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Résumé

Durant ces quatre derni¢res années, le champ de recherche concernant I’immunité
innée a grandement ét¢ influencé par la découverte des IKK-related kinases, TBK1 et IKKi,
deux kinases régulant 1’activité des facteurs de transcription IRF-3/IRF-7 et NF-kB. Les
kinases TBK1 and IKKi furent notamment démontrées comme étant responsables de la
phosphorylation en C-terminal de IRF-3. Toutefois, 1’identité des sites phosphoaccepteurs
ciblés par ces kinases restait un sujet de controverse. En combinant la spectrométrie de
masse aux essais de phosphorylation in vitro de His-IRF-3 par la kinase recombinante
TBKI1, nous démontrons que les sérines 396 et 402 sont directement phosphorylées par
cette kinase. Nos analyses biochimiques révélent également que la mutation S396A,
localisée dans le cluster II, abolit I’homodimérisation, 1’association a CBP et
I’accumulation nucléaire de IRF-3. De fagon intéressante, la mutation de la sérine 339,
impliquée dans la stabilité¢ de IRF-3, provoque également une perte d’association a CBP et
de la dimérisation du facteur de transcription sans toutefois affecter la transactivation des
geénes antiviraux en autant que la sérine 396 soit disponible pour accepter un événement de
phosphorylation. Nos expériences de complémentation de MEFs IRF-3 KO révelent la
présence d’un mécanisme compensatoire impliquant la sérine 339 et la sérine 396 dans
I’induction des IFN-stimulated genes (ISGs), ISG56 and ISG54. Globalement, les données
présentées dans cette étude nous ont permis de reconsidérer le modéle d’activation du

facteur de transcription IRF-3 actuellement proposé et d’y ajouter certaines subtilités.

TRAF3 est également un médiateur central impliqué dans 1’induction de la réponse
interféron de type 1. Cette fois, en couplant la spectrométrie de masse a la technique de
purification protéique par affinité, nous avons identifi¢ Sec16A et p115, deux protéines du
systtme de transport vésiculaire ER-Golgi, comme étant des nouveaux partenaires
protéiques de Flag-TRAF3. Nos expériences démontrent la localisation cellulaire de
TRAF3 au niveau du systeme de transport vésiculaire. De plus, la diminution des niveaux

d’expression de pl15 ou Secl6A provoque une redistribution cellulaire de TRAF3 et
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affecte la réponse interféron suivant une stimulation par de I’ARN double brin. Nos
résultats démontrent également une colocalisation de TRAF3 et TRADD au niveau du cis-
Golgi ainsi qu’une interaction avec la protéine du translocon Sec61p médiée par
I’intermédiaire de Sec5. De fagon générale, nos données suggérent que la localisation
cellulaire de TRAF3 au niveau des compartiments de transport vésiculaire est requise afin
d’obtenir une réponse antiviral optimale par la voie de signalisation cellulaire associée aux
RIG-I-like RNA helicases, RIG-I et MDAS5. Nos données appuient également le role
potentiel précédemment suggéré de I’exocyste dans 1’établissement d’une réponse

antivirale.

Mots-clés : Interféron, défense antivirale, IRF-3, TRAF3, phosphorylation



Abstract

Over the past four years, the field of the innate immune response has been highly
influenced by the discovery of the IkB kinase (IKK)-related kinases, TBK1 and IKKi,
which regulate the activity of IRF-3/IRF-7 and NF-«kB transcription factors. The IKK-
related kinases, TBK1 and IKKi, were recently shown to be responsible for the C-terminal
phosphorylation of IRF-3. However, the identity of the phosphoacceptor site(s) targeted by
these two kinases remains unclear. By combining mass spectrometry analysis to in vitro
kinase assays using full length His-IRF3 as a substrate, we have demonstrated that serine
402 and serine 396 were directly targeted by TBK1. Analysis of Ser/Thr to Ala mutants
revealed that S396A mutation, located in cluster II, abolished IRF-3 homodimerization,
CBP association and nuclear accumulation. Interestingly, mutation of serine 339, which is
involved in IRF-3 stability, also abrogated CBP association and dimerization without
affecting gene transactivation as long as serine 396 remained available for phosphorylation.
Complementation of MEFs IRF-3 KO also reveals a compensatory mechanism of serine
339 and serine 396 in the ability of IRF-3 to induce IFN-stimulated genes (ISGs) ISG56
and ISG54 expression. These data lead us to reconsider the current model of IRF-3

activation.

TRAF3 is also a central mediator that is important for inducing type I interferon
production in response to intracellular double-stranded RNA. By combining Flag-Affinity
purification using Flag-TRAF3 as a bait to mass spectrometry, we have identified Sec16A
and pl15, two proteins of the ER-to-Golgi vesicular transport system, as novel TRAF3
interactors. We found that TRAF3 localizes to the ER-to-Golgi vesicular pathway and
behaves like a cis-Golgi protein. Depletion of pl115 or Secl6A disrupts the cis-Golgi
cellular localization of TRAF3 and affects type I Interferon response following double-
stranded RNA treatment. Furthermore, we demonstrate that TRAF3 colocalizes with
TRADD at the cis-Golgi and also interacts with the translocon protein Sec61p in a Sec5
dependent manner. Together, our data suggest that the cellular localization of TRAF3 to the

ER-to-Golgi transport compartments is required for an optimal RIG-I-like Helicases
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(RLH)-Cardif-dependent antiviral immune response. Our findings also highlight the

potential role of the exocyst in the innate immune response.

Keywords : Interferon, antiviral state, IRF-3, TRAF3, phosphorylation
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Introduction

Durant ces derniéres années, la recherche sur la réponse immunitaire innée a
grandement été influencée par la découverte de molécules importantes impliquées dans la
régulation de la réponse interféron et de I’inflammation. Ces recherches ont notamment
permis d’établir un lien direct entre certaines de ces molécules pro-inflammatoires et le
processus d’oncogeneése. Les liens moléculaires entre I’inflammation chronique et le cancer
ont donc finalement commencé a émerger depuis peu, et ce, méme si Rudolph Virchow
avait déja proposé cette association au début du 20° siécle. Afin de bien comprendre
I’importance de ces nouveaux médiateurs de signalisation intracellulaire, j’ai séparé
I’introduction de cette thése en deux parties. Les différentes protéines impliquées dans la
signalisation cellulaire de la réponse immunitaire innée seront d’abord discutées en
fonction de leur implication dans I’établissement d’un état de défense contre les pathogénes
(Chapitre 1). Elles seront ensuite abordées quant a leur contribution potentielle dans le

processus d’oncogenese (Chapitre 2).



Chapitre 1. La réponse immunitaire innée

Vivant dans un monde abondamment peuplé de divers microorganismes
pathogenes, ’homme est constamment exposé a certaines menaces pouvant affectées ses
mécanismes d’homéostasie corporelle. Ces différents microorganismes pathogenes
possédent une grande variété de mécanismes pouvant contrdler leur réplication et leur
propagation. Ces derniers sont donc grandement susceptibles de perturber les fonctions
normales de I’hote. Au cours de 1’évolution, les mammiféres ont toutefois réussi a
développer un systéme immunitaire complexe leur permettant de contrdler et éliminer ces
pathogenes. L’homme utilise notamment deux types de mécanismes de défense : la réponse
immunitaire innée et la réponse immunitaire adaptative. Ces deux mécanismes sont tres
différents tout en étant intimement reliés. Ils reposent tous les deux sur leur capacité de
pouvoir distinguer les antigénes du soi (de 1’hote) et du non-soi (étrangers). Bien
qu’importante, la réponse immunitaire adaptative ne sera toutefois pas discutée davantage
dans cette thése. Par contre, la réponse immunitaire innée, premicre ligne de protection
contre les pathogénes envahissants, sera détaillée minutieusement afin de pouvoir
démontrer sa complexité et son importance. Cette derniere implique I’induction d’une
panoplie de génes ayant comme fonction de limiter la propagation des pathogenes. Parmi
ceux-ci, nous y retrouvons notamment les interférons de type I (Honda et al, 2006). Les
interférons de type III sont également important dans cette premicre ligne de défense, mais

ils ne seront pas davantage détaillés (Ank et al, 2009)



1.1 La réponse interféron de type I

Les interférons (IFNs) de type I ont été identifiés dans les années 1950 comme étant
des cytokines antivirales sécrétées par les cellules infectées par un virus (Isaacs &
Lindenmann, 1957; Nagano & Kojima, 1954). Chez les mammiferes, les IFNs de type |
englobent au moins dix membres de la famille IFN-a, I’'TFN-B, I'IFN-¢, I'IFN-«, 'IFN-o et
I’IFN-t (Roberts et al, 1998). Toutefois, 'IFN-a et I'IFN-B sont les deux principaux

médiateurs de la défense contre les pathogénes.

