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Résumé

Les cellules épithéliales pulmonaires constituent la premicre ligne de défense face
aux virus respiratoires via la sécrétion de mucus, de peptides, de cytokines et chimiokines
qui déterminent I'¢limination ou la progression de I’infection. Les principales cytokines
antivirales produites par les cellules épithéliales alvéolaires (AEC) sont les interférons (IFN)
type 1 (a/B) et III (A). La liaison d’IFNP a son récepteur induit une voie antivirale bien
caractérisée qui aboutit a 1’activation du complexe ISGF3 (STATI1, STAT2 et IRF9) qui
permet la transcription de multiples génes codant pour des protéines a activité antivirale et
immunorégulatrice. Il a récemment été démontré que la costimulation des cellules
¢épithéliales pulmonaires par I'IFNP et le Tumor Necrosis Factor o (TNFa), également
produit lors d’une infection, synergisent pour induire un état antiviral tardif distinct. D’autre
part, il a été montré que la synergie entre le TNFa et I'lFN[ induit une voie de signalisation
impliquant STAT2 et IRF9, mais indépendante de STAT1 permettant 1I’expression du geéne
DUOX?2. Notre but est de déterminer I’importance de cette nouvelle voie de signalisation
induite par la costimulation du TNFoa+IFNf, impliquant STAT2 et IRF9 indépendamment
de STATI dans la régulation d’un programme transcriptionnel antiviral et immunorégulateur

tardif.

Notre premier objectif est de déterminer si des génes antiviraux et
immunorégulateurs qui sont induits par la costimulation par TNFo+IFNP sont dépendants
de la voie STAT2/IRF9, indépendamment de STAT1. En utilisant la technique de qRT-PCR,
nous avons identifié¢ 3 génes immunorégulateurs, CXCL10, IDO et APOBEC3G, induits de
maniere synergique en réponse a TNFa+IFNf dans les cellules A549, un modele de cellules
¢épithéliales pulmonaires. Afin de confirmer que ces génes sont induits indépendamment de
STATI, nous avons validé leur expression dans la lignée cellulaire U3A déficiente en
STATI. Par Il'utilisation d'ARN interférants (ARNi) dirigés contre STAT2 et IRF9, nous
avons confirmé que 1’induction de ces génes est dépendante de STAT2 et IRF9. Finalement,

I’analyse de 1’activité du promoteur de CXCLI0 en réponse & TNFoa+IFNP par des essais



rapporteurs luciférases a permis de montrer que la régulation se fait au niveau

transcriptionnel.

Notre deuxieme objectif, est de déterminer si STAT6 pourrait remplacer STATI1
dans la voie de signalisation induite par TNFa+IFNB. En effet, STAT6 est un inducteur
connu de ’expression de DUOX2 en réponse a IL4+IL13. Contrairement a notre hypothése,
I’inhibition de STAT6 par ARNi augmente I’expression de DUOX2 en réponse a
TNFo+IFNB suggérant que STAT6 est un régulateur négatif.

Nos résultats ont permis de comprendre de manicre plus détaillée les mécanismes
mis en place dans le développement d’une réponse antivirale. D’autre part, I’étude de 1’effet
de 'IFN et du TNFa est également pertinente pour les maladies chroniques inflammatoires
et autoimmunes. De plus, nos résultats illustrent un nouveau paradigme concernant les
mécanismes de signalisation cellulaire impliqués dans la synergie entre deux cytokines qui

pourrait €tre applicable a des combinaisons de cytokines autres que TNFa+IFN.

Mots-clés: Cytokines, Synergie, TNFa, IFNf, Réponse antivirale
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Abstract

Lung epithelial cells are the first line of defense against respiratory viruses via mucus
secretion, peptides, cytokines and chemokines that determine the progression of the
infection. The main antiviral cytokines produced by alveolar epithelial cells (AEC) are the
interferons (IFN) type I (a / B) and III (A). IFNP binding to its receptor induces an antiviral
pathway that is well characterized and leads to activation of the ISGF3 complex (STATI,
STAT2 and IRF9) which allows the transcription of multiple genes encoding proteins with
antiviral and immunoregulatory activity. It has recently been shown that the costimulation of
lung epithelial cells by IFNJ3 and Tumor Necrosis Factor o (TNFa), also produced during
infection, induces a separate and late antiviral state, through synergy. On the other hand, it
has been shown that the synergy between IFNB+TNFa induces a signaling pathway
involving STAT2 and IRF9 independently of STATI permitting the expression of the
DUOX2 gene. Our goal 1s to determine the importance of this new signaling pathway
induced by costimulation of TNFa+IFNf involving STAT2 and IRF9 regardless of STATI

in regulating the antiviral immunoregulatory and late transcriptional program.

Our first objective is to determine whether antiviral and immunomodulatory genes
that are induced by costimulation TNFa+IFNP are dependent on the STAT2/IRF9 way,
indenpant of STATI. Using the technique of qRT-PCR, we identified 3 immunoregulatory
genes, CXCL10, IDO and APOBEC3G, synergistically induced in response to TNFa+IFNf3
in A549 cells, a model of pulmonary epithelial cells. To confirm that these genes are
induced independantly of STAT1, we validated their expression in the STAT1 deficient cell
line, U3A. By the use of interfering RNA (siRNA) directed against STAT2 and IRF9, we
confirmed that the induction of these genes is dependent STAT2 and IRF9. Finally, the
analysis of the activity of CXCLI0 promoter in response to TNFo+IFNB by luciferase

reporter assays has shown that the regulation is at the transcriptional level.

Our second objective is to determine whether STAT6 could replace the STATI1 in the
signaling pathway induced by TNFa+IFNf. Indeed, STAT6 is a known inducer of the
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expression of DUOX?2 in response to IL4+IL13. Contrarily to our hypothesis, inhibition of
STAT6 by RNAIi increases the expression of DUOX2 in response to TNFo+IFNf

suggesting that STAT6 is a negative regulator.

Our results allow the understanding of the mechanisms in the development of an
antiviral response in more detail. On the other hand, the study of the effect of IFNf and
TNFa is also relevant for chronic inflammatory and autoimmune diseases. In addition, our
results illustrate a new paradigm for cell signaling mechanisms involved in the synergy

between two cytokines that may be applicable to combinations of cytokines other than

TNFo+IFN.

Keywords: Cytokines, Synergy, TNFa, IFNf, Antiviral response

v



Table des matieres

AADSTIACT ..ttt n st e s nn et e nnnnnnnnnnn 111
TADIE AES IMALIETES. ..eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseneeesesesesenesesenesesesenesesesenesennnenesesennnnnnnnnnnns v
LIStE S LA EAUK cceeeeeeeeee et ettt e et e e e e e e e et e e e e e e e e e e aaeeeeeeerraa——aaaaas viii
] T (T g0 T USRS X
LISTE dES ADTEVIATIONS ...ceeviveieeeeiiieeeeeeeeeeee ettt eeeeaee e e e eeeaeee e seeaae e eaeseeaeessessnssssansmsmnmnnnnnnnns X
REIMIEICICIMIEIITS ..ttt ee et ee s ee e e eees e e eeeseeeeenesennnenenenmnnnn X1ii
Chapitre 1: INtroOAUCHION ......cooiiiieiiie et et e e e e e e aaeeeaaeeeaaeeenneees 1
1.1.0 DETENSE IMIMUNITAITE ..ceevveeeeeeeeeeeeeee e e e e et e e e e e e e eeeeeaeeeeeeeseaannnaeeeeeeereeennnaaaaeeas 2
11,1 L IMMIUNIEE TINEE ... oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaeeeeeeeeenannaas 2
1.1.2 L'immunit€ adaptatiVe ......cc.eeeuieiieiiieiieeieesee ettt sttt 3

1.1.3 La communication entre I’immunité innée et adaptative par les cytokines
€t ChIMIOKINES ... eeiiiiiiiiieiieet et e 6
1.2.0 Les cellules épithéliales, la premiére barriére phySique .........ccceeeeveeevieeeiieeeiiee e, 9

1.2.1  En réponse a une infection virale, les cellules épithéliales des voies

aériennes induisent un état antiviral par I’expression de cytokines..................... 11

1.3.0 L’induction de la voie JAK/STAT par les IFN.........ccovieeiiiieiiieeee e 13
1.3.1 Voies de signalisations indépendantes de STAT1 ......c.ccoocveeviieriieicieeeee e 17
1.4.0 Actions synergiques entre CYtOKINES. .......c.eeiuiriiieriiiiiieiieeiie e 17
................................................................................................................................................... 19
................................................................................................................................................... 19
Hypothése et objectifs de travail.............cocviiiiiiiiiiii e 20
Chapitre 2: Matériels €t MEthOAES ........cc.eeiiiiiiiiiieiecee et 23



Chapitre 3: RESUILALS .....cc.eiiuiiiiiiiiieee ettt 34

3.1.0 Déterminer I’importance de la voie de signalisation dépendante de STAT2 et IRF9,
indépendamment de STATI, dans la régulation d’un programme transcriptionnel
antiviral et immunorégulateur en réponse a la costimulation par TNFa+IFNB....... 35

3.1.1 Profil d’expression de génes immunorégulateurs et antiviraux en réponse a TNFa.,

IFNB 0 @ TNFOHIFNP ..ottt ettt s 36
39
3.1.2  Analyse de I’expression des genes induits de mani€re synergique en réponse a
TNFo+IFN dans des cellules déficientes en STATL. ....coccvvieviieeiiieiiiiieiieeeeee 40
3.1.2.1 Validation du modeéle de cellules U3A ........ccccoiiiiiiiiiiiiieeceee 40
3.1.2.2 Analyse de I’expression de CXCL10, APOBEC3G et IDO en réponse a la
costimulation par TNFa+IFNf dans les cellules U3A.........cccccveeeeiieecieeinieeee, 41

3.1.2.3 FEtude du role de STAT2 et IRF9 dans I’expression de CXCLI0 et APOBEC3G

en réponse a la costimulation par TNFa+IFNf dans les cellules déficientes en

3.1.2.4 Déterminer si I’induction synergique en réponse a TNFo+IFNP implique une

régulation transcriptionnelle des génes antiviraux et immunorégulateurs ............... 47

3.2.0 Est-ce que STAT6, qui est un régulateur connu de DUOX2 en réponse a

IL4+IL13, est impliqué dans I’induction de DUOX?2 en réponse a la costimulation
pPar TNFOA TFINB 7 oottt s 52

3.2.1 Déterminer le role de STAT6 dans la voie de signalisation induite par le

TINFOUHIFNP .ottt ettt et st se e e ene e seensesnee e 52
3.2.2 Déterminer le role de STATG6 dans la régulation de DUOX2 dans le ....................... 56
contexte d’une infection virale Par SEV.........cccveiiiiiiieniiiiieieeeee et 56

3.2.3 Cinétique de la phosphorylation de STAT6 dans le contexte d’une costimulation
par TNFo+IFN et d’une infection SeV .......c.cooviieiiiiiiiieeeecece e 58

Chapitre 4: DISCUSSION ..eecuviieiiiieeiiee ettt e esiteeeiteeeteeestaeesbeeessbeeessseeessseeessseeessseessseessseesnsseennses 60

Vi



4.1.0 La voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9, mais indépendante de
STATI1, contréle un programme transcriptionnel antiviral et immunorégulateur
induit par I’action synergique entre TNFou et IFNP ....cccoovieiiiiiiniiniiiiniceice 64
4.1.1:  M¢écanismes de synergie impliqués dans la régulation des genes induits par
TINFOATFNP ettt 65
4.1.2 L’induction synergistique des genes antiviraux et immunorégulateurs en
réponse a la costimulation par TNFa+IFNP implique une régulation
tranSCrIPtIONNEILE .......eeeeeiiieciiieee e e 68
4.1.3:  Mécanismes possibles de I’induction tardive des geénes en réponse a
TINFOHIFNP .t sttt sttt 69
4.1.4: Mécanismes antiviraux indépendants de STATI. ......cccoooiiiiiiiiiiiinieeeeee 70
4.2.0 STAT®6, un régulateur négatif de DUOX2 dans la voie de signalisation induite en

r€ponse au TNFOHIFNP ...coouiiiiiiiieci ettt 72
Chapitre 5: Conclusion €t PerSPECHIVES......uiieiuvieeiireeeiieeeiieeereeesreeesreeeseaeeesereeeseseesssneesseeesnnes 76
ATHICIES SCIETEITIQUES . ..c.uvvieeiiieciiieeteeeeieeeetee et e et e et eeeaeeeetaeeesaeeessseesssaeessseeensseeensseeesseennnees i

vii



Liste des tableaux

Tableau 1:  Roles et fonctions des principales cytokines impliquées dans la réponse
IMmuNItaire. [T10—113]. oottt e e e re e e eaaeeeeaseeenes 7
Tableau 2: Roles et voies de signalisation des cytokines produites lors de la réponse
immunitaire des cellules épithéliales des voies aériennes [115—120]......cccccecvveevciieenieeennenn. 12

Tableau 3: Exemples d’ISG produits lors de la réponse immunitaire des cellules épithéliales

des VOIES @CTIENNES [35]. .oouriiiiiiieiiee ettt ettt e et e e e e te e e e tae e eaaeeeeareeeearaeas 16
Tableau 4: Séquences d’ARNi utilisés dans notre €tude ..........cccveeevvieeiiiencieenciieeeiee e, 26
Tableau 5: Anticorps utilisés dans Notre €tUde ...........ceeeeviieriieeiiie e 29

Tableau 6: Conditions d’utilisation des différentes amorces dans la réaction de PCR

quantitative de type SYBR GIEeN.........cccuiiiiiiiiiiiiieiiece ettt 32

viii


file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692018
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692018
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692019
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692019
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692020
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692020
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692021
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692022
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692023
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692023

Liste des figures

Figure 1-1: Schéma du systéme immunitaire inné et adaptatif.............cocevieniniiniininncnenns 5
Figure 1-1.3:  Communication entre le systéme immunitaire inné et adaptatif par les
CYLOKINES ...vvtieeiiie ettt ettt e e et e e et e e et e e e sbeeesaeeessseeensaeeensaeeansaeennseeensseesnsseennns 8

Figure 1-2.0: La sécrétion de cytokines par les cellules épithéliales pulmonaires, une

Premire barriere PRYSIQUE. ....eeoviiriieiieeieeieeete ettt ettt et siee et e et e ebeeseaesbeenaeeeas 10
Figure 1-3.0: Voie de signalisation induite par PIFNB/A .....ccoooieiiiiiniiniiineeeeee 15
Figure 1-4.0 : Mécanisme de la synergie des cytokines antivirales.............ccceeevveerrerirrennnenns 19

Figure 3-1.1: Genes immunorégulateurs et antiviraux induits par TNFa seul, IFNf seul ou
par I’action synergique du TNFa+HIFNP.....ccooiiiiiiiieie e 38
Figure 3-1.1.1: Diagramme de Venn représentant la classification d’induction de Mx/, PKR,
NOD?2, IRF1, IDO, DUOX2, APOBEC3G et CXCLI0 en fonction de la réponse a la
stimulation des cellules A549 par le TNFa seul, par 'TFNf seul ou par TNFo+IFNB........ 39
Figure 3-1.2.1: CXCL10 et APOBEC3G sont induits par la costimulation du TNFa+IFNf,

indépendamment de STATT .....ooooiiiiiiie e e e e e aaee s 43
Figure 3-1.2.3: L’expression de APOBEC3G et de CXCLI10, est dépendante de la voie de
signalisation STAT2/TRFD ......ccooiiiiiii ettt st 46

Figure 3-1.2.4: Schéma des constructions du promoteur de CXCLI0 utilisées dans notre

Figure 3-1.2.4.1: L’activité transcriptionelle du promoteur de CXCLI(0 induite par
TNFo+IFNP implique les séquences de liaison ISRE(3), NFkB(1) et NFkB(2).................. 51
Figure 3-2.1: Analyse du role de STAT6 dans la voie de signalisation induite en réponse a la
costimulation du TNFOHTFN ..o e 55
Figure 3-2.2: STATS®, un régulateur négatif de I’expression de DUOX2 suite a une infection

Figure 3-2.3: Cinétique de la phosphorylation de STAT6 suite a la costimulation avec du
TNFo+IFNP ou a la suite d’une infection par SEV .........cccceevvvieeviieeiiieeieceee e 59
Figure 4-1: Régulation de I’expression de DUOX2 en réponse a TNFo+IFNf.................. 62

X


file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692024
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692025
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692025
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692026
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692026
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692027
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692028
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692029
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692029
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692030
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692030
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692030
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692031
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692031
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692032
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692032
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692033
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692033
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692034
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692034
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692035
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692035
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692036
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692036
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692037
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692037
file:///C:/Users/Melissa/Desktop/Correction%20memoire/Melissa%20Mariani-Mémoire_version%20finale-corrige-NG-MM-version%20finale.docx%23_Toc457692038

Liste des abréviations

AEC : Alveolar Epithelial Cells

Ag: Antigéne

APOBEC3G: Apoliproprotein B MRNA Editing enzyme Catalytic polypeptide-like 3G
AP-1: Activator Protein-1

ARNdb: ARN double brin

ARNi: ARN interférant

ARNsb: ARN simple brin

Ac: Anticorps

BCR: B-cell Receptor

ChIP: Immunoprécipitation de la Chromatine
COX-2 : Cyclooxygénase-2

CPA: Cellule Présentatrice d’antigéne

CTL: Cytotoxic T lymphocyte

CXCL10: C-X-C motif chemokine 10

DEN: Dengue

DUOX2: Dual Oxydase 2

elF2: Eukaryotic Initiation Factor 2

FBS: Sérum Fétal de Bovin

HAU: Hemagglutinine Units

IB: Immunoblot

Ig: Immunoglobuline

IDO: Indoleamine 2, 3-Dioxygenase

IFNAR: Interferon Receptor

IFN: Interferon

IRF: Interferon Regulatory Factor

ISG: Interferon-Stimulated Gene

ISGF3 : Interferon-Stimulated Genes Factor 3
ISRE: Interferon-Stimulated Response Element
JAK: Janus Kinase



INK: Jun N-terminal Kinase

LCMV: Chorioméningite Lymphocytaire

LPS: Lipopolysaccharide

NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Hydrogen
NF«B: Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cell
NK: Natural Killer

NLR: Nucleotide-binding Oligomerization Domain-like Receptor
NOD: Nucleotide-binding Oligomerization Domain

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase

Mx1: Mx dynamin-like GTPasel

PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern

PBS: Phosphate Buffered Saline

PKR: Protéine Kinase R

PRR: Pattern Recognition Receptor

RIG-I: Retinoic acid-Inducible Gene 1

RLR: RIG-I-Like Receptor

SeV: Sendai Virus

SMF: Milieu sans sérum

STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription

TCR: T-Cell Receptor

Ty: Helper T cell

TLR: Toll-Like Receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor

TRADD: TNFR-Associated with Death Domain

TYK: Tyrosine Kinase

WCE: Extrait protéique cellulaire total

xi



L’ambition est le chemin du succes. La persévérance est le véhicule dans lequel vous y

arriverez. — Bill Bradley
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Chapitre 1: Introduction




1.1.0 Défense immunitaire

Le systéme immunitaire permet de maintenir la cohérence des cellules, des tissus et
d’assurer sa protection en éliminant ses propres constituants endommagés ou encore les
pathogeénes et substances étrangeres de notre environnement. Une des caractéristiques
importantes du bon fonctionnement du systéme immunitaire est la capacité de I’organisme a
reconnaitre les constituants normaux de 1’organisme « le soi » et les agents pathogeénes « le
non-soi » ou les constituants altérés de I’organisme qui doivent étre ¢liminé [1]. L immunité
est divisée par deux composantes qui agissent de maniere coopérative et interdépendante afin
d’obtenir une meilleure protection de I’hote. La premicre correspond a I’immunitaire innée
(figure 1-1) qui est caractérisée par une réponse non spécifique, mais qui de plus en plus tend a
étre défini comme semi-spécifique dii a sa reconnaissance des structures conservées des
molécules du pathogene (PAMP: Pathogen-Associated Molecular Pattern) par divers
récepteurs membranaires ou cytoplasmiques (PRR: Pattern Recognition Receptor) [2]. Dans
certains cas, cette réponse n’est toutefois pas suffisante pour éliminer le pathogene, c’est a ce
moment qu’intervient la réponse immunitaire adaptative. L’immunité adaptative est, quant a
elle, une réponse spécifique a un pathogeéne précis capable de produire des cellules mémoires

afin de reconnaitre le méme pathogeéne qui résulte d’une seconde infection [3].

1.1.1 L’immunité innée

Evolutivement trés ancien, le systtme immunitaire inné posséde plusieurs
caractéristiques semblables autant chez les plantes que les animaux. Il constitue la premiere
ligne de défense de I’organisme contre un pathogeéne. L’immunité inné (figure 1-1) est
caractérisée par des protections mécaniques, comme la peau, qui assure une premicre
protection afin d’éviter que le pathogene puisse pénétrer dans 1’organisme. Le mucus sécrété
par les muqueuses agit également comme une barriere protectrice en empéchant aux bactéries
d’adhérer aux cellules épithéliales. De plus, les particules étrangeres et les pathogenes
emprisonnés dans le mucus sont éliminés par le mouvement ciliaire causé par la toux et les
éternuements. Les larmes et la salive contiennent des composantes bactéricides qui aident a

prévenir I’intrusion de pathogeénes ou de substances étrangeres.



Si un pathogeéne parvient tout de méme a contourner ces barriéres physiques
(peau/mucus), le mécanisme phagocytaire par les neutrophiles et les macrophages débute.
Pour étre en mesure de déterminer « le soi » du « non-soi », les cellules phagocytaires
possedent des PRR capables de reconnaitre des PAMP [4] qui sont trés conservés, ¢’est-a-dire,
qu’ils posseédent peu de mutations. Les macrophages reconnaissent également les cellules
apoptotiques afin de les éliminer et de maintenir I’homéostasie de 1’organisme. Les cellules
apoptotiques ne sont pas signe d’une invasion par un pathogene, c’est pourquoi aucune
libération de médiateurs inflammatoire n’est nécessaire. La phagocytose des pathogénes par
les macrophages ou les neutrophiles a la suite d’une reconnaissance des PAMP induit la fusion
du pathogéne avec le phagosome qui sera soumis aux microbicides. De plus, lors de la réponse
immunitaire innée, le systtme du complément sera également activé. Le complément qui
regroupe une vingtaine de protéines plasmatiques, sera activé lorsqu’un pathogeéne pénétre la
circulation sanguine. L’activation du complément induit I’activité des protéases libérant des
peptides qui est a I’origine d’une réaction inflammatoire. Le complément permet également
d’opsoniser les bactéries et de favoriser leur phagocytose par les neutrophiles et les
macrophages [5, 6]. Lors d’une infection virale, le virus peut se répliquer au sein d’une cellule
hote et c’est les cellules tueuses naturelles (NK: Natural Killer) qui assurera le role de détruire
les cellules infectée [4]. A la suite d’une infection ou d’une l1ésion tissulaire, des médiateurs
d’alarme comme des cytokines proinflammatoires et antivirales sont produites par les

macrophages permettant de limiter I’invasion des pathogenes.

1.1.2 L’immunité adaptative

Le pathogéne peut parfois résister aux mécanismes de I’immunité inné et se multiplier
dans les cellules immunitaires ou non immunitaires. Le systéme immunitaire adaptatif (figure
1-1) viendra compléter la réponse immunitaire innée [7]. Le systétme immunitaire adaptatif
constitue la seconde ligne de défense contre les pathogénes. Il est beaucoup plus récent dans
I’évolution puisque le mécanisme de génération de récepteurs sur les cellules immunitaires
adaptatives implique un grand nombre de réarrangements génétiques qui leurs permet de
reconnaitre spécifiquement n’importe quel pathogeéne, ¢’est donc un processus qui demande

plus de temps. Cependant, lors d’une seconde infection la réponse immunitaire est plus rapide



da a la mémoire immunologique [8]. La réponse immunitaire adaptative est caractérisée par la
multiplication et la différenciation des lymphocytes B et T qui posséde respectivement, des
récepteurs B-cell Receptor (BCR) et T-cell Receptor (TCR) qui vont se lier aux Ag libres,
mais le plus souvent présenté par une cellule présentatrice de 1’Ag (CPA). Ce sont les
lymphocytes B, lorsqu’ils se différencient en plasmocytes, qui sont responsables de la
reconnaissance de I’Ag et de la production d’anticorps (Ac) afin de neutraliser le pathogéne,
tandis que les lymphocytes T régulent les réponses immunitaires des autres cellules ou, ils
attaquent directement les cellules possédants un Ag spécifique [5]. Les Ac, également nommé
immunoglobulines (Ig), sont constitués de quatre chaines peptidiques: deux chaines légeres de
25 kDa et de deux chaines lourdes de 50 kDa et plus. Chaque chaine contient des régions
constantes et des régions variables qui sont formées par la recombinaison des genes V et J
pour les chaines légeres et V, D et J pour les chaines lourdes [9]. Les cellules dendritiques ont
¢galement un role au niveau du systéme immunitaire adaptatif. Constituées de plusieurs sous-
groupes, les cellules dendritiques ont malgré tout une fonction commune, celle de capturer et
de présenter ’antigéne des pathogeénes afin d’activer les lymphocytes T [10]. On peut
distinguer deux sous-classes de cellules T: les lymphocytes T cytotoxiques (CTL: Cytotoxic T
Lymphocytes) / lymphocyte T CDS8", qui possédent une activité cytotoxique ayant pour role de
trouver les anomalies comme les cellules dgées ou infectées afin de les éliminer et les
lymphocytes T auxilliaires (Ty: Helper cells) / lymphocyte T CD4". Les cellules Ty sont
activées par les CPA et ils ont pour role d’activer les autres lymphocytes en sécrétant des

cytokines [11].
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Figure 1-1: Schéma du systéme immunitaire inné et adaptatif.
L’immunité inné est caractérisé par les cellules épithéliales, les phagocytes, les
macrophages, les protéines du complément et les cellules NK. Le systeme
adaptatif est caractéris¢ par les cellules B capables de fabriquer des anticorps, de

cellules T CD8" et de cellules T CD4".



1.1.3 La communication entre ’'immunité innée et adaptative par les cytokines et

chimiokines

Le systéeme immunitaire, dans sa globalité, représente un réseau de communications
trées complexe qui est assuré par des médiateurs tels que les cytokines et les chimiokines
(figure 1-1.3). Ce sont de petites protéines ou polypeptides solubles qui orchestrent la
communication cellulaire dans un mode paracrine, endocrine, juxtacrine ou autocrine [12]. Il
est essentiel, afin d’assurer une défense efficace, que les cellules du systéme immunitaire inné
et adaptatif puissent communiquer entres elle de maniére efficace. La liaison des cytokines
aux récepteurs peut induire une variété de réponse selon la cytokine et la cellule cible (tableau
1). Parmi ses nombreuses fonctions, il y a le contrdle de la prolifération et la différenciation
des cellules ainsi que la réponse antivirale. Les chimiokines font partie de la famille des

cytokines. Elles ont la fonction de controler la migration des cellules du systéme immunitaire.



Tableau 1:

immunitaire. [110-113].

