéliale et
une inflammation chronique au niveau du célon mimant la colite ulcéreuse chez
I'humain®®. Le modele AOM-DSS est un modéle intéressant mais également assez

complexe qui présente ainsi des avantages et certaines limites.

Premiérement, le modéle AOM-DSS est décrit comme un modéle murin fiable et
pratique qui reproduit plusieurs aspects du cancer colorectal associé a la colite chez
I’'humain (p. ex., tumeurs dans la partie distale du colon, histopathologies identiques) en
déployant des caractéristiques moléculaires similaires (p. ex., dérégulation des voies
Wnt/APC/B-catenine, K-Ras, p53, TGF-B, Cox-2)2°. Deuxiemement, le modele AOM-
DSS, est une variation du modéle standard de colite ulcéreuse qui nécessite une longue
exposition au DSS ou plusieurs cycles afin d’induire une faible incidence de tumeur3°,
Ainsi, en plus de permettre I'observation de tumeurs plus rapidement, le modele AOM-

DSS permet d’examiner le réle de I'inflammation dans la carcinogénése du cdlon.

Cependant, alors que ce modele est d’un grand intérét dans I'étude du
développement tumoral dans un environnement d’inflammation, il présente des limites.
La carcinogénése est connue comme étant un processus complexe a plusieurs étapes.

Ce modéle a deux composantes (AOM et DSS) a l'inconvénient d’induire plusieurs
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phénoménes en un court temps tels que (i) des mutations dans certains oncogenes et/ou
génes suppresseurs de tumeurs et une dérégulation des voies associées (p. ex.
apoptose), (i) une inflammation chronique induite par le DSS et par conséquent (iii)
une réparation tissulaire via la production de TNF, TGF-B et EGF?°, rendant les

mécanismes associés difficiles a disséquer au moment du sacrifice.

Des alternatives a ces modeéles pour I'étude de la carcinogenese colorectale (p.ex.,
modéle APC™"+) seront présentées en section 5.3.1 pour contourner certaines de ces

limites.
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5.2 L’identification de nouvelles caractéristiques du

suppresseur de tumeur IL-17RD

Suite a sa découverte en 2002, IL-17RD a tout d’abord fait I'objet d’une dizaine
d’études lui conférant un réle inhibiteur dans la régulation de différentes voies de
signalisation mitogéniques®'-33 et par conséquent dans certains processus cellulaires
essentiels associés®?34. Cependant, ce n’est qu’a partir de 2006 qu’lL-17RD est étudié
dans un contexte de cancer grace a des analyses d’expression dans différents types de
tumeurs solides. Ainsi, des études rapportent que IL-17RD est sous-exprimé dans une
variété de cancers®5-38. Quelques études in vitro sur des processus cellulaires associés
au cancer (p. ex., EMT) ont suivi*63744 et de maniére surprenante, les seules
expériences menées in vivo ont utilisé des greffes de cellules cancéreuses dans le flanc
de souris athymiques?%45. Une caractérisation des souris //17rd” dans un contexte de
régulation des voies mitogéniques et du cancer et I'’étude de modeles d’induction de
carcinogénese en perte d’IL-17RD est un réel manquement a la compréhension du réle
d’IL-17RD suggéré.

De maniere intéressante, le modele de vieillissement nous a permis d’établir pour
la premiere fois in vivo le role du géne suppresseur de tumeur //17rd. De plus, le
modéle AOM-DSS nous a permis d’étendre son pouvoir suppresseur de tumeur a un
modele plus spécifique de CAC. De par l'utilisation de nos deux modeles murins distincts,
notre étude a non seulement permis de démystifier le réle d’IL-17RD dans la
carcinogénese mais elle a permis d’identifier de nouvelles caractéristiques de ce gene

suppresseur de tumeur.
5.2.1 ll17rd est un géne suppresseur de tumeur haplo-insuffisant

De maniére intéressante, les courbes de survie et I'incidence tumorale observées
chez les souris ll17rd*" et Il17rd” suggérent que le géne I/17rd est haplo-insuffisant
dans la suppression tumorale, c’est a dire qu’un seul allele ne suffit pas a la protéine pour
gu’elle remplisse ses fonctions. En effet, notre étude montre que les souris II17rd*" et

I117rd” présentent des chances de survies similaires de 63% et 72%, respectivement
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et une incidence tumorale comparable de 25% et 30,5%, respectivement (Figure 1B-
C, page 85). La perte de la fonction d’un géne suppresseur de tumeur se produit
généralement via la suppression ou l'inactivation de deux alleles, selon I'hypothése du
modeéle a double coups du Dr. Alfred G. Knudson#® (« two hit hypothesis»). Il est devenu
clair que les mutations dans les génes suppresseur de tumeur sont trés souvent
récessives au niveau d'une cellule individuelle. Par conséquent, d’aprés ce modele, une
mutation sur un seul allele d’un géne suppresseur de tumeur n'est pas suffisante pour
provoquer la cancérogenése. Un exemple de gene suppresseur de tumeur suivant cette
hypothése est le géne du rétinoblastome (Rb1), responsable de cancer lorsque que les
deux alléles sont perdus. Cependant, de nombreuses études ont identifié des génes
suppresseurs de tumeur candidats qui ne sont pas conformes a cette définition standard.
Ce sont les cas plus complexes ou plusieurs (4 a 6) événements consécutifs sont requis
impliquant plus d’'un gene pour le développement d’'un cancer. De plus, de maniere
intéressante, le produit d’un seul alléle normal peut ne pas étre suffisant pour remplir la
pleine fonction de la protéine, se traduisant ainsi par un développement tumoral initié par
la présence d’un alléle normal et un alléle inactif. La notion d’haplo-insuffisance est ainsi
venue étoffer la théorie de Knudson. Des exemples de genes suppresseurs de tumeur
haplo-insuffisants sont p27KiP! p53, DMP1 et PTEN#47-48,

Ainsi, notre étude permet, pour la premiere fois, de potentiellement classer Il17rd
dans une catégorie spécifique des génes suppresseurs de tumeur qui ne suivent pas

I’hnypothése des deux coups de Knudson.

5.2.2 Les femelles [/I117rd” ont une susceptibilité accrue pour la

formation de tumeurs

Notre étude a mis en évidence une deuxiéme caracteéristique intéressante du gene
I117rd. En effet, nous avons observé que la perte d’IL-17RD a un impact sur le
développement tumoral de maniére plus prononcée chez les femelles que chez les
males dans la cohorte de vieillissement (Figure 1E, page 85). Alors que la méme

proportion de méles, quel que soit leur génotype, présente des tumeurs dans la cohorte
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de 24 mois (c. a-d. 3 males WT et I/17rd*- et 4 males Il17rd”), aucune femelle WT n’ en
a développé et des tumeurs ont été observées chez 6 femelles //17rd*- et 7 femelles
I117rd”. De plus, il est intéressant de noter que plusieurs tumeurs /17rd*- (15%) et lI17rd
 (23%) ont été recensées au niveau du systéme reproductif féminin (p. ex., l'utérus,

I'ovaire et les glandes mammaires).

De maniére intéressante, le modele AOM-DSS appliqué a une cohorte mixte de 5
males et de 10 femelles de chaque génotype nous a permis d’observer, encore une fois,
une inflammation accrue chez les femelles par rapport aux males se traduisant par une
perte de poids plus prononcée apres DSS (Figure 1A), associée a une augmentation

plus importante de la tumorigénése chez les femelles (Figure 1B).

Globalement, ces résultats font d’/l17rd un géne suppresseur de tumeur

potentiellement dépendant du sexe.
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Figure 1. — Le role du géne /I17rd est dépendant du sexe chez les souris post
AOM-DSS. (A) Poids corporel relatif de souris WT et //17rd”- au court du protocole AOM-
DSS. Les données sont des moyennes + SEM. (B) Quantification des Iésions tumorales.
Les données sont des moyennes + SEM.

De maniere intéressante, plusieurs protéines agissent de maniére dépendante du
sexe dans la littérature. Le facteur de transcription inductible par l'interféron STAT1 est
un suppresseur de tumeur dans plusieurs tumeurs malignes*®-5'. Par ailleurs, il a été

démontré que les males déficients en STAT1 dans les cellules épithéliales sont plus
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résistants a la colite induite par le DSS que leurs contrbles alors qu’aucune différence
n'est observée chez les femelles®?. Alors que ces résultats sont en accord avec
I’observation générale d’'une incidence significativement plus élevée chez ’'homme que
chez la femme dans plusieurs cancers, notre observation semble faire partie des
exceptions. La susceptibilité spécifique d'un sexe est due a des facteurs de
comportement et d’environnement, aux signalisations des hormones et aux génes
modulant le cancer présent sur les chromosomes sexués®. De plus, les réponses
immunitaires et la surveillance immune au cancer sont dépendants du sexe%*. En effet,
les femmes présentent des réponses immunitaires innées et adaptatives plus fortes
que les hommes, ce qui pourrait potentiellement aller en leur faveur dans la réponse anti-
tumorale mais en leur défaveur dans des cas d’auto-immunité ou d’inflammation
chronique. Ainsi, il se pourrait que cette réponse accrue chez les femelles aggrave
'inflammation chronique déja exacerbée par la perte d’IL-17RD dans notre modéle AOM-
DSS.

Idéalement, ces résultats pourraient potentiellement améliorer la valeur de
pronostic aprés stratification par sexe. De plus, une stratification par sexe pourrait étre
recommandée avant de tester I'efficacité de certains inhibiteurs de voies de l'inflammation

abordés dans la section 1.4.2 (p. ex., anti-IL-17 ou anti-IL-6).
5.2.3 Une nouvelle boucle de rétroaction positive a été identifiée

En plus du manque d’évidences sur les réles pathophysiologiques d’IL-17RD, sa
régulation reste peu étudiée. De maniére intéressante, nous avons observé une perte
d’expression de ’ARNm d’IL-17RD en réponse au traitement au DSS (Figure 5F, page
95). Ainsi, le réle inhibiteur d’IL-17RD dans l'inflammation observé dans notre étude
(Figure 5A-E, page 95) et sa perte d’expression en réponse au traitement au DSS
suggerent lidentification d’'une boucle de rétroaction positive aggravant la réponse
inflammatoire et créant ainsi un environnement propice au développement tumoral. Cette
boucle de rétroaction positive s’ajoute ainsi a celles observées lors de 'activation de la
voie MAPK-Ras-MEK1/2-ERK1/2 ou FGF qui induisent également une diminution
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d’expression d’IL-17RD et par conséquent une amplification des voies respectives?t. De
nombreux génes et voies de signalisation sont impliqués dans des boucles de rétroaction
positives menant a la tumorigénése colorectale®®%. Par exemple, il a été démontré que
la prostaglandine Ez2, un médiateur de l'inflammation et de la régénération active la
protéine associée a Yes (YAP) et une boucle de rétroaction positive afin de promouvoir
la régénération du colon suite a I'induction de colite mais aussi la carcinogénése chez la

souris®’.
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5.3 L’'implication des voies mitogéniques et/ou de
I'inflammation dans la carcinogénése induite par la perte
d’IL-17RD

Deux facteurs majeurs modulés par IL-17RD peuvent potentiellement expliquer la
progression tumorale observée dans nos deux modeéles. Ainsi, nous avons évalué (i) la
potentielle suractivation des voies mitogéniques et/ou (ii) I'inflammation accrue induite

par la dérégulation de voies de signalisation de I'immunité innée.
5.3.1 Des voies mitogéniques non altérées dans les deux modeéles?