A Early events B Secondary events

rece ptor

Amplification

S0 Q of type I IFNs
c82) . |EN-at & [ IFN-

— RANTES, IL-15

[T PKR, MxA, OAS, ISGs

Figure 1. Réponse interféron de type I

En réponse a une infection virale, plusieurs voies de signalisation sont activées et ménent ultimement a
I’activation de facteur de transcription régulant les génes précoces responsables de la défense antivirale, dont
les IFNs de type I. Une fois sécrétés, les IFNs interagissent avec leur récepteur a la surface des cellules
avoisinantes afin d’induire la voie JAK/STAT menant a I’activation du complexe ISGF3 et la production de
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IRF-7. Suivant une infection virale, IRF-3 et IRF-7 contribuent a I’expression et ’amplification de la
réponse IFN tout en induisant des geénes tardifs de la réponse antivirale, dont les ISGs, ADAR, GBP, 2°,5’-
OAS, PKR et RANTES. Figure adaptée de (Grandvaux et al, 2002b).

1.1.1 Signalisation par les IFNs de type I et induction des génes cibles : un

survol

Chez les eucaryotes, la compréhension de la régulation transcriptionnelle des génes
représente un des défis les plus importants de la biologie moléculaire moderne. Le but
principal partagé par les chercheurs oeuvrant dans ce domaine est de comprendre comment
la cellule parvient a utiliser un nombre si limité de facteurs de transcription pour contrdler

étroitement un profil d’expression génique global (Ptashne, 2005).

Au niveau de la régulation transcriptionnelle, 1I’expression du géne de I'IFNJ est un
des exemples les plus caractérisés chez les mammiferes. La cellule utilise trois familles de
facteurs de transcription pour amorcer la transcription du geéne IFNP : Nuclear Factor
kappa B (NF-kB), Interferon Regulatory Factor (IRF)-3/IRF-7 et Activation Transcription
Factor 2 (ATF2)/c-Jun. Ces trois protéines doivent étre présentes avant I’infection et
requi¢rent d’importantes modifications post-traductionnelles afin d’induire la réponse IFN
(voir Figure 1). Ce sujet sera d’ailleurs approfondi tout au cours des différentes sections de
cette thése. De plus, une emphase particuliére sera accordée au facteur de transcription IRF-
3 (voir section 1.3). L’expression des IFNs de type I est régulée par des voies de
signalisation activées par les Pattern Recognition Receptors (PRRs). Ces derniers
reconnaissent certains pathogen-associated molecular patterns (PAMPSs) qui sont propres

aux différents microorganismes (voir section 1.2).
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De fagon générale, NF-kB est retenu dans le cytoplasme par son association
avec inhibitors of kB a (IkBa), un membre de la famille des protéines inhibitrices de NF-
kB. Suivant une infection, IkBa est phosphorylé par le complexe kinase IkB (IKK) sur des
résidus sérines spécifiques. Cette phosphorylation induit la dégradation de IkBa par le
protéasome et permet ainsi la translocation de NF-kB au noyau (Gilmore, 2006). IRF-3 est
exprimé constitutivement dans plusieurs types cellulaires et sa phosphorylation en C-
terminal entraine un changement conformationnel de la protéine permettant son
homodimérisation ainsi que sa translocation nucléaire (Honda et al, 2005b). ATF2/c-Jun est
déja localisé dans le noyau, mais ce dernier est incapable d’induire la transcription sans que
son domaine d’activation soit phosphorylé via la voie de signalisation des Mitogen
activated protein (MAP) Kinases (MAPK) (Chinenov & Kerppola, 2001). En somme,
I’infection virale provoque ’activation de différentes cascades de signalisation et induit
ainsi plusieurs modifications post-traductionnelles permettant I’assemblage des facteurs de
transcription NF-kB, IRF-3 et ATF2/c-Jun dans un complexe nommé enhanceosome. Les
événements détaillés ci-dessus représentent la phase précoce de la réponse IFN de type I

(voir Figure 1).

Une fois synthétisées et sécrétées, les molécules d’IFNa et d’IFN sont reconnues
par les cellules avoisinantes via le récepteur des IFNs (IFNR1/2) (Uze et al, 2007). La
liaison au récepteur entraine ensuite I’activation de la tyrosine kinase Jak associée au
récepteur et la phosphorylation de ses substrats, STAT1 et STAT2 (Stark et al, 1998). Les
hétérodimeres STAT1/2 interagissent ensuite avec IRF-9 afin de former un complexe
nommé Interferon Stimulated Gene Factor-3 (ISGF-3). Ce dernier pénétre dans le noyau
afin de lier fortement des séquences « interferon-stimulated response elements » (ISREs)
retrouvées dans plus d’une centaine de génes antiviraux, tels que PKR (double-stranded
RNA dependant kinase R), OAS1 (2°-5-oligoadenylate synthase), ADAR (RNA-specific
adenosine deaminase) et Mx (Myxovirus resistance GTPase) (Sadler & Williams, 2008;

Samuel, 2001). Ces geénes conferent un état antiviral global et robuste a la cellule. Ces
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événements représentent la deuxiéme phase de la réponse IFN de type I, soit la phase

tardive (voir Figure 1).

1.1.2 Enhanceosome du géne IFN et IRFs

La partie enhancer du géne IFNP est constituée d’une région régulatrice de
cinquante paires de bases (pb) située a -104 et -55 pb du site d’initiation de la transcription
(Munshi et al, 1999). Cet enhancer contient quatre domaines de régulation positifs (PRDs),
soit PRDII, PRDI-IIT et PRDIV qui sont liés respectivement par NF-kB (Fujita et al, 1989;
Hiscott et al, 1989; Lenardo & Baltimore, 1989), les IRFs (Sato et al, 2000b; Wathelet et al,
1998) et I’hétérodimere ATF-2/c-Jun (Du & Maniatis, 1994) (Figure 2A). En coopération
avec la High mobility group protein A1 (HMGAL1), ces activateurs lient coopérativement
I’ADN et forme un complexe stable, nommé enhanceosome, qui active la transcription du
gene IFNP en réponse a une infection virale (Du & Maniatis, 1994; Thanos & Maniatis,
1992; Thanos & Maniatis, 1995). L’enhanceosome permet notamment de recruter les
histones acétyl transférases (HATs) GNCS5 (General-control-of-amino-acid synthesis 5) et
CBP (cAMP response element-binding (CREB) binding protein) afin de promouvoir
I’acétylation des résidus lysine des histones H3 et H4 au niveau du nucléosome (Figure
2B). Par sa localisation, ce dernier couvre le site de départ de la transcription du géne IFNf
et inhibe donc I’induction du geéne au niveau basal (Agalioti et al, 2000). L’acétylation des
histones facilite ensuite le recrutement d’un complexe de modification du nucléosome,
nommé Brahma-related gene (BRG)-Brahma (BRM)-associated factor (BAF) (Figure
2C), qui permet de déplacer le nucléosome du site de départ de la transcription et le
recrutement du complexe TFIID, un élément essentiel pour induire la transcription

(Agalioti et al, 2000) (Figure 2D).
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IRF-1, molécule prototype de la famille des IRFs, fut le premier activateur
transcriptionnel identifi¢ pouvant lier les séquences PRDI et PRDIII du géne IFNf
(Miyamoto et al, 1988). Subséquemment, les autres IRFs furent identifiés et la famille
comprend maintenant neuf membres (IRF-1 a IRF-9) (Taniguchi et al, 2001). Il a été
démontré que ces IRFs jouaient un role important dans divers processus biologiques
incluant I'immunité, 1’inflammation et I’apoptose (Mamane et al, 1999; Nguyen et al,
1997). Tous les membres de cette famille sont caractérisés par la présence d’'un domaine de
liaison a I’ADN en N-terminal, bien conservé et d’environ 120 acides aminés (aa), qui
reconnait spécifiquement une séquence consensus ISRE (5’-GAAANNGAAAG/CT/C-3”).
Cette séquence est similaire a la séquence des PRDs retrouvés dans le promoteur IFN(
(Tanaka et al, 1993). Les IRFs reconnaissent également une séquence nommée IRF binding

element (IRF-E) qui s’apparente a la séquence ISRE (5’-AANNGAAANNGAAA-3’).