Roles et fonctions des principales cytokines impliquées dans la réponse

Cytokines Récepteur Source Cible Fonctions majeures
ILIRI et Macrophages, Favorise I’inflammation,
IL-1 ILIR-AcP Macrophages thymocytes, systéme et la sécrétion de
nerveux central cytokines
g:;g a:fl Cellules T et Cellules T, cellules B, Différentiation des
IL-4 L 4;{{0{ mastocvies macrophages, cellules T, promeut la
et IL13R y monocytes production des IgG et IgE
IL6Ra and Macrophages, Gran.de variéte de Favorise I’inflammation
IL-6 130 cellules T, cellules: lymphocytes B et la prolifération
Ep fibroblastes et T, thymocytes P
Suppression immunitaire:
IL-10 IL10R1 et Cilelﬁllﬁsz’ Macrophages, cellules diminue la présentation
IL1I0R2 dendritiques T, cellules B du CMH de classe II des
d cellules dendritiques
Macrophages,
cellules . .
IL-12 ILI2Rb] et dendritiques, Cellules T, cellules NK lefere.nf:lat}on et
IL12Rb2 cellules B et prolifération
neutrophiles
Cellules T, .
IL-16 Pas défini €osinophiles, Cellules T CD4" Recmtercréelﬁl;ls%CD4 et
mastocytes
IFNoR1, Macrophage, Cellules NK, cellules T Induit un et’a t ant1v1.ral,
IFNo/p IFNGR2 fibroblastes CD8" augmente 1’expression
des CMH de classe |
Promeut I’activation de
IEN IFNvyR1, Cilelllllllﬁ:sl\ITK’ Macrophages, cellules cellules immunitaires et
v IFNyR2 D8’ NK augmente I’expression du
CMH de classe 11
Macrophages Neutrophiles,
TNE TNFR monocvies ’ macrophages, Promeut la réponse
o cellulgs T’ monocytes, cellules inflammatoire
épithéliales
Neutrophiles, Promeut la réponse
mastocytes, inflammatoire,
CCL3 CCR3 macrophages, Cellulgss"ifﬁoce}lllilll:s NK, recrutement des cellules
cellules p NK, migration des
endothéliales leucocytes
Neutrophiles, Promeut la réponse
CCL5 CCR5 mastocytes, Cellul?s T’ cell}l les NK, inflammatoire, migration
éosinophiles
macrophages des leucocytes
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Figure 1-1.3: Communication entre le syst¢éme immunitaire inné et adaptatif par les

cytokines

Les cellules épithéliales sécrétent des cytokines qui vont permettre d’induire une réponse
immunitaire innée et d’activer les cellules de I'immunité innée. Les monocytes,
macrophages et cellules dendritiques vont sécrétés des cytokines pour activer le systéme

immunitaire adaptatif.

Schéma adapté de Eileen A. McLaughlin, Frontiers in Immunology, 2014 [114]

Avec la permission de Frontiers in Immunology



1.2.0 Les cellules épithéliales, la premiere barriére physique

Les cellules épithéliales des voies aériennes sont constamment exposées a de
nombreux agents pathogeénes qui sont inhalés (figure 1-2.0). Il est maintenant trés bien défini
que les cellules épithéliales aériennes sont une barriére physique par leur systéme de transport
mucociliaire et par leurs jonctions serrées qui assurent une protection mécanique contre
I’envahissement de ces pathogenes. L’épithélium pulmonaire de type mucociliaires est
principalement composé de cellules ciliées, de cellules basales et d’une faible quantité¢ de
cellules caliciformes qui permettent la production de mucus, composé de mucines et de
mucopolysaccharides. Un battement ciliaire permet la mobilisation du mucus qui contient les
particules étrangéres et des bactéries qui seront emprisonnées. A la suite d’une infection, les
cellules épithéliales des voies aériennes ont la capacité de sécréter, dans la lumicre des voies
respiratoires, des substances antimicrobiennes comme des 3-défensines et des lysozymes, qui
sont produites par les cellules séreuses des glandes sous-muqueuses. L’ensemble de ces
mécanismes maintient I’intégrité de 1’épithélium des voies aériennes lors d’une agression par
des pathogénes ou substances toxiques [13]. Par contre, il arrive que le pathogéne puisse
infecter les cellules épithéliales des voies aériennes. La reconnaissance des PAMP par les
cellules épithéliales pulmonaires est réalisée par les PRR, il existe trois catégories de PRR: les
Toll-Like Receptors (TLR), Retinoic acid-Inducible Gene (R1G)-1-Like Receptors (RLR) et les
Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-Like Repceptors (NLR) [14]. Cette
reconnaissance permet d’induire trois voies de signalisation principales: la voie NFkB, la voie
Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) et la voie Interferon Regulatory Factors (IRF).
Les voies NFkB et MAPK sont surtout impliquées dans 1’induction de la réponse pro-
inflammatoire, tandis que la voie de signalisation par les IRF est essentielle pour la production
des Interferons (IFN) qui permet d’activer rapidement une réponse antivirale [15].
L’expression de ces médiateurs, tels que NFkB, les MAPKs et IRF, permet I’induction d’un
large éventail de génes antiviraux et pro-inflammatoires en plus d’indiquer aux cellules
voisines la présence d’un pathogéne. De plus, la sécrétion de cytokines et de chimiokines
produites par les cellules épithéliales pulmonaires permettra le recrutement et 1’activation des

cellules du systéme immunitaire inné et du systéme immunitaire adaptatif [16, 17].
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Figure 1-2.0: La sécrétion de cytokines par les cellules épithéliales
pulmonaires, une premiére barriére physique.
Les cellules épithéliales pulmonaires permettent d’induire une premieére
vague de cytokines en réponse a un virus. Ces cytokines permettent
d’activer le systeme immunitaire inné par les cytokines, ce qui induira le
systéme immunitaire adaptatif.

Schéma provenant de Laura T. Donlin, Nature reviews. Immunology, 2014 [85].

Avec la permission de Nature Publishing Group.
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1.2.1 En réponse a une infection virale, les cellules épithéliales des voies aériennes

induisent un état antiviral par ’expression de cytokines

Tel que discuté précédemment, 1’épithélium des voies respiratoire induit Ia
transcription de plusieurs cytokines lors d’une infection virale, qui est essentiel pour induire
un état antiviral et pro-inflammatoire [14]. Le tableau 2 présente une liste des principales
cytokines sécrétées en réponse a une infection respiratoire. Dans le contexte de notre projet,
nous nous intéressons particulierement au Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa) et a P'IFNP,

deux cytokines produites lors d’une infection virale.

Lors d’une infection virale, ’IFNP est rapidement induit afin d’inhiber précocement la
réplication du virus. L’expression de ’IFNP est régulée au niveau transcriptionnel par les IRF,
AP-1 et NFkB, qui vont se lier aux domaines PRDI-IV du promoteur [18, 19]. L’IFN[ sécrété
par les cellules infectées va se lier a son récepteur IFNAR et permettre ’activation de
plusieurs voies de signalisation telle que la voie JAK/STAT qui permet 1’expression des

Interferon Stimulated Genes (ISG) afin d’induire une réponse antivirale [20, 21].

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire qui permet I’activation de plusieurs voies
de signalisation impliquées dans le développement d’une réponse immunitaire par différents
mécanismes tels que la différenciation des lymphocytes et la formation des tissus lymphoides
secondaires et tertiaires [22]. Le TNFa a également un role prédominant dans trois processus,
soit I’induction de I’apoptose cellulaire, la nécrose programmeée et 1’activation de NFxB [23].
Il est régulé par deux mécanismes, le premier se fait de maniere transcriptionnelle au niveau
du promoteur qui contient des motifs similaires au site de liaison de NFkB et AP-1 et le
deuxieme se fait de fagon post-traductionnelle, c’est-a-dire par le clivage protéolytique [24,
25]. La liaison du TNFa avec son récepteur Tumor Necrosis Factor Receptor (TNFR) permet
I’activation des voies de signalisation de NFxB et de Jun N-terminal Kinases (JNK) [26] qui

régulent la synthése de nombreux geénes proinflammatoires et anti-apoptotiques [27].
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Tableau 2: Roles et voies de signalisation des cytokines produites lors de la réponse
immunitaire des cellules épithéliales des voies aériennes [115-120].

Cytokines | Récepteurs . K“?ase,s Factegr qe Fonctions majeures
impliquées transcription
TNFa TNFR ] NFKB, AP-1 Induit une réponse pro-
inflammatoire
Inhibe la réplication virale et
IFNy IFNyR1 JAKI+JAK2 | STAT1,2,3,5 induit une réponse pro-
inflammatoire
IFNA IFN-AR1 JAK1+TYK2 | STATI1,2,3,5 Inhibe la réplication virale
IL-10R2
Induit une réponse pro-
-1 ILIR IRAK] NF«B inflammatoire, recrute les
macrophages et les cellules
NK au site d’infection
IL-4 IL4Ra JAK1+JAK3 STAT6 Inhibe la réplication virale
IL-6 IL6Ra. JAK1 STAT 1,3, 5 Induit une réponse pro-
inflammatoire
CXCLS8 CXCR3 ) AP-1, NFkB, Actlye de lg réponse
ERK immunitaire
IL-10 ILRa | JAKI+TYK2 | STAT1,3,5 Reprime de la reponse
proinflammatoire
Permet I’induction de
IL-18 IL18R - NF«B I’immunité a médiation
cellulaire
IL-27 | IL27Ra/B JAK1 STAT 1,3, 5 Induit une réponse
proinflammatoire
CXCL10 CXCR3 ) ERK, AP-1 Permet 1 actlvz}l‘flon de cellules
IFNo/3 IFNAR JAK1+TYK2 | STATI, 2,3,5 Inhibe la réplication virale
Recrute les cellules
CCL5 CCR5 - NFK]];’U?P_L immunitaires aux sites

d’infection
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1.3.0 L’induction de la voie JAK/STAT par les IFN

La voie de signalisation Janus Kinase (JAK)/ Signal Transducers and Activators of
Transcription (STAT) est une voie pléiotropique permettant ’activation d’une multitude de
signaux. Elle est reconnue pour €tre activée par toute une gamme de cytokines et de facteurs
de croissance, mais elle a initialement été découverte au cours des études sur ’effet des IFN
impliqués dans la migration cellulaire, la prolifération, la différenciation cellulaire ainsi que
I’apoptose [28, 29]. La liaison des IFN aux récepteurs [IFNAR induit une multimérisation
permettant 1’activation de signaux intracellulaires [29]. Plus précisément, les domaines
cytoplasmiques des récepteurs s’associent a des tyrosines kinase, que 1’on nomme JAK qui
s’autophosphorylent et phosphoryleront également les tyrosines des récepteurs des cytokines.
Ces phosphotyrosines constituent des sites d’arrimage pour les STATs ainsi que d’autres
protéines de signalisation. Chez les mammiferes, il existe quatre protéines de la famille des
JAK: JAKI1, JAK2, JAK3 et Tyrosine Kinase 2 (Tyk2), chacune associée a des récepteurs des

cytokines spécifiques.

Les STAT sont des facteurs de transcription latents possédant une tyrosine a
I’extrémité C-terminale qui sera phosphorylée par les JAK [29]. De nos jours, sept STAT sont
connus (STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb, STAT6) et possédent tous un
domaine SH2 qui est caractéris¢ par deux fonctions [30]. La premicre fonction est leur
capacité a se lier aux phosphotyrosines du récepteur des cytokines activé. C’est une fois liées a
leurs récepteurs que les JAK phosphorylent le STAT sur les tyrosines ce qui provoque leur
dissociation du récepteur [29]. La seconde fonction du domaine SH2 des STAT libres dans le
cytosol sert de site de fixation sur une tyrosine phosphorylée d’une autre molécule STAT pour
former un homodimére ou un hétérodimere. Ce dimeére, qui est transloqué au noyau,
s’associera avec d’autres protéines régulatrices de genes, ce qui permettra 1’expression de
genes spécifiques [31, 32]. STATI est un régulateur important impliqué dans D’activité
antivirale, il est connu pour étre activé par les IFN, mais également par le TNFa ce qui permet
d’induire une réponse antivirale beaucoup plus efficace par I’expression de génes antiviraux

[33].
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La voie de signalisation induite par I'IFN a trés bien été caractérisée a ce jour (figure
1-3.0). Deux membres de la famille Janus des tyrosines kinases sont impliqués dont JAK1 et
non-receptor tyrosine-protein kinase 2 (Tyk2), qui sont constitutivement associés a [IFNAR1
et IFNAR?2 respectivement. L’activation des JAK par la phosphorylation des tyrosines permet
la phosphorylation de STAT1 et STAT2 qui se dimérisent, puis s’associent a IRF9 pour
former le complexe ISGF3. Par la suite, ISGF3 transloque au noyau pour réguler la
transcription de génes par sa liaison a ’ADN au site inferferon stimulated response element
(ISRE), qui permet I’expression d’ISG [21, 34]. Plusieurs de ces ISG ont des effets antiviraux
et plusieurs d’entre eux possedent la méme fonction antivirale. Cette redondance refléterait
probablement I’importance de 1’expression des ISG dans la défense virale [35, 36]. Il est a
noter que la liaison de I’'IFNA a son récepteur permet d’activer la méme voie de signalisation

que celle induite par 'IFNJ. Le tableau 3 décrit quelques exemples d’ISG et leurs fonctions.
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Figure 1-3.0: Voie de signalisation induite par ’'IFN/A
La liaison de I'IFNP et de I'IFNA a leur récepteur induit la phosphorylation de
STATI1 et STAT2 par Tyk2 et JAK1. STAT1 et STAT2 vont dimériser et se lier a
IRF9 pour former le complexe ISGF3. Ce complexe transloque au noyau pour

permettre 1’expression des ISG.
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Tableau 3: Exemples d’ISG produits lors de la réponse immunitaire des cellules
épithéliales des voies aériennes [35].

ISG Fonctions
PKR Inhibe la traduction des protéines virales
Mx1 Inhibe la transcription virale
APOBEC3G Inhibe la réplication virale
TRIMS Inhibe la réplication virale
ISGI5 Fonction antivirale variée
IRF9 Inhibe la réplication virale

Inhibe la traduction des protéines virales et la

IFIT1/2/3
réplication virale
ISG20 Inhibe la synthese de I’ARN viral
OAS1/2/3 Inhibe la réplication virale
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1.3.1 Voies de signalisations indépendantes de STAT1

Depuis longtemps, 1’implication de STATI a toujours été associée aux voies induites
par les IFN. Ce n’est que tout récemment qu’on observe que ces voies de signalisation peuvent
étre aussi indépendantes de STAT1. Une étude soutient que la voie dépendante de STATI est
essentielle pour initier la clairance du virus Dengue (DEN) chez la souris, tandis que la voie de
signalisation qui est indépendante de STATI intervient plus tard dans le controle du virus
[37]. L’¢équipe du Dr. Robert Schreiber a démontré que les IFN peuvent réguler les
mécanismes de prolifération indépendamment de STATI dans la lignée des phagocytes
mononucléaires de souris déficientes en STATI [38]. Ils ont stimulé¢ des macrophages
déficients en STATI avec de I'I[FNy et ont comparé I’expression des genes avec les
macrophages STAT1™* qui ont été stimulés par I’IFNy. Etonnamment, ils ont observé que les
genes exprimés étaient similaires dans les macrophages déficients en STATI1 que dans les
macrophages ayant STATI1. Les récepteurs de I'IFNy activent des voies de signalisation
supplémentaires qui permet la régulation de geénes indépendamment de STAT1. La diversité
des geénes exprimés par les mécanismes dépendants et indépendants de STAT1 permet une
complémentation. L’¢équilibre de ces deux voies joue donc un rdle important dans la réponse

biologique de I’IFNy [39].

1.4.0 Actions synergiques entre cytokines

Beaucoup d’études ont été réalisées afin de caractériser les voies de signalisation
induites par les cytokines. Cependant, la plupart de ces études ont été faite a la suite de
stimulations uniques des cytokines. Or, dans des conditions physiologiques, une cellule est
surtout soumise a plusieurs cytokines simultanément. Par contre, au cours de ces derniéres
années, plusieurs recherches ont permis d’élucider les événements moléculaires induit par
I’action synergique des cytokines avec leurs récepteurs. C’est tout récemment, plus
précisément en 2009, que les premieres études spécifiques a [’action synergique entre
IFNB+TNF ont été réalisées sur des fibroblastes primaires humains. Cette costimulation induit
de maniére tardive I’expression d’un panel de génes antiviraux distinct qui n’était pas sensible

a PIFNB ou au TNF [40]. Par définition, la synergie signifie que les effets combinés sont
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supérieurs a la somme des effets individuels, comparativement a un effet additif ou 1’effet
combiné est égal a la somme des effets de chaque produit individuel [41, 42]. A ce jour, les
mécanismes moléculaires a la base de la synergie, sont peu caractérisés. Par contre, des

modeles de synergie ont été proposés [42].

Dans la littérature, trois modeles de synergie ont été suggérés (figure 1-4.0). Le
premier mécanisme est caractérisé par une « action indépendante », c’est-a-dire, que deux
voies de signalisations distinctes permettent 1’expression de geénes dont les activités agissent
de fagon synergique. Le second mécanisme, dénommé « action coopérative » suggere que
I’expression d’un geéne est augmentée lors d’une costimulation par rapport a son induction par
chacune des cytokines. Cette augmentation serait possible grace a I’action de différents
facteurs de transcription activés indépendamment par chacune des cytokines [43]. Le troisieme
mécanisme nommé « induction coopérative » caractérisé par une situation ou les deux
cytokines déclenchent la transcription de génes spécifiques [40] suggérant qu’il y a une
nouvelle voie de signalisation qui est induite par I’action synergique entre ces deux cytokines.
Une récente étude faite dans notre laboratoire a démontré que l’action synergique entre
TNFo+IFNP permet tardivement I’expression de DUOX2, une Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate Hydrogen (NADPH) oxydase qui permet la production de peroxyde
d’hydrogene, par une voie de signalisation impliquant STAT2 et IRF9 mais, indépendamment

de STATI.
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Figure 1-4.0 : Mécanisme de la synergie des cytokines antivirales

Trois mécanismes proposés : Synergie par action coopérative ou chacune des cytokines
augmentent le niveau d’expression d’une méme protéine antivirale ; Synergie par action
indépendante ou plusieurs catégories de protéines antivirales induites par chacune des
cytokines individuellement augmentent la réponse antivirale; Synergie par induction
coopérative ou I’action des cytokines induits I’expression de protéines antivirales qui ne sont

pas induites par I’une ou I’autre des cytokines.
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Hypothése et objectifs de travail
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Les voies respiratoires sont constamment exposées a un éventail d’agents pathogenes,
y compris les virus respiratoires. Les cellules épithéliales des voies aériennes sont les
premieres cibles au site d’infection qui induisent une premiére réponse antivirale par la
sécrétion de cytokines [44]. Cette premiere vague de cytokines contient, entres autres, les [FN
de type I (a/B) et le TNFa, connus de fagon indépendante pour inhiber la réplication virale par
I’activation de voies de signalisation distinctes qui permettent la transcription de geénes
antiviraux et immunorégulateurs [45]. Déja bien documenté, les IFN de type I médient
majoritairement la réponse antivirale en induisant la phosphorylation de STAT1 et STAT2 qui
se complexent avec IRF9 pour former le complexe de transcription ISGF3 afin d’induire de
manicre précoce 1’expression de centaines de geénes ISG codant pour des protéines virales
[46]. Le TNFa joue un role important dans la régulation de la réponse inflammatoire en plus
d’activer les facteurs de transcription NFkB et AP-1 qui permettent 1’expression de geénes

antiviraux [22, 47].

Plusieurs études ont démontré que la stimulation avec plusieurs combinaisons de
cytokines antivirales agissent en synergie pour produire une réponse antivirale beaucoup plus
puissante que lors d’une stimulation unique de ces cytokines [42]. De plus, il a été découvert
récemment, avec la technique des puces a ADN, que le TNFa et I'IFNP agissent de manicre
synergique pour exprimer de facon tardive un panel de génes qui sont peu ou pas induit par
I’une ou I’autre de ces cytokines lorsqu’elles sont utilisées séparément [45]. Des données
antérieures de notre laboratoire ont démontré que la costimulation par TNFa+IFNf permet
I’expression de DUOX2 une NADPH oxydase qui produit du H,O, et contribue au
développement d’état antiviral alternatif tardif [44]. L’étude de I’expression de DUOX2 a
permis de démontrer ’implication d’une voie de signalisation impliquant IRF9 ainsi que la
phosphorylation de STAT2, mais qui est indépendante de STAT1 contrairement a la voie

classique induite par I'IFNf seul [44].
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A la lueur de ces informations, notre but est de déterminer ’importance de cette
nouvelle voie de signalisation induite par la costimulation du TNFo+IFNf, impliquant STAT2
et IRF9, indépendamment de STAT1 dans la régulation d’un programme transcriptionnel
antiviral et immunorégulateur tardif. Nous nous sommes donc posé les deux

questions suivantes:

1- Quels sont les genes antiviraux et immunorégulateurs qui sont induits par la
costimulation avec I'IFNf et le TNFa et qui sont dépendants de la voie STAT2/IRF9,
indépendamment de STAT1 ?

2- Est-ce que STAT6, qui est un régulateur connu de DUOX2 en réponse a IL4+IL13, est

impliqué dans I’induction de DUOX2 en réponse a la costimulation par TNFa+IFNf ?
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Chapitre 2: Matériels et méthodes
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Culture cellulaire

Tous les milieux et les suppléments ont été achetés chez Gibco (Thermo Fisher, Etats-
Unis). Des cellules A549 (American Type Culture Collection ATCC) ont été cultivées dans un
milieu Ham/F12K complété avec 10% de sérum de bovin fétal (FBS), inactivé a la chaleur
(HI-FBS), 1% de L-glutamine, 1% de pyruvate de sodium et 1% d’acides aminés non
essentiels. Les cellules U3A sont STATI-négatives et les U3AR sont STATI-positives,
provenant d’une lignée cellulaire du sarcome humain (HT 1080) qui ont été transfectée avec
un vecteur codant pour un marqueur sélectionnable (guanine phosphoribosyltransférase)
régulé par 'interféron alpha (IFNa) pour créer la lignée cellulaire 2FTGH. La mutagenése
chimique des 2FTGH a permis la sélection d’un certains nombres de mutations de la voie de
signalisation induite par I’IFN. Les cellules U3A et U3AR ont été cultivées dans un milieu
DMEM complété avec 10% FBS, 1% de L-glutamine, 1% de pyruvate de sodium et 1%
d’acides aminés non essentiels. Toutes les lignées cellulaires ont été cultivées dans un

incubateur a 37°C et a 5% de CO,.

Infection virale

La souche Sendai (SeV) Cantell a été obtenue aupres du laboratoire de Charles River.
L’infection SeV a été réalisée a 40 unités d’hémagglutinine (HAU) par 10° cellules dans un
milieu sans sérum (SFM) pendant 2 heures, apres quoi le milieu a été complété avec 10% HI-
FBS. Les cultures cellulaires ont été¢ infectées a une confluence de 90%. Les cultures
cellulaires ont été préalablement rincées avec un milieu de culture F12K pour les A549 et
DMEM pour les U3A/U3AR, dans un milieu SFM. L’infection SeV a été réalisée a 40 unités
d’hémagglutinine (HAU) par 10° cellules dans un milieu SFM pendant 2 heures, apres quoi le
milieu a été complété avec 10% HI-FBS et I’infection a été poursuivie jusqu’a la récolte au

temps indiqué dans la section résultats.

Stimulation par les cytokines

Les cellules ont été stimulées a une confluence de 90%. Les cultures cellulaires ont été
préalablement rincées avec un milieu de culture F12K pour les A549 et DMEM pour les

U3A/U3AR, sans sérum et 1% de glutamine. Le milieu a ensuite été remplacé par du milieu
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F12K (A549) ou DMEM (U3A/U3AR) contenant 2% FBS et 1% de glutamine additionné de
TNFoa (10ng/mL) et/ou IFNB (1000U/mL) ou IL4 (50ng/mL) et IL13 (12ng/mL). La

stimulation a été poursuivie pendant différents temps indiqués dans la section résultats.

Transfection d’ARN interférants (ARN1)

Les cultures de U3A et de A549 ont été transfectées a une confluence entre 30-40%,
par des ARNIi ciblant des séquences spécifiques complémentaires afin de bloquer I’expression
de protéines d’intéréts. Les séquences des ARNi (Dharmacon, Thermo Fisher Scientific, Etats-
Unis) utilisées sont décrites dans le tableau 4. Tout d’abord, les cellules ont été lavées avec de
1’OptiMEM (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis). Ensuite, le mélange contenant le réactif de
transfection oligofectamine (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis) avec ’optiMEM, fait selon
le protocole de la compagnie, ainsi qu’un second mélange contenant les oligos ARNi
(concentration finale de 100pmol pour une plaque de 24 puits complét¢ avec 37.5uL
d’OptiMEM) ont été mis en contact. Une fois mélangg¢, ils ont été incubés pendant 20 minutes
a température ambiante puis ajoutés goutte par goutte dans les plaques de culture de cellules.
Aprées 4 a 6 heures suivant la transfection, 250uL de milieu de culture F12K contenant 30% de
FBS a ¢ét¢ ajouté de maniere a recouvrir les cellules puis, les plaques ont été agitées. Apres 48
heures de transfection, les cellules ont été stimulées/infectées ou non selon les conditions

décrites dans la section résultats.
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Tableau 4: Séquences d’ARNi utilisés dans notre étude

Nom des ARNi Cible Séquence sens
siCTRL Pas de cible 5’-CAU AGC GUC CUU GAU CAC AUU-3’
siSTAT2 STAT2 5’-GGA CUG AGU UGC CUG GUU AUU -3’
silRF9 IRF9 5’-GCA GAG ACU UGG UCA GGU AUU-3’
siSTAT6(1) STAT6 5’-GGA UGG CUC UCC ACA GUA AUU-3’
siSTAT6(2) STAT6 5’-GGA AUG GCG CAC CGU UUG AUU-3’

Extraction protéigues totales

Apres le temps appropri¢ de stimulation, le milieu a été aspiré et les cellules ont été
grattées dans du ddPBS (Phosphate Buffered Saline) 1X froid (4°C). Un second volume de
ddPBS a été ajouté aux plaques pour les rincer et récupérer les cellules restantes. Les cellules
ont été centrifugées pendant 30 secondes a 13000 rpm. Le surnageant a ét¢ aspiré et le culot a
été suspendu dans le tampon de lyse NP-40 (50mM Hepes pH7.4, 150mM NaCl, SmM EDTA,
10%(p/v) Glycérol, 1%; Nonidet P-40) complété par des inhibiteurs de protéase ; leupeptine:
1ug/ml et aprotinine: 2pg/ml ainsi que des inhibiteurs de phosphatase ; NaF: 30mM, Na3;VOa.
ImM, PNPP: 10mM et B-glycérophosphate pH 7,5: 25mM). Les échantillons ont été¢ incubés
sur glace pendant 20 minutes durant lesquelles ils ont été vortexés 2 a 3 fois. Ils ont ensuite été
congelés et décongelés 3 fois dans de 1’azote liquide pour lyser les noyaux. Pour extraire
STATS®, les cellules ont également été lysées avec du tampon de lyse NP-40 puis vortexées 3
fois pendant 5 minutes avant de soniquer sur glace 2 fois pendant 20 secondes. Ensuite, les
¢chantillons ont été incubés sur glace pendant 10 minutes. Les extraits ont ¢été centrifugés a
13000 rpm pendant 20 minutes a 4°C. Le surnageant correspond a 1’extrait protéique cellulaire
total (WCE). Les échantillons ont ensuite été quantifiés par la méthode de Bradford (Biorad,
Mississauga, Ontario, Canada) [48].
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Quantification des protéines par la méthode de Bradford

Cette méthode est basée sur le principe de colorimétrie, basé¢ sur le changement
d’absorbance. La couleur du bleu de Coomassie suite a la liaison avec les acides aminés des
protéines permet le changement de couleur. Le changement d’absorbance est proportionnel a
la quantité de colorant li¢ aux protéines ceci indique ainsi la concentration en protéine dans
I’échantillon. Cette quantité sera proportionnelle a la concentration de 1’échantillon en
protéines [49]. Le réactif de Bradford (Biorad, Mississauga, Ontario, Canada) a d’abord été
dilué, 1 dans 5, dans du ddH,O. Ensuite, ImL de réactif dilué a été ajouté a chaque tube. Une
courbe standard a été préparée avec de la BSA (2mg/ml). Cing échantillons de la gamme ont
¢t¢ préparés: un blanc dans lequel il n’y a pas de BSA, et quatre étalons contenant
respectivement des concentrations de BSA de 4ug/ml, 8ug/ml, 12ug/ml et 16pg/ml. Une
quantité¢ identique (3-4ul) de chaque WCE a été utilisée pour la quantification. Les
¢chantillons et les étalons ont été vortexés immédiatement. Les échantillons ont été incubés 5
minutes a température ambiante puis la densité optique a €té mesurée dans une plaque de 96

puits (200ul d’étalon ou d’échantillon par puits) a une longueur d’onde de 595nm.