Le role suppresseur de tumeur potentiel de IL-17RD tel que suggéré dans la
littérature repose sur ses fonctions inhibitrices des voies mitogéniques observées in
vitro. Cependant, une étude de perte de fonction dans un organisme entier est cruciale
pour déterminer le réel impact du géne suppresseur de tumeur sur ces voies in vivo.

Ainsi, nous avons étudié I'activation des voies mitogéniques dans nos deux modéles.

Globalement, la perte d’IL-17RD n’a montré aucun impact visible sur les voies
mitogéniques in vivo. Premiérement, nous avons regardé l'activation de la voie des
MAPK-MEK1/2-ERK1/2 dans la cohorte longitudinale par immunobuvardage de la forme
phosphorylée de ERK1/2 (p-ERK1/2). Aucune différence n’a été observée dans les tissus

de l'intestin des animaux WT et //17rd”- de 24 mois (Figure 2).
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Figure 2. — La perte de IL-17RD n’altére pas la phosphorylation de ERK1/2 chez

les souris en vieillissement. A gauche, immunobuvardage de p-ERK1/2 et des
contrdles associés ERK1/2 et HSC70 dans les tissus de I’épihtélium intestinal de souris
WT et ll117rd” agées de 2 ans. A droite, quantification de I'’expression relative de p-
ERK1/2.

Deuxiemement, I'analyse immunohistochimique de p-ERK1/2 dans les tumeurs
WT et IlI17rd” issues du protocole AOM-DSS n’a montré aucune différence d’activation
de la voie MEK1/2-ERK1/2 non plus (Figure S2, page 116). Cela peut s’expliquer par le
fait que les tissus ont subi de nombreuses aberrations génétiques conduisant a des
signaux d’hyper-prolifération et de survie ne nous permettant pas de détecter d'impact
majeur sur le long terme. Il est plus important de quantifier ces parametres dans les tissus
naifs (non affectés) de l'intestin gréle et du colon de souris WT et //17rd” pour évaluer
comment cette derniére lignée est prédisposée au développement tumoral. Par
conséquent, ces analyses ont été complétées par une analyse plus approfondie de la
barriere épithéliale dans la cohorte longitudinale a des temps plus courts, ainsi qu’une
analyse d’organoides de l'intestin gréle et du colon et des études in vitro dans diverses
lignées colorectales cancéreuses. Cependant, aucune différence de prolifération ou
d’activation de la voie MEK1/2-ERK1/2 n’a été observée a I'état basal (Figure 3, page
89).

Pour expliquer ces résultats apparemment divergents avec la littérature, nous
devons prendre en compte les différences de phénotypes conférées par (i) les

perturbations génétiques de gain de fonction et perte de fonction, (ii) les mécanismes
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compensatoires menant a la réorganisation des voies de signalisation mitogéniques et

(iii) le réle spécifique au type et/ou contexte cellulaire d’IL-17RD.

Premierement, il est important de noter que la majorité des expériences in vitro sur
le r6le d’IL-17RD dans les voies mitogéniques ont été menées en gain de fonction,
permettant ainsi une restauration de phénotypes normaux dans des cellules d’origines
cancéreuses. Deuxiemement, une régulation puissante des voies mitogéniques
impliquées dans des processus essentiels a la cellule est nécessaire pour le bon
fonctionnement de celle-ci. Par conséquent, des mécanismes de compensation sont
mis en place pour palier de potentiels déreglements. En effet, les voies de signalisation
telles que Ras/MEK/ERK1/2, JNK et PI3K-mTOR, originellement modélisées en
signalisations linéaires activées par des stimuli différents, sont capables de communiquer
et de se compenser entre elles®®5°. Finalement, notre étude représente la premiére
analyse d’un tissu spécifique de maniere continue, a partir de souris, organoides
cultivés ex vivo et cellules in vitro menant a des conclusions convergentes vers un réle

mineur ou potentiellement compensé d’IL-17RD dans les voies mitogéniques.

Ainsi l'inhibition des voies mitogéniques par IL-17RD largement décrite dans la
littérature ne semble pas étre le facteur principal a l'origine de son potentiel en tant que
suppresseur de tumeur a I’état basal. Néanmoins, un impact de la perte d’IL-17RD au
temps d’initiation de la tumorigénese ne peut pas étre exclus dans ces modéles. Afin de
correctement répondre a cette question, l'utilisation d’'un modele de carcinogénése
colorectale spontanée (p. ex., modele APC™"+) serait plus appropriée. Le modéle de
néoplasie multiple intestinale APC™n* présente une mutation au locus du géene
suppresseur de tumeur APC et induit la formation d’adénomes intestinaux spontanés®°.
Ce modele impliquant une seule mutation spécifique est moins complexe que le modéle
de vieillissement ou le modele AOM-DSS dans lesquels la dérégulation des voies

mitogéniques par IL-17RD peut étre camouflée par d’autres mécanismes plus importants.
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5.3.2 Une inflammation accrue dans les deux modeéles

IL-17RD a aussi fait I'objet de plusieurs travaux lui conférant un réle dans la
régulation de I'immunité innée et l'inflammation, notamment en régulant les voies de
signalisation des TLRs et de I'lL-17. Ainsi, nous avons étudié la production de cytokines
et chimiokines dans nos deux modeles. Nous avons observé une augmentation de

I'inflammation dans les deux modéles (Figure 4, page 92 et Figure S4, page 118).

Premierement, il est difficile de conclure sur un mécanisme précis a partir d’une
cohorte longitudinale de vieillissement, puisque plusieurs changements cellulaires,
hormonaux et métaboliques sont observés avec I'age. Cependant, nous avons observé
une augmentation de cytokines pro-inflammatoires //1b, /16, Tnf et Tgfb1 dans les
tissus des souris l/17rd”- de 18 mois et 24 mois (Figure S4, page 117). De plus, la
vieillesse peut étre caractérisée par une inflammation chronique de bas grade, ce
phénomene est appelé «inflammageing »%'. Par conséquent, interférer avec la
signalisation inflammatoire chez la souris peut donner lieu a une accélération ou un retard
des phénotypes liés a I'dge et le cancer. Ainsi, cela est le cas des souris Nfkb” et des
souris déficientes en IL-10 (IL-10™M). De par la fonction de régulateur des voies de
'inflammation conférée a IL-17RD et 'augmentation de cytokines pro-inflammatoires
dans le modele de vieilissement, nous pouvons supposer que cette inflammation
chronique de bas grade induite par I'age est accentuée chez les souris //17rd”, et pourrait
étre un élément a l'origine de la tumorigénése observée. En effet, il existe maintenant de
nombreuses preuves d’un réle critique de l'inflammation chronique dans I’étiologie de
nombreux cancers®283. De maniére intéressante, les tissus affectés par la tumorigénese
(Figure 1F, page 85) sont quasiment tous localisés a la frontiére avec I’environnement
extérieur (p. ex. muqueuses utérines, poumons, muqueuses intestinales) ou la présence
de bactéries et autres pathogenes commensaux représentent une menace et peuvent
facilement induire un processus inflammatoire. Deuxiemement, il n’est pas encore
entierement clair si I'inflammation observée est le résultat direct de la perte d’IL-17RD
sur les signalisations de I'immunité innée ou si elle est le résultat indirect de I'impact d’IL-

17RD sur un événement intermédiaire (p. ex., activation de voies oncogéniques). En

212



effet, linflammation peut étre initi€e par plusieurs événements dont des mutations
oncogéniques. Finalement, de maniéere intéressante et complémentaire, I'observation
d’'une inflammation accrue robuste induite par les signalisations TLRs et IL-17 dans les
tumeurs 1l17rd”- post AOM-DSS suggere tres fortement un impact direct d’IL-17RD sur
les voies de signalisations de 'immunité innée pour induire I'inflammation (Figure 4, page

92 et Figure S5, page 118).

Ainsi, c’est la premiere fois que le réle d’IL-17RD dans la carcinogéneése est relié
(directement ou indirectement) a son role dans la régulation de I'inflammation. Les
modeles utilisés jusqu’a présent pour I'étude d’IL-17RD dans [linflammation ne
permettent pas d’adresser l'induction de la carcinogénése. En effet, les modeles de
maladie de psoriasis induite par imiquimob (IMQ) ou de stimulation a I'lL-17 et poly(l :C)
sur des temps courts ne font pas l'objet d’'un risque accru pour le développement de

tumeur et ne représentent pas de bons modéles pour cette étude.

5.4 Le modeéle AOM-DSS souléve plusieurs questions

L'inflammation relative a la production de chimiokines et cytokines pro-
inflammatoires peut étre originaire d’une réponse immunitaire innée locale induite par les
cellules épithéliales au site de linfection et/ou par les cellules dendritiques et
macrophages résidents. De plus, elle peut aussi étre initiée par les cellules
immunitaires locales et périphériques pour induire un recrutement de cellules spécifiques

et une réponse immune adaptative plus forte et appropriée.