PRDIV pIR"D pFI*D PRDII

il

ATF2/ Rfs NF-kB
c-Jun

ATF2/ IRFs NF-kB
c-Jun

Figure 2. Transcription du géne IFNJ suivant une infection virale

A) A I’état d’équilibre, le site de départ de la transcription (localisé a +1 pb) du géne IFNb est recouvert par le
positionnement du nucléosome. B) Suivant une infection virale, les PRDs (I a IV) dirigent I’assemblage de
ATF2/c-Jun, les IRFs, NF-kB et HMG-1(Y) afin de former 1’enhanceosome. L’enhanceosome recrute ensuite
les HATs, telles que GCNS5 et CBP/p300. Ces derniéres acétylent (Ac) des résidus lysine sur les histones du
nucléosome. C) La RNA Pol II est par la suite recrutée au niveau du promoteur, alors que les complexes de
remodelage de la chromatine (BAF) sont recrutés par les histones acétylées. BAF provoque le déplacement du
nucléosome du site d’origine de la transcription et permet ainsi a TFIID d’étre recruté afin d’induire
I’expression du géne. Figure adaptée de (Honda et al, 2006).
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Parmi ces IRFs, au moins quatre membres possédent un role au niveau de la
régulation de la transcription du gene IFNP, soit IRF-1, IRF-3, IRF-5 et IRF-7 (Mamane et
al, 1999; Nguyen et al, 1997; Tanaka et al, 1993; Taniguchi et al, 2001). Toutefois,
seulement IRF-3, IRF-5 et IRF-7 peuvent fonctionner comme activateur direct des IFNs de
type I lors d’une infection virale (Takaoka et al, 2005; Tamura et al, 2008). Ces trois
membres possedent la plus grande homologie structurale retrouvée chez les IRFs et ont tous
un role important a jouer dans la voie de signalisation cellulaire associée aux RIG-I-like
Receptors (RLRs) (Voir Figure 3). Ils résident généralement dans le cytoplasme sous
forme latente et subissent tous des événements de phosphorylation essentiels a leur homo-
ou hétérodimérisation et leur translocation nucléaire suivant une infection virale (Honda et

al, 2006, Tamura et al, 2008)

(4I§7F:'13a) I I Ill I ] ( PD
(504 20) |J] Il Q) |
(457 aa) I | |D | ( PI]

Domaine d'autoinhibition (AUD)

Domaine de liaison a I'ADN (DBD)

Domaine d'association aux IRFs (IAD)

Signal de localisation nucléaire (NLS)

Signal d’export nucléaire (NES)

oI

Phosphorylation

Figure 3. Structure et domaines de IRF-3, IRF-5 et IRF-7

Les domaines connus pour participer dans les interactions protéine-protéine sont indiqués par les boites de

couleurs. La taille de chaque IRF est aussi indiquée. Figure adaptée de (Chen & Royer)
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1.2 Reconnaissance des PAMPs : Les Pattern Recognition
Receptors (PRRS)

L’identification récente de plusieurs senseurs moléculaires dans le systéme
immunitaire inné a notamment permis d’établir la notion que différentes familles distinctes
de PRRs étaient impliquées dans la détection des pathogeénes. Ces PRRs sont divisés en
trois classes, soit les Toll-like receptors (TLRs), les RIG-I-like Receptors (RLRs) et les
récepteurs cytoplasmiques (Kawai & Akira, 2009). Les TLRs sont des récepteurs
transmembranaires qui détectent la présence de PAMPs a la surface cellulaire ou dans les
compartiments endosomaux (Kawai & Akira, 2007; Robinson et al, 2006). Quant aux
RLRs et récepteurs cytosoliques, ils sont impliqués dans la reconnaissance des PAMPs au
niveau du cytoplasme (Franchi et al, 2009; Takaoka & Taniguchi, 2008; Takeuchi & Akira,
2008).

1.2.1 Les TLRs

1.2.1.1 Structure et fonction

La protéine Toll a originalement été identifiée chez la drosophile. La caractérisation
de cette protéine avait alors démontré son implication dans la polarité dorsoventrale du
développement embryonnaire de la drosophile (Lemaitre et al, 1996). Toutefois, des études
plus approfondies ont cependant fini par démontrer son rdle essentiel dans la réponse
immunitaire de la drosophile contre Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al, 1996). Chez les
mammiferes, douze membres de la famille des TLRs ont jusqu’a présent ét¢ identifiés

(Akira et al, 2006; Beutler, 2009; Janeway & Medzhitov, 2002) (Voir Figure 4).

Les TLRs sont des glycoprotéines membranaires de type I possédant une structure
trimodulaire. Leur domaine extracellulaire en N-terminal est responsable de Ia

reconnaissance spécifique des PAMPs (Kumar et al, 2009b). Il est composé d’environ 16-
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28 leucine-rich repeats (LRRs) contenant le motif XLXXLXLXX. Chaque LRR est

composé d’un feuillet p et d’une hélice o interreliés par des boucles. Le domaine
intracellulaire C-terminal est quant a lui connu sous le nom de domaine Toll/IL-1 receptor
(TIR) et il essentiel pour la signalisation intracellulaire. Selon le TLR, le domaine TIR est
impliqué dans 1’assemblage de diverses molécules de signalisation adaptatrices contenant
aussi un domaine TIR (O'Neill & Bowie, 2007). Ces molécules adaptatrices associées
confeérent la spécificité de la signalisation par le TLR. En effet, ces derniers reconnaissent
une grande variété de PAMPs dérivés des virus, des bactéries, des mycetes et des

protozoaires (voir Tableau 1).

TLRS TLR21
TLR11 TLR2/6 TLR4

Surface cellulaire

endosome

TLR3 TLR7/8

NF-kB
ATF2/c-Jun

Figure 4. Voie de signalisation cellulaire associée aux différents TLRs

ATF2/c-Jun

Les TLR2 (en association avec le TLR1 ou le TLR6), TLR4, TLRS et TLR11 localisent a la surface cellulaire.
Les TLR3, TLR7 et TLRY localisent dans les endosomes. Tous les TLRs, a I’exception du TLR3, recrutent
MyD88. Les TLR1, TLR2, TLR4 et TLR6 recrutent I’adaptateur TIRAP pour permettre leur association a
MyDS88 et ainsi activer la voie MyD88-dépendante. Le TLR4 recrute aussi TRIF via ’adaptateur TRAM et
induit une réponse MyD88-indépendante. Le TLR3 interagit spécifiquement avec TRIF qui recrute ensuite
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différents adaptateurs impliqués dans 1’activation de NF-kB, ATF2/c-Jun et IRF-3/7. Les TLR7, TLRS
et TLROY utilisent MyD88 comme adaptateur afin d’activer IRF-7 en plus de NF-kB et ATF2/c-Jun. Figure
adaptée de (Kumar et al, 2009b).

Les différents membres de la famille des TLRs sont exprimés chez une grande
variété de cellules immunes et non immunes, telles que les lymphocytes B, les cellules NK,
les cellules dendritiques, les macrophages, les fibroblastes, les cellules épithéliales et les
cellules endothéliales. Toutefois, ils sont localisés dans des compartiments cellulaires
distincts. Les TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 et TLR11 sont exprimés a la surface
cellulaire, alors que les TLR3, TLR7, TLR8 et TLRY sont localisés dans les vésicules

intracellulaires (voir Figure 4).