Electrophorése SDS-PAGE et immunobuvardage.

15ug de WCE et 30ug de WCE pour la visualisation de la protéine STAT6 furent
soumis a une électrophorese SDS-PAGE sur un gel de 7,5% d’acrylamide dans le tampon de
migration (Tris: 25mM, SDS: 0,1% (p/v) et glycine: 190mM dans de 1’eau double distillée) et
pour la visualisation de SeV, sur un gel de 12% d’acrylamide dans le tampon de migration.Le
gel SDS-PAGE est composé d’acrylamide (acrylamide-bis-acrylamide)/40% solution
(bioshop). Le tampon de migration est constitu¢ de Tris 1.5M, SDS 0.4%, ddH,O et le pH est
ajusté a 8.8. Le tampon de concentration (stacking) est constitué¢ de Tris 0.5M, SDS 0.2%,
ddH;O et le pH est ajusté a 6.8. L utilisation d’un gel a 7.5% d’acrylamide a été préparée. Du
tampon de chargement 5X (200mM Tris-HCI1 0,5M pH 6.8, SDS 15%, Glycérol 30%, Beta-
mercaptoéthanol 5%, bromophénol bleu 0,25%, ddH,0) a été ajouté aux échantillons dosés
pour un ratio 4:1 (échantillon: Tampon). Les échantillons ont été chauffés pendant 10 minutes
a 100C et ont été chargés sur le gel SDS-PAGE. La migration a été effectuée, en amperes

constants, a 30mA par gel, jusqu’a ce que le front de migration ait été sorti du gel. Une fois la
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migration terminée, les protéines furent ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose
(Biorad, Mississauga, Ontario, Canada) dans le tampon de transfert (glycine: 190mM et tris:
25mM) pendant environ 1h30 a 200mA. Les protéines furent ensuite fixées (acide acétique:
7%, éthanol: 40%, glycérol: 3% dans de 1’eau double distillée). Les membranes furent par la
suite bloquées dans du PBS contenant 5% de lait écrémé ainsi que 0,05% de Tween 20
(solution de blocage) pour 1 heure a température picce. Aprés 3 lavages de 5 minutes dans du
PBS/0,05% Tween, les membranes ont ét¢ incubées pendant une minute dans une solution de
rouge ponceau. Les protéines ont été¢ alors visibles et les puits ont pu étre annotés et le
marqueur de poids moléculaire a été identifié. La membrane a été lavée au PBS pendant 5
minutes et les protéines ont été fixées. La membrane a été ensuite bloquée dans du lait PBS-
Tween 5% pendant 1 heure. Les protéines ont ét¢ détectées avec des anticorps spécifiques
(tableau 5). La membrane a été lavée 5 fois pendant 5 minutes avec du PBS-Tween, incubée 1
heure avec de I’anti-lapin couplé a la péroxidase (Jackson Laboratories, Farmington, Etats-
Unis, 1/10000) ou avec I’anti-mouse couplé a la péroxidase (KPL, 1/10000) tel qu’indiqué
dans le tableau 5. Apres incubation, la membrane a subit 5 lavages de 5 minutes avec du
PBS/0,05% Tween et un dernier lavage de 5 minutes avec du PBS. Les protéines furent
visualisées par addition d’ECL (supersignal picowest; Thermo Fisher, Etats-Unis) et

visualisées par ImageQuant (LAS 4000 mini).
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Tableau 5: Anticorps utilisés dans notre étude

. Concentrations Temps Anticorps Source .
Anticorps o - ; . . Numéro de catalogue
/dilutions d’incubation secondaire commerciale
STATI-
phosphospécifique-Tyr701 1/1000 O/N Lapin Cell Signaling 9171
(Monoclonale)
STATI
1/2000 3hrs Lapin Cell Signaling 9172
(Polyclonale)
STAT2-
phosphospécifique-Tyr690 1/2000 O/N Lapin Cell Signaling 4441
(Polyclonale)
STAT2
1/2000 3hrs Lapin Cell Signaling 4594
(Polyclonale)
STATG-
phosphospécifique-Tyr641 1/1000 O/N Lapin Cell Signaling 7649P
(Monoclonale)
STAT6
1/1500 O/N Lapin Cell Signaling 5397
(Monoclonale)
IRF9
0.125pg/mL O/N Souris BD bioscience 610285
(Monoclonale)
SeV 1/7000 3hrs Lapin Dr John Hiscott -
Actine 1/10000 15 minutes Souris Chemicon MABI1501




Extraction d’ARN totaux

Les ARN totaux ont été extraits a I’aide du Kit « RNAqueous-96PCR kit » (Ambion,
Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis). Briévement, le milieu de culture a été aspiré et les
cellules ont été lavées avec du milieu de culture sans sérum chaud. Les plaques ont été mises
sur glace et les cellules ont été grattées avec la solution « Lysis/Binding ». De I’éthanol a été
ajouté aux échantillons afin de faire précipiter I’ADN, puis finalement 150ul d’échantillon ont
¢té ajoutés a la plaque filtre fournie avec le kit qui permet de retenir les ARN contenus dans
les échantillons. La plaque filtre a ét¢ soumise a une centrifugation a 1000 x g pendant 3
minutes. Cette étape a été répétée jusqu’a ce qu’il ne reste plus d’échantillon. Ensuite les puits
de la plaque filtre ont été lavés avec de la solution « Wash Solution » et la plaque a été
centrifugée a 1000 x g pendant 3 minutes et un autre 2 minutes afin d’enlever tout résidu de «
Wash Solution » qui pourrait étre dans la plaque a filtre. Un traitement a la DNase a été
réalisé, en ajoutant de la DNAse I avec le buffer DNAse I a chacun des puits. L’incubation a
été réalisée pendant 30 minutes a 37°C. Ensuite, la « solution de Rebinding » a été ajoutée
suivi d’une centrifugation a 1000 x g pendant 3 minutes et d’une seconde pendant 2 minutes.
Deux lavages ont été faits avec de la solution « Wash Solution », suivis d’une centrifugation
afin d’enlever la solution de lavage. Pour terminer, la solution d’élution préchauffée a été
ajoutée au centre de chaque puits. La plaque a été centrifugée a 1500g pendant 2 minutes et le
volume ¢élué qui contient les ARN totaux a été transféré¢ dans un tube neuf. Pour précipiter
I’ARN, 0.1 volume d’acétate d’ammonium 5M avec 0.02 volume d’acrylamide linéaire
Smg/mL ont été ajouté aux échantillons. De I’éthanol 100% a aussi été ajouté et les
échantillons ont été mélangés par inversion. Ensuite, ils ont été incubés a -20°C pendant 20
minutes. Le surnageant a été enlevé, puis le culot a ét€¢ séché a température ambiante pendant
dix minutes. Les ARN ont été resuspendus dans 15ul de solution d’élution préchauffée a 50°C.
Apres une incubation de 10 minutes a température ambiante suivi de 20 minutes sur glace, la

quantification des ARN a été réalisée.



Quantification des ARN

Les ARN totaux ont été quantifiées dans du Tris-HCl IM pH 8.2ul d’ARN de chaque
¢chantillon a été ajouté a 38ul de Tris-HCI pH 8. Pour le blanc, 40ul de Tris-HCI 1M pH 8 a
¢té utilisé. La mesure de la densité optique a 260 nm, correspondant a ’ARN et a 280 nm,
correspondant a I’ADN. Le ratio entre DO,40/DO5sgo ne devrait pas étre plus grand que 1.9 pour

une pureté d’ARNm convenable de nos échantillons.

Reverse Transcriptase et PCR quantitative

La méthode de PCR en temps réel avec le SYBR Green repose sur la détection et la
quantification d’un émetteur fluorescent produit lors de I’amplification, qui génére une
augmentation de la fluorescence qui est proportionnelle a la quantité d’amplicons produits.
Durant la phase de la dénaturation, le SYBR Green libre se fixe aux sillions mineurs de I’ADN
permettant I’absorption de la lumicre bleue et I’émission d’une lumiére verte. Les ARNm ont
été¢ inversement transcrits avec le kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen) [50].
L’ADNc de Mx1, IDO, APOBEC3G, CXCL10, NOD2, IRF1, DUOX2, PKR furent utilisés
dans une réaction de PCR en utilisant le kit QuantiTect SYBR green (Qiagen) avec les
amorces décrites dans le tableau 6 et le programme recommandé par le manufacturier.
L’ADNc de DUOX2 fut utilisés dans une réaction de PCR avec la technique TagMan en
utilisant le kit TaqMan (Gene Expression Assays de Life Technologies, Thermo Fisher, Etats-
Unis (sonde: Hs00204187 ml)) [51]. La technologie TagMan repose sur 1’activité d’une
exonucléase de la Taq polymérase, qui hydrolyse une sonde spécifique hybridée a sa séquence
cible sur ’amplicon durant la phase de I’extension de la PCR. Un fluorochrome émetteur est
alors fixé a ’extrémité 5’ de la sonde d’hybridation. La Taq polymérase hydrolyse la sonde
seulement lorsque celle-ci est hybridée a sa séquence complémentaire. La normalisation des
données a été faite a partir de I’ARNm S9, un geéne codant une protéine ribosomale de la sous-
unité 40S [52]. Les réactions de PCR ont été réalisées par Rotor-Gene (Corbett Research
Rotor-Gene 3000). Pour la quantification des génes, deux méthodes d’analyse ont été
réalisées, soit en expression relative de chacun des genes cibles qui ont €té comparés au

témoin (S9). Ainsi, nous avons effectué la différence entre le nombre de cycle moyens obtenus
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pour le geéne cible et le témoin selon la formule suivante : ACT= CT (cible) - CT (témoin).
Ensuite, nous avons calculé le AACT qui représente la différence entre le ACT du gene cible et
la moyenne des ACT du témoin positif pour le méme géne : AACT = ACT (échantillon)-
ACT (témoin positif). Les résultats obtenus ont été transformés en puissance selon la formule:
5-CTLAACT

La deuxi¢éme méthode de quantification a été réalisée en valeurs absolues en

s’appuyant sur des dilutions standards de plasmide de concentration connue.

Tableau 6: Conditions d’utilisation des différentes amorces dans la réaction de PCR
quantitative de type SYBR Green

Amorces
Séquence Tm Provenance
spécifiques
S GGTCAGAGGACGGCATGAGA
APOBEC3G 60 Invitrogen
AS GCAGGACCCAGGTGTCATTG

S TACCATCTGCAAATCGTGACTAAGT ]
IDO 60 Invitrogen
AS | GAAGGGTCTTCAGAGGTCTTATTCTC

S GAAATTATTCCTGCAAGCCAATTT ]
CXCLI10 54 Invitrogen
AS TCACCCTTCTTTTTCATTGTAGCA
S AGCCATTGTCAGGAGGCTC )
NOD2 60 Invitrogen
AS CGTCTCTGCTCCATCATAGG
S TTCCCTCTTCCACTCGGAGT ]
IRF1 58 Invitrogen
AS GATATCTGGCAGGGAGTTCA
S TCTTCATGTATGTGACACTGC )
PKR 58 Invitrogen
AS CACACAGTCAAGGTCCTTAG
S ATTCGGATGCTTCAGAGGTAGA )
Mxl1 54 Invitrogen
AS CCCGGCGATGGCATT

Initiation: 95°C 10 min;
Programme 40 cycles: 95 °C 15 sec.; Tm variable selon I’amorce 30 sec.; 72°C 30sec;

Terminaison: 72°C 10min
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Essais de 1’activité rapporteuse de la luciférase

Les cellules U3A ont été cotransfectées a une confluence de 90%, avec 100ng de 1’un
des plasmides rapporteurs luciférases (données généreusement par Dr. David Proud, Calgary)
suivant: [P10prom-977pb, IP10prom-376pb, IP10prom977pb-AISRE(3), IP10prom977pb-
ANFkB(1), IP10prom977pb-ANFkB(2), IPprom977pb-AAP-1 (décrits dans la section
résultats) et avec 50ng de plasmide exprimant la rénilla-luciférase (contrdle interne), pendant 8
heures. Pour chaque construction de plasmide, I’expérience a été effectuée en triplicata
indépendant. Une heure avant la transfection, le milieu de culture a été remplacé. Lors de la
transfection, la lipofectamine 2000 (Thermo Fisher, Etats-Unis) a été ajouté aux complexes
contenant le plasmide avec un ratio 1: 2. Pour chaque triplicata 5S0uL d’OptiMEM (Invitrogen,
Thermo Fisher, Etats-Unis) a été ajouté a chacun des plasmides. Trois mélanges contenant
S50uL/transfection d’OptiMEM ont été ajoutés a la lipofectamine 2000 de maniére
indépendante et incubé a température pi¢ce pendant 5 minutes. Ces derniers ont par la suite été
ajouté aux plasmides et ajouté goutte par goutte dans les plaques de culture cellulaire et ils ont
été incubés a 37°C pendant 24 heures. Par la suite, une costimulation par TNFo+IFNB
(10ng/mL;1000U/mL) a été faites pendant 16 heures et nous avons mesuré 1’activité
luciférase. Plus précisément, si les régions régulatrices sont essentielles a la transcription, la
luciférase sera exprimée et va hydrolyser la luciférine et provoquer la libération d’un photon.
Pour la normalisation, nous avons cotransfecté les cellules avec un plasmide contenant la
luciférase firefly avec la luciférase rénilla, la normalisation se fait sous la forme d’un rapport
luciférase/rénilla. Afin de s’assurer de la validité de 1’activité luciférase, un contrdle négatif
avec la construction (IP10prom-977pb) a été réalisé sur des cellules non stimulées par

TNFo+TFNB.
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Chapitre 3: Résultats
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3.1.0 Déterminer I’importance de la voie de signalisation dépendante de
STAT2 et IRF9, indépendamment de STATI1, dans la régulation
d’un programme transcriptionnel antiviral et immunorégulateur en

réponse a la costimulation par TNFo+IFN.

Une étude récente réalisée au laboratoire du Dr. Nathalie Grandvaux a démontré que
I’expression de DUOX2 est induite par 1’action synergique entre TNFo+IFNf, Cette étude a
permis de démontrer que I’induction de DUOX2 est dépendante d’une nouvelle voie de
signalisation impliquant STAT2 et IRF9, mais qui est indépendante de STAT1 [44]. Notre
objectif premier ¢était de déterminer si cette nouvelle voie de signalisation controle
I’expression d’autres genes antiviraux et immunorégulateurs pour déterminer sa fonction.
D’autre part, pour démontrer que la régulation de DUOX2 était indépendante de STATI, une
stratégie basée sur des ARNi avait €té utilisée dans 1’¢tude originale [44]. Cependant, avec une
stratégie par ARNI, il n’est pas possible d’exclure complétement une expression résiduelle,
méme mineure, de STAT1 qui pourrait étre suffisante pour médier une réponse
transcriptionnelle suite & la costimulation par TNFa+IFNfB. Pour confirmer de maniére
absolue que cette voie est indépendante de STAT1, nous avons choisis de travailler avec des
cellules déficientes en STAT1. Nous avions le choix entre deux modéles: 1- une lignée de
fibroblastes humains, la lignée U3A dérivée de la lignée 2ftGH par mutagenése [53] ; 2- des
cellules épithéliales issues de souris STAT1” [54]. Le systéme immunitaire du tractus
respiratoire murin différe substantiellement du systéme humain. Nous avons donc choisi de
réaliser notre étude en utilisant la lignée humain U3A [55]. Nous avons abordé¢ les questions

suivantes:

- Quel est le profil d’induction de geénes immunorégulateurs et antiviraux en
réponse a la costimulation par TNFo+IFNB dans les cellules épithéliales

pulmonaires ?

- Est-ce que l’induction synergique des geénes en réponse a TNFo+IFNP est

indépendante de STAT1 ? Cette étude a été réalisée dans les cellules U3A.
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- Est-ce que I’induction synergique des genes en réponse au TNFoa+IFNP est
dépendante de STAT2 et IRF9 ? Pour répondre a cette question, nous avons
utilisé la technique d’ARNi contre STAT2 et IRF9 dans la population de cellules
U3A.

- Finalement, nous voulions déterminer si 1’expression des geénes régulés par la
voie dépendante de STAT2 et IRF9 étaient régulés de maniere transcriptionnelle

en étudiant 1’activation du promoteur.

3.1.1 Profil d’expression de génes immunorégulateurs et antiviraux en

réponse a TNFa, IFNB ou a TNFa+IFNB

Afin de déterminer le profil d’induction de genes en réponse a la costimulation par
TNFo+IFN dans les cellules épithéliales pulmonaires, nous avons sélectionné un panel de
genes immunorégulateurs et antiviraux décrits dans la littérature pour €tre induits soit par le
TNFa ou I'IFNP [35, 56-58]: MXI, IDO, APOBEC3G, CXCLI10, NOD2, IRFI et PKR.
DUOX2, déja décrit comme étant régulé de manicre synergique entre TNFo+IFNP a
¢galement été ajouté a I’étude. Parmi ces génes, APOBEC3G, PKR, MXI et CXCLI10, ont
¢galement été décrits comme des genes pouvant étre exprimé de maniere indépendante de

STAT]1 en réponse aux IFN de type I (a/B) et II (y) [40, 59].

Nous avons stimulé des cellules A549 par TNFa seul (10ng/mL), par
IFN seul (1000U/mL) ou par TNFo+IFNf (10ng/mL;1000U/mL) pendant 3, 6, 16 et 24
heures. Aux différents temps, I’ARN total a été extrait et I’expression relative des différents
genes a été quantifiée au niveau de I’ARNm par qRT-PCR. L’analyse du profil d’expression
des genes sélectionnés (figure 3-1) nous révele deux catégories distinctes d’induction par les
différentes cytokines. Les résultats (figure 3-1.1) ont montré que la costimulation des cellules
par TNFo+IFNf induit de maniere synergique 1’expression de DUOX2, IDO, APOBEC3G,
CXCL10, NOD2 et IRFI. L’expression de DUOX2, IDO, APOBEC3G, CXCLI0 se fait

tardivement, soit a partir de 9 heures post-stimulation comparativement a 1’expression de

36



NOD?2 et IRF1 ou ’on voit la quantit¢ d’ARNm plafonner dés trois heures post-stimulation
leurs quantité d’ARNm plafonne jusqu’a 24 heures post-stimulation. L’action synergique entre
TNFa+IFNP permet d’augmenter de manicre significative le niveau d’expression d’ARNm de
DUOX2, IDO, APOBEC3G, CXCLI10, NOD2, IRFI et CXCLI0 comparativement a la
stimulation unique par IIFNBou le TNFoa. La stimulation par le TNFo seul induit
transitoirement 1’expression de NOD2 et IRF1 dés trois heures post-stimulation pour ensuite
diminuer. De plus, leurs expressions sont également induites dans les temps courts post-
costimulation par TNFa et IFNP comparativement a 1’expression de DUOX2, IDO et
APOBEC3G. DUOX2, IDO, APOBEC3G, NOD2 et IRFI sont induits faiblement par la
stimulation de I’'IFNf seul comparé aux genes induits par la costimulation du TNFa et IFN.
Les geénes MXI et PKR ne sont pas exprimés en réponse au TNFa seul. Par contre, la
stimulation des cellules par I’IFNf seul permet I’induction de MX1 et de PKR. Il est important
de noter que suite a la costimulation du TNFa+IFNP, le profil d’expression de MX1 et de PKR
est semblable a celui des cellules stimulées par 'IFNf seul. Ce résultat indique que ces genes

ne répondent pas de manicre synergique a la costimulation (figure 3-1.1).

L’ensemble de ces résultats, nous ont permis de regrouper les génes /DO, APOBEC3G,
DUOX2, CXCLI10, NOD2, IRF1, MXI] et PKR en fonction de leur réponse aux cytokines,
c’est-a-dire ceux qui sont induits par la stimulation du TNFa seul, I'IFNf seul ou par la
costimulation par TNFa+IFNf. Le diagramme de venne présenté a la figure 3-1.1.1 indique
qu’aucun des genes étudié¢ n’est induit exclusivement par la stimulation par le TNFa seul.
Deux geénes, MXI et PKR, sont exprimés seulement en réponse a 'IFNB. NOD2 et IRFI
répondent a la fois a la stimulation unique du TNFo, de 'IFNPB et a la costimulation par
TNFo+IFNf dans les temps court, c’est-a-dire 3 heures post-stimulation. Trois genes, /DO,
DUOX2 et APOBEC3G, sont induits par IFNP et sont induit tardivement de manicre
synergique entre TNFo+IFNB. CXCLI0 est exprimé uniquement tardivement par la
costimulation du TNFo+IFNf. Cette expérience nous a permis d’identifier des geénes qui

répondent tardivement de maniére synergique a la costimulation par TNFa+IFNB dans les

cellules épithéliales, c’est-a-dire IDO, APOBEC3G et CXCL10 et tel qu’attendu DUOX2.
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Figure 3-1.1: Genes immunorégulateurs et antiviraux induits par TNFa seul,
IFNP seul ou par I’action synergique du TNFo+IFNf

Des cellules A549 ont été stimulées soit par TNFa (10ng/mL) seul, de par I[FNf
(1000U/mL) seul ou costimulées par TNFo+IFNB (10ng/mL;1000U/mL) aux
temps indiqués. La quantification des ARNm ont été faite par qRT-PCR et
exprimés en quantité¢ relative (AACT) aprés normalisation avec I’ARNm S9.
Moyenne +/- SEM, (n=4). Figure réalisée avec la collaboration de Mario Kalamuji,.
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4%

Figure 3-1.1.1: Diagramme de Venn représentant la classification
d’induction de MxI, PKR, NOD2, IRF1, IDO, DUOX2, APOBEC3G et
CXCL10 en fonction de la réponse a la stimulation des cellules A549 par le

TNFa seul, par 'IFN seul ou par TNFo+IFN.
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3.1.2 Analyse de ’expression des génes induits de maniére synergique en

réponse a TNFa+IFNP dans des cellules déficientes en STATI.

Nous avions pour objectif de déterminer si I’induction des génes immunorégulateurs et
antiviraux trouvés pour répondre a la costimulation par TNFa+IFNB de maniére synergique
est également médiée par la voie de signalisation indépendante de STATI, préalablement
identifiée dans I’étude de la régulation de DUOX2 [44]. Pour répondre a cette question, nous

avons utilisé le modéle de cellules U3A.
3.1.2.1 Validation du modé¢le de cellules U3A

Nous avons tout d’abord vérifié que les cellules U3A étaient bien déficientes en
STATI1. Nous avons analys¢ comme contrdle les cellules U3AR, des cellules U3A dans
lesquelles STAT]I a été exprimé a nouveau de maniere stable. Comme nous voulions étudier la
voie de signalisation induite par la costimulation par TNFo+IFNB, qui selon 1’étude de
I’expression de DUOX2 est dépendante de STAT2 et IRF9, il était important de valider si
STAT2 et IRF9 étaient exprimés dans les cellules U3A et pouvaient étre activés. Afin de
vérifier ces paramétres, nous avons analysé des extraits protéiques de U3A et de U3AR issus
de cellules non stimulées et stimulées par TNFa+IFNf pendant 2, 16, 24 et 32 heures. Nous
avons séparé les protéines par électrophorése SDS-PAGE suivi d’une analyse par
immunobuvardage. Les immunobuvardages (figure 3-1.2.1A) confirment I’absence totale de
STAT1 dans les U3A comparativement aux U3AR. STAT2 est exprimé dans les deux types
cellulaires, bien qu’a un niveau moindre dans les cellules U3A. L’activation de STAT2,
analysée par la détection de la phosphorylation de la tyrosine 690, est induite par la
costimulation du TNFo+IFNB (10ng/mL;1000U/mL) dans les deux types cellulaires.
L’induction de IRF9, qui traduit son activation, en réponse a TNFo+IFN[ est également
observée dans les deux types cellulaires. Ces résultats confirment que STAT2 et IRF9 sont
présents et activables dans les cellules U3A en réponse a TNFa+IFNf, validant de ce fait

I’utilisation des U3A pour notre étude.
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3.1.2.2 Analyse de ’expression de CXCL10, APOBEC3G et IDO en réponse a la
costimulation par TNFa+IFNP dans les cellules U3A.

Nous avons utilisé les cellules U3A et U3AR pour étudier ’expression de DUOX2,
CXCL10, APOBEC3G et IDO, trouvés précédemment, pour répondre a I’action synergique a
la costimulation par TNFa+IFNf dans les cellules A549. Pour ce faire, nous avons stimulé
des cellules U3A et U3AR par TNFa+IFNB (10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 et 24 heures
puisque nous avions déterminé précédemment que DUOX2, CXCLI10, IDO et APOBEC3G
sont induit tardivement en réponse a la costimulation (figure 3-1.2.1). Aux différents temps,

I’ARN total a été extrait et ’expression relative des différents geénes a été quantifiée au niveau

de I’ARNm par qRT-PCR en valeurs relatives (AACT).

- Les analyses obtenues pour I’expression de DUOX2 lors de la costimulation par
TNFa+IFNP (résultats non montrés) nous ont confirmé que DUOX2 n’est pas
inductible dans les cellules U3A. Ceci est conforme a la littérature décrivant DUOX2

comme un gene exprimé spécifiquement dans les cellules épithéliales [60].

- Les résultats présentés a la figure 3-1.2.1B démontrent que dans les cellules U3A
stimulées pendant 24 heures, nous observons une stimulation de 42.6X de
I’expression de CXCLI0 par rapport aux cellules non-stimulées. L’observation que
CXCLI0 est induit 2695X en comparaison dans les cellules U3AR suggere, tel que
décrit dans la littérature, qu’il existe également une voie d’activation de I’expression

dépendante de STAT1 [57, 61, 62].

-  APOBEC3G est présent dans les cellules U3A non-stimulées et est augmenté de 50%
a 24 heures post-stimulation comparativement aux cellules non-stimulées. Il est a
noter que le seuil d’induction significatif d'un géne est généralement considéré
comme étant au minimum de 2X. Plusieurs papiers ont démontré que APOBEC3G est
¢galement exprimé par la voie de signalisation dépendante de STAT1 [40, 63] ce qui
reflete probablement I’augmentation de 1’expression de APOBEC3G de 6.6X dans les
cellules U3AR, 24 heures aprés la costimulation par rapport aux cellules non

stimulées (figure 3-1.2.1B).
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- Les analyses obtenues pour I’expression de IDO ont révélé que les niveaux
d’expression n’est pas reproductible. Les résultats n’ont donc pas été pris en

considération.