5.4.1 Une piste vers le ou les compartiment(s) responsable(s) de

'impact d’IL-17RD sur la tumorigénése

Alors que notre modele AOM-DSS nous a permis d’évaluer le réle général d’IL-
17RD dans le cancer colorectal, il ne nous permet pas de déterminer le compartiment
responsable de cette fonction. En effet, la fonction de suppresseur de tumeur d’IL-17RD
observée dans le CAC induit par AOM-DSS pourrait étre liée a un double effet dans les

cellules tumorales et les cellules immunitaires stromales ou dans un seul des deux
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compartiments exclusivement. De maniéere intéressante, les deux compartiments ont fait
'objet d’études indépendantes in vitro dans la compréhension de la régulation de
inflammation par IL-17RD, démontrant ainsi qu’ils peuvent potentiellement étre tous les
deux impactés par la perte d’'IL-17RD dans notre modéle. En effet, des fonctions d’IL-
17RD dans l'inflammation ont été décrites dans les macrophages issus de la moelle
osseuse (BMDMs) et autres cellules immunitaires (p. ex. PBMCs, DCs)”° et dans les
cellules épithéliales ou fibroblastes telles que les MEFs8. Par ailleurs, les niveaux
d’expression d’IL-17RD sont plus élevés dans les cellules non hématopoiétiques par
rapport aux cellules hématopoiétiques (Figure S1A et C, page 115). Ces données
suggerent un réle inhibiteur d’IL-17RD plus dominant dans les cellules épithéliales et plus

subtil dans les cellules hématopoiétiques, ce qui reste a vérifier.

Des résultats du laboratoire ont montré que la surexpression d’IL-17RD dans une
lignée épithéliale colorectale (IEC6) permettait une diminution de la croissance de
tumeurs chez la souris?®. Dans le but d’apporter des éléments de réponses aux
compartiments impliqués et d’étudier IL-17RD en perte de fonction, nous avons utilisé un
modele d’allogreffes syngéniques de cellules cancéreuses colorectales. Premierement,
nous avons injecté des cellules MC38 traitées avec deux shARNs dans le flanc de souris
C57BL/6J WT afin de déterminer le pouvoir suppresseur de tumeur d’IL-17RD
intrinséque aux cellules tumorales épithéliales (Figure 3A). Parallélement, nous avons
injecté des cellules MC38 WT dans le flanc de souris WT ou /I17rd” afin de déterminer
le pouvoir suppresseur de tumeur d’IL-17RD dans le microenvironnement de la tumeur
(Figure 3B).
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Figure 3. — Allogreffes syngéniques pour I'identification des réles intrinséques a
la cellule tumorale et immunitaires dans la tumorigénése induite par la perte du
gene lI17rd. (A) Représentation schématique des allogreffes syngéniques de cellules
MC-38 traitées aux shARN chez des souris C57BL6J sauvages. (B) Représentation
schématique des allogreffes syngéniques de cellules MC-38 sauvages chez les souris
C57BL6J sauvages ou /lI17rd”.

De maniere étonnante, la perte d’IL-17RD dans les cellules tumorales épithéliales
n’a pas induit d’augmentation de la tumorigénese comme cela aurait pu étre attendu, de
par le réle inhibiteur d’IL-17RD sur les voies mitogéniques. Contradictoirement, les
tumeurs déficientes en IL-17RD ont méme une croissance diminuée par rapport aux
tumeurs shNT (Figure 4A). Cette observation, confirmée par David H. Peng et ses
collegues®, pourrait étre le résultat d’'un phénoméne de sénescence induite par les

oncogeénes (OIS)%.
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Figure 4. — La perte du géne //17rd dans le compartiment épithélial ou immunitaire
induit une réponse anti-tumorale aux allogreffes syngéniques chez la souris. (A)
Panneau de gauche, Anlayse g-PCR de I'expression du géne //17rd dans les cellules MC-
38 traitées aux shNT, shlL-17RD#1 et #2. Panneau du milieu, le volume des tumeurs a
été mesuré au court du temps. Panneau de droite, le poids des tumeurs a été mesuré au
sacrifice. (B) Panneau de gauche, le volume des tumeurs a été mesuré au court du
temps. Panneau du milieu, le poids des tumeurs a été mesuré au sacrifice. Panneau de
droite, quantification de la proportion de CD4 a été effectuée suite a un marquage
immunohistochimique.

L’expérience inverse démontre que la perte d’IL-17RD dans I'environnement
tumoral induit aussi une diminution de la progression tumorale avec une tendance a
une infiltration accrue de lymphocytes T CD4* (Figure 4B). Qu’une réponse immune
soit pro- ou anti-tumorale repose sur un équilibre délicat entre le systéeme immunitaire
inné et adaptatif. Une réponse immune adaptative bien régulée et saine est considérée
comme anti-tumorale, alors qu’une réponse innée effrénée ou une réponse adaptative

inappropriée peuvent mener a de l'inflammation chronique et un environnement pro-
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tumoral. Le cas d’allogreffe syngénique qui atteint un point limite vers 19-21 jours post
injection induit une réponse potentielle du systeme immunitaire accrue a une progression
tumorale intrinséque aux cellules épithéliales. Ainsi, dans ces conditions, on pourrait
penser que le recrutement accru de CD4* induit par la perte d’'IL-17RD permet une
réponse anti-tumorale renforcée. Contrairement, dans un contexte AOM-DSS, une
inflammation prolongée accrue induit une inflammation chronique aberrante menant a la
tumorigénése. A noter que certaines expériences sont encore nécessaires afin de
déterminer le mécanisme sous-jacent a la potentielle augmentation de cellules T CD4+
puisque celle-ci ne peut pas étre expliquée par un changement de proportion de ces

cellules a I'état basal (Figure S1D. p.114).

Ainsi, ces résultats ne nous permettent pas de caractériser la fonction suppresseur
de tumeur d’IL-17RD dans un contexte d’inflammation chronique. Cependant, ils refletent
un impact réel de la perte d’IL-17RD dans les deux compartiments démontrant, (i) un
effet anti-tumoral dans les cellules épithéliales et (ii) un effet anti-tumoral lorsque déplété
dans les cellules immunitaires. Des études plus approfondies seront nécessaires pour
comprendre les mécanismes fins associés a la perte d’IL-17RD dans ce contexte

spécifique.

Idéalement, certains modeéles plus appropriés devraient étre utilisés pour répondre
clairement a I'implication d’IL-17RD dans les deux compartiments dans le modéle AOM-
DSS tels que, (i) des souris conditionnelles pour les cellules épithéliales colorectales
(IECs) ou les cellules hématopoiétiques et, (ii) des souris chiméres de la moelle

osseuse.
5.4.2 Implication de cellules productrices d’IL-17A et F

Plusieurs évidences suggerent une augmentation de cellules productrices d’IL-
17A et F dans le modele AOM-DSS suite a la perte d’IL-17RD. En effet, les analyses IPA
des données de RNAseq ont identifie des GO TERMs impliqués dans (i) des maladies et
fonctions de I'lL-17A et F, (ii) la différenciation de certaines cellules T auxiliaires, Th1,

Th2 et les cellules productrices d’IL-17, les Th17, et (iii) la signalisation en aval de I'lL-
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17A (Figure 5A). Par ailleurs, parmi tous les ligands de la famille de I'lL-17, nos données
montrent une augmentation des ligands IL-17A et F exclusivement (Figure 5B).
Cependant, des analyses sanguines n’ont montré aucune augmentation de marqueurs
de différenciation ou production de cellules Th17 dans le sérum de souris //17rd”(Figure

5C).
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Figure 5. — IL-17A et F sont augmentés dans les tumeurs /l17rd”. (A) Analyse IPA
des GO TERMs. (B) Expression relative de ’ARNm des membres de la famille des
récepteurs a I'lL-17 dans les tumeurs //17rd” par rapport aux WT. Données issues des
analyses transcriptomiques. (C) Niveaux protéiques de cytokines dans le sérum de souris
WT et ll17rd".

De maniere intéressante, plusieurs autres populations de cellules de I'immunité
innée peuvent étre une source précoce d’IL-17 en réponse au stress, aux lésions ou

aux pathogenes. Ces sources précoces jouent un réle central dans linitiation de la
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réponse immune dépendante d’IL-1765. |l a été démontré que la production d’IL-17A dans
les 4 a 8 heures apres une infection microbienne augmente le recrutement de
neutrophiles résultant de la production d’IL-6, G-CSF et CXCL8 pour induire une réponse
immunitaire non spécifique, rapide®®. Ainsi les systémes qui protégent les organes de
’environnement, notamment la muqueuse intestinale, contiennent des cellules
sentinelles capables de produire I'lL-17A87:68_ Celles-ci comprennent les cellules T yd,
les cellules tueuses (NK), les NK invariants, les cellules de type inductrices de tissus
lymphoides (LTi), et les myéloides®®-72. De plus, certaines cellules épithéliales telles que
les cellules de Paneth sont hautement spécialisées et impliquées dans I’'homéostasie et
I'immunité des muqueuses’®74 et produisent I'lL-1775. Cette production précoce d’IL-17
par ces sous populations de cellules (p. ex., les cellules T yd) est impliquée dans
'amorcage et le prolongement de I'auto-immunité’6-7° et pourrait donc étre a l'origine
de l'inflammation accrue observée dans notre modéle. Par ailleurs, IL-17A a aussi été
démontré comme un inducteur de la tumorigénese colorectale®® et d’autres mécanismes
tels que des dommages a la barriere et les produits microbiens peuvent entrainer une

croissance tumorale induite par IL-23/IL-17 81,

Afin de vérifier le réel potentiel de la production d’IL-17A engendrée par la perte
d’IL-17RD dans la tumorigénése associée a la colite, il serait intéressant d’utiliser le
modéle AOM-DSS avec traitement aux anticorps anti-IL-17. En effet, le blocage d’IL-
17A abolit le développement de certains modeles de colites®? et I'inflammation intestinale
induite par les microbes commensaux®3, ainsi que certaines formes de cancers, telles

gue les cancers métastatiques du sein®* ou les mélanomes®s.
5.4.3 Un intérét grandissant pour IL-17 et IL-17RD

Depuis la caractérisation des cellules Th17 productrices de I'lL17A et F en 2005
86-89 et la découverte de I'implication d’IL-17A dans de multiples processus essentiels a
la défense de la cellule contre de potentiels pathogenes® , I'intérét pour cette cytokine a

grandement augmenté (Figure 6A). Par conséquent, de par son implication dans la

219



signalisation IL-17 et dans l'inflammation, IL-17RD fait aussi 'objet d’'un nombre encore

faible mais grandissant d’études, qui a notamment doublé en 2019 (Figure 6B).

A Results per year for IL-17 B Results per year for IL-17RD
2500

2000+

1500+

Count

1000+

500+

Figure 6. — Résultats issus de PUBMED par an pour IL-17 et IL-17RD de 1990 a
2019. (A) Représentation du compte de publications sur IL-17. (B) Représentation du
compte de publications sur IL-17RD.