1.2.1.2 Signalisation via les TLRs

La liaison des composants microbiens aux TLRs engendre I’activation d’une
cascade de signalisation menant a I’induction de génes connus pour interférer avec la
propagation des pathogenes. Apres la liaison du ligand, le TLR dimérise et subit un
changement conformationnel permettant le recrutement des « TIR-domain-adaptor
molecules » au domaine TIR des TLRs (Kumar et al, 2009b). Il existe quatre molécules
adaptatrices : Myeloid Differenciation primary response gene 88 (MyD88), TIR-associated
protein (TIRAP)/MyDS88-adaptor adaptor-like (MAL), TIR-domain-containing adaptor
protein inducing IFNf (TRIF)/TIR-domain containing molecule 1 (TICAMI1) et TRIF-
related adaptor molecule (TRAM) (Oshiumi et al, 2003; Yamamoto et al, 2003a;
Yamamoto et al, 2002a; Yamamoto et al, 2003b; Yamamoto et al, 2002b). La réponse
différentielle parmi les TLRs peut étre en partie expliquée par l'usage sélectif de ces
molécules adaptatrices. MyD88 et TRIF sont responsables de 1’activation de voies de
signalisation distinctes menant respectivement a la production de cytokines pro-

inflammatoires et a la production d’IFN de type I (Seth et al, 2006).
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1.2.1.3 TLRs et cytokines pro-inflammatoires — une voie dépendante de MyD88

MyD88 est une molécule essentielle pour la signalisation de tous les TLRs, a
I’exception du TLR3. Suivant une stimulation appropriée, MyD88 s’associe avec la portion
cytoplasmique du TLR afin de recruter /L-/R-associated kinases (IRAK)-4 et IRAK-1.
Pour le TLR2 et le TLR4, TIRAP/MAL est également requis pour permettre le recrutement
de MyD88 au niveau du récepteur (Fitzgerald et al, 2001; Horng et al, 2001). Apres son
association a MyD88, IRAK1 est phosphorylé par IRAK-4 afin de permettre son interaction
avec TNFR-associated Factor (TRAF) 6, une E3 ubiquitine ligase (Li et al, 2002). TRAF®,
en compagnie du complexe E2 d’ubiquitination UBCI13/UEVI1A, catalyse ensuite son
autoubiquitination en K63 ainsi que 1’ubiquitination de NEMO (Deng et al, 2000). Un
complexe, composé¢ de TAKI1 et des TAKI-binding proteins (TAB), TABI, TAB2 et
TAB3, est par la suite recruté a TRAF6 afin de permettre la phosphorylation de IKKf et de
MAP kinase kinase 6 (MKK6) (Wang et al, 2001). IKK et MKK6 sont respectivement
responsables de 1’activation de NF-kB et des MAPKs impliquées dans I’induction des

genes de la réponse pro-inflammatoire.

1.2.1.4 TLRs et IFN de type I — une voie dépendante de TRIF

En plus de stimuler la production de cytokines pro-inflammatoires, la signalisation
par le TLR3 et le TLR4 permet d’induire une réponse IFN de type 1. Ces deux récepteurs
ont effectivement la capacité d’induire IFNP dans les cellules MyD88 -/- grace a une autre
molécule nommée TRIF (Hoebe et al, 2003; Yamamoto et al, 2003a). En ce qui concerne le
TLR4, TRAM est toutefois requis afin de pouvoir recruter TRIF et agit donc comme
molécule de liaison (Yamamoto et al, 2003b). La protéine TRIF interagit ensuite avec
Receptor-interacting protein (RIP)-1 afin d’activer NF-kB (Meylan et al, 2004). D’un autre
coté, TRIF active aussi TRAF-family-member-associated NF-kB activator (TANK)-binding
kinase 1 (TBK1) et IKKi via TRAF3 (Hacker et al, 2006; Oganesyan et al, 2006). TBK1 et



IKKi phosphorylent finalement IRF-3 et IRF-7 afin de stimuler la réponse IFN de

type I et ainsi permettre la transactivation de certains génes inductibles par les IFNs.

TLRs Ligands/PAMPs Microorganismes
TLR1/2 Triacyl lipopeptides Bactéria et Mycobactéria
TLR2 Hemagglutinine Measles virus
Glycosylphosphophatidyl- Trypanosoma
inositol mucin
Phospholipomannan Candida albicans
Lipoarabinomannan Mycobacteria
Peptidoglycan Bacteria Gram +
Porins Nesseria
TLR4 LPS Bacteria Gram —
Mannan Candida albicans
Glycoinositolphospholipids Trypanosoma
Protéine d’enveloppe RSV et MMTV
TLR5 Flagelline Bacteria
TLR6/2 Zymosan S. Cerevisiae
Acide lipoteichoique Streptococcus
Diacyl lipopeptides Mycoplasma
TLR11 Profilin-like molecule Toxoplasma gondii
RS dsRNA Reovirus/RSV/MCMV
ssRNA WNV
TLR7/8 ssRNA VSV/Influenza
TLR9 dsDNA HSV/MCMV
CpG-DNA motifs Bacteria/virus
Hemozoin Plasmodium

Tableau 1. Ligands des TLRs. Tableau adapté de (Akira et al, 2006).
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1.2.1.5 Les TLRs extracellulaires

1.2.1.5.1 TLRI, TLR2, TLR6

Le TLR2 est capable de détecter des PAMPs provenant d’une grande variété de
microorganismes dont les virus, les bactéries, les mycéetes et les parasites (Akira et al,
2006). Ses ligands connus incluent le triacyl lipopeptide des bactéries et mycobactéries, le
diacyl lipopeptide des mycoplasmes, le peptidoglycan et 1’acide lipoteichoique des
bactéries Gram positif, la porine de Nesseria, le lipoarabinomannan des mycobactéries, le
zymosan des mycetes, le glycosylphosphatidylinositiol (GPI)-mucin du Trypanosome et
I’hémagglutinine du Measles virus. Cette grande diversité est rendue possible grace a son
hétéromérisation avec soit le TLR1, le TLR6 ou d’autres molécules, telles que le CD36, le

CD14 et la Dectin-1 (Akira et al, 2006).

1.2.1.5.2 TLR4

Le TLR4 est essentiel pour la réponse au lipopolysaccharide (LPS), le constituant
majeur de la membrane externe des bactéries Gram négatif et le principal responsable des
chocs septiques. Le TLR4 s’associe a Myeloid Differentiation protein 2 (MD-2) au niveau
de la surface cellulaire. Ce complexe est requis afin d’obtenir une induction robuste des
cytokines pro-inflammatoires (Miyake, 2007). L’activation du TLR4 est aussi supportée par
d’autres protéines, telles que la LPS-binding protein (LBP) et le CD14 (Lu et al, 2008). La
LBP est a la fois une protéine soluble et une protéine de la membrane plasmique capable de
lier le LPS. Le CD14 est une GPI-link protein contenant des LRRs. Elle se lic a LBP et
délivre ensuite le complexe LPS-LBP au complexe TLR4-MD-2 afin d’activer la cascade
de signalisation (Jin et al, 2007; Miyake, 2007). Les études avec le LPS démontrent que le
lipide A est le composant actif se liant & MD-2. Un role de reconnaissance pour MD-2
plutdt que de signalisation lui a donc été attribué (Jin et al, 2007). Le TLR4 est aussi
capable de détecter la présence des glycoinositolphospholipides du Trypanosome (Ropert et
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al, 2002), la protéine de fusion du Respiratory Syncytial virus (RSV) (Kurt-Jones et
al, 2000) et la protéine d’enveloppe du Mouse mammary tumor virus (MMTV) (Burzyn et
al, 2004). De plus, le TLR4 est capable de reconnaitre certaines protéines endogenes, telles
que les heat shock proteins (HSPs), le fibrinogéne, 1’acide hyaluronique, la B-défensine et

le domaine extracellulaire de la fibronectine (Takeda & Akira, 2005).

1.2.1.5.3 TLR5

Le TLRS est responsable de la détection de la flagelline, un des composants majeurs
de I’appareil de motilité des bactéries flagellées (Hayashi et al, 2001). Il est exprimé par les
cellules épithéliales, les monocytes et les cellules dendritiques immatures. Le TLRS est
retrouvé majoritairement a la surface basolatérale de 1’épithélium intestinal. La flagelline
n’est donc reconnue par 1’hdte qu’au moment ou la bactérie envahie la barriere épithéliale.
Une fois activée par la flagelline, les cellules épithéliales sécrétent des cytokines et
chimiokines permettant le recrutement des neutrophiles (Tseng et al, 2006). Le TLRS est
aussi fortement exprimé dans les tissus pulmonaires, ce qui suggere un réle important dans
la protection contre les pathogénes des voies respiratoires supérieures (Hawn et al, 2003).
En effet, une interférence moléculaire au niveau de sa signalisation intracellulaire augmente
le risque de développer une pneumonie suivant une infection par le Legionella

pneumophilae.