Ces résultats démontrent que les génes CXCLI0, APOBEC3G sont inductibles lors de
la costimulation par TNFa+IFN[ dans les cellules déficientes en STAT1. Ceci confirme qu’il
existe une voie de signalisation indépendante de STATI induite par la costimulation du

TNFo+IFNP favorisant I’expression de génes immunorégulateurs et antiviraux.
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Figure 3-1.2.1: CXCL10 et APOBEC3G sont induits par la costimulation du TNFa+IFN,
indépendamment de STAT1

Des cellules U3A (déficientes en STATI1) et U3AR (U3A exprimant STAT1 de maniére
stable) ont été¢ stimulées par TNFo+IFNB (10ng/mL;1000U/mL) pendant les temps
indiqués. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-PAGE et I’expression des protéines de
STAT1-P-Tyr701, STATI1, STAT2-P-Tyr690, STAT2, IRF9 ont ¢été analysés par
immunoblot (IB). Les données sont représentatives de trois expériences différentes avec
des résultats similaires. (B) La quantification des ARNm ont été faite par qRT-PCR et
exprimé en quantité relative (AACT) apres normalisation avec I’ARNm S9. Moyenne +/-
SEM, (n>4). Figure réalisée avec la collaboration de Mario Kalamujic.
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3.1.2.3 Etude du role de STAT2 et IRF9 dans I’expression de CXCLI0 et
APOBEC3G en réponse a la costimulation par TNFa+IFNf dans les
cellules déficientes en STAT1

Nous avons ¢établi que la voie de signalisation activée par la costimulation du
TNFa+IFNB permet 1’expression de CXCLI0 et APOBEC3G de maniere indépendante de
STATI. Notre objectif suivant était de déterminer si I’expression de CXCL10 et APOBEC3G
implique les protéines STAT2 et IRF9 comme cela a préalablement été démontré pour
I’expression de DUOX2. Pour cela, nous avons utilisé une stratégie basée sur des ARNi. Des
cellules U3A ont été transfectées avec des ARNi controle ou ciblant spécifiquement STAT2
ou IRF9. Aprés 48 heures de transfection, nous avons costimulé ces cellules par
TNFa+IFNB (10ng/mL;1000U/mL) pendant 24 heures, puis les ARNm ont ét¢ quantifiés par
qRT-PCR en valeurs absolues. Nous avons également analysé les extraits protéiques par

¢lectrophorése SDS-PAGE suivi d’une analyse par immunobuvardage.

L’analyse de I’immunobuvardage présenté a la figure 3.1.2.3A a permis de valider
I’efficacité d’inhibition de I'expression de STAT2 et de IRF9. Les résultats démontrent une
diminution trés significative de I’expression de STAT2 et de IRF9 dans les cellules
transfectées avec les ARNi correspondants et costimulées par TNFa+IFNB comparativement

aux cellules controles. L'analyse des ARNm présentée a la figure 3.1.2.3B démontre:

- une expression basale de APOBEC3G dans les cellules U3A qui est augmentée de
45% par la costimulation du TNFo+IFNf. Par contre, lorsque l'expression de STAT2
ou de IRF9 est inhibée, 1’expression de APOBEC3G suite a la costimulation par

TNFo+IFNP reste au niveau d’expression basal.

- Dinduction de [I’expression de CXCL10 dans les cellules costimulées par
TNFo+IFNP est quantifiée a 12998 copies + 6%, ce qui équivaut & une augmentation
de 93% comparée aux cellules controles non stimulées. Dans les cellules dans
lesquelles I’expression de STAT2 ou IRF9 est inhibée avant la costimulation par

TNFa+IFNB, I’expression de CXCL10 est quantifiée a 1914 et 2659 copies + 6%,
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correspondant a 90% et 85% par rapport aux cellules contrdles costimulées,

respectivement.

L’ensemble de ces résultats nous a permis de démontrer que I’expression tardive de
APOBEC3G et CXCLI0 suite a I’induction par TNFo+IFNB met en jeu une voie de
signalisation impliquant STAT2 et IRF9. Ceci indique que la voie de signalisation dépendante
de STAT?2 et IRF9 mais indépendante de STAT1 en aval de TNFa+IFNf n’est pas restreinte a

la régulation de DUOX2, mais contrdle d’autres geénes antiviraux et immunorégulateurs.
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Figure 3-1.2.3: L’expression de APOBEC3G et de CXCL10, est dépendante de la
voie de signalisation STAT2/IRF9

Des cellules U3A (déficientes en STATI) ont été transfectées avec un siCTRL,
siSTAT2 ou silRF9 pendant 48 heures avant d’étre stimulées par TNFo+IFNf
(10ng/mL;1000U/mL) pendant 24 heures. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-
PAGE et I’expression des protéines de STAT2 et de IRF9 ont été analysés par
immunoblot (IB) afin de valider la transfection. Les données sont représentatives de
trois expériences différentes avec des résultats similaires. (B) La quantification des
ARNm ont été faite par qRT-PCR et exprimés en valeurs absolues aprés
normalisation avec I’ARNm S9. Moyenne +/- SEM, (n>4).
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3.1.24 Déterminer si DPinduction synergique en réponse a
TNFa+IFNB implique une régulation transcriptionnelle des

genes antiviraux et immunorégulateurs

Nos expériences précédentes nous ont permis de confirmer que ’induction synergique
de genes antiviraux et immunorégulateurs par TNFo+IFNP implique une régulation par les
protéines STAT2 et IRF9. Tel que décrit ci-dessus 1’expression des geénes induits par
TNFa+IFNf est tardive comparée aux geénes stimulés par IFNf seulement (figure 3 -1.1).
Cette observation pose la question du mécanisme mis en jeu. Nous avons donc voulu
confirmer si I’induction observée résulte d’une régulation transcriptionnelle. Pour répondre a
cette question, nous avons réalis¢ des essais de geénes rapporteurs en utilisant différentes
constructions de plasmides (données généreusement par Dr. David Proud, Calgary) contenant
le promoteur de CXCLI0, ou des versions mutées ou tronquées, en amont du gene firefly
luciférase (figure 3.1.2.4) [64]:

- une construction contenant la séquence compléte du promoteur de CXCLI0:
[P10prom-977pb

- une construction contenant une délétion de la région distale du site d’initiation de
la transcription qui contient deux sites consensus ISRE: ISRE (1) et ISRE (2) de
liaison des IRF: IP10prom-376pb

- une construction contenant une mutation du site ISRE proximal: IP10prom-977pb-
AISRE (3)

- deux constructions contenant chacune une mutation dans I’un des sites de liaison
pour NFkB dans la région proximale du site de liaison: IP10prom-977pb-ANFxB
(1) et IP10prom-977pb-ANF«B (2)

- une construction contenant une mutation au site de liaison d’AP-1: IP10prom-

977pb-AAP-1

Au total, six groupes de cellules U3A déficientes en STATI1 ont été cotransfectés par
I’'une des constructions luciférases (100ng) décrite ci-dessus et un plasmide contrdle
permettant 1’expression de la rénilla-luciférase (50ng) servant de contréle interne pour

normaliser le niveau de transfection. Apres 8 heures de transfection, les cellules ont été
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stimulées par TNFa+IFNB (10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 heures, puis nous avons mesuré

les activités luciférase (firefly et renilla).

Les résultats obtenus (figure 3.1.2.4.1) démontrent que dans les cellules qui ont été
transfectées avec le plasmide contenant le promoteur complet de CXCL10 (IP10prom-977pb),
la costimulation par TNFo+IFNf induit une augmentation de ’activité luciférase de 3.16X par
rapport aux cellules non stimulées. Cette observation indique que I’induction des genes en
réponse a la costimulation par TNFo+IFNf se fait au moins en partie par une régulation au

niveau transcriptionelle.

L’analyse des constructions mutées ou tronquées a conduit aux résultats suivants:

- Il n’y a pas de différence significative de 1’activité luciférase dans les cellules
costimulées contenant la construction IP10prom-376pb par rapport aux cellules
costimulées transfectées avec la construction contenant le promoteur complet
(IP10prom-977pb). Ceci indique que les deux sites ISRE distaux, ISRE(1),
ISRE(2), ne sont pas impliqués dans la régulation de CXCLI0, en réponse au
TNFo+IFN.

- Il n’y a pas de différence significative de 1’activité luciférase dans les cellules
costimulées contenant la construction IP10prom-977pb-AAP-1 par rapport aux
cellules costimulées transfectées avec la construction contenant le promoteur
complet (IP10prom-977pb). Ceci indique que le site AP-1 n’est pas impliqué dans
la régulation de CXCL10, en réponse au TNFo+IFN.

- Par contre, nous observons une diminution de 51% de 1’induction de I’activité du

promoteur au TNFo+IFNP lorsque la séquence ISRE(3) est mutée (IP10prom-
977pb-AISRE(3)).

- De méme, une mutation dans 1’'une ou I’autre des séquences de liaison de NF«B,
NFxB(1) et NFxB(2) (IP10prom-977pb-ANFxB(1) et IP10prom-977pb-
ANF«xB(2)) cause respectivement une diminution de 49% et 62% de I’activité du

promoteur induite par TNFo+IFN comparativement au promoteur entier.
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Ainsi, ces résultats démontrent que la régulation transcriptionelle du promoteur de
CXCL10 par TNFo+IFNB dans les cellules U3A déficientes en STATI implique les sites
ISRE(3), ainsi que les deux sites NFkB, NFkB(1) et NFkB(2), de CXCL10.
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Figure 3-1.2.4: Schéma des constructions du promoteur de CXCLI10 utilisées dans
notre étude

Les différentes constructions plasmidiques utilisées pour étudier la régulation
transcriptionelle du promoteur de CXCL10 sont représentées. Les sites consensus de
liaison des facteurs de transcription IRF (ISRE), NFkB et AP-1 sont indiqués. Les
fleches au-dessus des sites indiquent les sites mutés dans la construction

correspondante. Schéma adapté de AM. J. Physiol. Lung Cell. Mol Physiol [64]. Avec la permission de The American
Physiological Society.
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Figure 3-1.2.4.1: L’activité transcriptionelle du promoteur de CXCL10 induite par
TNFo+IFN implique les séquences de liaison ISRE(3), NFkB(1) et
NFkB(2).

Des cellules U3A ont été cotransfectées avec 100ng de 1’un des plasmides rapporteurs
luciférase suivant: IP10prom-977pb, IP10prom-376pb, IP10prom977pb-AISRE(3),
[P10prom977pb-ANFkB(1), IP10prom977pb-ANFkB(2) ou IPprom977pb-AAP-1 et
avec 50ng de plasmide contenant la rénilla-luciférase (contrdle interne), pendant 8
heures. Par la suite les cellules ont ¢été stimulées par TNFo+IFNf
(10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 heures avant de mesurer les activités luciférase. Les
résultats ont été normalisés par rapport a la rénilla luciférase. Chaque valeur
représente la moyenne +/- SEM de triplicata d’un échantillon indépendant. Les
données sont représentatives de trois expériences différentes avec des résultats
similaires. Figure réalisée avec la collaboration d’Elise Caron.

51



3.2.0 Est-ce que STAT6, qui est un régulateur connu de DUOX?2 en réponse
a IL4+IL13, est impliqué dans I’induction de DUOX?2 en réponse a la
costimulation par TNFo+ IFNf3 ?

Nous nous sommes intéressés a déterminer si une autre protéine pouvait remplacer la
fonction de STATI1 dans la voie de signalisation dépendante de STAT2 et d’IRF9 qui est
induite par la synergie du TNFo+IFNB. STAT6 est connu pour étre important dans la réponse
immunitaire antivirale, il est activé par plusieurs cytokines en plus des acides nucléiques
virales [65], mais aucune étude a ce jour a démontré son activation par le TNFa ou I'IFNf. De
plus, plusieurs études permettent de sélectionner STAT6 comme une protéine possiblement
impliquée dans la voie de signalisation dépendante de STAT/IRF9 lors de la costimulation par
TNFo+IFN: 1) 11 a été démontré que STAT6 peut former un complexe transcriptionnel avec
STAT2 [66] 2) STAT6 est un régulateur de 1'expression de DUOX?2 lors de la costimulation
par IL4+IL13 [67].

3.2.1 Déterminer le role de STATG6 dans la voie de signalisation induite par le

TNFa+IFNB

Afin de vérifier si STAT6 est impliqué dans la voie de signalisation induite par la
synergie entre TNFa et IFNf, nous avons inhibé I’expression de STAT6 dans les cellules
AS549. Un premier groupe de cellules a été transfecté avec des ARNi controle (siCTRL). Deux
autres populations de cellules ont été transfectées individuellement avec deux séquences
d’ARNi différentes dirigées contre STAT6, siSTAT6(1) et siSTAT6(2). Le but d’utiliser deux
séquences différentes d’ARNi contre STAT6 est de confirmer que le phénotype observé n'est
pas di a un effet "off-target" d'un des ARNi. Pour terminer, un dernier groupe cellulaire a été
transfecté avec des ARNi contre IRF9. Cette condition sert de contrdle positif pour s’assurer
de Defficacité¢ de I’inhibition de I’expression de DUOX2 par un ARNi connu [44]. La
stimulation par TNFa+IFNP a été réalisée 48 heures aprés la transfection des ARNi. A 16

heures suivant la costimulation, les protéines et les ARN totaux ont été extraits. L’efficacité de
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la transfection des ARNi contre STAT6 et IRF9 a été validée par immunobuvardage et
l'expression de DUOX2 a été quantifiée par qRT-PCR en valeurs absolues.

La figure 3-2.1A montre un immunobuvardage confirmant 1’efficacité de 1’inhibition de
I’expression de STAT6 et IRF9. Les résultats démontrent que dans le groupe de cellules non
stimulées qui a été transfecté avec chacun des ARNi contre STAT6, nous observons une
diminution trés significative de 1’expression de STAT6 par rapport aux cellules contrdles
transfectées avec siCTRL non stimulées. Dans le groupe de cellules non stimulées transfectées
avec les ARNi contre IRF9, nous observons une diminution considérable de l'expression
d'IRF9. Dans les groupe de cellules transfectées avec un siCTRL et costimulées par
TNFo+IFNB, nous observons une induction de l'expression de STAT6 et IRF9 comparé aux
cellules controles non-stimulées. De plus, nous observons une inhibition significative de leur
expression lorsque les cellules sont transfectées par les ARNi spécifiques contre STAT6 et
IRF9 avant la costimulation. Nous pouvons donc conclure que les ARNi utilisés permettent

d’inhiber efficacement I’expression de STAT6 et IRF9.
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Les résultats de la figure 3-2.1B ne démontrent aucune expression de DUOX2 dans
I'ensemble des groupes de cellules non stimulées. La stimulation des cellules contrdles par
TNFa+IFNB induit ’expression de I’ARNm de DUOX2 quantifiée a 9.5x10° copies + 5%, ce
qui représente une augmentation de 10° copies par rapport aux cellules contréles non
stimulées. Dans les cellules transfectées par le siSTAT6(1) et stimulées par TNFa+IFNf,
l'expression de DUOX2 est quantifiée & 1.54X10* + 14%, et dans les cellules transfectées par
siSTAT6(2) stimulées par TNFa+IFN, I'expression s'éléve a 4.5x10% copies + 0,5%. Ces
résultats représentent une augmentation de 1’expression de DUOX2 de 35% pour les cellules
transfectées par siSTAT6(1) et de 78% pour les cellules transfectées par siSTAT6(2) par
rapport aux cellules contrdles costimulées. Pour les cellules transfectées par silRF9,
I’induction de DUOX2 par TNFo+IFNB diminue de 84% par rapport aux cellules contrdles,
conformément a ce qui a été démontré précédemment [44]. De maniére inattendue, alors que
STAT6 est connu pour étre un régulateur positif de 1’expression de DUOX2 lors de la
costimulation par IL4+IL13, STAT6 semble avoir un impact négatif sur la régulation de

I’expression de DUOX?2 dans le contexte de la costimulation par TNFa+IFN.
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Figure 3-2.1: Analyse du role de STAT6 dans la voie de signalisation induite en
réponse a la costimulation du TNFa+IFNf

Des cellules A549 ont été transfectées avec un siCTRL ou siSTAT6 (1) ou siSTAT6
(2) ou siIRF9 pendant 48 heures avant d’étre stimulées ou non avec du TNFa+IFNf3
(10ng/mL;1000U/mL) pendant 16 heures. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-
PAGE et ’expression des protéines de STAT6 et de IRF9 ont été analysés par
immunoblot (IB). Les données sont représentatives de trois expériences différentes
avec des résultats similaires. (B) La quantification des ARNm ont été faite par qRT-
PCR et exprimée en valeurs absolues apreés normalisation avec I’ARNm S9.
Moyenne +/- SEM, (n=3).
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3.2.2 Déterminer le role de STAT6 dans la régulation de DUOX2 dans le

contexte d’une infection virale par SeV

SeV est utilis¢ comme modele de virus respiratoire de la famille des Paramyxoviridae.
L’infection des cellules HEK293 par SeV conduit a l'activation de STAT6 par la
phosphorylation de la tyrosine 641 [65]. Comme I’expression de DUOX2 a également été
rapportée pour étre induite lors de l'infection par SeV [44], notre objectif est de déterminer si
le role de STAT6 dans la régulation de 1’expression de DUOX2 dans le contexte d’une

infection SeV est similaire a celui observé lors de la costimulation par TNFo+IFN.

Pour répondre a cette question, nous avons transfecté des cellules A549 afin d’inhiber
la production de la protéine STAT6. Un premier groupe de cellules ont été transfecté avec des
siCTRL, deux autres populations de cellules ont été transfectées soit avec siSTAT6 (1) et soit
par siSTAT6 (2). Un dernier groupe cellulaire a été transfecté par des silRF9. Ces populations
de cellules ont été infectées par SeV (40 hemagglutination units (HAU)/10° cellules), 48
heures apres la transfection d’ARNi. Les protéines ont été récoltées apres16 heures d'infection.

Les ARNm ont été quantifiés par qRT-PCR en valeurs absolues.

La figure 3-2.2A montre un immunobuvardage confirmant 1’efficacité d’inhibition de
I’expression de STAT6. Ces résultats démontrent que STAT6 est induit lors de l'infection par
SeV. Dans les groupes cellulaires transfectés par les siSTAT6 (1) et siSTAT6 (2), il y a une
diminution tres significative de 1’expression de STAT6. IRF9 est également induit suite a
l'infection et son expression est diminuée de maniére considérable dans le groupe de cellules
transfectées par silRF9. L’immunobuvardage contre les protéines de SeV (l'expression de la
protéine N est montré) démontre que toutes les populations de cellules ont été infectées de

maniere identique.
Les résultats de la figure 3-2.2B confirme l'induction de DUOX2 en réponse a

l'infection par SeV tel que préalablement publi¢. L'expression de DUOX2 dans les cellules

contrdles infectées est quantifiée a 4,6 x 10 copies + 3%, représentant une augmentation de
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109.9X par rapport aux cellules contréle non stimulées. Nous n'observons pas de variation
significative de I’induction de DUOX2 dans les cellules transfectées par siSTAT6 (1)
comparativement aux cellules contrdles infectées. Par contre, nous observons une
augmentation de I’expression de DUOX2 de 1,75X dans les cellules infectées SeV et
transfectées par les siSTAT6 (2) par rapport aux cellules siCTRL infectées par SeV. Tel
qu'attendu, dans les cellules ou I’expression de IRF9 est inhibée, il y a une diminution de 51%
de I’expression de DUOX2 comparativement aux cellules contrdles infectées. Les résultats
obtenus sont plus mitigés que ceux observés dans le contexte de la costimulation par
TNFa+IFNB. Compte tenu que I'un des RNAi n'a pas d'effet sur I'induction de DUOX2 et que
l'autre induit une augmentation modérée de I'expression de DUOX2, le role de STAT6 dans la

régulation négative de 1’expression de DUOX2 lors de l'infection par SeV semble mineur.
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Figure 3-2.2: STAT6, un régulateur négatif de ’expression de DUOX2 suite a une
infection SeV

Des cellules A549 ont été transfectées avec un siCTRL ou un siSTAT6(1) ou un
siSTAT6(2) pendant 48 heures avant d’étre infectées par SeV (40HAU/10° cellules)
pendant 24 heures. (A) Les WCE ont été résolus par SDS-PAGE et I’expression des
protéines de STAT6, de IRF9 et SeV ont été analysés par immunoblot (IB). L’anticorps
contre SeV est dirigé contre une nucléoprotéine (N). Les données sont représentatives
de trois expériences différentes avec des résultats similaires. (B) La quantification des
ARNm a ¢té faite par qRT-PCR et exprimée en valeurs absolues aprés normalisation
avec I’ARNm S9. Moyenne +/- SEM, (n=3), sauf pour le siCTRL non infectées (n=2).
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3.2.3 Cinétique de la phosphorylation de STAT6 dans le contexte d’une

costimulation par TNFa+IFNf et d’une infection SeV

Afin de caractériser l'activation de STAT6 en réponse a la costimulation par
TNFa+IFNB et lors d’une infection par SeV, nous avons déterminé la cinétique de
phosphorylation de STAT6 sur la tyrosine 641. La phosphorylation de la tyrosine 641 est le
mécanisme d’activation de STAT6 le plus décrit a ce jour [65, 68, 69]. Lors d’une infection
par SeV dans les cellules HEK293, STATG6 est phosphorylé a partir de 6 heures post-infection
et plafonne jusqu’a 12 heures; par la suite, la phosphorylation diminue [65]. Sachant que
I’expression de DUOX2 est tardive puisqu’il est exprimé a partir a partir de 9 heures apres la
costimulation par TNFo+IFNf et lors d’une infection par SeV dans les cellules pulmonaires
[44]. Nous avons également étudi¢ l'activation de STAT6 dans les cellules A549 a des temps
plus tardifs. Nous avons costimulé des cellules A549 par TNFa+IFNf (10ng/mL;1000U/mL)
ou infecté les cellules par SeV (40HAU/ 10° cellules) pendant 1, 3, 6, 8, 12, 16 et 24 heures.
Connue pour induire la phosphorylation de STAT6, la costimulation des cellules A549 avec

IL4+IL13 (50ng/mL+12ng/mL) nous a servi de contrdle positif [67].

Les résultats de I’immunobuvardage (figure 3-2.3) nous indiquent qu'aucune
phosphorylation de STAT6 n'est detectée dans le contexte de la costimulation par
TNFo+IFNB. Ce résultat suggere que STAT6 semble étre actif par d’autres mécanismes que
la phosphorylation de la tyrosine 641. La partie carboxyl-terminale de STAT6 est responsable
pour Dl’activation de la transcription de genes. Il y a deux régions distinctes situées a
I’extrémité C-terminale de STAT6 permettant sa transactivation. La sérine 756 retrouvée a
I’extrémité C-terminale est phosphorylés suite a la stimulation par IL-4. Toutefois, le role
fonctionnel de cette modification n’a pas été déterminé [70]. Il serait donc intéressant de se
demander si STAT6 peut étre activé par phosphorylation a d’autres sites, indépendamment de
la phosphorylation sur la tyrosine 641. Par contre, nous observons que l'expression de STAT6
total est induite a partir de 8 heures post-costimulation par TNFa+IFN. Dans le contexte
d’une infection par SeV, une phosphorylation de STAT6 est détectable a partir de 16 heures

post-infection et est augmentée a 24 heures. Nous constatons ¢galement que STAT6 total est
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induit a 16 et 24 heures post-infection. L immunobuvardage de STAT6 total révele deux
bandes, une a 95 kDa et une seconde a 105 kDa. De plus, nous retrouvons trois formes de
STAT®6 phosphorylé¢ (11, III et IV), la forme IT a un poids moléculaire de 95 kDa, la forme III a
un poids moléculaire de 97 kDa et la forme IV est a un poids moléculaires plus élevé, soit de
115 kDa. STAT6 est connu pour étre phosphorylé a la tyrosine 641, mais également sur la
sérines 407 et la thréonine 572 [65]. Nous pourrions penser que les différentes formes de
phosphorylation causant ainsi une variation dans les poids moléculaires de STAT6. Une autre
hypothése serait que STAT6 soit dégradé ce qui expliquerait la visualisation de différents
poids moléculaires. Pour vérifier cette hypothése, nous pourrions utiliser des ARN interférant

contre STAT6 et par immunoblot, nous pourrions valider si STAT6 est présent dans ces

conditions.
TNFa+IFNB SeV

IL4
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Figure 3-2.3: Cinétique de la phosphorylation de STAT6 suite a la costimulation
avec du TNFo+IFNP ou a la suite d’une infection par SeV

Des cellules A549 ont été stimulées ou non (NS) avec du TNFo+IFNf
(10ng/mL;1000U/mL) ou infectées par SeV (40 HAU/10° cellules) pendant les
temps indiqués. La costimulation pour 'IL4+IL13 (50ng/mL;12ng/mL) a été utilisée
comme contrdle positif de la phosphorylation de STAT6. Les WCE ont été résolus
par SDS-PAGE et I’expression des protéines de STAT6-P-Tyr641 et STAT6 ont été
analysés par immunoblot (IB). Données préliminaires.
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Chapitre 4: Discussion
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C’est grace a une communication adéquate entre les cellules des différentes
composantes du systtme immunitaire qu’une protection efficace contre les pathogénes est
développée. Cette communication est orchestrée par les cytokines et chimiokines qui servent
de messager en agissant de maniere autocrine/paracrine [71]. Depuis prés d’un demi-siecle, les
fonctions biologiques et les mécanismes de signalisation induits par une grande variété de
cytokines ont été étudiés et caractérisés. Cependant, ces études ont été principalement réalisées
ex vivo selon un mode de stimulation par une seule cytokine, une situation qui se produit
rarement dans des conditions physiologiques. Une cellule est plutot soumise simultanément a
plusieurs cytokines dont la synergie peut induire une réponse qui différe de celle enclenchée

par la stimulation individuelle de chacune des cytokines.

Il est bien documenté que lors d’une infection par un virus respiratoire, les premieres
cibles sont les cellules épithéliales des voies aériennes qui répondent rapidement, en grande
partie via la sécrétion de cytokines et chimiokines. Parmi ces cytokines, la sécrétion d’IFNf
induit un état antiviral dans les cellules infectées et les cellules avoisinantes principalement via
I’activation de la voie de signalisation JAK/STAT conduisant a la formation du complexe
ISGF3, formé de STATI1, STAT2 et IRF9. Le complexe transcriptionnel ISGF3 controle
I’expression de centaines de genes ISG qui codent pour des protéines a activité antivirale [35,
72]. Une caractéristique importante reliée a cette réponse antivirale médiée par les IFN de type
I est qu’elle est activée dans les minutes qui suivent I’infection afin d’inhiber précocement la

réplication virale [72].

Des études récentes ont permis de montrer que le TNFa, également sécrété lors d’une
infection virale, entre en action par synergie avec I’IFNP pour induire I’expression tardive
d’un panel de génes qui sont peu ou pas induit par 'une ou l’autre de ces cytokines
lorsqu’elles sont utilisées séparément [45]. Une étude récente du laboratoire du Dr. Nathalie
Grandvaux a démontré que le géne DUOX?2 répond a ’action synergique entre TNFo+IFNf
dans les cellules épithéliales aériennes [44]. Cette étude a également permis de démontrer que

la régulation de DUOX2 implique les protéines STAT2 et IRF9, mais est indépendante de

61



STATTI (figure 4-1) [44]. Les mécanismes expliquant 1’expression tardive des geénes induits de

manicre synergique en réponse & TNFa+IFNf sont encore inconnus.