La recherche sur la protéine IL-17RD reste tres pauvre et s’explique probablement
par les défis techniques que son étude représente. En effet, IL-17RD est difficilement
détectable de maniere endogéne par immunobuvardage. Tres peu d’anticorps efficaces
sont disponibles et il semblerait que son expression endogéne est souvent trop faible

pour étre détectée.

Il existe beaucoup d'études controversées sur le role d’IL-17RD dans la
carcinogénese et linflammation qui nécessiteraient un peu plus d'attention et la
caractérisation complete de la lignée /l17rd” dans différentes conditions pourraient
permettre d’élargir nos connaissances sur son réle. Ainsi, les évidences de Mark Mellett
et ses collegues ainsi que nos études in vivo ont aussi permis d'identifier de nouveaux

rles fonctionnels dans la réponse antivirale et le métabolisme, respectivement.
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5.5 Au-dela de sa fonction dans la carcinogénése

5.5.1 Une nouvelle fonction d’IL-17RD dans le métabolisme lipidique

De maniere intéressante, les données de RNAseq sur les tumeurs AOM-DSS ont
mis en évidence plusieurs signatures liées au métabolisme lipidique. Le métabolisme
étant un facteur important dans la carcinogénése®'-92, cette piste nous a paru intéressante
et nous avons poursuivi 'hypothése d’un réle d’'IL-17RD dans le métabolisme lipidique

avec quelques expériences préliminaires décrites en Annexe |II.
5.5.2 Un nouveau réle d’IL-17RD dans I'immunité innée antivirale

De maniére générale, linvestigation du role d’IL-17RD dans la réponse
immunitaire innée antivirale nous a permis (i) d’identifier la voie de reconnaissance des
ARNSs viraux cytolpasmiques comme une voie de signalisation régulée par IL-17RD,
(i) d’identifier un potentiel nouvel interacteur d’IL-17RD. De plus, notre étude a permis
de montrer que la voie cGAS/STING n’est pas ou peu affectée par IL-17RD.
Premierement, il a été démontré qu’IL-17RD inhibe la signalisation induite par RIG-I alors
que la régulation de la signalisation induite par MDA5 n’a pas été abordée.
Deuxiemement, une forme de RIG-I semble interagir avec IL-17RD. Il est suggéré que la
forme ubiquitinée de RIG-I interagisse préférentiellement avec IL-17RD. Cependant,
I'utilisation d’un inhibiteur de RIG-I et de l'ubiquitination est nécessaire pour confirmer ces
résultats. Ainsi, notre étude établit un potentiel nouveau réle d’IL-17RD dans la régulation
de voies de signalisation antivirales cytoplasmiques. De nombreuses expériences
complémentaires sont nécessaires pour délimiter 'impact d’IL-17RD dans la réponse
antivirale liée aux récepteurs cytoplasmiques RIG-I, MDA5 et cGAS/STING et en

déterminer les mécanismes fins.

De maniére intéressante, la caractérisation de la lignée /l17rd”- a 12 semaines,
nous a permis de mettre en évidence un phénotype apparenté a de I'lhyposplénisme.
En effet, les rates //17rd” sont significativement plus petites que les WT (Figure 7A). La

rate est composée de cellules lymphoides et myéloides provenant de la moelle osseuse
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et du thymus. Néanmoins, aucune différence de morphologie et physiologie du thymus

n’a été observé (Figure 7B).

0.5 0.4

0.4
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0.1 0.1

Spleen weight
/body weight (%)
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Q\

Figure 7. — 1117rd” mice exhibit smaller spleens than WT mice without any impact
on the thymus. (A) Top, Spleen weight of 12 weeks old mice was measured. Bottom,
photographic representation of WT and [//17rd” spleens. (B) Left panel, H&E
representation of WT and //17rd”- thymus. Right panel, quantification of relative medulla
to cortex area.

La rate a plusieurs fonctions telles que la supression d’érythrocytes anormaux
et des plaquettes du sang. C’est aussi un réservoir pour les érythrocytes, plaquettes et
le fer et une source de lymphocytes et cellules hématopoiétiques. En tant qu’'organe
secondaire dans le systéme immunitaire, la rate est particulierement importante pendant
la septicémie. Les antigenes circulants sont piégés dans la zone marginale ou ils entrent
en contact avec les cellules immunoréactives. Or il a été rapporté que les souris II17rd”

étaient plus sensibles au choc septique que les WT?.

Afin d’investiguer I'impact de la perte d’IL-17RD sur la rate, nous avons analysé le
transcriptome de rates de souris WT et 1117rd-/- par séquencage d’ARN. Nous avons
identifié seulement 19 génes exprimés de maniére différentielle (p adj < 0.05;
LogzFoldchange > 1). Par ailleurs, des analyses d’enrichissement GO ont identifié 16

signatures significatives (p < 0.05) associées aux processus biologiques. Plusieurs
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signatures de réponse aux virus figurent dans les plus significatives, suivis de prés par
des signatures liées a la réponse au LPS (Figure 7, panneau du haut). Des analyses
bio-informatiques additionnelles par analyse KEGG confirment I'implication d’une
réponse accrue aux virus et d'une reconnaissance accrue de I’ADN et ARN
cytosolique. De maniere intéressante, on observe une signature significative pour les

IBDs (Figure 7, panneau du bas).
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Figure 8. — Loss of IL-17RD induce innate immunity-linked gene signatures in the

spleen. GO enrichment analysis of differentially expressed genes showing biological
processes (BP) (top panel) and KEGG signatures (bottom panel) enriched in 1117rd-/-
spleens (p < 0.05) (n = 5).
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Ces résultats donnent des évidences supplémentaires d’un role d’IL-17RD dans

la réponse antivirale.

5.6 Conclusion et perspectives

Depuis la découverte de la famille des récepteurs a I'lL-17 dont fait partie IL-17RD,
des études sur les différents membres ont été entreprises. IL-17RD reste a ce jour le

membre le moins étudié.

Tout au long de cette these nous avons utilisé plusieurs modéles murins et autres
approches in vitro afin d’apporter de nouvelles connaissances sur le réle d’IL-17RD dans

la carcinogénese et 'immunité innée.

Dans nos deux modéles de vieilissement et de carcinogénése colorectale
associée a la colite, nous avons trouvé qu’lL-17RD , (i) agit comme géne suppresseur de
tumeur haplo-insuffisant in vivo, (ii) inhibe la production de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires, (iii) n’a pas d’'impact majeur sur les voies mitogéniques. De maniére
intéressante, nous avons observé que le réle d’IL-17RD dans la carcinogénése est
dépendant du sexe. Finalement, le modele AOM-DSS nous a permis de déterminer pour
la premiére fois que l'inflammation exacerbée engendrée par la perte d’IL-17RD pouvait
étre a l'origine d’une tumorigénése accrue. De plus, nous suggérons qu’lL-17RD a un
impact sur les cellules non hématopoiétiques et hématopoiétiques a différents niveaux
pour induire la tumorigénése associée a la colite et que les cytokines IL-17A et F jouent

un potentiel réle dans cette induction.

Par ailleurs, dans des lignées cellulaires in vitro, nous avons démontré qu’lL-17RD
est capable de (i) inhiber la réponse immunitaire innée antivirale, (ii) inhiber la voie de
signalisation antivirale RIG-l spécifiquement, (iii) interagir avec le récepteur RIG-I
directement. Cependant, de nombreuses expériences sont nécessaires pour comprendre

les mécanismes fins de cette régulation.

En général, nos études démontrent pour la premiére fois qu’lL-17RD est un

véritable suppresseur de tumeur in vivo et qu’il agit principalement par la régulation de la
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réponse immunitaire innée pour remplir cette fonction. De plus, elles permettent d’élargir

le réle d’IL-17RD dans l'inflammation a la réponse immunitaire innée aux ARN viraux.
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1.1 Mise en contexte

Le laboratoire s’est longtemps attardé a déterminer I'implication de la voie Ras-
MEK1/2-ERK1/2 dans l'initiation et la progression du cancer colorectal. Ainsi, Stéphanie
Duhamel, ancienne étudiante au doctorat a initié un projet visant a caractériser la
tétraploidie et I'instabilité chromosomique (CIN) observée suite a la suractivation de la
voie Ras-ERK1/2. L’aneuploidie et CIN sont observés dans la majorité des cancers
colorectaux et sont associés a un mauvais pronostic. Nous montrons dans cette étude
que I'hyperactivation de ERK1/2 par Ras oncogénique ou une forme constitutivement
active de MEK induit des défauts mitotiques qui menent a la tétraploidie, I'aneuploidie et
CIN. Nous avons identifié une altération de I'expression et la localisation d’Aurora A

résultant d’une perte d’expression de Fbxw?7f3 induite par la dérégulation de Ras-ERK1/2.

Lors de cette étude, j'ai eu I'occasion de participer aux révisions du manuscrit.
Dans ce contexte, mes travaux ont consisté a préciser le mécanisme de régulation de
Foxw7B en vérifiant la stabilité de ’TARNm. De plus, des expériences et analyses de
séquencage au bisulfite ont permis de déterminer que la méthylation du promoteur de
Fbxw7B ne semblait pas étre impliquée dans le processus de régulation de son

expression (données finalement non montrées dans le manuscrit).
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1.2 Contribution des auteurs

Stéphanie Duhamel a conceptualisé le projet, mis en place et exécuté la majorité des

expériences, analysé les résultats et écrit la premiere version du manuscrit.

Charlotte Girondel a mis en place et contribué a I'exécution des expériences de la Figure

4 ainsi que des expériences de méthylation de promoteur, non présentes ici.

Jonas F. Dorn a contribué a I'analyse des expériences de cycle cellulaire en time-lapse
Pierre-Luc Tanguay a contribué a I'exécution de certaines expériences cellulaires
Laure Voisin a contribué a I'exécution de certaines expériences cellulaires

Ron Smits a fourni la lignée de souris Villin-rTA

Paul S. Maddox a contribué a I'analyse des expériences de cycle cellulaire en time-lapse

Sylvain Meloche a conceptualisé le projet, analysé les résultats et écrit la premiere

version du manuscrit.