1.2.1.5.4 TLRI11

Le TLRI11, retrouvé seulement chez la souris, est trés similaire au TLRS. Il est
hautement exprimé dans le rein et la vessie. Il semblerait jouer un réle dans la détection des
bactéries uropathogéniques. Toutefois, le ligand exact n’a pas encore ét¢ identifi¢ (Zhang et

al, 2004a). Le TLR11 reconnait aussi des composants présents chez le Toxoplasma gondii
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dont la profilin-like molecule, une protéine liant I’actine et qui semble nécessaire a la
motilit¢ ou I’évasion du parasite. La signalisation par le TLR11 engendre surtout la

sécrétion d’IL-12 (Plattner et al, 2008; Yarovinsky et al, 2005).

1.2.1.6 Les TLRs intracellulaires

1.2.1.6.1 TLR3

Le TLR3 est grandement exprimé chez la cellule dendritique conventionnelle
(cDC), mais non chez la cellule dendritique plasmacytoide (pDC). Il est également exprimé
chez une variété de cellules épithéliales incluant celles des voies pulmonaires, de I'utérus,
de la cornée, de la muqueuse vaginale et intestinale ou il agit en tant que puissante barriere
aux infections (Kumar et al, 2009a). Le TLR3 reconnait notamment I’ARN double brin
(dsRNA) synthétis¢é par les virus a génome ARN double brin (ex. les réovirus)
(Alexopoulou et al, 2001). Le dsRNA généré lors de la réplication des virus a génome ARN
simple brin, tels que le West Nile Virus (WNV) (Wang et al, 2004a), le RSV (Groskreutz et
al, 2006) et I’Encephalomyocarditis virus (EMCV), est aussi un substrat du TLR3
(Hardarson et al, 2007). De plus, ce dernier est capable de reconnaitre le poly(IC), un
analogue synthétique du dsRNA. La stimulation du TLR3 par le dsSRNA active la voie de
signalisation dépendante de TRIF (Oshiumi et al, 2003; Yamamoto et al, 2002b). Toutefois,
il semblerait que le TLR3 active aussi la voie phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) (Sarkar
et al, 2004). Aprés stimulation, la phosphorylation en tyrosine au niveau du récepteur
permettrait le recrutement de la PI3K et I’activation subséquente de AKT. Cette cascade

influencerait finalement I’activation du facteur de transcription IRF-3.
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1.2.1.6.2 TLR7, TLRS et TLR9

Le TLR7, le TLRS et le TLR9 sont surtout fortement exprimés chez les pDCs. Ces
cellules sont également connues sous le nom de interferon-producing cells en raison de leur
haute capacité de production d’ITFNa suivant une stimulation aux acides nucléiques viraux
(Colonna et al, 2004). Le TLR7 reconnait ’ARN simple brin (ssRNA) des virus qui
réussissent a pénétrer dans la cellule par endocytose et qui rejoignent ensuite le
phagolysosome, un endroit favorable a la décapsidation virale. Dégradé par les RNAses, le
ssRNA de I’hdte n’arrive pas a atteindre ces vésicules endocytiques, ce qui explique en
partie la spécificité du TLR7 pour ’ARN viral (Diebold et al, 2004; Heil et al, 2004;
Hemmi et al, 2002; Lund et al, 2004). Le TLR7 peut aussi lier les homologues de I’ARN
comme I’imiquimod, le resquimod (R-848) et la loxoribine. De plus, I’ARN synthétique
poly-uridine et certains small interfering RNA (siRNA) peuvent aussi activer le TLR7
(Diebold et al, 2004; Jurk et al, 2002). Le TLRS est phylogénétiquement tres reli¢ au TLR7,
mais son rdle spécifique demeure encore obscur. Le TLRO est responsable de la détection
des unmethylated 2’-deoxyribo (cytidine-phosphate-guanosine) (CpG) DNA motifs présents
chez les bactéries et I’ADN viral (Hemmi et al, 2000). Il est notamment requis pour la
production d’IFNa en réponse au murine cytomegalovirus (MCMV), Herpes Simplex Virus
(HSV)-1 et HSV-2 (Krug et al, 2004; Lund et al, 2003). Au niveau de I’ADN de I’héte, les
motifs CpG sont généralement méthylés sur la base cytosine. Ils représentent donc de
faibles stimulateurs du TLRY. De plus, il a récemment été démontré que le TLR9 pouvait

reconnaitre un pigment du parasite de la malaria, ’hémozoine (Coban et al, 2005).

L’induction des [FNa par le TLR7 et TLR9 est particuliére puisqu’elle est médiée
par la voie dépendante de MyD88 chez les pDCs et qu’elle ne dépend pas des IKK-related
kinases. Suivant une stimulation, MyD88 formerait plutot un complexe avec IRF-7 et
TRAF6 afin d’induire la production d’IFNa (Honda et al, 2004; Kawai et al, 2004). IRAK 1
et IKKa seraient ensuite recrutées 8 MyD88 dans le but de phosphoryler IRF-7. Toutefois,
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il semblerait que la sérine/thréonine kinase mammalian target of rapamycin (mTOR)
soit également impliquée dans la signalisation cellulaire de cette voie d’activation. En effet,
I’inhibition de mTOR ou de ses substrats, p70S6K1 et p70S6K2, empécherait la liaison de
MyD88 au TLR9Y, abolissant ainsi 1’activation de IRF-7 (Cao et al, 2008).

1.2.2 Les récepteurs cytosoliques

1.2.2.1 Les NLRs

1.2.2.1.2 Structure et phylogénie de la famille NLR

Les études portant sur la caractérisation des TLRs et les analyses effectuées sur les
souris déficientes pour certains TLRs ont révélé que ces derniers ne pouvaient pas étre
exclusivement responsables de la production des cytokines. Des analyses bioinformatiques
sur le génome humain ont ensuite mené a l’identification des nucleotide-binding and
oligomerization domain (NOD)-like Receptors (NLRs). Chez I’humain, la famille des
NLRs comprend vingt-trois membres, alors que chez la souris, au moins trente membres
ont ét¢ dénombrés (Ting et al, 2008). Ces derniers sont tous exprimés dans le cytoplasme.
Structuralement, ils possédent trois domaines distincts (voir Figure 5). En C-terminal, les
NLRs possedent un domaine LRR leur permettant la reconnaissance des PAMPs. Le
domaine NOD, situé a un niveau central pour tous les NLRs, est responsable de
I’oligomérisation. Le domaine effecteur est situé en N-terminal et varie en fonction du type
de NLRs. Cette partie effectrice peut contenir un domaine PYD ( Pyrin Domain) (ex.
NALP1-14), un domaine CARD (Caspase Recruitment Domain) (ex. NOD1 et IPAF), deux
domaines CARD (ex. NOD2) ou encore trois domaines BIR (Baculovirus IAP Repeat) (ex.
NAIP) (Franchi et al, 2009; Martinon et al, 2009). De facon générale, les NLRs sont
responsables de promouvoir 1’assemblage d’une plateforme de signalisation moléculaire. Il

en existe deux types : le NOD signalosome et I’inflammasome.
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Figure 5. Domaines des différents NLRs

Figure 5. Domaines des différents NLRs. Les NLRs sont caractérisés par 3 domaines distincts : le LRR pour
détecter les ligands, le domaine NACHT pour I’oligomérisation et le domaine effecteur pouvant étre un
domaine PYD, CARD ou BIR. Figure adaptée de (Martinon et al, 2009).
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1.2.2.1.3 NOD signalosome

Le NOD signalosome est associ¢ 8 NOD1 et NOD2 (voir Figure 6). NOD1 fut I’un
des premiers NLRs caractérisés (Bertin et al, 1999; Inohara et al, 1999). Une fois activés,
NODI1 et NOD2 recrutent la kinase RIP2 par I'intermédiaire d’une interaction de type
CARD-CARD. L’oligomérisation de RIP2 au niveau du NOD signalosome permet
I’activation subséquente de TAK1 via un mécanisme d’ubiquitination. Cette kinase active
finalement le facteur de transcription NF-kB et la voie MAPK afin de permettre 1’induction
de cytokines pro-inflammatoires et de geénes antimicrobiens (Hasegawa et al, 2008;
Hitotsumatsu et al, 2008; Tattoli et al, 2007). Ces deux NLRs reconnaissent des
composants distincts dérivés de la barriere de peptidoglycane (PGN) retrouvé dans la paroi
bactérienne. En effet, NODI1 reconnait spécifiquement [’acide g-D-glutamyl-meso-
diaminopimelic (IE-DAP), un composant structural du PGN retrouvé chez les bactéries
Gram négatif, mais aussi chez certaines bactéries Gram positif, telles que Bacillus subtilis
et Listeria monocytogenes (Chamaillard et al, 2003; Girardin et al, 2003a). Pour sa part,
NOD?2 reconnait le composant structural majeur de la barriere de PGN retrouvé chez les

bactéries, soit le muramyl dipeptide (MDP) (Girardin et al, 2003a; Girardin et al, 2003b).
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Figure 6. NOD signalosome

NODI1 et NOD2 détectent respectivement le IE-DAP et le MDP, deux composants des parois bactériennes, et
recrutent RIP2. RIP2 active ensuite les MAPKs et NF-kB via TAK1. Figure adaptée de (Franchi et al, 2009).