1

: DUOX2

Figure 4-1: Régulation de I’expression de DUOX?2 en réponse a TNFa+IFNf
Voie de signalisation induite par 1’action synergique du TNFa+IFNf, impliquant
la phosphorylation de STAT2 par Tyk2 et I'induction de IRF9 qui vont

transloquer au noyau pour permettre 1’expression tardive de DUOX2.
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Nos études visaient a déterminer I’importance de cette nouvelle voie de signalisation
induite en réponse a la costimulation par TNFo+IFNB impliquant STAT2 et IRF9,
indépendamment de STAT1 dans I’induction de génes antiviraux et imunorégulateurs. Nos
résultats suggerent que cette nouvelle voie de signalisation n’est pas limitée a la régulation de
DUOX2, mais contrdle également les genes APOBEC3G et CXCLI0 qui sont induits dans les
cellules épithéliales pulmonaires en réponse a I’action synergique entre TNFo+IFNB. L’étude
de ces génes dans les cellules U3A qui n’expriment pas STATI a permis de démontrer que

leur expression est régulé¢ de maniére transcriptionnelle et est également dépendante de

STAT?2 et IRFO.

Nous avions émis I’hypothése qu’une protéine pourrait remplacer la fonction de
STATI1 dans la voie de signalisation dépendante de STAT2 et IRF9 induite en réponse a la
costimulation par TNFa+IFNP. La protéine STAT6 posséde plusieurs caractéristiques qui
suggéraient qu’elle était une candidate potentielle. Cependant, nous avons déterminé que
STAT6 agit comme un régulateur négatif de I’expression de DUOX2 dans le contexte de la

costimulation par TNFa+IFN.
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4.1.0 La voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9, mais
indépendante de STATI1, contréle un programme transcriptionnel
antiviral et immunorégulateur induit par ’action synergique entre

TNFo et IFN

L’analyse par qRT-PCR d’un panel de génes nous a permis d’identifier plusieurs génes
induits par TNFo+IFNP de maniere synergique dans les cellules épithéliales pulmonaires. Ces
genes codent pour des protéines qui ont des activités antivirales ou immunorégulatrices bien

caractérisées:

- NOD?2, ¢galement connu pour étre induit par le TNFa et ’IFNy [73], est un
récepteur qui reconnait des composants bactériens pour activer I’immunité

innée [74].

- APOBEC3G, une protéine antivirale exprimée en réponse aux IFN [75]
permet d’inhiber la réplication de certain virus par désamination de la

cytosine [76, 77].

- DUOX2, est une NADPH oxydase qui permet la production de peroxyde
d’hydrogene extracellulaire. DUOX2 est induit par plusieurs types de
cytokines et de IL [78] lors d’une stimulation unique in vitro, par contre son
induction par la costimulation n’avait pas ét¢ découverte, jusqu’a tout

récemment.

- IRF1, un facteur de transcription de la famille des IRF qui a des fonctions
immunomodulatoires via la régulation de multiples génes impliqués dans la
réponse antivirale, la réponse proinflammatoire et le développement du
systeme immunitaire. IRF1 est connu pour étre induit par la costimulation

du TNFo+IFNy ou par 'IFN [36, 79, 80].

- IDO, une enzyme qui module, entres autres, les cellules T en catabolisant le
tryptophane [81]. Ainsi, en diminuant le tryptophane intracellulaire, la
traduction de la protéine virale est inhibée [82]. IDO est connue pour étre

induit par 1’action synergique entre TNFa+IFNy ou par I'IFNy seul [56].
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- CXCLI10, est une chimiokine exprimée en réponse a IFNy seul ou par la
costimulation du TNFa+IFNy [58, 83] qui permet le recrutement de cellules
du systéme immunitaire [84], incluant les cellules NK, les macrophages, les

lymphocytes T et les neutrophiles [57].

4.1.1: Mécanismes de synergie impliqués dans la régulation des génes

induits par TNFo+IFNf

Il est bien caractérisé que 'IFNP est une cytokine impliquée dans la régulation de
I’immunité innée et adaptative sécrétée par plusieurs types cellulaires [85]. Basée sur plusieurs
¢tudes, la liaison de I’IFNP sur son récepteur IFNAR déclenche rapidement une cascade de
signalisation initiée par Tyk2 et JAKI qui phosphoryle STAT1 et STAT2. Leur
phosphorylation permet leur dimérisation et s’associeront avec IRF9 pour former un
complexe, nommé ISGF3 [19] (figure 1-3.0). Or, nous avons analysé si 1’expression de
CXCL10, APOBEC3G et IDO, connus pour étre induits par la costimulation du TNFa+IFN,
¢taient indépendante de la voie STAT1 dans les cellules U3A, n’exprimant pas STAT1. Nous

avons exclu DUOX2, car son expression est restreinte aux cellules épithéliales.

Tout d’abord, puisque les expériences d’amplification de ’ARNm de IDO fait par
gRT-PCR n’étaient pas reproductibles (résultats non montrés), les résultats concernant IDO
n’ont pas été retenus. L’observation que APOBEC3G soit induit de maniére significative dans
les cellules U3A reste a étre confirmé suite a une optimisation des paramétres de stimulation,
puisque I’induction de APOBEC3G est faible (proche de la limite habituellement considérée
comme significative >2), par contre nous remarquons une tendance que 1’expression de
APOBEC3G est indépendante de STATI1 lors de costimulation par TNFa+IFNB (figure
3.1.2.3). CXCLI0 est induit de maniere significative (figures 3-1.1 et 3-1.2.3) en réponse a
TNFa+IFNP, c’est résultats nous a permis de démontrer que son expression ne nécessite pas
la présence de STATI, malgré le fait que plusieurs études ont affirmé que 1’expression de
CXCLI10 est dépendante de STATI [57, 61, 62]. Bien que I’induction de APOBEC3G soit

faible, il est notable d’observer que I’inhibition de 1’expression de STAT2 ou IRF9 raméne
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I’expression de APOBEC3G égale ou inférieure a son niveau basal (figure 3-1.2.3)
contrairement a 1’expression de CXCL0 qui est principalement induit en présence de STAT2

et IRF9 lors de la costimulation par TNFo+IFN.

A la fin de ces résultats, nous obtenons qu’un seul géne, CXCLI0, qui est
significativement induit par 1’action synergique entre TNFa+IFNP et qui dépend de la voie de
signalisation STAT2 et IRF9. Il serait important de connaitre le transcriptome des geénes qui
sont également induits par cette voie de signalisation dépendante de STAT2 et IRF9 afin de
déterminer la nature des geénes régulés par cette voie tardive. Nous pourrions, par ARNseq
déterminer le profil des génes induits par la costimulation du TNFa+IFN dans les cellules
U3A. De plus si nous incluons dans cette expérience des conditions de cellules U3A,
¢galement costimulées par TNFoa+IFNP et transfectées par des ARNi contre STAT2 et IRF9
nous pourrions déterminer les génes exprimés de manicere dépendante de STAT2 et de IRF9
comparativement aux geénes induits par la costimulation par TNFo+IFNP qui ne seraient pas

dépendant de la voie STAT2/IRFO.

Bien que tous induits par la costimulation par TNFo+IFNB, ces génes ont des profils

différents:

- NOD?2 et IRFI sont induits autant par TNFo seul, IFNP seul et par la
costimulation par TNFa+IFNf. Fait a noter, NOD2 et IRFI sont les deux seuls
genes qui sont induits de maniere précoce en réponse a TNFo+IFNP, ¢’est-a-dire
des 3 heures post-stimulation. Leur expression reste maximale jusqu’a 24 heures.
I est trés probable que le TNFa+IFN[ par « action coopérative » en augmentant
de maniere synergique le niveau d’expression de NOD? et de IRF1 [42] (figure 1-
2.3). Plus précisément, la costimulation par TNFa+IFNP induit I’expression de
NOD?2 et de IRFI a des niveaux plus ¢élevés que le niveau d’expression observés
lors d’un traitement par la stimulation du TNFa seul ou de 'IFNP seul. Ainsi,
nous pourrions penser que chacune des voies de signalisation induite par TNFa

seul et par I'IFNf seul permet d’activer des facteurs de transcription respectif et
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que leur action synergique permet d’augmenter la quantit¢é d’ARNm de NOD2 et

IRF1 lorsque les cellules sont costimulées par TNFa+IFN.

- APOBEC3G et DUOX?2 sont induits faiblement par I'IFNf seul et il n’y a aucune
induction par la stimulation unique du TNFa. Par contre, leur niveau d’expression
augmente considérablement de maniere synergique lors de la costimulation par
TNFa+IFNB. Ce profil d’expression nous amene a penser que le TNFa+IFNf
sont synergiques par « induction coopérative » [42] (figure 1-2.3) puisque la voie
de signalisation induite par la costimulation du TNFo+IFNB permet
principalement d’induire 1’expression de APOBEC3G et DUOX2. Leur expression
est induite par une voie de signalisation différente de la voie induite par I’une ou
I’autre des cytokines suite a une stimulation unique. Il ne faut pas exclure le fait
que APOBEC3G et DUOX?2 sont faiblement exprimés par I’'IFNf seul, ce qui peut
contribuer a augmenter le niveau d'expression lors de la costimulation par
TNFa+IFNP si nous prenons pour acquis qu’il y a deux voies de signalisation qui

induisent 1’expression de APOBEC3G et DUOX2.

L’induction de CXCLI0 est exclusivement provoquée par la costimulation du
TNFo+IFNB, ce qui nous indique que le TNFo+IFNP entre en action de maniére synergique
par « induction coopérative » [42] (figure 1-2.3) qui active une voie de signalisation autre que

celle induite par I’une ou I’autre des cytokines lors de la stimulation unique.

Un des mécanismes possible expliquant le phénomeéne de la synergie est donné par les
travaux de I’équipe de Nathalie Grandvaux qui révelent que le TNFa contribue a 1’induction
de IRF9 et que la synergie du TNFo+IFNf induit une activation accrue et soutenue de JAK
qui médie la phosphorylation de STAT2. Ainsi, I’induction de IRF9 et la phosphorylation de
STAT2 contribuent probablement a 1’activation de la voie de signalisation dépendante de
STAT2 et IRF9 en réponse a la costimulation par TNFo+IFNf. Ces résultats sont appuyés par

des études antérieures qui indique que le TNFa médie 1’activation de JAK [86].
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4.1.2 L’induction synergistique des génes antiviraux et immunorégulateurs en réponse a

la costimulation par TNFo+IFNP implique une régulation transcriptionnelle

L’induction tardive des genes induits par TNFo+IFN pose la question du mécanisme
sous-jacent. En effet, jusqu’ici il n’avait pas été démontré que ces geénes ¢€taient régulés de
manicre transcriptionnelle ou si des mécanismes post-transcriptionnels pouvaient expliquer
leur régulation particuliére. En utilisant le promoteur de CXCLI0 comme mode¢le de gene
régulé par TNFo+IFNf, nous avons observé une induction de I’activité promotrice en réponse
a la costimulation (figure 1-3.0). Ces résultats impliquent que les génes immunorégulateurs et
antiviraux induits en réponse a la costimulation par TNFa+IFNB via la voie STAT2/IRF9

sont régulés au moins en partie de fagon transcriptionnelle.

Le groupe de Grant McFadden a réalis¢é une étude des profils de génes induits par
TNFo+IFNf dans plusieurs types cellulaires par la méthode de puces a ADN [87]. Des études
bioinformatiques réalisés a partir de ces profiles n’ont pas permis d’identifier les séquences
consensus des promoteurs des genes spécifiquement enrichis dans ces ensemble de genes [87].
Par contre, dans notre étude, nous avons utilisé une approche simple basée sur 1’étude du
promoteur de CXCLI0 pour étudier les sites consensus de liaison de facteurs de transcription
impliqués. Nos résultats démontrent que la régulation transcriptionnelle de CXCL10 implique
les régions régulatrices ISRE(3), NFxB (1) et NFxB (2). De plus, nos résultats indiquent que
les deux sites ISRE(1) et ISRE(2) distaux du site d’initiation de la transcription et le site AP-1
ne sont pas impliqués dans la régulation de CXCLI0 puisque nous n’observons aucune

diminution de I’activité luciférase lorsque ces sites sont mutés (figure 3-5.2).

Dans la littérature, il est surtout connu que IRF9 se complexe avec STAT1 et STAT2
pour former le facteur de transcription ISGF3, capable de se lier aux séquences ISRE du
promoteur des génes ISG induits par les IFN de type I et III [46]. Par contre de plus en plus
d’évidences démontrent que STAT2 et IRF9 sont également capables de se lier aux séquences

ISRE en I’absence de STAT1 [88]. Il est donc envisageable que STAT2/IRF9 se lient a la
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région ISRE (3) du promoteur suite a la costimulation par TNFa+IFN. Enfin, les deux sites
NF«kB (1) et (2) sont également impliqués dans la régulation de CXCL1(0. Comme le TNFa est
connu pour activer NFkB, nous pourrions penser que la voie induite par la costimulation du
TNFo+IFNP permet également d’activer NFkB qui ira se lier aux régions régulatrices du
promoteur de CXCL (0. Nous pourrions nous demander si la transcription des genes induits par
la voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9, indépendamment de STAT1 en réponse
au TNFo+IFNf est également régulée de manicre transcriptionnelle par STAT2/IRF9 et des
sous-unités de NFxB. Afin de vérifier la liaison directe de STAT2/IRF9 et des sous-unités de
NFkB sur les promoteurs des genes régulés par TNFo+IFNB, nous pourrions utiliser la
technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Il serait également intéressant de se
demander pourquoi, contrairement a une stimulation par IFNB seul, la synergie par
TNFo+IFNB n’implique pas STATI dans la voie de signalisation dépendante de
STAT2/IRF9.

Les mécanismes expliquant comment a un certain moment 1’environnement cellulaire
discriminant STAT1 pour favoriser la voie STAT2 et IRF9 en réponse a la costimulation par
TNFo+IFNP sont trés peu connus. Par contre, une étude intéressante a démontré que dans les
cellules Hela stimulées par TNFoa, STATI1 se retrouve associ¢ au récepteur TNFR1 et les
facteurs de signalisation TRADD et FADD [89]. Ainsi, c’est une hypothése intéressante de
penser que dans le contexte de la costimulation par TNFa+IFNB, le TNFa induit la
séquestration de STAT1 par son interaction avec TNFR1. Ceci favoriserait un environnement
ou STAT?2 serait en plus grande quantité dans la cellule favorisant ainsi son interaction avec

d’autres partenaires que STATI.

4.1.3: Mécanismes possibles de I’'induction tardive des génes en réponse a TNFa+IFNf

Il est notable que I’expression de DUOX2, CXCLI0 et de APOBEC3G se fait
tardivement, c’est-a-dire a partir de 9 heures suivant la costimulation par TNFo+IFNp.

contrairement aux ISG induits par les IFN de type I via la voie classique médiée par ISGF3
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qui sont induits aprés quelques minutes [90, 91]. Bien que les mécanismes impliqués n’aient

pas encore été identifiés, il est possible d’émettre plusieurs hypothéses.

Une premiere possibilité qui aurait pu €tre envisagée est que la stimulation par
TNFo+IFNP utilise des récepteurs différents de ceux utilisés lors de I’activation par les IFNf3
et TNFa seuls. Cette hypothése a pu étre écartée. En effet, notre laboratoire a démontré que
I’inhibition de I’expression du récepteur TNFR1 ou de la sous-unit¢ IFNAR1 par des ARNi
spécifiques diminue I’induction de DUOX2 en réponse a TNFoa+IFN. Ceci suggere que la
voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9 et indépendante de STATI1 est médiée par
les récepteurs de TNFR1 et IFNAR [86].

Une deuxieme hypothese serait que le temps que la synthése de novo d’une protéine
autre que STAT2 et IRF9 est nécessaire pour 1’expression des genes. Pour vérifier cette
hypothése, nous pourrions costimuler les cellules U3A par TNFo+IFNP en présence de
cycloheximide afin de bloquer la traduction et vérifier si I’expression des genes induits par la
costimulation du TNFoa+IFN, mesurée par qRT-PCR, est inhibée. Cependant, cette approche
présente un défi pour I’interprétation. En effet, par cette méthode I’induction de STAT2 et
IRF9 observée en réponse a TNFo+IFNf serait également inhibée et introduirait un biais
dans D’interprétation des résultats. Une seule alternative serait d’identifier la protéine en
question. Deux avenues peuvent étre envisagées: premic¢rement, réaliser un crible de ARNi
pour trouver d’autres régulateurs ; deuxiémement, identifier les partenaires d’interaction de
STAT?2 et IRF9 dans I’hypothese ou cette protéine formerait un complexe avec STAT2 et/ou
IRF9.

4.1.4: Mécanismes antiviraux indépendants de STATI.

De plus en plus d’évidences démontrent qu’il existe des mécanismes antiviraux qui
sont indépendant de STATI1. Le groupe de lain L. Campbell a étudié les roles de STATI,
STAT2 et IRF9 dans la réponse virale suite a une infection par le virus de la chorioméningite
lymphocytaire (LCMV). Ils ont infecté des souris de type sauvage, des souris déficientes en

STATI1, STAT2 ou IRF9. Ils ont remarqué que les souris de type sauvage qui ont été infecté
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ont survécu a I’infection et qu’elles sont parvenues a €éliminer le virus. Les souris dépourvues
de STAT2 et IRF9 ont également survécu, par contre il y a eu une persistance a 1’infection
virale. Toutefois, dans le cas des souris dépourvues de STATI1 I’infection par LCMV a été
Iétale. Ils ont retrouvé chez ce groupe de souris une grave pathologie immunitaire avec une
expression ¢levée de diverses cytokines dans les tissus et le sérum. Cette étude a mis en
¢vidence le role fondamentale de STATI1 qui permet d’empécher 1’émergence du virus
comparativement a la fonction de STAT2 et de IRF9 qui permet de soutenir le réponse
antivirale [92]. Ainsi, STATI est requis pour une réponse antivirale beaucoup plus puissante
que celle engendrée par STAT2. Cette conclusion corrobore bien avec nos données puisque le
fait que la voie de signalisation impliquant STAT2 permet d’induire un état antiviral plus
soutenu permet de comprendre I’expression tardive des genes induits par la costimulation du

TNFo+IFN comparativement aux génes exprimés en réponse a I’IFN[f3.

Une autre étude a utilisé des souris dépourvues de STATI1, STAT2 ou STATI+STAT2
infectées par DENV pour étudier I’'importance de STATI1 et de STAT2 dans la réponse
antivirale. Les souris dépourvues de STATI ou STAT2 présentaient de 50 a 100 fois un
niveau plus élevé d’ARN viral. Par contre, I’infection des souris dépourvues de
STATI+STAT2 par DENV a entrainé la mort précoce suite a I’infection. Ils expliquent que
cette mortalité est due a la perte de la voie de signalisation induite par les IFN de type I et II. A
I’inverse, STAT1 ou STAT2 seul permet de compenser suffisamment les mécanismes
manquant par ’absence soit de STATI ou de STAT2 permettant une protection contre
I’infection par DENV [93]. Ceci nous démontre que dans d’autres contextes, lors d’une
infection virale, I’absence de STATI n’est pas létal et que la voie de signalisation impliquant

STAT?2 est suffisante pour assurer une protection antivirale.

La capacité de STAT2 et de IRF9 a induire I’activation des genes a trés peu été étudié.
Par contre, des preuves importantes de la régulation de genes par STAT2 et IRF9,
indépendamment de STAT1, ont été publiées. Ainsi, le groupe de Jian-Hua Tong a démontré
lors de la stimulation des cellules U3A par I'l[FNa, que STAT2 forme un complexe avec IRF9

et se lie aux régions ISRE du promoteur de RIG-G permettant son expression. Ces résultats
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indiquent I’existence d’une voie alternative, indépendante de STAT1, capable de moduler les
ISG, dépendante de STAT?2 et de IRF9 permettant la transcription de RIG-I. Ils ont également
démontré que la phosphorylation de STAT2 n’est pas nécessaire pour I’induction de RIG-G
[94]. D’autres études ont également soutenu que la phosphorylation de STAT2 dans les
cellules U3A induite par la stimulation par IFNa permet la formation d’homodimeéres stables
capables d’interagir avec IRF9 qui sont recrutés a I’ADN aux régions ISRE pour permettre
I’expression des genes [95, 96]. Le groupe de Hans A.R. Bluyssen a également démontré que
STAT2 interagit avec IRF9 suite a la stimulation par I’'I[FNo dans les cellules U3A dans
lesquelles STAT2 a été surexprimé (U3C). L’homodimére STAT2/IRF9 se lie aux régions
ISRE et permet la transcription de genes ISG. Ils proposent que le complexe STAT2/IRF9
peut remplacer le role de ISGF3 dans la voie de signalisation indépendamment de STATI
induite par ’'IFNa [97, 98]. L’ensemble de ces données sont en accord avec les résultats que
nous avons obtenus dans notre étude et soutiennent que STAT2 et/ou IRF9 sont capables de

réguler une réponse antivirale et immunorégulatrice en I’absence de STAT].

4.2.0 STATG, un régulateur négatif de DUOX2 dans la voie de

signalisation induite en réponse au TNFa+IFNf

La costimulation des cellules A549 par TNFa+IFN permettant d’activer une voie de
signalisation dépendante de 1’activation de STAT?2 et de I’induction d’IRF9, indépendamment
de STATI, il est possible qu'une autre protéine puisse remplacer la fonction de STATI.
Plusieurs publications ont présenté des travaux démontrant que STAT6, dans d’autres
contextes que la costimulation par TNFa+IFNP, posséde plusieurs caractéristiques qui nous
permettaient d’émettre 1’hypothése que STAT6 pouvait étre impliqué dans cette voie de
signalisation dépendante de STAT2 et IRF9. L’¢équipe de Xavier De Deken a présenté des
travaux démontrant que STAT6, dans les cellules thyroidiennes et les cellules épithéliales
intestinales, est activé par JAK1 lors d’une stimulation par IL4+IL13 et induit 1’expression de
DUOX2 [67]. Or, la voie de signalisation induite par le TNFa+IFNP permet 1’expression
tardive de DUOX?2 dans les cellules épithéliales pulmonaires [44]. De plus, il a également été
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démontré que STAT6 peut se complexer avec STAT2 et IRF9 lorsque les lymphocytes B sont
stimulés par INFa [40]. Nous pourrions donc penser que STAT6 interagit avec le complexe
STAT2/IRF9 de la voie de signalisation induite par TNFa+IFN. De plus, selon ’article de
Huihui Chen, STAT6 joue un rdle dans I’'immunité innée suite a une infection virale par SeV
indépendamment des JAK. Ils ont démontré que lors de I’infection par SeV de cellules U4A,
une lignée de fibroblastes ou I’expression de JAK1 est inhibée, la protéine adaptatrice STING
permet le recrutement de TBKI1 qui phosphoryle la Sérine 407 de STAT6 et permettre
’activation d’une autre kinase qui va phosphoryler la Tyrosine 641 de STAT6 permettant
ainsi son homodimérisation et sa translocation au noyau. Cette activation non classique de
STAT6 permet la transcription de genes ISG spécifiques et de chiomokines afin de recruter les
cellules immunitaires [65]. Nous avons ainsi pensé¢ que SeV pourrait également induire

I’activation de STAT6 dans les cellules pulmonaires.

STAT6 a surtout été identifié¢ en tant qu’inducteur de I’expression des genes, mais
contrairement a son role de régulateur positif de I’expression génique, nos données suggerent
que STAT®6 lors de la costimulation par TNFa+IFNB régulerait négativement I’expression de
DUOX2. Bien que STAT6 ait initialement été identifi¢ comme un régulateur positif de la
transcription des genes, les travaux récents de 1’équipe du Dr. Paul B. Rothman ont démontré
que STAT6 peut avoir deux fonctions, soit €tre un régulateur négatif ou étre un régulateur
positif de I’expression génique. Ils ont comparé le profil d’expression des génes d’un groupe
de lymphocytes B STAT6"" avec un groupe de lymphocytes B STAT6" induits par la
stimulation de I’'IL-4. Les analyses ont démontré que sur un ensemble de 106 genes, 31 génes
¢taient exprimés en plus grande quantité et 39 génes étaient exprimés a des niveaux plus
faibles dans les lymphocytes B ou STAT6 est présent comparé aux lymphocytes B déficients
en STAT6. Cette expression différentielle démontre que STAT6 posséde a la fois des
fonctions régulatrices positives et négatives lorsqu’il est activé par I’IL-4. Ils ont soutenu que
STATG interfere avec 1’activité de NFkB par compétition en se liant aux éléments de liaison
de NFkB a ’ADN. Un autre mécanisme possible est que STAT6 médierait I’induction de la
transcription de répresseurs. [99]. Ce changement de fonction pourrait s’expliquer par le fait

que STAT6 a été décrit pour €tre un antagoniste du facteur de transcription NFkB. STAT6
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peut se lier a une séquence d’ADN qui chevauche la séquence de liaison a NFxB ce qui
réprime 1’expression de certains génes [100]. De plus, les différents profils d’expression des
protéines kinases/phosphatases ou autres protéines régulatrices peuvent influencer la fonction
régulatrice de STAT6 [99]. Le fait que STAT6 régule négativement 1’expression de DUOX2
semble €liminer la possibilité qu’il agisse au sein d’un complexe avec STAT?2 et IRF9 qui agit
comme régulateur positif. Il est donc plus vraisemblable que STAT6 agisse parallélement a la

voie STAT2/IRFO.

Nous avons détecté différents poids moléculaires grice a un anticorps dirigé vers
STAT6 (figure 3.2.3) lors de la lyse des cellules épithéliales pulmonaires. Cette variabilité
peut étre causée par la méthode d’extraction des protéines qui engendrerait une dégradation
des protéines. En effet, la lyse cellulaire a été effectué par sonication et a I’aide d’un tampon
de lyse NP-40. Les ¢tudes du groupe de Shelburne a démontré que le tampon de lyse
contenant les inhibiteurs de protéase standard au cours de la préparation des échantillons peut
occasionner une protéolyse de STAT6 et créer une variabilité dans les poids moléculaires
observés di a la dégradation [101]. Afin de remédier a cette éventualité nous pourrions ajouter
davantage d’inhibiteurs de protéase dans le tampon de lyse. Nonobstant la probabilité de cette
possibilité, nous envisageons aussi I’éventualité que cette variabilit¢ dans les poids
moléculaire puisse étre due a la présence ou I’absence de phosphorylations aux divers sites

présents sur STAT6.

Il serait important d’étudier si STAT6, lors de la costimulation par TNFa+IFN est
¢galement un régulateur négatif de I’ensemble des genes antiviraux et immunorégulateurs
induits ou s’il est dans certains cas un régulateur positif. Un effet différentiel pourrait étre
envisagé en fonction de la présence d’un site NFkB ou non a proximité du site de liaison de
STAT6. Afin de répondre a cette question, nous pourrions comparer par ARNseq I’expression
des geénes antiviraux et immunorégulateurs dans un groupe de cellules pulmonaires costimulé
par TNFo+IFNf ou I’expression de STAT6 est inhibée, par exemple par ARNi, a un groupe
de cellules costimulé ou I’expression de STAT6 est fonctionnelle. Ceci nous permettrait de

connaitre si ces genes sont régulés négativement ou positivement par STAT6. Par la suite,
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nous pourrions costimuler des cellules A549 par TNFa+IFN puis nous pourrions isoler les
différents complexes contenant STAT6 par chromatographie par exclusion de taille et purifier
par une IP de STAT6 différents complexes pour ensuite les identifier par le séquengage de
deuxiéme génération. Ceci nous permettrait d’identifier les protéines coactivatrices ou
corépressives recrutées par STAT6 qui pourraient €tre impliqué dans ce changement de

fonction.