Tous les auteurs ont approuvé la derniére version du manuscrit.
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1.3 Abstract

Aneuploidy is a common feature of human solid tumors and is often associated
with poor prognosis. There is growing evidence that oncogenic signaling pathways, which
are universally dysregulated in cancer, contribute to the promotion of aneuploidy.
However, the mechanisms connecting signaling pathways to the execution of mitosis and
cytokinesis are not well understood. Here, we show that hyperactivation of the ERK1/2
MAP kinase pathway in epithelial cells impairs cytokinesis, leading to polyploidization and
aneuploidy. Mechanistically, deregulated ERK1/2 signaling specifically downregulates
expression of the F-box protein Fbxw7p, a substrate-binding subunit of the SCFFxw?
ubiquitin ligase, resulting in the accumulation of the mitotic kinase Aurora A. Reduction of
Aurora A levels by RNA interference or pharmacological inhibition of MEK1/2 reverts the
defect in cytokinesis and decreases the frequency of abnormal cell divisions induced by
oncogenic H-RasV'2, Reciprocally, overexpression of Aurora A or silencing of Fbxw7f3
phenocopies the effect of H-RasV'? on cell division. In vivo, conditional activation of MEK2
in the mouse intestine lowers Fbxw7f expression, resulting in the accumulation of cells
with enlarged nuclei. We propose that the ERK1/2/Fbxw7p/Aurora A axis identified in this

study contributes to genomic instability and tumor progression.
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1.4 Introduction

Aneuploidy is a very common feature of cancer, being present in 90% of human
solid tumors and consistently associated with a worse prognosis’- 2. Despite its largely
detrimental effect on cellular fitness, aneuploidy is strongly associated with cancer,
possibly because of its ability to generate the phenotypic diversity necessary to adapt to
the stringent selection conditions observed during in vivo tumor development! 3. 4.
Aneuploidy also promotes additional genomic instability by itself leading to both numerical

and structural chromosomal alterations®’.

One proposed route to aneuploidy is through generation of an unstable tetraploid
intermediate state® °. These tetraploid cells arise mainly from three mechanisms: cell
fusion, endoreduplication, and cytokinesis failure or premature exit from mitosis.
Consistent with an initiator role of tetraploidy in aneuploidy and tumorigenesis, cells with
high chromosome numbers are frequently observed in early-stage cancers and many
tumor cells exhibit a bimodal distribution of chromosome numbers with a near-tetraploid
peak 8. Experimentally, tetraploid fibroblast or epithelial cells generate tumors in mice that
grow much faster than their diploid counterparts'?-12, Tetraploidization may help tolerate
the genetic imbalance resulting from chromosomal instability (CIN) and aneuploidy to

promote transformations.

The mechanisms that cause tetraploidy and aneuploidy are not clear but
accumulating evidence points to a role of oncogenic signaling pathways'3. Specifically,
hyperactive Ras signaling has been implicated in the induction of CIN but the precise
molecular mechanisms involved remain unknown' 4. We have recently reported that
oncogenic Ras or sustained nuclear MEK/ERK1/2 signaling induces tetraploidization of
epithelial cells'®. Here, we investigated the molecular basis of this oncogenic response.
We now show that hyperactivation of ERK1/2 MAP kinases (MAPKSs) specifically
downregulates the F-box protein isoform Fbxw7f, resulting in the accumulation of Aurora
A, cytokinesis failure and polyploidization. Transgenic expression of activated MEK2 in

mouse intestinal epithelial cells similarly decreases Fbxw7p levels, concomitantly to the
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accumulation of cells with enlarged nuclei, indicative of polyploidy. Our results link the

activation of a common oncogenic signaling pathway to the promotion of aneuploidy.
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1.5 Results

1.5.1 Activated MEK1DD and H-RasV12 induce cytokinesis defects

leading to polyploidization

To study the mechanisms underlying activated Ras or MEK-induced
tetraploidization, we analyzed the cell cycle kinetics of asynchronously proliferating
intestinal epithelial IEC-6 cells expressing H-RasV'?2or MEK1DD (Fig. 1A). FACS analysis
of phospho-histone H3 staining revealed an increased proportion of IEC-6-H-RasV12 and
IEC-6-MEK1DD cells in late G2/M phase (Fig. 1B), consistent with impairment in mitotic
progression or cytokinesis. To carefully analyze progression through mitosis, IEC-6 cell
populations were transduced with GFP-histone H2B and imaged by time-lapse digital
microscopy. Mitotic events were timed to score defects in chromosome movements,
anaphase progression and cytokinesis. The duration of mitosis (nuclear envelope
breakdown (NEBD) to complete ingression of the cytokinetic furrow) was unaffected by
the expression of H-Ras"V'?> or MEK1DD (Fig. 1C and 1D). Yet, a significant fraction of
IEC-6-H-RasV'? and IEC-6-MEK1DD cells were binucleated (26.1% and 26.3% vs none
detected in control cells), indicative of a failure in cytokinesis (Fig. S1). Cytokinetic furrow
initiation and ingression occurred with normal kinetics, but we observed several
regression/ingression cycles in H-RasV'2 and MEK1DD-expressing cells (Fig. S1A and
S1B), suggesting that binucleation arises from a defect in abscission'®. In support of this
idea, these cells often exhibited long cytoplasmic bridges and cytokinesis lasted more

than 8 times longer than in control cells (Fig. 1C, 1D, S1A and S1B).
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Figure 1. — Activated H-Ras"'2 or MEK1DD induce cytokinesis defects. IEC-6 cells
were infected with empty vector, MEK1DD or H-RasV'? and analyzed 2 weeks post-
infection. (A) Immunoblot analysis of proliferating IEC-6 cell populations (n=4). (B) Flow
cytometry analysis of phospho-histone H3 (p-H3) expression. Results are expressed as
mean + SEM (n=8). (C) Timing of mitotic progression revealed by time-lapse video
imaging. Mean + SEM of 44 vector, 80 MEK1DD and 92 H-Ras"'?-expressing IEC-6 cells
two weeks post-infection. (D) Time-lapse video imaging of representative mitotic
progression of IEC-6 cell populations expressing GFP-tagged histone H2B. Scale bar, 5
um. Arrow, intercellular bridge. ***, P < 0.005.
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1.5.2 Aurora A is a critical mediator of H-RasV12-induced cytokinesis

failure

The mitotic kinase Aurora A is frequently overexpressed in human cancer, and its
overexpression leads to cytokinesis failure, tetraploidization and genetic instability in
cultured cells and mouse models'® 7. We thus sought to evaluate the role of Aurora A in
H-RasV'2-induced cytokinesis failure. Expression of H-RasV'2 or MEK1DD in IEC-6 cells
resulted in a marked up-regulation of Aurora A (Fig. 2A). Similarly to oncogenic Ras,
overexpression of Aurora A was sufficient to cause cytokinesis failure and impair cell
cycle progression of IEC-6 cells (Fig. 2B-F). Higher up-regulation of Aurora A levels also

resulted in multipolar spindles (Fig. 2F).

To directly test the contribution of Aurora A to H-RasV'2-induced cytokinesis failure,
we down-regulated the expression of Aurora A to close-to-normal levels using lentivirus-
transduced Aurka shRNAs (Fig. 2G). Complete depletion of Aurora A blocks mitotic entry
and leads to multiple mitosis defects'® (unpublished observations). Reduction of Aurora
A levels with two independent shRNAs reverted the defect in cytokinesis timing induced
by H-RasV'?, and markedly decreased the frequency of binucleated cells and cells
exhibiting long cytoplasmic bridge, furrow regression and tripolar division (Fig. 2H and
21). Overall, these results suggest that Aurora A is a key effector of oncogenic H-RasV12-

mediated tetraploidization and aneuploidy.
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Figure 2. — Overexpression of Aurora A impairs cytokinesis and cell division. (A)
Immunoblot analysis of Aurora A in proliferating IEC-6 cells infected with vector, MEK1DD
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or H-RasV1? (n=3). (B to F) IEC-6 cells were infected with empty vector or Aurora A-
encoding retrovirus and cell populations expressing moderate or high levels of Aurora A
were selected for functional analysis. (B) Immunoblot analysis of Aurora A expression
(n=4). (C) Flow cytometry analysis of p-H3 expression. Results are expressed as mean
+ SEM (n=3). (D) Time-lapse video imaging of mitotic progression of IEC-6-H-RasV'2 cells
transduced with GFP-histone H2B and moderately overexpressing Aurora A. Scale bar,
5 um. Arrow, intercellular bridge. (E) Timing of mitotic progression of control (Vector) IEC-
6 cells (n=44) or IEC-6 cells expressing moderate (n=80) or high (n=116) levels of Aurora
A at 2 weeks post-infection. (F) Quantification of cell division defects. (G to |) IEC-6-H-
RasV'2 cells were infected or not with lentiviruses encoding non-target shRNA (shNT) or
the indicated Aurora A shRNAs (shAurA). (G) Immunoblot analysis of Aurora A
expression (n=3). (H) Time-lapse video imaging of mitotic progression of IEC-6-H-RasV'?
cells transduced with GFP-histone H2B and infected with Aurora A shRNA. (I)
Quantification of cell division defects. ***, P < 0.005.

1.5.3 Oncogenic H-RasV12 induces polyploidization through ERK1/2
MAPK signaling

Expression of activated MEK1DD up-regulates Aurora A levels (Fig. 2A) and
induces cytokinesis failure (Fig. 1B-D). To assess the specific contribution of the ERK1/2
MAPK signaling branch to H-RasV'?-induced polyploidy, IEC-6-H-RasV? cells were
treated with a low dose of the selective MEK1/2 inhibitor, PD184352. High doses of this
compound induce G1 arrest. Treatment with 1 uM PD184352, which restrains ERK1/2
hyperactivation, decreased the levels of Aurora A to levels seen in non-transformed cells
(Fig. 3A). Importantly, PD184352 markedly reduced the length of cytokinesis and the
frequency of abnormal cell divisions (furrow regression, binucleation, multipolar spindles)
of H-Ras"'2-expressing cells (Fig. 3B and 3C). Consistent with these observations, long
term treatment of IEC-6-H-RasV'? cells with PD184352 significantly decreased the
proportion of G2/M and polyploid/aneuploid cells (Fig. 3D-F). Thus, oncogenic H-RasV'?
induces cytokinesis defects, polyploidization and aneuploidy largely through ERK1/2

signaling.
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Figure 3. — H-Ras''?-induced cytokinesis failure is mediated by the ERK1/2

pathway. (A) Immunoblot analysis of proliferating IEC-6-H-RasV'? cells treated with
vehicle or 1 uM PD184352 (n=4). (B) Timing of mitotic progression of IEC-6-H-RasV2
cells treated with vehicle (n=84) or PD184352 (n=82). Results are expressed as mean +
SEM. (C) Quantification of cell division defects. (D) Representative cell cycle profiles of
IEC-6-H-RasV'2 cells treated or not with PD184352 (n=3). (E) Proportion of cells in each
cell cycle phase (n=3). (F) Proportion of cells with >4N DNA content 7 days after infection
of IEC-6 cells with H-RasV'? and treatment with vehicle or PD184352 (n=3). ns, non

significant; **, P< 0.01; ***, P < 0.005.
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1.5.4 Hyperactivation of the ERK1/2 pathway downregulates Fbxw7

expression

We next investigated the molecular mechanism by which deregulated ERK1/2
signaling up-regulates Aurora A expression. The abundance of Aurora A is controlled at
the level of transcription and protein turnover'”: 1°. Specifically, Aurora A is targeted for
degradation at mitotic exit by the anaphase-promoting complex/cyclosome (APC/C) and
co-activator Cdh1 2022, Expression of H-RasV'2 in Cdh1¢7GT MEFs further up-regulated
the levels of Aurora A (Fig. S2A) and significantly increased the frequency of
polyploidy/aneuploid cells as compared to empty vector (Fig. S2B and S2C). These
results argue that mechanisms other than Cdh1 inactivation contribute to Aurora A

accumulation.