Au niveau de 'immunité innée, NOD1 et NOD2 sont des récepteurs cruciaux pour
les cellules épithéliales. Dans les cellules de la voie gastro-intestinale, ils contrélent

notamment les infections par le Helicobacter pylori et le Listeria monocytogenes
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(Kobayashi et al, 2005; Viala et al, 2004). De plus, des mutations dans NOD2 ont
aussi été cliniquement associées a la maladie de Crohn, une maladie inflammatoire
chronique de la voie gastro-intestinale. Ces mutations identifiées €étaient majoritairement
localisées dans les LRRs de NOD2, suggérant ainsi une incapacité fonctionnelle de
détection lors d’une infection bactérienne (Vignal et al, 2007). Plus récemment, des études

ont aussi démontré un réle de NOD2 dans ’activation de certains types d’inflammasome

(Hsu et al, 2008; Pan et al, 2007).

1.2.2.1.4 Inflammasomes

Certains NLRs répondent a plusieurs PAMPs et Damage associated molecular
pattern molecules (DAMPs) et leur activation méne a la sécrétion de cytokines faisant
partie de la famille IL-1 (IL-1B, IL-18 et IL-33). Le terme inflammasome a été utilis¢ pour
la premiére fois en 2002 par le groupe de Jurg Tschopp afin de décrire un complexe de haut
poids moléculaire responsable de I’activation des caspases inflammatoires et de la cytokine
IL-1B (Martinon et al, 2002). Il existe actuellement trois types d’inflammasome : le
NALPI/NIrpl inflammasome, le NALP3/Nlrp3 inflammasome et le IPAF/Nlrc4

inflammasome (voir Figure 7).

Le NALP3 inflammasome est probablement le plus caractérisé des trois jusqu’a
maintenant. Les NALPs agissent habituellement en tant que protéine d’échafaudage de
I’inflammasome. Via une interaction PYD-PYD, les NALPs interagissent et recruitent la
protéine adaptatrice Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase
recruitment domain (ASC) (Martinon et al, 2007). Une fois liée au complexe, la protéine
ASC recrute ensuite la Caspase-1 via son domaine CARD situé en C-terminal. NALP3
posséde un rdle crucial dans 1’activation de la Caspase-1 lorsque la cellule est exposée a

divers stimuli microbiens ou non microbiens. Le LPS et ’ATP extracellulaire activent
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notamment la Caspase-1 de facon NALP3 dépendante (Mariathasan et al, 2006;
Sutterwala et al, 2006). Le NALP3 inflammasome est aussi activé par la listériolysine O du
Listeria monocytogenes, 1’aérolysine de Aeromonas hydrophila et les hémolysines de
Staphylococcus aureus (Gurcel et al, 2006). Récemment, des études ont démontré que
I’ADN, I’ARN bactérien et les composants synthétiques R837 et R848 pouvaient
¢galement induire I’activation du NALP3 inflammasome de fagon indépendante des TLRs
ou de la voie des RLRs (Kanneganti et al, 2006a; Kanneganti et al, 2006b; Muruve et al,
2008) (voir Figure 7).
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Figure 7. Les différents types d'inflammasome

Les 3 types d’inflammasome représentés peuvent recruter la Caspase-1 via la protéine adaptatrice ASC. La
Caspase-1 est nécessaire afin de générer I'IL-1 a partir de son précurseur Pro-IL-1f. (A) Les pores formés
dans la membrane cellulaire par la pannexine-1 activée lors de la liaison de I’ATP a son récepteur P2X7 ou
par les toxines bactériennes de types porine engendrent un efflux de potassium (K+) qui active le NALP3
inflammasome. (B) La phagocytose des cristaux d’acide urique (MSU), de calcium pyrophosphate dihydrate
(CPPD), de sels d’aluminium (Alum), de silice et d’amiante provoque 1’activation du NALP3 inflammasome
par une rupture lysosomale et la libération de la Cathepsine B au niveau du cytosol. Les cristaux trop gros
pour étre phagocytés restent a la surface et active la production de ROS par la NADPH oxydase. Les ROS
activent le NALP3 inflammasome. (C) Le muramyl dipeptide (MDP), le R837 et R848, I’ARN bactérien,
certains virus ADN et plusieurs bactéries intracellulaires active le NALP3 inflammasome. (D) La flagelline
active le IPAF inflammasome a I’aide de NAIP. (D) La toxine létale du Bacillus anthracis (LT) est détectée
par le NALPI inflammasome.
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Le NALP1 inflammasome est le moins bien caractérisé des inflammasomes.
Il semblerait composé de la Caspase-1, de la Caspase-5 et de la molécule ASC. NALP1
serait par contre le composant minimal pour induire I’activation de la Caspase-1 (Faustin et
al, 2007). Le NALP1 inflammasome est notamment activé lors d’une exposition a la toxine

1étale (LT) du Bacillus anthracis (Boyden & Dietrich, 2006) (voir Figure 7).

Le IPAF inflammasome est aussi capable de réguler 1’activation de la Caspase-1 et
la maturation de I’IL-1B. Ce dernier est activé par la flagelline délivrée dans le cytosol lors
d’une infection bactérienne (Franchi et al, 2006; Miao et al, 2006). La Neuronal Apoptosis
Inhibitory Protein 5 (NAIPS) participe aussi a la détection de la flagelline (Molofsky et al,
2006; Ren et al, 2006; Zamboni et al, 2006). IPAF et NAIPS co-immunoprécipitent
ensemble, ce qui laisse suggérer qu’ils agissent de concert afin de détecter la présence de la
flagelline. La transduction du signal est relayée par le recrutement de ASC au niveau du
complexe (Zamboni et al, 2006). IPAF pourrait aussi détecter d’autres PAMPs puisque
certaines bactéries déficientes pour la flagelline sont également capables d’activer la
Caspase-1 via IPAF (Gurcel et al, 2006; Sutterwala et al, 2006). L’activation du IPAF

inflammasome mene généralement a la mort cellulaire (voir Figure 7).

1.2.2.2 DAI

La découverte du TLR9Y et la caractérisation de son rdle dans la détection des ADNs
étrangers sont venues grandement aider la compréhension de la voie d’activation des IFNs
de type 1. Toutefois, I’utilisation d’antagonistes du TLRY ainsi que la génération de souris
TLRO -/- ont permis de mettre en évidence la présence d’un récepteur cytosolique inconnu
dans la réponse IFN (Ishii et al, 2006; Okabe et al, 2005; Paladino et al, 2006; Stetson &
Medzhitov, 2006; Yasuda et al, 2005). En 2006, deux groupes de recherche indépendants

ont démontré de fagon ¢élégante que la réponse IFN de type I pouvait étre induite a 1’aide de



27
fragments d’ADN délivrés directement dans le cytosol (Ishii et al, 2006; Stetson &
Medzhitov, 2006). En effet, la transfection d’ADN synthétique ou une infection par
certaines bactéries (Listeria monocytogenes et Legionella pneumophilae) pouvait activer
une réponse IFN de type I dépendante de TBK1/IKKi, mais indépendante du TLRY. Ces

deux études ont donc pavé la voie menant a la découverte de ce fameux récepteur ADN.