Dans la littérature, STAT6 est activé suite a une phosphorylation de la tyrosine 641 qui
lui permet de dimériser avec une autre protéine STAT [102, 103]. Un exemple concret est que
la stimulation par IL-4+IL-13 permet d’induire la phosphorylation de STAT®6 a la tyrosine 641
par JAK, ce qui permet & STAT6 son homodimere par son domaine SH2 [104]. Afin de mieux
caractériser D’activit¢é de STAT6 lors de la costimulation par TNFa+IFN et lors d’une
infection par SeV, nous avons étudié la cinétique de la phosphorylation sur la tyrosine 641 de
STAT®6. Les résultats préliminaires de la figure 3-9 nous indiquent que la costimulation des
A549 par le TNFo+IFNB n’induit pas la phosphorylation de STAT6. Il est connu que les
STAT sont également phosphorylées sur des sérines 662 [105, 106], il serait donc intéressant
de regarder a ce niveau si seule la phosphorylation d’une sérine sur la protéine STAT6 est
suffisante pour sa régulation en tant que régulateur négatif. Une autre avenue possible est que
STAT6 n’aurait pas besoin de phosphorylation pour son rdole de régulateur négatif puisque
STAT6 non phosphorylée est capable de s’associer avec p300 et peut directement 1ié¢ un site
consensus du promoteur de la cyclooxygénase-2 (COX-2) ce qui contribue a I’expression
constitutive de COX-2 dans les cellules pulmonaires cancéreuses [107]. Ces concepts
pourraient également étre applicables pour STAT6 lors de la costimulation par le
TNFo+IFN. Par contre, dans le contexte d’une infection par SeV, nos résultats démontrent la
phosphorylation de STAT6 a la tyrosine 641 a 8 heures post-infection et qui augmente a 16 et
24 heures, ce qui corrobore avec I’activation de STAT6 par la phosphorylation de la tyrosine

641, déja documentée dans la littérature [66, 70, 105].
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Chapitre 5: Conclusion et perspectives




Notre ¢étude a permis de démontrer qu’il existe une voie alternative induite
synergistiquement par TNFa+IFNf qui est dépendante de STAT2 et IRF9 sans la contribution
de STATI, contrairement a la voie classique induite par IFNf seul déja bien caractérisée qui
est médiée par le complexe ISGF3 (STAT1/STAT2/IRF9). Cette nouvelle voie controle
I’expression tardive de génes immunorégulateurs et antiviraux incluant DUOX2, APOBEC3G
et CXCLI0, tout induits par D’action synergique entre TNFo+IFNB dans les cellules
¢épithéliales des voies respiratoires. Finalement, plusieurs caractéristiques nous amenaient a
penser que STATG6 était impliqué dans la voie de signalisation dépendante de STAT2/IRF9,
indépendamment de STAT1. Nos données suggerent que STAT6 serait un régulateur négatif
dans I’expression de DUOX?2 autant lors de la costimulation par TNFa+IFNJ que lors d’une
infection par SeV. Par contre dans le contexte de la costimulation, I’activation de STAT6 ne se
fait pas par la phosphorylation de la tyrosine 641 comparativement a son activation induite par
SeV. Il est tentant de penser qu’un partenaire spécifique pourrait remplacer STAT1 dans un
nouveau complexe STAT2/IRF9 induit par TNFa+IFN. Il serait donc intéressant d’identifier
les partenaires d’interaction de STAT2 et IRF9 par une approche protéomique. Le role des
nouveaux partenaires sera déterminé par la technique des ARNi dans le contexte de la

régulation des genes induits en réponse a la costimultion par TNFa+IFNf.

Afin d’approfondir I’étude des régions régulatrices de STAT2 et de IRF9 au promoteur
de CXCLI0, nous pourrions utiliser la technique de ChIP puisque nous avons déterminé les
régions promotrices sensibles a la costimulation par TNFo+IFNP. Il serait également
important de déterminer, par la technique d’ARNseq le profil des geénes induits par la voie de
signalisation dépendante de STAT2/IRF9, indépendamment de STAT1 en réponse a I’action
synergique entre TNFo+IFNB. Nous pourrions utiliser les U3A transfectées avec des ARNi
contrdle, ou dirigés contre STAT2 ou IRF9 et stimulées par TNFo+IFNB. Une analyse
différentielle des geénes régulés par STAT2 et/ou IRF9 permettrait d’avoir une image globale
de I'implication de cette régulation tardive dans le contrdle d’une réponse antivirale et
immunorégulatrice lors d’une infection virale. Finalement, si les résultats confirment que
STAT6 est bien impliqué dans la voie de signalisation induite par la costimulation du

TNFo+IFN, il serait intéressant d’évaluer s’il se complexe avec des protéines en faisant une
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coimmunoprécipitation de STAT6. De plus, nous pourrions déterminer par [’utilisation
d’ARNi ciblés contre STAT6, si les genes trouvés pour répondre a la costimulation du

TNFo+IFN sont tous régulés de la méme manicre par STAT6.

En conclusion nos résultats permettent de comprendre de manicre plus détaillée les
mécanismes de la défense de I’hote lors d’une infection virale. La caractérisation encore plus
détaillée de cette voie de signalisation induite par la costimulation du TNFa+IFN permettrait
de savoir si cette voie de signalisation est complémentaire a la voie de signalisation induite par
les IFN. Nous pourrions penser qu’elle aurait pour fonction de soutenir la réponse antivirale
afin d’offrir un mécanisme de défense plus efficace. Ainsi, dans le cas d’une inflammation
chronique qui peut causer par exemple une obstruction des voies respiratoires ou autres
conséquences de cette pathologie, il serait intéressant de considérer I’¢élaboration d’un
médicament qui ciblerait spécifiquement une protéine impliquée dans la voie de signalisation
induite par la costimulation, mais qui ne se retrouve pas dans la voie de signalisation induite
par les IFN. Ceci diminuerait considérablement les effets secondaires causés par des
médicaments actuels comme des inhibiteurs de TNF, des IFN ou de Jak qui sont impliqués
dans des voies de signalisations importantes pour le bon fonctionnement de I’organisme.
Notons que le role des IFN de type I et du TNFa ne se limite pas seulement a la réponse
antivirale. En effet, une anomalie de ’expression des IFN de type I et du TNFa est également
responsable de différentes pathologies pour ’homme. Prenons 1’exemple du psoriasis, une
maladie autoimmune trés fréquente. Cette maladie est caractérisée par une plaque
érythématosquameuse causant une inflammation dermique et épidermique qui est responsable
d’une augmentation de la prolifération des kératinocytes. Il y a trois types de cellules
immunitaires connus qui participent a la 1ésion de psoriasis : les CPA, les lymphocytes T et les
kératinocytes. Ces cellules immunitaires provoquent une inflammation cutanée due a
I’activation des lymphocytes T par les CPA et par le recrutement des composantes
inflammatoires, comme une augmentation du TNFo. Un des traitements actuels administré
aux patients ayant la forme modérées a séveres du psoriasis est nommé Infliximab, qui est un
anti-TNFo. Ce médicament neutralise le TNFo soluble [108, 109]. Plusieurs voies de

signalisation sont dépendantes du TNFa, c’est pourquoi une diminution du TNFo dans
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I’organisme peut perturber ’homéostasie de la signalisation cellulaire et créer des effets
secondaires considérables. Il est donc extrémement intéressant de comprendre ces
mécanismes, encore méconnus, qui sous-tendent la synergie entre deux cytokines au niveau de
la transduction du signal afin de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques. De plus,
I’é¢tude de la combinaison du TNFa et de I'TFNP étudiée dans ce projet peut étre considéré
comme modele de concept afin de mettre en évidence un tout nouveau paradigme des
mécanismes de transduction du signal qui pourrait étre applicable a d’autres combinaisons de

cytokines.
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Abstract

The IRF3 transcription factor is critical for the first line of defense against pathogens mainly through interferon B and antiviral gene expression.

A detailed analysis of IRF3 activation is essential to understand how pathogens induce or evade the innate antiviral response. Distinct activated
forms of IRF3 can be distinguished based on their phosphorylation and monomer vs dimer status. /n vivo discrimination between the different
activated species of IRF3 can be achieved through the separation of IRF3 phosphorylated forms based on their mobility shifts on SDS-PAGE.
Additionally, the levels of IRF3 monomer and dimer can be monitored using non-denaturing electrophoresis. Here, we detail a procedure to
reach the highest resolution to gain the most information regarding IRF3 activation status. This is achieved through the combination of a high
resolution SDS-PAGE and a native-PAGE coupled to immunoblots using multiple total and phosphospecific antibodies. This experimental
strategy constitutes an affordable and sensitive approach to acquire all the necessary information for a complete analysis of the phosphorylation-
mediated activation of IRF3.

Video Link

The video component of this article can be found at http://www jove.com/video/53723/

Introduction

The ubiquitously and constitutively expressed transcription factor Interferon (IFN) Regulatory Factor 3 (IRF3) is critical for the first line of defense
against pathogens mainly through the induction of IFNB, but also through the induction of the chemokine (C-C motif) ligand 5 (CCL5) and several
antiviral proteins including IFN-induced protein with tetratricopeptide repeats IFIT1/2/3". IRF3 activation has been reported following infection
with numerous viruses, or exposure to polyinosinic-polycytidylic acid (pely I:C) or lipopolysaccharide (LPS)“. Importantly, most studied viruses
have evolved mechanisms to evade the IRF3-mediated response, and thereby escape the host innate immune defense’. Thus, monitoring IRF3
activation is of great importance to understand the molecular mechanisms of the innate antiviral host defense, but also to identify the strategy
used by viruses to counteract this response.

Many published reports however provide only a limited analysis of IRF3 activation performed by the monitoring of IRF3-target gene

induction (IFNB1 and IFIT1) and/or luciferase reporter gene assay coupled to low resolution sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis(SDS-PAGE) analysis of IRF3. However, numerous biochemical studies, analysis of the behavior of various IRF3 mutants and
elucidation of IRF3 crystal structure 51" have contributed to establish that IRF3 is subjected to a complex set of sequential post-translational
modifications by phosphorylation at multiple sites. The set of phosphorylation involved in IRF3 activation appears to be dependent on the
stimulus and most likely on the cell type. In uninfected cells, IRF3 coexists as non-é)ﬂr;%phorylated and hypophosphorylated species containing
phosphoresidues, including Thr135 and Ser173, in the 1-198 aa N-terminal region™ . Accumulation of this hypophosphorylated form of IRF3
is induced by stress inducers, growth factors and DNA-damaging agents”. Phosphorylation of Ser/Thr residues at the C-terminal reqion of IRF3
containing the transactivation domain is triggered following activation by viruses, paly I:C or LPS in a cell-type dependent manner'>"’. C-terminal
phosphorylation of IRF3 involves no less than 7 distinct phosphoacceptor sites organized in two main clusters, Ser385/Ser386 and Ser396/
Ser398/Serd402/Thr404/Ser405, that each contribute to IRF3 activation through dimerization, nuclear accumulation, association with the CREB-
binding protein (CBP)/p300 coactivators, DNA binding to IFN sensitive response element (ISRE) consensus sequences and transactivation of
target genes 10,1719, Phosphorylation of Thr390 is also thought to contribute to virus-induced IRF3 activation®. Mass spectrometry analyses
of IRF3 have demonstrated that Ser386, Thr390, Ser396 and Ser402 residues are directly phosphorylated by the inhibitor of kB kinase €
(IKKe)/ TANK-binding kinase 1 (TBK1) kinases™ ™. Phosphorylation at the C-terminal residues is also required for termination of IRF3 activation
through polyubiquitination and proteasome-mediated degradation . This process is also dependent on the phosphorylation at Ser339, which
is necessary for the recruitment of the propyl isomerase Pin1 ™ . IRF3 species containing at least phospho-Ser339/386/396 residues are
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considered hyperphosphorylated forms. The exact sequence and function of each site remains a matter of discussion 021 1t is now clear that
activated IRF3 does not represent a homogeneous state, but that different activated species exhibiting distinct phosphorylation or dimerization
characteristics exist '*%.

To provide a complete understanding of IRF3 activation in response to specific pathogens, it is thus necessary to characterize which of

the activated species are induced. Induction of IRF3 target genes, IFNB1 and IFIT1, has proven to provide a reliable read-out for IRF3
activation. However, monitoring expression of these genes does not distinguish between different activation states of IRF3. A comprehensive
analysis of IRF3 activation states in a particular setting relies on the detailed characterization of its phosphorylation and dimerization status .
Unphosphorylated (form ), hypophosphorylated (form 1) and hyperphosphorylated (forms Il and 1V) IRF3 forms® %% can be successfully
resolved by reduced mobility in high-resolution SDS-PAGE analysis. Monomeric and dimeric IRF3 species can be efficiently identified by native-
PAGE analysis. These approaches are greatly improved when used in combination with phosphospecific antibodies directed against distinct
IRF3 phosphoacceptor sites.

Standard protocols allow a poor resolution of proteins that does not permit efficient separation of distinct IRF3 phosphorylated forms. Here,

we describe in detail a procedure to achieve the highest resolution to monitor the induction of distinct virus-activated IRF3 species using SDS-
PAGE coupled to native-PAGE in combination with immunoblot using total and phosphospecific antibodies. In vivo discrimination between the
different activated forms of IRF3 is performed based on their mobility shifts observed on SDS-PAGE. Additionally, IRF3 monomer and dimer can
be distinguished by non-denaturing electrophoresis. The combination of these two complementary techniques with immunoblot proves to be

an affordable and sensitive approach to acquire all the necessary information for a complete analysis of phosphorylation-mediated activation of
IRF3.

NOTE: The protocol is described here using A549 cells infected with Sendai virus (SeV). However, the protocol for SDS-PAGE and native PAGE
also works with all human and murine cell types tested so far, particularly myeloid cells stimulated with various IRF3-activating stimuli %5942,

1. Infection of A549 Cells

1. Maintain A549 cells in culture in a 15 cm plate at 37 °C/5% CO; in 20 ml F12K/Ham medium containing 10% heat-inactivated fetal bovine

serum (HI-FBS) and 1% L-glutamine (complete F12K/Ham medium).

NOTE: All the solutions used for cell culture and treatments must be sterile.

At 24 hr before the infection, aspirate the medium and wash the cells with 10 ml of distilled phosphate buffered saline (D-PBS) at RT.

Add 1 ml of 0.25% trypsin-EDTA solution to each plate to cover the cells and incubate at 37 °C for 3 min.

Stop the incubation as soon as the cells start to detach from the plate by softly tapping the plate with one hand. Inactivate the trypsin by

adding 10 ml of pre-heated complete F12K/Ham medium per plate and transfer the cells to a 15 ml conical tube.

5. Centrifuge at 350 x g for 3 min at RT. Remove the supernatant and resuspend the cell pellet in 8 ml of complete F12K/Ham medium to obtain
a homogeneous single cell suspension.

6. Count the cells using a hemocytometer. Seed the cells at a density of 1 x 10° cells per 60 mm plate in 4 ml of pre-heated complete F12K/Ham

medium. Incubate for 20 - 24 hr at 37 °C/5% CO, After 20 - 24 hr, the cells form a 90% confluent monolayer (this corresponds to 1.5 x 108

cells).

Remove the medium and wash the cells with 2 ml of serum-free F12K/Ham medium (SFM). Add 2 ml of fresh SFM per 60 mm plate.

Thaw an aliquot of Sendai virus (SeV) (stored aliquoted at -80 °C) on ice and vortex briefly.

Dilute the virus in pre-heated SFM to obtain 60 HAU/100 pl. Mix by pipetting up and down softly and add 100 pl of diluted virus per plate to

perform the infection at 40 HAU/1 0° cells. Do not add virus in the non-infected control plate.

10. Incubate the cells in the incubator at 37 °C/5% CO,. Agitate the plates by hand 3 or 4 times, or using an automatic orbital or rocking shaker
placed directly in the incubator, during the first hour of infection.

11. At 2 hr post-infection, add 2 ml of F12K/Ham medium containing 20% HI-FBS to obtain a final concentration of 10% HI-FBS.

12. Incubate the cells in the incubator at 37 °C/5% CO,, for an additional 1, 4 and 7 hr to reach total infection times of 3, 6, and 9 hr, respectively.
At each of these time points, proceed to step 2.1.

2. Preparation of Whole Cell Extracts (WCE)

W

© o~

1. Remove the infection medium. Harvest the cells by scraping in 1 ml of ice-cold D-PBS and transfer the cell suspension to a pre-chilled 1.5 ml
centrifuge tube.

2. Pellet the cells by centrifugation at 16,000 x g at 4 °C for 20 sec and carefully decant all traces of D-PBS.

NOTE: At this step, the cell pellet can be directly subjected to protein extraction or flash-frozen in liquid nitrogen or dry ice/ethanol bath and
stored at -80 °C until lysis.

3. Prepare the lysis buffer containing 50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 10% glycerol and 1% Nonidet P-40 in deionized water
(ddH,0). Extemporarily add protease (1 pg/ml leupeptin and 2 pg/ml aprotinin) and phosphatase inhibitors (5 mM sodium fluoride, 1 mM
activated sodium orthovanadate, 2 mM p-nitrophenyl phosphate and 10 mM B-glycerophosphate pH 7.5).

NOTE: The lysis buffer without inhibitors can be stored at 4 °C. A specific protocol for the activation of sodium orthovanadate is described in
the Table of Specific Reagents/Equipment.

4. Resuspend the cell pellet in 70 pl of lysis buffer. Typically the lysate concentration will be around 2 pg/pl.

5. Incubate on ice for 20 min. Flash-freeze the lysate by incubation in a liquid nitrogen bath for 15 sec. Thaw the lysate at RT until it is
completely melted and vortex for 10 sec. Repeat the freeze/thaw/vortex cycle 3 times.

1. Alternatively, perform the freezing step in an ethanol/dry ice bath for 1 min.
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6.

7.

Centrifuge at 16,000 x g at 4 °C for 20 min. Transfer the supernatant (corresponding to the WCE) to a new pre-chilled 1.5 ml centrifuge tube.
Keep the WCE on ice at all times.
Quantify proteins using any protein quantification procedure compatible with the lysis buffer such as Bradford-based protein assayza_

3. Resolution of WCE by High Resolution SDS-PAGE

1.

5.

6.

Prepare three denaturing electrophoresis gels.

1. For the detection of IRF3 forms, pour two gels of a minimum of 16 cm length with a separation gel composed of 7.5% acrylamide/bis-
acrylamide (37.5:1), 375 mM Tris-HCI pH 8.8 (RT), 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 1% ammonium persulfate and 0.1% TEMED
in ddH,0 and a stacking gel composed of 4% acrylamide, 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8 (RT), 0.05% SDS, 1% ammonium persulfate and
0.1% TEMED in ddH»0.

Caution! Acrylamide, TEMED and SDS are toxic and/or irritant. Wear protective gloves and manipulate under a fume hood.

2. For the detection of SeV proteins, pour one gel of a minimum of 8.5 em length with characteristics similar to the gel described in 3.1.1,

except that the separation gel contains 12% acrylamide.

Denature the WCE obtained in step 2.6 by adding 1:4 (v/v) 5x loading buffer (125 mM Tris-HCI pH 6.8 (RT), 10% SDS, 20% (p/v) glyceral,
0.0005% bromophenol blue and 25% B-mercaptoethanol in ddH,0) followed by heating at 100 °C for 10 min. Quick spin the tubes to bring
down the condensation that forms in the cap.

Caution! B-mercaptoethanol is toxic by inhalation. Wear protective gloves and manipulate under a fume hood.

Mount the gels in the migration apparatus. Fill the upper and lower chambers with running buffer containing 25 mM Tris-Base, 0.1% SDS and
192 mM glycine in distilled water (dH,0).

Load 14 pl of molecular weight standard in one well of each 16 cm gel and 7 pl of molecular weight standard in one well of the 8.5 cm gel.
Load 30 pg of denatured WCE (prepared as described in step 3.2) per well of the two gels prepared in step 3.1.1 for IRF3 forms detection.
Load 8 - 10 pg of denatured WCE (prepared as described in step 3.2) per well on the gel prepared in step 3.1.2 for SeV analysis.

Run the gels at 30 mA constant current until the migration front reaches the bottom of the gel.

NOTE: Migration typically lasts approximately 3 hr for a 16 cm gel and 45 min for an 8.5 cm gel.

Proceed to the transfer onto nitrocellulose membranes (step 5).

4. Analysis of IRF3 Dimerization by Native-PAGE

NOTE: This method was originally described by the group of Dr. T. Fujita”.

1.

Prepare the upper (-) and lower (+) chamber electrophoresis buffers. The upper chamber buffer consists of 25 mM Tris-HCI pH 8.4 (RT), 192
mM glycine and 1% sodium deoxycholate (DOC) in ddH,0. The lower chamber buffer contains 25 mM Tris-HCI pH 8.4 (RT) and 192 mM
glycine in ddH,0.

NOTE: The upper and lower chamber electrophoresis buffers can be stored at 4 °C until use. However, make sure that they are pre-warmed
to RT before performing the electrophoresis.

Pour a non-denaturing resolving gel of a minimum of 8.5 cm length containing 7.5% acrylamide/bis-acrylamide (37.5:1), 375 mM Tris-HCI pH
8.8 (RT), 1% ammonium persulfate and 0.1% TEMED in ddH;O.

Pre-run the gel at 40 mA constant current for 30 min on ice. Press the running apparatus into the ice approximately to the level of the lower
chamber electrophoresis buffer. It is important that the gel is not in the ice.

During pre-run, mix WCE kept on ice with 2x native-PAGE loading buffer 1:1 (v/v) containing 125 mM Tris-HCI pH 6.8 (RT), 30% glycerol and
0.1% bromophenol blue in ddH,0.

Load 8 - 10 ug WCE (prepared as described in step 4.4) immediately at the end of the pre-run.

Run the gel at 25 mA constant current on ice, as described above for the pre-run, until the migration front reaches the bottom of the gel
(approximately 40 min).

5. Immunoblot Analysis of IRF3 Species

-

Prepare the transfer buffer containing 25 mM Tris-Base and 192 mM glycine in ddH,0. Refrigerate the transfer buffer at 4 °C before use.

2. Wet three pieces of nitrocellulose membrane cut to a size slightly larger than the gels in a plastic/glass box containing the transfer buffer.
Indicate the orientation of the membrane by cutting one corner. The transfer buffer can be reused 3 times. Store the buffer at 4 °C between
uses.

3. Uncast the gels (SDS-PAGE and native-PAGE) and cut one corner of each gel for proper orientation.

1. For native-PAGE, incubate the gel at RT with gentle agitation for at least 30 min in the SDS-PAGE running buffer to remove the DOC
before transferring to the transfer buffer.

4. Incubate the gels (SDS-PAGE and native-PAGE) in the transfer buffer for 5- 10 min.

5. Mount a transfer sandwich per gel in a transfer cassette with the membrane towards the positive electrode (foam padffilter paper/membrane/
gelffilter paper/foam pad). Be careful to remove all the bubbles in between the layers of the sandwich.

6. Perform the transfer as recommended by the manufacturer for the transfer apparatus used.

NOTE: Perform all incubations and washes in the next steps on a rocking or orbital shaking platform.

7. Atthe end of the transfer time, incubate the membranes for 15 min in the fixation solution containing 7% acetic acid, 40% ethanol and 3%
glycerol in ddH,O. Wash the membranes 3x 5 min in PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10.2 mM Na;HPO,4 and 1.8 mM KHzPO, in dH,0).
Caution! Acetic acid is toxic, irritant and flammable. Wear protective gloves and manipulate under the fume hood.

NOTE: The fixation solution can be reused multiple times.

8. For the native-PAGE membrane proceed directly to step 5.11.
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9. Rinse the three SDS-PAGE membranes quickly in dH,O before incubating them for 1 min in red ponceau solution containing 6.57 mM red
ponceau and 1% acetic acid in ddH;0.
NOTE: The red ponceau solution can be reused several times.

10. Rinse the membranes in dH,O until the background is white enough to see the protein bands stained in red. Note the markers with a pencil
and cut the excess membrane around the proteins. Destain the membranes by incubation for 5 min in PBS under agitation.

11. Incubate the membranes for 1 hr at RT or O/N at 4 °C in the blocking solution (PBS containing 0.05% Tween 20 and 5% non-fat dry milk
(PBS-T-milk). Wash the membranes 3x 5 min in PBS-T.
NOTE: The PBS-T wash is optional and only strictly required when applying antibodies diluted in PBS-T containing 5% bovine serum albumin
(PBS-T-BSA) (Figure 1 and Table 1) in the next step.

12. Incubate the four membranes (from SDS-PAGE and native-PAGE) with the primary antibodies according to the sequential order detailed in
Figure 1 and Table 1. Perform 5x 5 min washes in PBS-T.

SDS-PAGE
Gel 1-7.5 % Gel 2-7.5 % Gel 3-12 %
DAY ‘ Anti-actin
‘ Anti-mouse 1
Native-PAGE
1 2 Gel 4-7.5%
Anti-IRF3-P-396 Anti-IRF3-P-398 Stripping Anti-IRF3-P-386
(O.N.) (O.N.) (0.

DAY2

‘ Anti-Sev ‘ ‘ Anti-IRF3-NES ‘

Anti-IRF3-full length
(3 hr) (3 hr)

Figure 1. Sequence of Immunoblot Analyses. The schematic describes the individual SDS-PAGE and native-PAGE gels required to detect
the various IRF3 phosphorylated and monomeric/dimeric forms. The specific order of antibodies applied to the membrane resulting from each
gel in the immunoblot procedure is described. Note that the anti-actin antibodies are used first to ensure equal loading of the samples before
applying any other specific antibodies. The alternate sequence, with anti-actin antibodies being applied after the anti-phospho-IRF3 antibodies,
also works. Stripping is used between anti-actin and anti-SeV antibodies, or between anti-phospho-IRF3 and anti-IRF3 antibodies because of
overlapping size of the signals. Please click here to view a larger version of this figure.
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Primary antibodies Dilution Dilution buffer Incubation Secondary Comments
antibodies
Anti-Actin 1/10,000 PBS-T-BSA 15 min at RT Anti-mouse Use after SDS-PAGE

Diluted antibodyies
can be reused several
times if stored at 4 °C
in the presence of 0.02
% Sodium Azide.

Anti-IRF3-P-Ser386 1/200 PBS-T-BSA O/N at4 °C Anti-rabbit Use after Native-

PAGE.

It is not recommended
to reuse the diluted
antibody

Anti-IRF3-P-Ser396 | 1/10,000 PBS-T-BSA OIN at4 °C Anti-rabbit Use after SDS-PAGE.

It is not recommended
to reuse the diluted
antibody Anti-IRF3-
P-396 is also available
from Cell Signaling.
Optimal dilution was
defined as 1/1,000 for
this antibody, but may
vary between lots.

Anti-IRF3-P-Ser398 1/10,000 PBS-T-BSA O/N at4°C Anti-rabbit Use after SDS-PAGE.

It is not recommended
to reuse the diluted
antibody

Anti-IRF3 full length | 1/7,500 PBS-T-milk 3 hratRT Anti-rabbit Use after SDS-PAGE.

Anti-IRF3 full length
antibody can be used
after native-PAGE, but
it is less sensitive to
detect the monomer.
Diluted antibodies can
be reused several
times if stored at4 °C
in the presence of 0.02
% Sodium Azide.

Anti-IRF3-NES 0.5 pg/ml PBS-T-milk 3hratRT Anti-rabbit Use after Native-

PAGE. Diluted
antibodyies can be
reused several times
if stored at 4 °C in the
presence of 0.02 %
Sodium Azide.