The SCFFw7 ybiquitin ligase also promotes Aurora A ubiquitination and degradation23-25,
We thus examined the effect of H-RasVY'?2 or MEK1DD on the expression of Fbxw7
isoforms in IEC-6 cells. No change in expression of Foxw7a was observed, but the levels
of Fboxw7B mRNA and protein were markedly downregulated in cells with activated Ras
or MEK1 (Fig. 4A and 4B). Actinomycin D-chase experiments revealed no effect on
Fbxw7B mRNA stability, suggesting that regulation takes place predominantly at the
transcriptional level (Fig. 4C). Treatment of IEC-6-H-Ras"'? cells with PD184352 rescued
the expression of Fbxw7f3, concomitant to the reduction of Aurora A levels (Fig. 4D and
4E). These findings were generalized to human MCF10A mammary epithelial cells

expressing H-RasV'? (Fig. S3).
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Figure 4. — Hyperactivation of ERK1/2 signaling downregulates Fbxw7p3
expression. (A) Quantitative PCR analysis of Fbxw7 isoforms mRNA levels in IEC-6 cells
infected with vector, MEK1DD or H-RasV'2. Results are expressed as mean + SEM (n=3).
(B) Immunoblot analysis of Fbwx7 isoforms protein expression (n=3). (C) Actinomycin
D-chase analysis of Foxw73 mRNA stability in IEC-6 cells infected with vector, MEK1DD
or H-Ras"'2. Each point corresponds to the mean + SEM of 3 individual experiments. (D)
Effect of PD184352 on mRNA levels of Fbxw7 isoforms in IEC-6-H-RasV'? cells. Mean +
SEM (n=3). (E) Effect of PD184352 on protein levels of Fbxw7p and Aurora A in IEC-6-
H-RasV'? cells (n=3). ***, P < 0.005.

To address the physiopathological relevance of these cellular studies, we generated
a bitransgenic mouse model conditionally expressing activated MEK2DD in the intestine
under control of a doxycline-inducible system (Fig. S4). Induction of MEK2DD and
ensuing hyperactivation of ERK1/2 signaling resulted in decreased expression of Foxw7(
in vivo (Fig. 5A), concomitant to an increase in the frequency of Ki-67-positive cells (Fig.
5B) and phospho-histone H3-positive cells (Fig. 5C) in colonic crypts. Notably, the
average nucleus size was enlarged (with many nuclei exhibiting atypical morphology) in
colon sections of Villin-tTA;MEK2DD mice, a finding consistent with the presence of

polyploid/aneuploid cells (Fig. 5D).
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Figure 5. — ERK1/2 activity inversely correlates with Fbxw73 expression in
MEK2DD transgenic mice. (A) Immunohistochemistry staining for phospho-ERK1/2 and
Fbxw7p in colon sections from control Villin-rtTA and Villin-rtTA;MEK2DD mice treated
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with doxycycline for 10 days. Right, visual quantification of phospho-ERK1/2 and Fbxw7
staining in control (n=4) and MEK2DD (n=11) mice. (B) Ki-67 staining of colon sections.
Right, quantification of Ki-67-positive cells per crypt. Data represent the mean + SEM of
150 crypts, 3 mice/group. (C) Phospho-HS3 staining of colon sections. Right, quantification
of phospho-H3-positive cells per crypt. Mean + SEM of 150 crypts, 3 mice/group. (D)
Distribution of nuclear size of colonic epithelial cells from Villin-rtTA and Villin-
rnTA;MEK2DD mice. Nuclear volume was measured on phospho-histone H3 positive
crypt cells. n=150 cells per genotype.

1.5.5 Fbxw7f isoform regulates Aurora A levels and the accuracy of

cell division

To specifically assess the impact of Fbxw7 on Aurora A expression and
aneuploidy, the expression of Fbxw7 isoforms was silenced by RNAi in IEC-6 cells.
Depletion of Fbxw7p using two distinct siRNAs caused the upregulation of Aurora A
expression, associated with an increase in phospho-histone H3 levels (Fig. 6A). Silencing
of Fbxw7a isoform had no detectable effect. Cycloheximide-chase experiments revealed
that depletion of Foxw7f increases the half-life of Aurora A from 1h43 + 10 min to 6h45 +
18 min in IEC-6 cells, consistent with a direct effect on protein turnover (Fig. 6B).
Functionally, knock-down of Fbxw7f expression increased the fraction of IEC-6 cells in
G2/M phase (Fig. 6C and S5) and led to the accumulation of cells with >4N DNA content
(Fig. 6D). Fbxw7a depletion also resulted in the accumulation of cells with >4N DNA,
without inducing the accumulation of phospho-histone H3-positive cells (Fig. 6C and 6D).
Fbxw7a is known to be a major regulator of cyclin E stability?®: 27. Ectopic expression of
cyclin E impairs S phase progression, leading to polyploidy and CIN22 29, In agreement
with these observations, cell cycle analysis revealed that IEC-6 cells depleted of Foxw7a
accumulate in S phase, with no significant change in the proportion of G2/M phase cells
(Fig. S5).

Similarly, depletion of Foxw7p in human MCF10A cells using validated siRNAs2”

targeting either the specific 5’ exon of 3 isoform or the common exon 10 of FBXW7 gene

251



upregulated Aurora A expression, while depletion of a or y isoform had no significant
effect (Fig. S6A and S6B). Silencing of Fbxw7p in MCF10A cells also increased the
proportion of cells in G2/M and the frequency of polyploidy/aneuploid cells (Fig. S6C-F).
Reciprocally, overexpression of Foxw7f isoform, but not Foxw7a., in IEC-6-H-RasV'? cells
was sufficient to down-regulate Aurora A expression (Fig. 6E). These results identify

Fbxw7p isoform as a specific regulator of Aurora A.
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Figure 6. — Fbxw7f isoform regulates Aurora A levels and the accuracy of cell
division. (A) Immunoblot analysis of proliferating IEC-6 cells transfected with siRNAs
targeted to Fbxw7a or Fbxw7p isoforms (n=4). (B) Cycloheximide-chase analysis of
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Aurora A stability. IEC-6 cells were either left untreated or transfected with Foxw7f siRNA
(B2) or infected with H-RasV'2. After 72 h, cycloheximide (50 ug/ml) (CHX) was added
and the cells were harvested at the indicated times. Aurora A expression was monitored
by immunoblotting. Right, quantification of 3 experiments (mean + SEM). (C and D)
Proportion of cells expressing p-H3 (C) or having >4N DNA content (D) 72 h after
transfection of IEC-6 cells with Fbxw7a or Fbxw7 siRNAs. Results are expressed as
mean + SEM (n=4). (E) Immunoblot analysis of Aurora A in proliferating IEC-6 cells
infected with retrovirus-encoding Fbxw7a or Foxw7p (n=3).
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1.6 Discussion

Aneuploidy is a hallmark of human solid tumors. Paradoxically, large-scale
genomics studies have revealed that mutations in genes encoding mitotic regulators are
very rare, arguing that changes in the expression or activity of mitotic proteins likely
account for the high prevalence of chromosome segregation defects observed in tumors.
There is growing evidence that oncogenic signaling pathways, which are universally
dysregulated in cancer, not only drive unrestrained cell proliferation and resistance to
apoptosis, but also contribute to CIN and aneuploidy'3. However, the precise mechanisms
by which oncogenic signaling events alter the function of mitosis or cytokinesis regulators
remain poorly understood. We have shown previously that hyperactivation of the ERK1/2
MAPK pathway induces tetraploidization of intestinal epithelial cells, enhancing their
tumorigenic potential'®. Our study now provides mechanistic understanding into how this
oncogenic signaling pathway impacts on the regulatory machinery of cell division. We
found that aberrant ERK1/2 signaling specifically downregulates the F-box protein
Fbxw7p, resulting in the accumulation of the mitotic kinase Aurora A and cytokinesis

failure.

Activating mutations in RAS genes occur in ~ 30% of cancers and are often
acquired early in the tumorigenic process®0: 3'. Several observations suggest that
oncogenic Ras signaling may contribute to cancer progression by promoting genomic
instability'3 4. Overexpression of oncogenic Ras mutants in various model cell lines was
shown to promote chromosome mis-segregation, centrosome amplification, ploidy
changes, and induction of CIN. Oncogenic Ras also increases aneuploidization in mice'+
32, How Ras signaling links to CIN and aneuploidy has remained largely unclear. Early
work showed that treatment with MEK1/2 inhibitor PD98059 decreases the frequency of
Ras-induced micronuclei in thyroid PCCL3 cells, pointing to the involvement of the
ERK1/2 signaling branch33. We show here that hyperactivation of ERK1/2 by H-RasV1? is
both necessary and sufficient to impair cytokinesis execution, leading to polyploidization.
Importantly, we have identified the mitotic kinase Aurora A as a key effector of this

response, providing a mechanistic link between Ras signaling and the cell division
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machinery. The Aurora A kinase controls multiple steps of the cell division cycle, including
centrosome maturation, mitosis entry, bipolar spindle formation, and cytokinesis'® 17, Its
overexpression induces cytokinesis failure and tetraploidization34-36; this study). Aurora A
is frequently overexpressed in human cancers as a result of gene amplification, but also
by other mechanisms such as transcriptional activation and protein stabilization by
upregulation of interacting proteins'®'7. Our identification of the ERK1/2 pathway as an
upstream regulator of Aurora A turnover adds an additional layer of complexity to Aurora

A regulation with potentially important implications for cancer biology.