B —’NF-k\

Figure 8. Voie de signalisation cellulaire associé¢e a DAI

DAI lie ’ADN grace a ses domaines Za, Zf3 et D3. L’activation de NF-kB est médiée par une interaction
spécifique du domaine RHIM (RIP homotypic interaction motif) de DAI et avec ceux de RIP1 et RIP3. La
partie C-terminale de DAI est responsable de I’activation de la voie IFN et nécessite la présence de TBK1 et
IRF-3. Figure adaptée de (Vilaysane & Muruve, 2009).

Au cours d’une étude effectuée sur des MEFs STATI -/- traités a I’'IFNp, Takaoka
et collégues ont trouvé une protéine inductible qu’ils ont ensuite nommée DNA dependant
activator of IFN regulatory factors (DAI) en raison de sa capacité de lier I’ADN et de
mener a I’induction des IFN de type I (Takaoka et al, 2007) (voir Figure 8). DAI localise
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dans le cytoplasme et posséde une distribution diffuse. Toutefois, une distribution a

I’aspect granulaire de DAI a été observée par immunofluorescence. Ce PRR contient deux
domaines de liaison pour I’ADN de conformation Z (ADN-Z) dans sa partie N-terminale et
un domaine de liaison pour I’ADN de conformation B (ADN-B) a un niveau central de la
protéine. L’ADN-B est cependant un activateur plus puissant de DAI que I’ADN-Z
(Takaoka et al, 2007). Le C-terminal de DAI est responsable de la transduction du signal
(Wang et al, 2008). Suite a la liaison d’ADN cytosolique, DAI recrute TBKI1 pour
permettre 1’activation de IRF-3. NF-kB est aussi activé lorsque du poly(dA:dT) est
transfecté dans le cytoplasme, mais sa cinétique d’activation est toutefois plus lente et
semblerait indépendante de TBK1. De plus, aucune activation de NF-kB n’est détectée
lorsque de I’ADN synthétique de type immunostimulatoire (ISD) est introduit dans la

cellule.

Bien que DAI soit le premier récepteur d’ADN cytosolique caractérisé, plusieurs
¢vidences laissent fortement présager la présence d’un autre récepteur. En effet, dans les
cellules ou les niveaux d’expression de DAI sont diminués par la technique d'ARN
interférence ou encore dans les MEFs DAI -/-, I’induction des IFNs de type I est
grandement diminué, mais pas complétement abolie (Ishii et al, 2008; Takaoka et al, 2007;
Wang et al, 2008). De plus, I’induction des IFNs de type I par les ISDs, originalement
caractérisée avec des fibroblastes (MEFs) (Stetson & Medzhitov, 2006), n’est pas observée
chez les cellules murines 1929 qui sont connues pour répondre lors d’une stimulation avec

de ’ADN-B (Takaoka et al, 2007).

1.2.2.3 AIM2

La majorité des études portant sur les récepteurs cytoplasmiques de I’ADN avait

comme but ultime de découvrir les mécanismes moléculaires impliqués dans la production
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des cytokines pro-inflammatoires et des IFNs de type I en réponse au dsDNA.
Toutefois, certains groupes avaient observé que D’introduction de dsDNA dans le
cytoplasme pouvait également activer I’inflammasome et ainsi induire la production d’IL-
1B. En utilisant des approches différentes, quatre groupes indépendants ont récemment
identifié¢ le lien manquant entre 1’inflammasome et le dsDNA, soit la protéine Absent in
melanoma 2 (AIM2) (Burckstummer et al, 2009; Fernandes-Alnemri et al, 2009; Hornung
et al, 2009; Roberts et al, 2009). AIM2 appartient a la famille des Pyrin and HIN200
domain-containing protein (PYHIN). Cette famille possede trois autres membres, soit IFIX,
IFI16 et MINDA. Contrairement aux autres membres des PYHINs, AIM2 localise
exclusivement au niveau du cytoplasme et interagit avec ASC (Hornung et al, 2009). AIM2
serait donc responsable de lier le dsSDNA cytoplasmique afin de promouvoir 1’assemblage
d’un complexe incluant ASC et la Caspase-1. L’activation subséquente de la Caspase-1
permettrait le clivage des  pro-cytokines IL-1B et IL-18, ainsi que leur relache
extracellulaire. La formation du AIM2 inflammasome pourrait é¢galement jouer un role dans
I’activation de NF-kB et I’induction de la pyropoptose, une sorte de mort cellulaire

programmée spécifique (Hornung & Latz).

1.2.2.4 RNA polymerase IIT

Il a récemment été suggéré que le poly(dA:dT), un dsDNA synthétique, pouvait étre
transcrit par la RNA polymerase III. En effet, le 5’-triphosphate-containing dsRNA
résultant de cette transcription serait par la suite reconnu par Retinoic-inducible gene I
(RIG-I), suggérant ainsi un nouveau mécanisme de détection des ADNs cytoplasmiques
(Ablasser et al, 2009; Chiu et al, 2009). Les virus ADN, tels que le HSV, ’adénovirus, et le
virus Epstein-Barr ont aussi la capacité d’induire spécifiquement cette voie de signalisation.
Toutefois, ces types d’ADN peuvent aussi déclencher la production d’IFN par des voies
indépendantes de RIG-I. Le mécanisme d’action et I’implication de cette voie demeurent

encore incertains.
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1.2.3 Les RLRs

Les RLRs sont une famille de PRRs comprenant trois membres : RIG-1, melanoma
differentiation-associated gene 5 (MDAS) et laboratory of genetics and physiology
2 (LGP2). Ces trois protéines sont des hélicases a ARN de type DExD/H-box inductibles

par les IFNs et exprimées au niveau du cytoplasme.

CARD CARD Helicase Domain Repressor Domain

1 — N o2

RIG-I (RLR-1)

| 23% [ 35%

1 — I 1025

31%

MDAS5 (RLR-2) l 41%

1 I o7

LGP2 (RLR-3)

Figure 9. Structure primaire des différents RLRs

Tous les RLRs sont des hélicases ARN de type DExD/H (Bleu). RIG-I et MDAS contiennent des domaines
CARD en tandem dans leur région N-terminale (Orange). Bien que la partie C-terminale de RIG-I ou LGP2
posséde un role de répression (Rouge), celle de MDAS5 ne semble pas posséder de fonction inhibitrice
particuliére. L’homologie entre les domaines de chaque RLR est indiquée en pourcentage (%). Figure adaptée
de (Yoneyama & Fujita, 2007).

1.2.3.1 RIG-I

RIG-I fut d’abord identifié comme une protéine induite dans les cellules traitées a
I’acide rétinoique (Yu et al, 1997). Son implication dans I’établissement d’une réponse

antivirale fut rapportée pour la premicre fois en 2004, par le groupe du Dr Fujita
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(Yoneyama et al, 2004). RIG-I posséde deux domaines CARD localisés en N-

terminal, un domaine ATPase central et un domaine DExD/H-box en C-terminal (voir
Figure 9). Ce RLR est présent dans le cytoplasme et devient activé suivant une infection
virale ou la transfection de dsRNA. La délétion des domaines CARD en N-terminal
engendre la formation d’une protéine ayant une fonction dominante négative (aussi appelée
RIG-IC), alors que la délétion de son C-terminal provoque la formation d’une protéine
constitutivement active (Lin et al, 2006; Yoneyama et al, 2004). La mutation de son site de
liaison de I’ATP (K270A) situ¢ dans son domaine hélicase provoque également
I’inactivation de RIG-I, suggérant ainsi que 1’hydrolyse de I’ATP est nécessaire au
changement conformationnel permettant I’exposition des domaines CARDs (Yoneyama et
al, 2004). La portion C-terminale encode un domaine répresseur aussi présent chez LGP2.
Ce domaine de répression permet de réguler 1’auto-oligomérisation de RIG-I en I’absence

d’infection (Saito et al, 2007).