Anti-SeV 1/14,000 PBS-T-BSA 3 hratRT Anti-rabbit Use after SDS-PAGE.

Diluted antibodyies
can be reused several
times if stored at4 °C
in the presence of 0.02
% Sodium Azide.

NOTE: Dilution and buffer used for HRP-coupled secondary antibodies need to be optimized as it varies from one company to the other.

Table 1. Specifications of Antibodies used in the Inmunoblotting Procedure.

17.

. Incubate the membranes with the horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies as detailed in Figure 1 and Table 1. Wash

the membranes 5x 5 min in PBS-T, followed by 2x 5 min in PBS to fully remove traces of Tween.

. Incubate the membranes for 1 min in a volume of enhanced chemiluminescence reagent sufficient to fully cover the membranes. Dry the

membranes using filter paper.

. Place the membranes in a luminescent image analyzer to visualize the immunoreactive bands.

1. Alternatively, perform the detection of immunoreactive bands using sensitive X-Ray films.

. Wash the membranes 3x 5 min in PBS.

NOTE: At this step the membranes can be kept dry. However, if further stripping is required, it is better to perform the stripping before drying
the membrane. Membranes can also be stored for short-term in PBS.
For the membranes that do not require stripping between incubation with antibodies (see Figure 1) proceed directly to step 5.20.
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18. When stripping is required between antibodies (see Figure 1), incubate the membranes in pre-warmed stripping solution containing 2% SDS,
62.5 mM Tris-HCI pH 6.8 (RT) and 0.7% B-mercaptoethanol in ddH,O at 50 °C for 20 min under regular agitation. Wash the membranes 3x 5
min in PBS.

NOTE: Agitation during the stripping procedure is key. Stripping can be performed in a hybridization oven. Alternatively, stripping can be
performed using membranes sealed in plastic bags and immersed in a water bath. In this case, it is important to agitate the membranes 4 - 5
times during the incubation.

19. Incubate the membranes for 1 hr at RT or O/N at 4 °C in PBS-T-milk.

20. Repeat steps 5.12 to 5.16 according to Figure 1.

Representative Results

Figure 2 shows a typical immunoblot image of IRF3 detected with IRF3 total antibodies and IRF3-phosphospecific antibodies against Ser396
and Ser398 after resolution of WCE by high-resolution SDS-PAGE. In unstimulated A549 cells, IRF3 is detected as two bands at 50 and 53 kDa
on the SDS-PAGE corresponding to the non-phosphorylated (form 1) and the hypophosphorylated (form 11) species of IRF3. Exposure of A549
cells to SeV for 3 - 9 hr results in a time-dependent shift to slowly migrating hyperphosphorylated forms Ill and 1V, which are well distinguished
from the forms | and Il. The hyperphosphorylated bands migrate at 55-57 kDa. The forms Il and IV are also specifically immunodetected using
the phosphospecific antibodies against Ser396 and Ser398. The immunodetection of actin serves as a control of equal loading between the
lanes. A control of SeV infection is shown by the accumulation of the virus nucleocapsid protein (N), which migrates at 60 kDa.

In Figure 3, the profile of detection of IRF3 obtained from WCE resolved by native-PAGE followed by immunoblot using anti-IRF3-NES
antibodies and phosphospecific antibodies against Ser386 is shown. In unstimulated A549 cells, IRF3 is detected as a single band
corresponding to the monomeric form. Upon infection with SeV for 3 - 9 hr, the levels of IRF3 monomer decrease with a concomitant
accumulation of a slowly migrating band that corresponds to the dimeric form of IRF3. The phosphospecific antibodies against Ser386 only
detect IRF3 dimer species.

SeV (hr) - 3 6 9

IB: IRF-3-P-Ser396 == -

IB: IRF-3-P-Ser398 | T

IB: IRF3 full length | Sy g s 48 =7 |

[B: ACHN | S v s —

IB: SeV — e | — N

Figure 2. Detection of Distinct IRF3 Phosphorylated Species (form I-IV) Induced by SeV Infection in A549 Cells. A549 cells were left
uninfected or infected with SeV for the indicated times. WCE were analysed by high-resolution SDS-PAGE followed by immunoblot (IB) using
anti-IRF3-Ser396 (IRF-3-P-Ser396) and anti-IRF3-Ser398 (IRF-3-P-Ser398) phosphospecific antibodies and anti-IRF3 full length protein
antibodies. The infection was monitored using anti-SeV antibodies (the nucleocapsid N protein is shown). Anti-actin antibodies were used as a
loading control. Please click here to view a larger version of this figure.
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Sev(r) - 3 6 9
% 88 — Dimer

IB: IRF3-P-Ser386

~— Dimer
IB: IRF3
~— Monomer

Figure 3. Monitoring of Phosphorylated/dimerized IRF3 Induction by SeV in A549 Cells. A549 cells were left uninfected or infected with
SeV for the indicated times. WCE were resolved by native-PAGE and revealed by immunoblot using anti-IRF3-Ser386 (IRF-3-P-Ser386)
phosphospecific antibodies and anti-IRF3-NES antibodies. Please click here to view a larger version of this figure.

The protocol we describe here consists of a combination of high-resolution SDS-PAGE and native-PAGE coupled to the use of several
phosphospecific antibodies to distinguish the monomeric/dimeric and phosphoforms I-IV of IRF3. Appropriate detection of these IRF3 species is
essential to fully characterize IRF3 activation in a specific setting. For instance, LPS stimulation of activated macrophages leads to the formation
of dimeric, Ser396f398 phosphorylated IRF3 that exhibits a hypophosphorylated (form Il), but not hyperphosphorylated (form IIl and 1V), pattern
in SDS-PAGE" . Using the described protocol, this profile can be distinguished from virus-induced hyperphosphorylated forms that require
additional Ser339 phosphorylation in addition to Ser386 and Ser396 ph&:\sphorylaﬂlcm1 Importantly this also allows discriminating between
Ser396 phosphorylated species that do not exhibit dimerization, but are transcriptionally active' . Importantly, it needs to be noted that the form
|-IV pattern of IRF3 phosphoforms applied to human IRF3. Murine IRF3 does not exhibit a similar pattern and therefore activation of IRF3 is
characterized only by the use of phosphospecific antibodies in immunoblot after SDS-PAGE and by native-PAGE.

The achievement of a high resolution separation of the distinct phosphorylated species of IRF3 by SDS-PAGE requires specific parameters.

For appropriate resolution, it is very important to use gels that have a minimum length of 16 cm. Even with this length of separation gel, itis

key to let the migration front reach the bottom of the gel to obtain an appropriate separation of the different IRF3 forms. Also, the stacking gel
must extend to a minimum of 1 cm below the comb to obtain well-defined bands. This is important, as the hyperphosphorylated forms of IRF3
migrate very close to one another. Poorly focused bands will result in lack of distinction between phosphorylated forms impairing their respective
quantification. Additionally, the concentration of ammonium persulfate and TEMED vary from one SDS-PAGE protocol to another. Variation in
these concentrations from the ones indicated here was found to significantly impair the resolution in the separation of the IRF3 species.

Detection of IRF3 dimer formation through the native-PAGE was originally described by the group of Dr. T. Fujita. This protocol uses buffer
containing DOC that allows the dissociation of the IRF3 dimer from CBP.'p30027 It is highly recommended to proceed to native-PAGE
immediately after cell lysis as storage of the WCE at -80 °C was found to result in a significant alteration of the IRF3 monomer/dimer ratio.
Additionally, it is very important that the pH of the upper and lower chamber buffers is adjusted to pH 8.4 at RT, and not at 4 °C, after mixing

all components to achieve proper separation of the monomer vs dimer. A separation gel with a minimum length of 8.5 cm allows appropriate
separation of IRF3 monomer and dimer. The ideal volume of sample plus loading buffer is around 8 pl for a 5 mm well as the resolution is better
when the volume is kept to @ minimum. Thus, it is important to use the lowest volume of lysis buffer to obtain WCE with a high concentration.
However, it should be taken into account that efficient protein extraction requires lysis in at least 5x the volume of the cell pellet. If the volume
of the samples exceeds the limit indicated above, this would result in poor resolution of the monomer/dimer. This can be solved by adding a
stacking gel containing 4% acrylamide, 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8 (RT), 1% ammonium persulfate and 0.1% TEMED in ddHO. It is very important
to load the samples without disturbing banding. Loading slowly with a gel-loading tip close to the bottom of the well gives very good results.

Here, we descnbe the in vivo detectlon of phosphorylation at specific residues using currently available phosphospecific antibodies against
5er386 Ser396' and Ser398'°. The use of IRF3 mutants and mass spectrometry analyses have confirmed that these residues are
phosphorylated upon virus infection or overexpression of IKKe/TBK1 kinases and are critical for IRF3 activation®®'%'%?! The immunodetection
of phospho-Ser396, phospho-Ser398 and total IRF3 after SDS-PAGE requires the use of two identical gels (Figure 1). Indeed, significant loss
of sensitivity is observed when phosphospecific antibodies are used after the stripping of the membrane. Therefore, it is highly recommended

to use phosphospecific antibodies first. Note that alternative primary and secondary antibodies may also work, but the specific dilutions and
sequence of usage should be optimized. For IRF3 analysis, 30 ug of WCE is appropriate to obtain a significant detection of IRF3 phosphorylation
by immunoblot using the indicated antibodies when using 4 mm width wells. Although in many cell types infected with various viruses 30 ug was
found to be appropriate, this amount might need to be increased depending on cell type and stimulation. It is preferable to use fresh extracts

for SDS-PAGE, but the detection of IRF3 phosphorylation using the phosphospecific antibodies described in this paper is stable enough to
allow a round of storage of the WCE at -80 °C before analysis. The concentrations of phosphatase inhibitors described here were found to be
sufficient when using A549 cells. Higher concentrations were not found to yield better results. However, these concentrations might need to be
increased when studying IRF3 activation in cell types that exhibit higher phosphatase activity levels. Importantly, the phosphorylation of IRF3
and the underlying mechanisms are still far from being understood. Therefore, a full panel of Ser/Thr- and Tyr-phosphatase inhibitors is used to
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block possible yet uncharacterized activities that could affect the detection of IRF3 phosphorylation, dimerization and degradation. For detection
of IRF3 monomer and dimer after most virus infections and in most cell types, 8 - 10 ug WCE was found to be sufficient. However, higher
amount of proteins might be required for stimulation activating IRF3 less efficiently. The phosphospecific antibodies against Ser386 used in this
study are recommended to be used in native-PAGE as the sensitivity in denaturing SDS-PAGE is very weak. Moreover, the phosphorylation

at Ser386 is proposed to correlate with the dimeric form of IRF3, thus making the use of these antibodies in native-PAGE an appropriate
strategy to confirm this concept in a specific setting. Of note, alternative antibodies are available from various companies and are claimed to
efficiently detect phospho-Ser386 after SDS-PAGE. Phosphospecific antibodies against Ser396 have also been efficiently used to detect IRF3
phosphorylation after native-PAGE?’. Importantly, Ser402 in the C-terminal cluster of phosphoacceptor sites was also found to be important

for IRF3 activation and the phosphorylation of Ser402 was observed through mass spectrometry analysis of IKKe/TBK1-phosphorylated
IRF3'?"%8 However, despite two different attempts (NG, unpublished), no phosphospecific antibodies are currently available to follow the
phosphorylation of this specific residue in vivo. Note that phosphospecific antibodies against Thr157 and Ser339 have also been described
These additional phosphospecific antibodies could be used in a procedure of high-resolution SDS-PAGE similar to the one described here. In this
case, additional large SDS-PAGE gels would be required for each antibody and processed the same way as gel #2 (Figure 1). To our knowledge
no phosphospecific antibodies against Ser173 or Thr390 have yet been described, but they could be easily added to the protocol described here
once they become available'*?.

11,13

IRF3 activity is terminated by proteasome-mediated degradation of hyperphosphorylated forms'""". The protocol described here also permits

the monitoring of IRF3 degradation when the kinetic of stimulation is prolonged and is coupled to the use of proteasome inhibitors (MG132,
lactacystin or bortezomid). Typically, in A549 cells infected with SeV at 40 HAU/1 0° cells, IRF3 phosphorylation starts as soon as 2 hr post-SeV
infection and IRF3 degradation starts after 12 hr. Proteasome-mediated degradation will be concluded from the observed diminution of forms Il
and IV levels at late time points that is reversed in conditions with proteasome inhibitors. This will also translate on native-PAGE in a diminution
of IRF3 dimer levels that are recovered upon proteasome inhibitor treatment?®. Importantly, the high-resolution technique presented here allows
differentiating between the degradation process and a lack of activation. Indeed, both degradation and lack of activation of IRF3 result in the
absence of detection of dimer/phospho-Ser386/396. However, lack of activation is associated with the detection of IRF3 monomer and of forms |
and Il, while these IRF3 species are not detected when IRF3 is degradedsq

Immunoprecipitation coupled with mass spectrometry-based analysis is a method of choice to detect the in vivo phosphorylation of IRF3

at distinct sites. This technique was used to confirm the phosphorylation of IRF3 at Ser173, Ser175, Ser386, Thr390, Ser396 and Ser402
residues . However, mass spectrometry is not yet an affordable/benchside technique that can be easily used for daily analysis of IRF3
activation following several stimulations at different time points. Therefore, the procedure described here using SDS-PAGE coupled to native-
PAGE in combination with immunoblot using total and phosphospecific antibodies constitutes a practical, affordable and sensitive approach to
detect all currently defined forms of actived IRF3.
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Abstract

Determining the role of NADPH oxidases in the context of virus infection is an emerging area of research and our
knowledge is still sparse. The expression of various isoforms of NOX/DUOX (NADPH oxidase/dual oxidase) in the
epithelial cells (ECs) lining the respiratory tract renders them primary sites from which to orchestrate the host
defence against respiratory viruses. Accumulating evidence reveals distinct facets of the involvement of NOX/DUOX
in host antiviral and pro-inflammatory responses and in the control of the epithelial barrier integrity, with individual
isoforms mediating co-operative, but surprisingly also opposing, functions. Although in vive studies in mice are in
line with some of these observations, a complete understanding of the specific functions of epithelial NOX/DUOX
awaits lung epithelial-specific conditional knockout mice. The goal of the present review is to summarize our current
knowledge of the role of individual NOX/DUOX isoforms expressed in the lung epithelium in the context of
respiratory virus infections so as to highlight potential opportunities for therapeutic intervention.

Key words: dual oxidase, infection, NADPH oxidase, lung, respiratory virus

INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS), mostly derived from phagocytes
recruited to the airway mucosa, are well known to be important
culprits in the pathophysiology of various acute and chronic lung
inflammatory diseases, including acute lung injury, acute res-
piratory distress syndrome, asthma and chronic obstructive pul-
monary disease [1,2]. However, it is now also evident that non-
phagocytic cells, including airway and alveolar epithelial cells
(ECs), express oxidases capable of generating stimulus-induced
intermediate levels of ROS, such as superoxide anion (O,*~) and
hydrogen peroxide (H;0;) [3]. In the past decade, the concept of
‘redox biology” has been refined with an improved characteriza-
tion of the role of sub-toxic levels of ROS as a cellular switch for
signalling cascades in various physiological processes, including
cell proliferation, apoptosis and immune and pro-inflammatory
responses. Similar to the regulation of cellular functions by the
well-known phosphorylation/dephosphorylation processes, ROS
actions in the regulation of cellular signalling are generally me-

diated by reversible oxidative post-translational modifications
within specific target proteins [4]. This novel concept has led
to re-evaluation of the role of ROS in the lung and their contri-
bution to physiological responses.

An intensive area of investigation has been the identification
of the source of ROS in the lung and the family of NADPH
oxidase membrane enzymes has emerged as a major player in
this regard. In the late 1980s, the identification of gp91°*** {now
known as NADPH oxidase 2 (NOX2); reviewed in [5]} as the
NADPH oxidase responsible for the respiratory burst observed
in professional phagocytic cells (neutrophils, macrophages and
eosinophils) resulted from the study of the genetic defect caus-
ing chronic granulomatous disease (CGD), which is character-
ized by the failure to mount an effective innate defence against
bacteria and fungi resulting in life-threatening recurrent infec-
tions and formation of granulomas. The clinical picture is di-
verse with multiple organs involved, including gastrointestinal
(GI) tract, liver and skin, but the most commonly involved or-
gan is the lung [6,7]. Antibiotic-/antifungal-based prophylactic

Abbrevlations: AL|, air-liquid interface; CCL, CC chemokine ligand; CGD, chronic granulomatous disease; CXCL, CXC chemokine ligand; DUOX, dual oxidase; EC, epithelial cell; ENaC,

epithelial Na™ channel; GM-CSF, granulocyte macrophage-colony

iodous acid; 1AY, influenza virus; IFN, interferon; IL, interleukin; IRF, interferon-regulatory

ing factor; HOI, hyp

factor; ISG, interferon-stimulated gene; LPO, lactoperoxidase; MAVS, mitochondrial antiviral signalling protein; MCR monocyte chemoattractant protein; MDAS, melanoma-differentiation-
assoclated gene 5; NFx B, nuclear factor «B; NHBEC, normal human bronchial epithelial cell; NHNEC, normal human nasal epithelial cell; NOX, NADPH oxidase; OSCN™,
hypothiocyanate; RIGH, retinoic acid-inducible gene I; RLR, RIG--like receptor; ROS, reactive oxygen species; RSV, respiratary syncytial virus; RV, rhinovirus; SARS-CoV, severe acute
respiratory syndrome coronavirus; SeV, Sendai virus; STAT, signal transducer and activator of transcription; TLR, Tolklike receptor; TNF, tumour necrosis factor; TNFR, TNFa receptor;

STNFR1, soluble TNFR1: TACE, TNFa-converting enzyme; WT, wild-type.
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Table 1 Shared and specific characteristics of NOX/DUOX enzymes
Catalytic Protein Regulatory ROS Molecular features
subunit partner components detected
Shared Specific
NOX1/3 p22phox NOXA1, NOXO1, Rac 0"
NOX2 p22phox p47phox, p67phox, 0. « 6 transmembrane loops
p40phox, Rac « 2 haems
NOX4 p22phox H,0, « NADPH binding site
« FAD binding site
NOX5 ca? 0," « EF-hands
DUOX1 DUOXA1 Ca® H,0- * Additional
transmembrane loop
+ Extended extracellular
domain containing a
2+ peroxidase-like domain
DUOX2 DUOXA2 Ca H:0. « EF-hands

treatment has successfully transformed CGD from a disease
of early fatality to a manageable disease with a high survival
rate [6,7].

The phagocyte NADPH oxidase consists of a membrane
flavocytochrome bssz composed of NOX2 and the associated
P22 protein. Stimulus-dependent activation results in the
phosphorylation and subsequent Rac-dependent translocation of
cytosolic regulatory subunits, p47°"*, p677"* and p40#***, which
associate with the membrane subunits allowing electrons to trans-
fer from NADPH to FAD and ultimately reducing O, to generate
0,*" [5]. A number of mutations in this complex have been iden-
tified as causative for CGD. X-linked CGD results from muta-
tions in the genes encoding NOX2 (evbb gene). Less frequent
autosomal recessive forms of CGD involve mutations in p22°*
(cvba gene), p47H* (NCF1 gene), p6 77" (NCE2 gene) or p40Phes
(NCF4 gene) [5.6].

Until the identification of the first NOX2 homologue in 1999,
now known as NOX1, the prevailing idea was that NADPH oxi-
dase activity was restricted to professional phagocytes [8]. How-
ever, with the discovery of a total of six human homologues of
NOX2, NOX1-NOXS and dual oxidases (DUOX1 and DUOX2),
it is now clear that virtually all cell types, including airway and
alveolar ECs, express at least one of these isoforms. The NOX
family is involved in a large spectrum of functions ranging from
host defence, cell growth/death, thyroid hormone synthesis, an-
giogenesis and blood pressure [3,9]. Although the basic func-
tional principles are similar among the different family mem-
bers, such that all catalyse the reduction of O, by electrons trans-
ferred from NADPH, each NOX/DUOX exhibits specific mo-
lecular features that define their distinct regulatory mechanisms,
their association with regulatory subunits and their oxidant sub-
type production (summarized in Table 1 and reviewed in details
in [10,11]).

Over the past decade, increased characterization of
NOX/DUOX enzyme expression and function has revealed that

distinct non-phagocyte isoforms are also involved in host defence.
This function is not restricted to bacteria and fungus but also ex-
pands to a number of viruses, including the major respiratory
viruses influenza virus (IAV), respiratory syncytial virus (RSV)
and rhinovirus (RV). In the present paper, we review the current
knowledge of the role of NOX/DUOX enzymes expressed in ECs
along the respiratory tract in the host defence against respiratory
viruses.

EXPRESSION OF NOX/DUOX IN ECs ALONG
THE RESPIRATORY TRACT DURING
RESPIRATORY VIRUS INFECTION

Multiple NOX/DUOX isoforms are present at basal
levels in ECs

H,0; has long been shown to be present in exhaled breath con-
densate and airway/alveolar secretions and the contribution of
ECs to the release of H,0O; in the airway/alveolar lumen was
shown in ex vive culture of isolated rat alveolar ECs [3,12]. The
demonstration that ECs can produce ROS in response to a spe-
cific stimulation came later from the observation that the basal
rate of HyO; produced by guinea pig tracheal ECs cultured at
the air-liquid interface (ALT) can be enhanced following ex vivo
stimulation with PMA or platelet-activating factor (PAF) [13].
Since then, various studies have demonstrated that ECs along the
respiratory tract, including nasal, airways and alveolar epithe-
lium, are capable of producing ROS in response to various cell
stimulations [3]. In this regard, the role of NOX/DUOX enzymes
has started to attract much attention.

The most prevalent NADPH oxidase transcripts found in ECs
in the different sections of the respiratory tract are DUOX1 and
DUOX2. DUOX mRNA and protein expression are detected in
primary normal human nasal epithelial cells (NHNECs) [14,15],

© The Authors Journal compilation © 2015 Biochemical Society



Lung epithelial NOX/DUOX and

y virus

in ECs isolated from human or mouse trachea and bronchi cul-
tured in submerged conditions or differentiated ex vivo by culture
in ALI [16-18] and in human type 2 alveolar ECs [19]. Although
present at lower levels, transcripts for NOX1, NOX2, NOX4 and
NOXS isoforms are expressed in primary human tracheal ECs
[16]. NOXI mRNA has been detected in murine type 2 alveolar
ECs [20]. The expression of NOXI protein in murine alveolar
ECs was confirmed by immunofluorescence staining of mouse
lung sections [21]. In contrast, analysis of type 1 and type 2 alve-
olar ECs isolated from male Sprague—Dawley rats showed NOX2
protein expression in both cell types, with a substantially higher
expression level in type 1 cells, accompanied by the detection of
p227%* and the regulatory subunits p477%* and p677# [22]. Ex-
pression of the NOX2 transcripts and protein was also reported
in primary normal human bronchial epithelial cells (NHBECs)
[23.24]. Further detailed studies will be required to determine
whether NOX/DUOX isoforms expression in ECs along the res-
piratory tract is dependent on cellular subtype and species.

The expression of NOX/DUOX isoforms has also been widely
studied in various cell lines including A549 adenocarcinomic
human alveolar basal cells, Calu-3 human sub-bronchial serous
gland cells, hTE human tracheal ECs, NCI-H292 human pul-
monary mucoepidermoid carcinoma cells and HBEI immortal-
ized human bronchial ECs. Although these studies confirmed the
overall expression of DUOX1/DUOX2 and of NOX1, NOX2,
NOX4 and NOX35, they also highlight significant discrepancies
between cell lines that should be taken into account for functional
NOX analysis [16,23,25-28].