The destruction of Aurora A protein is controlled by multiple ubiquitin ligases,
including SCF>w7 17,2325 The SCF>V7 ligase is a tumor suppressor protein that targets
multiple oncoproteins for ubiquitylation and degradation through its substrate-binding
subunit Fbxw7 37-38, The FBXW?7 gene produces three mRNA transcripts, Fbxw7a, f and
v, Which consist of a specific first exon linked to ten shared exons, allowing for isoform-
specific transcriptional control®®. Much remain to be learned about the isoform-specific
regulation and substrates of the three Fbxw7 isoforms. Here, we uncovered a unique
mechanism of regulation of SCF>"7 by hyperactive ERK1/2 signaling. We found that
activated Ras or MEK markedly downregulates Fbxw73 mRNA and protein expression in
epithelial cells without affecting Fbxw7a isoform. This effect is reversed by treatment with
the MEK1/2 inhibitor PD184352. Acute expression of activated MEK2 in transgenic
mouse intestinal cells also decreases the levels of Fbxw7p protein. FBXW?7 is mutated in
11% of non-hypermutated colorectal carcinomas*’. However, genetic alterations in the
Ras-ERK1/2 pathway are found in 55% of these tumors, suggesting that impairment of

Fbxw7 function may be more prevalent than predicted by genomic analysis.

Specific downregulation of Fbxw7f isoform by H-RasV'? signaling or RNAi
silencing caused the accumulation of Aurora A by enhancing its stability. Reciprocally,
pharmacological inhibition of the ERK1/2 pathway or ectopic expression of Fbxw7p3
lowered Aurora A levels. A similar inverse relationship between Fbxw7 and Aurora A
was observed in human glioma cell lines*'. Concomitant to the upregulation of Aurora A,

silencing of Fbxw7p in intestinal and breast epithelial cells increased the proportion of
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polyploid cells. In support of our results, co-deletion of Fbxw7 and Trp53 in the mouse
intestine was reported to cause aggressive adenocarcinomas that exhibit a CIN
phenotype*2. In conclusion, we propose that the ERK1/2/Fbxw7p/Aurora A axis identified
in this study may contribute to the genomic instability and malignant progression of

epithelial cancers.
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1.7 Methods

1.7.1 Reagents, plasmids and antibodies

The MEK1/2 inhibitor PD184352 was a gift from Parke-Davis. Plasmids pBabe-
HA-H-RasV'? and pBabe-HA-MEK1DD have been described'®. pBabe-puro-Aurora A
(hAur-A, plasmid 8510) 43 and pCLNR-Neo-H2B-GFP (pCLNR-H2BG, plasmid 17735)44
retroviral constructs were purchased from Addgene. Fbxw7a and Fbxw7( constructs
were kindly provided by KI Nakayama (Kyushu University) and subcloned into pMSCV-

hygro vector for retroviral infections.

Commercial antibodies were from the following sources: anti-ERK1/2 from Upstate
Biotechnology; anti-phospho-ERK1/2 and anti-phospho-histone H3 from Cell Signaling
Technology; anti-HA, anti-a-tubulin, anti-Fbxw7 and anti-GAPDH from Santa-Cruz
Biotechnology; anti-Aurora A from Invitrogen. Antibodies for immunohistochemistry: anti-
phospho-ERK1/2 from Cell Signaling, anti-Ki-67 from Novus Biologicals and anti-Fbxw7f3

from LifeSpan Biosciences.
1.7.2 Cell Culture, transfections and infections

The rat intestinal epithelial cell line IEC-6 was cultured as previously described'?.
Human mammary epithelial MCF10A cells were cultured in F12 medium supplemented
with 5 ng/ml EGF, 10% fetal bovine serum, 0.5 pug/ml hydrocortisone, 10 ug/ml insulin, 2
mM glutamine and antibiotics. Cdh1G76T MEFs were obtained from S. Kuninaka (Keio

University School of Medicine) and cultured as described?.

IEC-6 and MCF10A cells were transfected with siRNAs using Lipofectamine 2000
reagent (Invitrogen). Cells were infected with retroviral vectors as described*® and
polyclonal populations of infected cells were selected either for 3 days with 4 pg/ml
puromycine, 5 days with 300 ug/ml hygromycin or 14 days with 400 ug/ml G418. IEC-6
cell populations co-expressing MEK1DD, H-RasV'2 or Aurora A constructs with H2B-GFP

were obtained by simultaneous infection with pBabe-puro-MEK1DD or pBabe-puro-H-
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RasV'? or pBabe-puro-Aurora A and pCLNR-Neo-H2B-GFP, followed by selection with
puromycin and G418. Infection with shRNA-expressing lentiviruses was carried out as

described*” and cells were selected with puromycin.
1.7.3 RNA interference reagents

The following TRC lentiviral ShRNA constructs for mouse/rat Aurka gene were
purchased from Sigma: TRCN0000025139 (shAurA-39) and TRCN0000025141 (shAurA-
41).

The target sequences of the rat Fbxw7 siRNAs were:
rFbxw7a si2, 3"AUCUACUGAAACAAAGCGGATAT-5'
rFboxw7a si3, 5-CGAACUGGAGGCUCUCUGAdTAT-3'
rFoxw7p si4, 5-GUUAGAAUCUGUGACAUACITAT-3' 24
rFoxw7p si6, 5'-CAUAGUCUCCUCCAAUAAUCTAT-3".
The target sequences of the human FBXW?7 siRNAs were:
hFbxw7 Exon 10, 5-~ACAGGACAGUGUUUACAAAdTAT-3'
hFbxw7a, 5-GUGAAGUUGUUGGAGUAGAdTIT-3'
hFbxw7p, 5-UAUGGGUUUCUACGGCACAdTAT-3,

hFbxw7y, 5'-CUACUCUAAACCAUGGCUUCTAT-3'.
1.7.4 Immunoblotting analysis

Cell lysis and immunoblot analysis were performed as described previously+8.
1.7.5 Live cell imaging

IEC-6 cell populations co-expressing MEK1DD, H-RasV'? or Aurora A with H2B-

GFP were plated on 3-cm clear plates (Greiner). After 24 h, the cells were washed twice
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with PBS and cultured in 2 ml of imaging medium (Gibco) supplemented with 5 mM Hepes
(pH 7.4). All live images were acquired using an epifluorescence microscope
(personalDV, Applied Precision). The cells were imaged using a 60X/1.42 NA plan Apo
objective. For every field of cells, a stack 9 z-slice spaced 1.5 um was collected every 3
min using a 0.15 sec exposure at 10% neutral density filtering in the fluorescence channel
for 24 h, in addition to a DIC reference image. Image sequences were viewed and
annotated as overlays between maximum intensity projections of the z-stacks with the

DIC images using SoftWoRx 3.6.2 and custom written MATLAB programs.
1.7.6 Cell cycle analysis

For cell cycle analysis, exponentially proliferating cells were pulsed with 10 uM
BrdU for 2 h. The cells were trypsinized, washed in PBS, fixed in cold 70% ethanol, and
kept at —20°C until flow cytometry analysis. For staining, the cells were washed with
blocking buffer (0.5% bovine serum albumin in PBS), and DNA was denatured with 2 N
HCI in PBS for 20 min. The cells were washed again and incubated for 2 min in 0.1 M
sodium borate (pH 8.5) to neutralize remaining HCI. After washing with dilution buffer
(blocking buffer with 0.5% Tween 20), the cells were incubated with anti-BrdU antibody
(2.5 mg/ml) and/or anti-phospho-histone H3 (pH3) antibody (2.5 mg/ml) for 60 min,
followed by washing with dilution buffer and incubation with Alexa Fluor 350—conjugated
anti-mouse IgG and/or FITC-conjugated anti-rabbit IgG for 60 min. The cells were then
washed with PBS and incubated on ice for 30 min in propidium iodide (Pl) buffer (0.1%
sodium citrate, 50 mg/ml PIl, and 0.2 mg/ml RNase) in the dark. Fluorescence was
recorded on a BD LSR Il cytometer and the cell cycle distribution or the percentage of
phospho-histone H3 positive cells was analyzed using the FACSDiva software (BD

Biosciences).
1.7.7 Real-time quantitative PCR
Total RNA was extracted from cells using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and

reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with random
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primers (Applied Biosystems). For the rat Fbxw7 alpha and beta isoforms, gene
expression levels were measured using custom designed assays. For all other genes,
gene expression was measured using Universal ProbelLibrary assays (Roche). The
sequences of primers and probes are available upon request. Analysis of PCR product
amplification was performed on the ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems). The hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase (HPRT)
and GAPDH genes were used as endogenous controls for rat and human cells. The

relative level of target gene expression was quantified by using the ddCT method.
1.7.8 mRNA stability assay

IEC-6 cells were treated with actinomycin D (10 pg/ml) for the indicated times. Total
RNA was extracted and the expression of Fbxw73 mRNA was measured by quantitative
PCR.

1.7.9 MEK2DD transgenic mice

The MEK2DD transgenic construct was generated by cloning the human
MEK2S222D/S226D (MEK2DD) mutant cDNA downstream of a heptameric TetO
element fused to a minimal CMV promoter (Fig. S4a). The construct was injected into
fertilized eggs and 6 transgenic founders were identified by Southern blotting and further
analyzed for inducibility and repressibility of the transgene. MEK2DD founder lines were
bred to Villin-tTA transgenic mice, which express the reverse tetracycline-regulated
transactivator (rtTA) specifically in the gastrointestinal epithelium“®. Bitransgenic Villin-
rnTA;MEK2DD mice were found to express MEK2DD exclusively upon doxycycline
induction in a dose-dependent manner (Fig. S4b). As expected, MEK2DD expression led
to a marked increased in the activating phosphorylation of ERK1/2 (Fig. 5a). To evaluate
the impact of MEK2 hyperactivation in the intestine, bitransgenic Villin-rtTA;MEK2DD and
littermate monotransgenic Villin-rtTA control mice were fed with 500 Og/ml doxycycline at
6 weeks of age for the indicated times. All mice were housed under specific-pathogen

free conditions, and experiments were performed in accordance with the Canadian
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Council on Animal Care guidelines and with Université de Montréal Institutional Animal

Care and Use Committee approval.
1.7.10 Immunohistochemistry

The colons from transgenic mice were dissected, fixed in 10% formalin, embedded
in paraffin, and processed for histopathological analysis. For immunohistochemical
staining, colon specimens were deparaffinized in an automated immunostainer
(Discovery XT, Ventana Medical Systems). Heat-induced epitope retrieval (HIER) and
blocking steps were performed using proprietary reagents (Cell Conditionner 1 and 2,
Inhibitor D and Blocker D included in DABmap detection kit (Ventana Medical Systems)).
Sections were then incubated with anti-phospho-ERK1/2 (Cell Signaling Technology;
1:100), anti-Fbxw7p (LifeSpan Biosciences; 1:100), or anti-phospho-histone H3 (Cell
Signaling Technology; 1:50) antibody for 1 h at room temperature. Bound antibody was
detected with biotin-conjugated anti-rabbit IgG secondary antibody at 1:100 dilution
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). Nuclei were counterstained with haematoxylin.
For measurement of nucleus volume, colon sections were stained with anti-phospho-
histone H3 antibody to label cells in G2/M phase. Microscopic fields were randomly
selected and the diameter of the nucleus was measured along the major and minor axes.
The mean value of the two diameters was used to calculate the nucleus volume using the
equation v = (4/3) = r3. A total of 150 phospho-histone H3 positive cells were scored for
each genotype. To assess the correlation of phospho-ERK1/2 and Fbxw7p staining, colon

sections were scored blinded by two readers.
1.7.11 Statistical analysis

Results are expressed as the mean + SEM. Unpaired t test was performed unless

otherwise indicated (Excel).
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1.10 Supplementary figures
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Figure S1. — Hyperactivation of Ras or MEK signaling leads to cell division defects. (A)
Representative examples of abnormal cell divisions in IEC-6 cells infected for two weeks with H-
RasV'2, (B) Quantification of cell division defects in IEC-6 cell populations expressing empty vector
(n=44), MEK1DD (n=80) or H-Ras"'? (n=92) two weeks post-infection. Arrow, intercellular bridge.
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Figure S2. — Oncogenic activation of Ras upregulates Aurora A expression in Cdh1GTGT
MEFs. (A) Immunoblot analysis of proliferating control (WT) or Cdh1G™GT MEFs infected with
vector or H-RasV12 (n=3). (B) Representative cell cycle profiles of MEFs infected for 7 days with
vector or H-RasV'2 (n=3). (C) Proportion of cells with >4N DNA content (n=3). ***, P < 0.005.
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Figure S3. — Hyperactivation of ERK1/2 signaling by oncogenic Ras downregulates
Fbxw7f expression in mammary epithelial MCF10A cells. Immunoblot analysis of MCF10A
cells infected with vector or H-RasV'? and treated or not with PD184352.
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Figure S4. — Generation of a transgenic mouse model conditionally expressing activated
MEK2DD in the intestine. (A) Schematic diagram of the doxycycline-inducible MEK2DD
transgenic construct. (B) Immunoblot analysis of intestinal tissue extracts from Villin-
rtTA;MEK2DD bitransgenic mice treated as follow: not induced (NI); induced with 100 pg/ml
doxycycline for 7 days followed by removal of doxycycline for 14 days (100-R); induced with 100
pg/ml (100) or 500 pg/ml (500) doxycycline for 7 days.
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Figure S5. — Fbxw?7 isoforms regulate the accuracy of cell division. (A) Representative cell
cycle profiles of IEC-6 cells transfected with siRNAs targeting Fbxw7a or Fbxw7f isoform (n=4).
(B) Proportion of cells in each cell cycle phase (n=3). ns, non significant; *, P<0.05; **, P<0.01;
*** P <0.005.
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Figure S6. — Fbxw7p isoform specifically regulates Aurora A levels in MCF10A cells. (A)
Immunoblot analysis of proliferating MCF10A cells transfected with siRNAs targeted to Fbxw7a.,
Fbxw7p, Fbxw7y or Fbxw7 common exon 10 (n=3). (B) Quantitative PCR analysis of Fbxw7
isoforms mRNA levels in MCF10A cells treated as in A. Mean + SEM (n=3). (C) Representative
cell cycle profiles of MCF10A cells transfected with siRNAs specifically targeting Fbxw7 isoforms
or the common exon 10 (n=3). (D) Proportion of cells in each cell cycle phase (n=3). (E and F)
Proportion of cells expressing p-H3 (E) or having >4N DNA content (F) in MCF10A cells
transfected with indicated Fboxw7 siRNAs. Results are expressed as mean + SEM (n=3). ns, non
significant; *, P< 0.05; **, P<0.01; ***, P< 0.005.
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2.2 Mise en contexte et résultats

Il est maintenant accepté que les tumeurs reprogramment leur acquisition de
nutriments et leur métabolisme pour combler les demandes bioénergétiques,
biosynthétiques et redox de la cellule maligne. Cette reprogrammation des activités
métaboliques est reconnue comme une caractéristique du cancer et plusieurs voies

peuvent étre activées pour permettre ces fonctions.

Premieérement, dans le contexte de CAC induit par AOM-DSS, l'analyse du
séquencage d’ARN des tumeurs a mis en évidence plusieurs signatures liées au
métabolisme lipidique (Figure 1A). Ces signatures font intervenir la perte d’expression
de plusieurs apolipoprotéines (p. ex., APOA1, APOA2, APOA4) et la lipoprotéine lipase
(LPL) impliquées dans I'assimilation des acides gras par le foie. Le pool de cholestérol et
d’acides gras peut provenir de leur propre synthése par le foie mais également de sources
exogenes. Les lipoprotéines exogénes sont empaquetées en lipoprotéines de haute
densité (HDL) a l'aide de différentes protéines de transport ou apolipoprotéines, puis la
lipoprotéine lipase permet leur transformation en lipoprotéine de trés basse densité
(VLDL) et basse densité (LDL) capables d’entrer dans la cellule du foie et compléter le
pool d’acides gras déja présent dans la cellule (Figure 1B). Nous avons confirmé la perte
d’expression des transporteurs APOA1-4 par RT-gPCR sur les tumeurs WT et /I17rd” et
d’APOA1 sur les foies de souris de 24 mois. Cependant, la LPL ne semble pas étre

régulée dans ces conditions (Figure 1C, D).

Deuxiémement, en paralléle de I'assimilation des acides gras, une lipogenése de
novo peut avoir lieu pour produire de nouveaux acides gras dans le foie. Le glucose,
absorbé par le transporteur de glucose, entre dans la voie glycolytique et génére le
pyruvate. Ce pyruvate est converti en acétyl-CoA qui alimente le cycle de l'acide
tricarboxylique (TCA). Le citrate produit sort de la mitochondrie et est reconverti en acétyl-
CoA. L’acétyl-CoA carboxylase (ACACA ou ACC) agit sur cet acétyl-CoA produisant du
malonyl-CoA qui est ensuite utilisé comme substrat pour la production de palmitate saturé
par la principale enzyme biosynthétique synthase des acides gras (FASN). Aprés une
série de réactions, le palmitate est converti en acides gras (Figure 2A). Nous avons

observé une tendance a 'augmentation de plusieurs effecteurs de cette voie chez les
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souris vieillissantes de 24 mois tels que le facteur de transcription srebp1 et les enzymes
acaca, fasn et scd1 (Figure 2B). Afin d’investiguer I'impact d’IL-17RD sur la lipogenése
de novo, nous avons évalué I'expression de ces effecteurs dans des lignées hépatiques
normales et cancéreuses suite a un traitement par siRNA contre IL-17RD. Nous avons
observé une augmentation constante et significative des géne acaca et fasn et dans
certains cas du géne scd? dans les lignées H2.35, SNU449 et SK-HEP1 (Figure 2C)

alors qu’aucune différence n’a été observée dans les lignées HEPG2, HUH7 et PLC.

Finalement, une analyse biochimique a partir de sérum de souris de 12 semaines
ne montre aucune différence de glycémie (c. a-d. glucose dans le sérum), aucun
dysfonctionnement hépatique (c. a-d. ALT et AST dans le sérum) mais une augmentation

significative des triglycérides a I'état basal (Figure 3).

Globalement, ces résultats suggeérent un potentiel role d’'IL-17RD dans le transport
des lipides du foie et/ou dans la lipogenése de novo. Bien qu'un grand nombre
d’expériences soient encore nécessaires pour confirmer cette hypothése et en
comprendre les mécanismes, cette étude a permis d’identifier une nouvelle fonction d’IL-

17RD associée aux fonctions métaboliques reliées au cancer.
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2.3 Figures
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Figure 1. — La perte d’IL-17RD inhibe I’expression d’apolipoprotéines. (A) Analyse
d’enrichissements GO de genes différentiellement exprimés montrant le top 17 des
processus biologiques (BP) enrichis dans les tumeurs //17rd” (p < 0.05). (B) Schéma
récapitulatif de la voie de consommation des acides gras. (C) Expression relative des
niveaux dARNm des transporteurs et de la lipoprotéine lipase dans les tumeurs WT et
I117rd” mesurée par RT-qPCR. Les données sont les moyennes + SEM (n= 10). (D)
Expression relative des niveaux d’ARNm du transporteur APOA1 dans les foies de souris
WT et ll117rd”” mesurée par RT-qPCR. Les données sont les moyennes + SEM (n=9 pour
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Figure 2. — IL-17RD inhibe la production d’enzymes de la lipogenése de novo. (A)
Schéma récapitulatif de la lipogenése de novo dans le foie. (B) Expression relative des
niveaux d’ARNm d’enzymes dans les foies de souris WT et //17rd”- mesurée par RT-
gPCR. Les données sont les moyennes = SEM (n= 9 pour le groupe WT et n = 13 pour
le groupe /117rd”). (C) Les différents types de cellules hépatiques ont été transfectés
avec un siARN contrdle ou contre //17rd, et 'expression relative des niveaux dARNm
d’enzymes a été mesurée par RT-qPCR. Les données sont les moyennes + SD (n= 3).
*p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.
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Figure 3. — La perte d’IL-17RD induit une augmentation de triglycérides dans le
sang. Le sérum de souris WT et //17rd” récolté a été testé pour les marqueurs cités. Les
données sont les moyennes + SEM (n = 5). Abréviations : ALT, Alanine aminotransférase;
AST, Asparate aminotransférase; HLD, lipoprotéine de haute densité.
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