Inducible expression of DUOX2 during respiratory
virus Infection

Analysis of NOX/DUOX expression in airway and alveolar ECs
subjected to respiratory virus infection provided the first hint of a
role for DUOX2 in the host antiviral response. The initial obser-
vation that epithelial DUOX2 transcripts were inducible in condi-
tions of viral infection was made in human primary tracheobron-
chial ECs stimulated with poly (I:C), a mimetic of viral dsRNA
widely used to study the response to virus sensing or infec-
ted with the non-segmented positive-sense ssRNA picornavirus
RV B [29]. Further studies have demonstrated that DUOX2 ex-
pression, at both transcript and protein levels, is also observed in
response to non-segmented negative-sense ssRNA paramyxovir-
uses, Sendai virus (SeV) and RSV in A549 cells, polarized Calu-3
cells and NHBECs [25]. Infection with negative-sense ssRNA or-
thomyxovirus AV also induces DUOX2 transcripts and protein
levels in polarized NHBECs, to an extent that depends on the
strain. Infection with the IAV Texas/36/1991 (HIN1) strain led
to a robust increase in DUOX2 expression, whereas JAV Wyom-
ing/3/2003 (H3N2) induced DUOX2 expression to a lower level
[24]. In agreement with the now well-characterized bi-directional
promoter that concomitantly transcribes DUOX2 and DUOXA2
[30,31], DUOXA2 mRNA transcript levels were also induced in
response to SeV and TAV [24,25]. In contrast with a clear pattern
of DUOX2 induction in the various respiratory virus infections
assessed to date, the analysis of DUOX expression revealed dis-
tinct profiles. Although DUOXT mRNA levels were unchanged
following poly (I:C) stimulation or infection by RV1B in human
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primary tracheobronchial ECs, DUOX1 mRNA and protein ex-
pression levels were down-regulated by both IAV Texas/36/1991
(HINT1) and Wyoming/3/2003 (H3N2) [AV strains, with H3N2
virus inducing a more pronounced effect [24,29] (Figure 1).
The observation that DUOX2 induction in response to virus
infection is dependent on virus replication [24,25] is con-
sistent with the described induction of DUOX2 by the auto-
crine/paracrine action of virus-induced cytokines [24,25]. Se-
cretion of antiviral and pro-inflammatory cytokines is a hall-
mark of the early innate immune response in ECs that contribute
to the early elimination and limit the progression of the infec-
tion in the airway mucosa. This cytokine response is initiated
by the recognition of RNA moieties that contain highly con-
served ‘molecular signatures’ produced upon viral replication by
a heterogeneous group of pattern recognition receptors, includ-
ing the Toll-like receptors (TLRs) and the cytosolic retinoic acid-
inducible gene I (RIG-I)-like receptors (RLRs) [32.33]. Sensing
of ssRNA viruses in airway/alveolar ECs is mainly mediated by
RIG-I and melanoma-differentiation-associated gene 5 (MDAS)
members of the RLRs family. Upon nucleic-acid sensing, mul-
tiple downstream signalling pathways are engaged that ultimately
induce the expression of antiviral and pro-inflammatory cytokine
and chemokine genes [34.35] (Figure 1). Analysis of the ap-
ical and basolateral media of differentiated NHBECs provided
a broad profile of the cytokines and chemokines secreted in re-
sponse to IAV and RSV. The main antiviral cytokines secreted
by ECs are type I (@/B) and type III (1) interferons (IFNs)
[36]. Recently, conditional reporter mice that express luciferase
exclusively in defined cell types were used to confirm that
ECs, together with lung macrophages, are the main source of
IFNB in IAV-infected lung in vive [37]. ECs also secrete mul-
tiple pro-inflammatory cytokines and chemokines including,
but not restricted to, tumour necrosis factor (TNF) «, inter-
leukin (TL)-1ee, CXC chemokine ligand (CXCL) 8 (IL-8), CC
chemokine ligand (CCL) 2 [monocyte chemoattractant protein
(MCP)-1], CCL3 [macrophage inflammatory protein (MIP)-1e],
CCLS5 [regulated upon activation normal T-cell expressed and
presumably secreted (RANTES)] and granulocyte/macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF) [36]. Molecular analysis
revealed that, unlike typical IFN-stimulated genes (ISGs), [IFNfg
is not sufficient to trigger induction of DUOX2 and DUOXA2
expression in airway/alveolar ECs. Rather, co-stimulation with
IFNS and another pro-inflammatory cytokine is required. [FNg
and TNFa co-stimulation is known to trigger a delayed an-
tiviral response [38] and it was demonstrated that it induces
DUOX2/DUOXA2 expression in A549 cells and NHBECs (Fig-
ure 1) [25]. The signalling cascade engaged downstream of
this specific cytokines co-stimulation is still sparsely charac-
terized, but DUOX2 expression was found to be mediated by
a non-canonical signal transducer and activator of transcrip-
tion (STAT) 2- and IFN-regulatory factor (IRF)-9-dependent,
but STATI-independent, pathway that requires tyrosine kinase
2 (Tyk2)-dependent STAT2 phosphorylation [25]. Later stud-
ies revealed that IFNA/IL-18 co-stimulation also triggers sig-
nificant levels of DUOX2/DUOXA2 expression in polarized
NHBECs, but the pathway responsible for this induction remains
unknown [24]. Importantly, silencing of TNF« receptor (TNFR)
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Figure1 Regulation of DUOX exp ion during resp y viral infection in ECs of the respiratory tract

Infection of ECs by respiratory viruses, such as SeV, RSV, IAV or RV trigger the secretion of antiviral and pro-inflammat-
ory cytokines, including IFNB and TNFe. Binding of IFNS to its cognate receptor activates the classical Janus kinase
(JAK)/STAT antiviral pathway mediated by the ISGF3 (IFN-stimulated gene factor 3) transcription factor complex that tran-
scribes numerous ISGs encoding proteins with antiviral activities. Additionally, the synergism between IFNg and TNFo
induces late DUOX2 and DUOXAZ transcripts (transcribed from the same bi-directional promoter) through a non-canonical
STATl-independent antiviral signalling pathway. The co-stimulation with IFNS and IL-18 and the stimulation by IFNy alone
also induce DUOX2/DUOXA2 expression by a pathway that remains to be determined. IFNA and TNFe secreted upon
viral infection in ECs are sufficient to trigger DUOX2/DUOXA2, but all cytokines responsible for DUOX2/DUOXA2 induction
in ECs could also be secreted by immune cells attracted to and activated in the lung following infection. Viruses have
evolved multiple mechanisms to counteract the host response. IAV infection was shown to down-regulate DUOX1 levels.
Additionally, RSV was shown to interfere with DUOX2 induction. Analysis of DUOX localization in pulmonary ECs revealed

that DUOX proteins are located at the apical plasma membrane, but also in nuclear speckles.

or type 1 IFN receptor subunit (IFNAR1) in A549 cells impaired
paramyxovirus-induced DUOX2/DUOXA2 expression, thus
strongly supporting that IFNS and TNFe derived from infected
ECs are responsible for the induction [25]. This shows that the
early infection of ECs is sufficient to induce DUOX2/DUOXA2
expression. However, it also supports the possibility that immune
cells recruited to the lung while the infection progresses, such
as plasmacytoid dendritic cells (pDCs) and macrophages that
produce high levels of IFNA, TNF« and IL-18, could further
enhance the induction of epithelial DUOX2. Cytokines secreted
by immune cells also include IFNy, which was shown to trigger
DUOX2 induction in tracheobronchial ECs [29] (Figure 1).
Consistent with the induced expression of DUOX2/DUOXA2,
increased extracellular H,O, release measured using the ho-
movanilic acid (HVA)-based fluorimetric assay, is observed
in A549 and polarized NHBECs following virus infection or
IFNA/TNFa cytokine co-stimulation [24,25]. Of note, increased
intracellular Ca®* concentrations via inhibition of the sarco-
plasmic/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCA) pump

with thapsigargin was required for the induction of detectable
levels of H,0; in polarized NHBECs infected with IAV HINI
[24]. Whereas siRNA-mediated silencing of DUOX2 in A549
cells demonstrated that DUOX2 was responsible for extracellu-
lar H,O; induction upon IFNA/TNFw cytokine co-stimulation
[25], contribution of DUOX2 to extracellular H,O, release from
TAV HINI-infected polarized NHBECs remains to be clearly
demonstrated. This extracellular release of H,O; in conditions
of viral infection is consistent with the observation that DUOX2
and DUOXA2 are present as stable functional complexes de-
tectable at the apical plasma membrane of ECs [3,16,39.40]. In
addition to extracellular H,Os release, lentivirus-based shRNA-
mediated knockdown of DUOX2 revealed that DUOX2, together
with mitochondria, significantly contributes to the intracellular
production of H,0, as measured by dihydrodichlorofluorescein
diacetate (DCF-DA) fluorescence in NHNECs infected with the
TAV A/WSN/33 (HIN1) strain [15]. This might reflect DUOX2
localization in intracellular membranes or in AV HIN1-induced
nuclear speckles adjacent to sites of RNA processing [24,40].
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ROLE OF EPITHELIAL NOX/DUOX IN THE
MUCOSAL HOST IMMUNE DEFENCE

The pseudostratified epithelium lining the respiratory tract is
central to the multiple defence mechanisms that protect the air-
ways and alveoli from the continuous exposure to invading patho-
gens. The epithelium constitutes the very first physical barrier
erected against airborne pathogens shielding the host from the
infection. Apical cilia of ECs and secreted mucus are responsible
for the mucociliary escalator that facilitates mechanical clear-
ance of the pathogens. Importantly, as mentioned above, ECs are
equally equipped for detecting pathogens and mounting the earli-
est elements of the innate arm of host defence via secretion of
antimicrobial compounds, including proteins and peptides, and
through the secretion of cytokines and chemokines that not only
limit viral replication and spreading, but also alarm the immune
system of the infection. The distribution of NOX/DUOX in ECs
along the respiratory tract has led to the study of their role in
the host defence to virus infections. Current results have led to a
picture in which DUOX2, NOX2 and NOX1 are involved in the
regulation of various aspects of the antiviral response mounted
by ECs, as detailed below.

Antiviral functions of DUOX2

The first demonstration of a role for DUOX2-derived ROS in the
antiviral host defence came from the observation that silencing
of DUOX2 in A549 cells or NHBECs significantly impairs estab-
lishment of an efficient antiviral response induced by SeV or by
[FNA/TNFa co-stimulation [25]. Additional studies showed that
shRNA-mediated knockdown of DUOX2 in NHNECsS results in
highly increased TAV A/WSN/33 (HIN1) titres [15]. Treatment of
polarized NHBECs with the previously recognized NOX1/NOX4
inhibitor GKT136901 was shown to abolish thapsigargin-induced
H,0; release, indicative of inhibition of DUOX1/DUOX2 activ-
ity. GKT136901 treatment of polarized NHBECs enhanced [AV
A/Texas/36/1991 (HIN1) replication [24]. Confirmation of the
role of epithelial DUOX isoforms in the antiviral response in vivo
is biased since mice deficient in DUOX activities suffer from
severe hypothyroidism [41]. Moreover, DUOX expression pat-
tern and virus-induced DUOX isoforms up-regulation differ in
the lung of mice compared with humans [24]. However, use
of intranasal siRNA to knockdown both DUOX1 and DUOX2 in
C57BL/6] mice before infection with the pathogenic clinical isol-
ate of 2009 pandemic HHO5 (HIN1) IAV yielded increased virus
titre compared with control siRNA-treated mice [24]. Taken to-
gether with the in vitro and ex vivo studies described above, this
work strongly supports a key role for DUOX2 in the overall air-
way antiviral defence in vivo. Possible mechanisms of DUOX2-
dependent antiviral function have been highlighted as outlined
below.

The cytokine/chemokine response is a major determinant
of the elimination or progression of respiratory virus infec-
tions. Antiviral cytokines restrict virus replication, whereas pro-
inflammatory cytokines and chemokines contribute to the re-
cruitment and activation of leucocytes in the airway mucosa and
thereby orchestrate the development of an appropriate adaptive
immune response. This cytokine response is tightly regulated and

Review Article

evidence supports a role of epithelial DUOX2 in various steps of
this regulation. First, analysis of cytokine levels produced by
ECs in response to SeV or IAV infection in two independent
studies revealed that the role of DUOX2 in restricting virus rep-
lication is at least, in part, attributable to the requirement of
DUOX2-dependent H,O, production for the sustained produc-
tion of IFNS and IFNA [15,25]. However, discrepancies have been
reported concerning the underlying mechanism. Indeed, DUOX2
was found to regulate IFNA at the mRNA level during IAV infec-
tion of NHNECs, but IFNA/A mRNA levels remained steady in
A549 cells and NHBECs infected with SeV [15,25] (Figure 2). A
second observation supports a role of DUOX2 in the regulation
of cytokine production. DUOX2 is required for nuclear factor
«B (NF-xB) activation and subsequent IL-8 expression, in re-
sponse to flagellin-induced TLRS signalling in NHNECs cells.
In this same study, challenge of DUOX2 knockout mice with fla-
gellin revealed that DUOX2 influences the expression of various
cytokines and chemokines as well as IFN-related genes culmin-
ating in a decreased neutrophil infiltration [42]. Although the
latter report strongly supports DUOX2-dependent expression of
NF-«B-regulated pro-inflammatory cytokines, this remains to be
demonstrated in ECs infected with respiratory viruses. Altern-
atively, epithelial DUOX2 might also modulate virus-induced
inflammation through the regulation of a disintegrin and metal-
loproteinase 17 (ADAM17), also known as TNF«-converting
enzyme (TACE). TACE is a membrane-bound enzyme respons-
ible for the shedding of cytokines or their respective receptors,
including TNFe, TNFR1 and IL-6 [43]. Stimulation of NCI-
H292 ECs and primary human small airway EC (SAECs) us-
ing poly (I:C) to engage TLR3 results in the TACE-dependent
release of the 34 kDa soluble TNFR1 (sTNFR1) that binds to
and sequesters TNFe to modulate its bioactivity [44] (Figure 2).
sTNFRI shedding is mediated via activation of a TLR3-Toll/IL-
1 receptor domain-containing adaptor protein inducing IFNg-
related adaptor molecule (TRIF)-RIP1 signalling cascade and is
dependent on DUOX2-mediated H,O; production [44]. DUOX1
was also attributed an important role in TACE activation fol-
lowing PMA, human neutrophil elastase or lipopolysaccharide
(LPS) stimulation of airway ECs [28.,45]. However, the contribu-
tion of DUOX 1-mediated TACE activation in the context of virus
infections remains to be evaluated.

Besides the cytokine response, epithelial DUOX2 might also
contribute to the antiviral response through the regulation of the
antimicrobial activity in the lumen of the airways. Lactoperoxi-
dase (LPO) secreted in the airway lumen by submucosal glands
and surface goblet cells utilizes H,O; and thiocyanite (SCN™)
to form the bactericidal compound hypothiocyanate (OSCN™)
[46-48]. DUOX-derived H,0O, contributes to this LPO/OSCN~
defence mechanism [17,18,49,50]. The importance of DUOX
enzymes in this system is also demonstrated by the capacity of
Pseudomonas aeruginosa, an important aetiologic agent in cystic
fibrosis, to subvert killing by the LPO/OSCN™ system through
inhibition of DUOX up-regulation and activity via the virulence
factor pyocyanin [51]. Few studies have approached the question
of whether this oxidative defence system is also active against
respiratory viruses and participates in the antiviral defence of
the airways. In a cell-free assay, OSCN™ inhibits RSV and the
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Figure 2 Antiviral functions of DUOX2

Virus- or cytokine-induced DUOX2-dependent Hz0; production in ECs is
associated with different functions that play a role in the antiviral and
pro-inflammatory responses to respiratory virus infections. Viral nucleic
acid sensing is ensured by the RIG| and MDA5 cytosolic receptors
and the TLR3 that mediate activation of NF-« B and IRF-3 transcription
factors that transcribe genes encoding for antiviral IFNA and IFNA. First,
DUOX2-dependent H, 05 is required to sustain the IFNA and IFN. levels
at the late stage of infection, but it is unclear whether regulation occurs
at the mRNA or protein levels. In addition, activation of TLR3 using the
viral mimetic poly (I:C) revealed that DUOX2-dependent H,0; positively
regulates the activity of the TACE that is involved in the shedding of the
TNFR1 to generate sTNFR1 thereby down-regulating the inflammatory
response. Solid lines represent reported mechanistic links, whereas
dotted lines indicate potential mechanistic links that have not yet been
fully demonstrated.

pandemic [AV A/California/2009 (HINI) strain infectivity
[52,53]. Virucidal activity against RSV was found to be pH-
dependent, with OSCN™ being effective at pH 6, but not at neutral
pH [53]. However, a more recent study concluded that hypoiod-
ous acid (HOI), an alternative end-product generated by LPO
through the use of iodide as a substrate, but not OSCN™, pos-
sesses antiviral properties against adenovirus or RSV [54]. HOI
exhibited significant virucidal activity against adenovirus at pH
between 6 and 8, whereas a pH between 6 and 6.5 was required
for virucidal activity against RSV. Additionally, supplementation
of well-differentiated primary porcine airway ECs with LPO and
sodium iodide abrogated infection by adenovirus or RSV [54].
The pH required for effectiveness of this LPO-dependent an-
tiviral activity is consistent with the pH of the airway surface
liquid being slightly acidic [55] and in this regard DUOX activity
might contribute to H* secretion into the airways and acidifica-

tion of the airway lumen [16]. In conclusion, although the afore-
mentioned studies indicate a potential antiviral role for DUOX2
through an LPO-dependent mechanism, the physiological relev-
ance of this mucosal oxidative antiviral defence remains to be
demonstrated.

Epithelial NOX2 is essential for the capacity of ECs
to mount an antiviral host defence

The central importance of NOX2 expressed in phagocytes to
innate host defence is clearly illustrated in the CGD condi-
tion characterized by severe and recurrent bacteria and fungi
infections as a result of defective innate defence (reviewed in
[5]). Patients with CGD are considered to have a normal im-
munity against viruses, although susceptibility to severe RSV
infection was reported [56]. As described above, expression
of NOX2 in ECs along the respiratory tract has only been re-
cently described, but the limited understanding of its func-
tion in these cells points to an important role in antiviral
defence.

The role of NOX2 in the host defence against respiratory vir-
uses was first reported in the context of IAV infection of NOX2
knockout mice. Two independent studies concluded that the ab-
sence of NOX2 increases IAV A/X-31 (H3N2) clearance reduces
lung damage and improves lung function, but they diverge regard-
ing the affect of NOX2 on lung inflammation [57,58] (Table 2). In
the study by Snelgrove et al. [57], the lack of functional NOX2 in
C57BL/6 Cybb tml mice [59] paradoxically resulted in an in-
creased inflammatory infiltrate, consisting of macrophages, neut-
rophils and Thl-skewed T-cells that is restricted to the airways.
In contrast, the lung parenchyma inflammatory infiltration was
reduced [57]. On the other hand, Vlahos et al. [58] reported
that male NOX2~% C57BL/6 mice infected with IAV exhibit de-
creased MCP-1 levels and reduced airway inflammation due to
decreased infiltration of macrophages. This decrease in macro-
phages probably contributes to the observed decreased levels of
lung peroxinitrite as [AV was shown to enhance NOX2-dependent
ROS production in macrophages [60]. Although Snelgrove et al.
[57] proposed that decreased virus titre was due to the increased
macrophage numbers in the airways of NOX2 Cybb tml mice
presumably clearing the virus, the study by Vlahos et al. [58] re-
ported a reduction in macrophages in the NOX2~% lungs, which
is thus unlikely to explain the observed reduction in virus titres in
this model [57,58]. These divergences could be due to either the
different genetic backgrounds of the mice and/or the viral doses
used (Table 2). Mice harbouring a mutation in the NCF! gene en-
coding p4774" (B10.Q.NgfI™ ™) exhibit highly reduced p4 77
expression and undetectable ROS response. These mice exhibit
decreased severity of HSN1-mediated acute lung injury, which is
associated with an impaired production of oxidized phospholipids
that induce cytokine expression through a TLR4-dependent path-
way [61] (Table 2). This observation further supports a role for
NOX2 in IAV-induced inflammation [61]. A major limitation of
the different mouse models used in these studies (Table 2) is that
they could not distinguish the function of NOX2 in phagocytic
cells compared with ECs. Assessing this aspect in vivo is await-
ing lung epithelial-specific NOX2 knockout models. Meanwhile,
in vitro and ex vivo infections of A549 cells and NHBECs has
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Table 2 Ph type of mice deficient in NOX activity subjected to IAV infection
Mouse Cybb tm1 (X-CGD) Male NOX2 ™ B10.Q.Nert ™™ | Male Nox1
model NOX2"'C57BL/6 C57BL/6 (p47phox™) C57BL/6
1AV strain - | A X31 (H3N2) - A X31 (H3N2) - Alck/Yamaguchi A X31 (H3N2) -
dose | 50 HAU 10* pfu 7/04 H5N1 10* pfu
Phenotype « Improved lung function . E‘g::eagg‘if““
D | ' d
» Decreased lung damage CCL3, OXOI2,
» Increased viral clearance TNFa, IL-1p
« Increased airway « Decreased | '« Decreased lung :“d IL-6 fat day
inflammatory inflammatory oedema post-infection
infiltrate bronchial,
(neutrophils, peribronchial, « Decreased » Enhanced
macrophages, Thi- airways infiltrate oxidized neutrophilia at
T lymphocytes) (macrophages) phospholipids day 3 post-
infection
+ Decreased lung + Decreased MCP-
parenchyma 1 » Greater
infiltration perlbronchlal
« Increased IL-1p inflammation
and alveolitis

Increased TNFa, IL-
6, MCP-1, IL-12 .

+ Decreased

Decreased lung
peroxynitrite

¢ Increased lung
oxidative stress

alveolar cells

apoptosis

References = [57] (58]

[61] [21]

started to decipher the specific involvement of epithelial NOX2 in
response to virus infection. That silencing of NOX2 in A549
cells yielded an increase in SeV replication underlines the im-
portance of NOX2 in the capacity of ECs to mount an antiviral
response [62]. Further mechanistic analysis unveiled a central
role of basal NOX2 activity in the potent mRNA and protein
expression of the central adaptor MAVS (mitochondrial antiviral
signalling protein) that mediates the innate immune response
downstream of RIG-I [62]. Thereby, NOX2 regulates SeV- and
RSV-dependent inhibitor of NF-«B kinase 8 (IKKf) and TNF-
associated factor-associated NF-xB activator-binding kinase 1
(TBK1) kinase activities acting upstream of NF-«B and IRF-
3 for pro-inflammatory and antiviral cytokines TNFw, CCLS
and IFNB expression [23,62,63] (Figure 3). Although NOX2
was mainly detected in the cytoplasmic fraction of NHBECs
[24]. NOX2 was also found located at the luminal surface of
alveolar, mainly type 1, ECs [22]. Extracellular O,*~ release
was found to be essential for basal and epidermal growth factor
(EGF)-induced epithelial Na* channel (ENaC) activity [22,64].
ENaC ensures Na® absorption in the airways and is thereby crit-
ical for controlling fluid homoeostasis for proper luminal space
moisture essential for the efficient protection of the airway mu-
cosa [65]. Several viruses, RSV, IAV and severe acute respirat-
ory syndrome coronavirus (SARS-CoV), inhibit ENaC function
thus leading to reduced alveolar fluid clearance contributing to
lung oedema formation [66-68]. Whether this is related to an

affect of these viruses on epithelial NOX2 activity remains to be
determined.

Role of epithelial NOX1 in the pro-inflammatory
response to virus infection

The role of NOX1 in the host response to virus infection has
been evaluated in vive using NOX 1~ mice [21]. Infection of
NOX1~* mice with X-31 [AV strain resulted in a transient in-
crease in the lung pro-inflammatory cytokines GM-CSF, CCL2,
CCL3, CXCL2, TNFa, IL-18 and IL-6 mRNA expression at an
early stage (day 3) of the infection compared with wild-type (WT)
mice. By contrast, at a later stage of infection (day 7), the levels
of CCL2, CCL3, CXCL2, IFNy and IL-10 were significantly
lower in NOX1~¥ mice compared with WT control, whereas IL-
18, IL-6, TNFor and GM-CSF were comparable. The transient
increase in pro-inflammatory cytokines expression at day 3 was
associated with enhanced neutrophilia. Moreover, IAV-infected
NOXI1~ mice exhibited greater peribronchial inflammation and
alveolitis at both day 3 and day 7. However, the viral titre was sim-
ilar to WT and NOX 1~ mice [21]. Although this study provides
evidence of a protective role of NOX1 toward virus-induced in-
flammation in the early phase of infection, a direct link between
NOX1-derived ROS and this phenotype cannot be fully con-
cluded. Indeed, an unexpected increase in lung oxidative stress,
together with NOX2-dependent inflammatory cell ROS produc-
tion, was observed in IAV infected NOX 1~ mice compared with
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Figure 3 Function of NOX2 in ECs in relation to respiratory virus
Infections

Basal NOX2-dependent O,*~ production is essential to regulate the ex-
pression of the MAVS, a central adaptor that co-ordinates the innate
immune response downstream of nucleic acid sensing by the RIG-| and
MDAS cytosolic pattern recognition receptors. Thus, NOX2-dependent
regulation of MAVS expression is essential to trigger the activation of
NF-«B and IRF-3 transcription factors that translocate to the nucleus
to transcribe genes encoding antiviral and pro-inflammatory cytokines.
Furthermore, NOX2 basal activity is also required for the activation of
the ENaC, which plays an important role in controlling fluid homoeo-
stasis in the lung. If and how viruses regulate NOX2 activity remains
to be determined. However, viruses, including RSV, 1AV and SARS-CoV,
have been shown to inhibit ENaC function thereby contributing to lung
oedema formation. Whether this is related to NOX2 activity modula-
tion remains unknown. Analysis of NOX2 localization in pulmonary ECs
revealed that NOX2 is present either at the apical plasma membrane
or in yet to be identified cytoplasmic membranes. Solid lines repres-
ent reported mechanistic links, whereas dotted lines indicate potential
mechanistic links that have not yet been fully demonstrated.

WT mice [21]. NOX1 is expressed in the lung epithelium, but
is also detected in endothelial cells [20,21]. Although the spe-
cific contribution of epithelial NOX1 in the phenotype observed
in vivo was not evaluated, the central role of ECs in the secre-
tion of pro-inflammatory cytokines during IAV infection [37]
strongly supports a major role of epithelial NOX1 in the mod-
ulation of the early cytokine wave that is increased in NOX™Y
mice. A major transcription factor involved in the expression of
pro-inflammatory cytokines is NF-x B. However, analysis of SeV-
induced NF-kB-dependent promoter activation in A549 cells
following knockdown of NOX1 by RNA interference failed to
establish a link between NOX1 and NF-« B activation [23].

ROLE OF NOX/DUOX IN EPITHELIAL
BARRIER INTEGRITY

In the respiratory mucosa, the intimate EC layer integrity and
permeability are ensured by cell-cell junctions, including tight
junctions and adherens junctions, which provide strong adhesion
to form a physical barrier against invading pathogens while pre-
serving communication between neighbouring cells. Respiratory
viral infections can injure the epithelium through cytotoxic ef-
fects, disruption of tight junctions or interference with epithelial
repair, causing a loss of integrity and protection that can be det-
rimental for the host [34].

Epithelial DUOX1 has a major implication in the process of
wound healing. DUOX 1-derived H, O, is critical for wound clos-
ure in human NCI-H292 and HBET1 cell lines and murine tracheal
ECs in vitro through the activation of the known mediator of EC
migration and wound responses epidermal growth factor receptor
(EGFR)[26.69-71]. DUOX1 is also critical for epithelium regen-
eration in vive in a murine model of epithelial injury induced by
naphthalene [70]. Interestingly, a study conducted in a zebrafish
model links DUOX-generated H,O, production at the site of the
wound to leucocyte recruitment, a necessary event for wound re-
pair. Wounded epithelium might thus use DUOX-derived H,0»
not only to activate its own repair programme, but also as a
second messenger for communication with the haematopoietic
compartment further contributing to the repair mechanisms [72].
Although the role of DUOXI in epithelium repair has not been
directly studied in the context of respiratory virus infections, the
observation that IAV inhibits DUOX]1 expression suggests that
this could be a factor contributing to IAV-induced epithelium
injury [24] (Figure 2).

In contrast with the positive contribution of epithelial DUOX1
to the airway epithelium integrity, NOX1 has an adverse effect on
epithelial barrier function. RV and poly (1:C) were shown to me-
diate disruption of the epithelial barrier function through dissoci-
ation of the tight junctions in polarized cultures of 16HBE140™
cells [73]. This virus-induced barrier disruption was blocked by
inhibitors of NOX activity, such as the Racl inhibitor NSC23766
or the generic flavoprotein inhibitor diphenyleneiodonium. Sim-
ilar results were obtained following interference with NOX1 ex-
pression suggesting a key role of NOX1 in this process [73].
Importantly, NOX1-dependent barrier disruption facilitates bac-
terial transmigration across polarized airway ECs, a major event
in the susceptibility to bacterial infections secondary to virus
infection [73].

CONCLUSIONS

The role of NOX/DUOX-derived ROS in the host response to
respiratory virus infections is an exciting emerging area of re-
search that has a strong potential to unveil opportunities for
therapeutic intervention. Improved therapeutic strategies are re-
quired for most respiratory viruses for which universal vaccine
is not available or development of resistance to antiviral is a con-
cern. Major advances have been made over the past decade that
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dramatically increased our knowledge with regards to the spe-
cific functions of each NOX/DUOX during respiratory virus in-
fections. From the recent evidence, a multi-faceted picture is
emerging in which individual isoforms mediate co-operative, but
surprisingly, also opposing roles in the regulation of the antiviral
and pro-inflammatory responses and in the control of the epi-
thelial barrier integrity. A key challenge will be to fully determ-
ine the cell-specific role of each NOX/DUOX isoforms in vivo.
Various isoforms are expressed in the ECs lining the respiratory
tract, which renders them primary sites from which to orchestrate
the host defence against respiratory viruses. Although animal
models do not faithfully reflect every mechanisms occurring in
humans, the field would highly benefit from the generation of
lung epithelial-specific conditional knockout mice.

The current observations have already built the case for the
inefficacy of global antioxidant strategies or generic approaches
that interfere with the overall ROS production. Indeed these
strategies would inhibit both detrimental and protective ROS-
dependent effects. Development of more refined strategies based
on the selective targeting of NOX/DUOX (reviewed in [74,75]) to
control specific aspects of the host response to virus infection are
needed. However, even if the specific targeting of NOX/DUOX
is achieved, such a strategy would have to be finely tuned to
target the harmful response, such as excessive pro-inflammatory
response, while sparing or enhancing the beneficial actions, such
as antiviral defence and protection of epithelium integrity. Given
the importance of ROS in a number of acute and chronic lung
diseases such as acute lung injury, asthma and chronic obstructive
pulmonary disease that are all exacerbated by virus infections, a
therapeutic strategy aimed at targeting specific NOX/DUOX may
prove efficient in a broad range of human respiratory health condi-
tions. However, the current knowledge of the role of NOX/DUOX
in the host defence against respiratory virus infections strongly
suggest that the patients under such therapy will need to be eval-
vated to ensure that they retain a sufficient capacity to mount a
protective innate antiviral defence.
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