RIG-I serait responsable de la détection des ARNs provenant des virus a génome
ssRNA, tels que les Paramyxoviridae (ex. Sendai virus (SeV), New Castle Disease
virus (NDV)), les Flaviviridae (ex. Japanese encephalitis virus (JEV), Hepatitis C virus
(HCV)), les Orthomyxoviridae (ex. Influenza virus) et les Rhabdoviridae (Vesicular
Stomatitis virus (VSV)) (voir Figure 10). Les Picornaviridae possédent un mécanisme
d’évasion leur permettant d’échapper a la détection par RIG-I (Kato et al, 2005). RIG-I
reconnait préférentiellement la partie 5’-triphosphate des ARNs viraux (Hornung et al,
2006; Pichlmair et al, 2006). Chez les Picornaviridae, cette partiec de I’ARN est protégée
par une protéine virale nommée Vpg et empéche ainsi ’activation de RIG-I (Pichlmair et
al, 2006). Cette spécificité¢ de détection des ARNs expliquerait aussi la discrimination
stricte entre les ARNs viraux et ceux de 1’hote. En effet, les ARNs cellulaires perdent
généralement leur groupe 5’-triphosphate lors du processus de maturation. Toutefois, il a
été démontré que les petits ARNs cellulaires générés par le clivage enzymatique de la

RNAse L pouvaient activer la production d’IFN de type I (Malathi et al, 2007). Le dsRNA
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d’une longueur inférieure a 1 kb est aussi un ligand de RIG-I, mais sa détection est
¢videmment indépendante du 5’-triphosphate (Takahasi et al, 2008). De plus, les petits
fragments de dsRNA des Reoviridae, les petits fragments de poly(IC) et le dSRNA généré
lors de la réplication de certains virus ADN peuvent également activer la voie de
signalisation dépendante de RIG-I (Ablasser et al, 2009; Chiu et al, 2009; Kato et al, 2008;
Schlee et al, 2009; Schmidt et al, 2009).

1.2.3.2 MDAS

Structuralement, les domaines CARD de MDAS possédent une homologie en acides
aminés de 23% avec ceux de RIG-I, alors que son domaine hélicase possede 35%
d’homologie (voir Figure 9). Le C-terminal de MDAS ne contient pas de domaine de
répression et ne démontre aucune fonction d’auto-inhibition (Saito et al, 2007; Yoneyama

et al, 2004).

MDAS est principalement responsable de la détection des ARNs des Picornaviridae
(ex. EMCV, Theiler’s virus et Mengo virus) (Gitlin et al, 2006; Kato et al, 2005) (voir
Figure 10). Des études plus récentes ont toutefois démontré un role de MDAS pour la
détection des Calciviridae (ex. murin norovirus-1), des Coronaviridae (ex. virus de
I’hépatite murine) et les longs segments de dsRNA des Reoviridae (Kato et al, 2008;
McCartney et al, 2008; Roth-Cross et al, 2008). En revanche, la réponse antivirale au WNV
et au Dengue virus est dépendante de MDAS et RIG-I (Fredericksen et al, 2008; Loo et al,
2008). Contrairement a RIG-I, ce sont les fragments de poly(IC) d’une longueur supérieure
a 1 kb qui sont reconnus par MDAS (Kato et al, 2008). Les différents intermédiaires de
dsRNA générés lors de la réplication virale sont donc sélectivement détectés par MDAS ou

RIG-I en fonction de leur longueur.
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1.2.3.3 LGP2

LGP2 dispose d’un domaine DExD/H-box et d’un domaine répresseur situé en C-
terminal, mais différe de RIG-I et MDAS par 1’absence de domaine CARD en N-terminal.
Son domaine hélicase posséde respectivement 31% et 41% d’homologie en acide aminé
avec celui de RIG-I et MDAS (voir Figure 9). LGP2 fonctionne comme un régulateur
négatif de la réponse immunitaire innée (Saito et al, 2007; Vitour & Meurs, 2007;
Yoneyama et al, 2005). En effet, sa surexpression diminue significativement la production
d’IFNP suivant une infection virale, alors que 1’abolition de son expression cellulaire
produit I’effet opposé (Rothenfusser et al, 2005). Plusieurs mécanismes d’action ont été
suggérés pour expliquer son effet inhibiteur. Tout d’abord, comme son homologue RIG-IC,
LGP2 pourrait séquestrer les ligands de type ARN et ainsi empécher 1’activation de RIG-I
ou MDAS (Rothenfusser et al, 2005; Yoneyama et al, 2004). Ensuite, il a ét¢ démontré que
LGP2 co-immunoprécipait avec CARDIF de facon compétitive pour un site de liaison
commun avec IKKi. Le mécanisme pourrait donc étre indépendant de la présence du ligand
(Komuro & Horvath, 2006). Via une interaction impliquant son domaine répresseur, LGP2
pourrait également inhiber [’auto-oligomérisation de RIG-I. Selon ce modele, la
dimérisation RIG-I/RIG-I rendant la protéine active suivant une stimulation au J5’-
triphosphorylated ssRNA, pourrait €tre remplacée par une hétérodimérisation de type

LGP2/RIG-I (Saito et al, 2007).
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Figure 10. Reconnaissance des ARNs viraux

Dans la majorité des types cellulaires, RIG-I est essentiel pour la détection des ARNs viraux contenant un 5°-
triphosphate (NDV, SeV, VSV et Influenza). MDAS est le récepteur principal pour les ARNs des
picornavirus et de la molécule synthétique poly(IC). Cependant, au niveau des pDCs, le systeme des TLRs est
indispensable pour activer les IFNs de type 1. Figure adaptée de (Yoneyama & Fujita, 2007).

1.2.3.4 Signalisation par les RLRs : importance de CARDIF et STING

En réponse a une stimulation par ’ARN viral, RIG-I et MDAS s’associent avec la
protéine adaptatrice CARD adapter inducing IFNf (CARDIF) aussi connue sous le nom de
IFNp promoter stimulator-1 (IPS-1), Mitochondrial antiviral signaling (MAVS) et virus-
induced signaling adapter (VISA) (Kawai et al, 2005; Meylan et al, 2005; Seth et al, 2005;
Xu et al, 2005). CARDIF contient un domaine CARD en N-terminal permettant une
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interaction homotypique CARD-CARD avec le premier domaine CARD de RIG-
I/MDAS (Potter et al, 2008). CARDIF joue un rdle essentiel dans la signalisation par les
RLRs. Cette protéine est présente dans la membrane externe mitochondriale. Cette
découverte a totalement changé la perception de la réponse immunitaire innée, car un role
dans la défense antivirale, autre que la mort cellulaire programmée, venait d’étre attribué a
la mitochondrie. La protéase NS3/4A du HCV réussi spécifiquement a abolir la production
d’IFN grace a un clivage de CARDIF qui engendre sa délocalisation de la mitochondrie. Il
a donc été suggéré que cette localisation cellulaire mitochondriale était essentielle pour
permettre I’assemblage d’un complexe de signalisation impliqué dans la réponse antivirale
(Meylan et al, 2005; Seth et al, 2005). La caractérisation subséquente du complexe a
ensuite permis de proposer un modele ou TNFR-associated death domain (TRADD) était
recrut¢ a CARDIF dans le but de promouvoir la signalisation vers NF-kB et IRF-3
(Michallet et al, 2008). D’un c6té, TRADD formerait un complexe avec Fas-associated
death domain-containing protein (FADD), RIP1 et les Caspases 8/10 afin d’activer NF-kB,
alors que de I’autre coté, cette protéine augmenterait le recrutement de TANK a TRAF3
afin de stimuler spécifiquement IRF-3. NF-kB et IRF-3 sont respectivement activés par le
complexe IKK (IKKo/IKKP) et les IKK-related kinases (TBK1/IKKi) afin d’induire la

production de cytokines pro-inflammatoires et des IFNs de type I (voir Figure 11).

La récente découverte de stimulator of interferon genes (STING) (Ishikawa &
Barber, 2008), aussi connue sous le nom mediator of IRF-3 activation (MITA) et MPYS
(Jin et al, 2008; Zhong et al, 2008), a également contribué¢ a la grande réorganisation du
modele d’activation de la voie de signalisation des RLRs en y ajoutant un réle pour le
réticulum endoplasmique (ER). En effet, STING est une protéine possédant cinq domaines
transmembranaires qui réside au niveau du ER. Sa surexpression stimule la production des
IFNs de type I en activant la voie NF-kB et la voie IRF-3 (Ishikawa & Barber, 2008).
STING s’associerait préférentiellement a RIG-I plutot que MDAS. De plus, il a été

démontré que STING interagissait avec CARDIF. Il est également important de mentionner
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qu’une controverse concernant sa localisation cellulaire persiste actuellement. Selon
Zhong et ses colleégues, la localisation de STING serait plutét mitochondriale (Zhong et al,

2008).

En dépit des discordances sur la localisation cellulaire, les études effectuées sur
STING ont apporté beaucoup d’informations additionnelles sur les mécanismes de
signalisation potentiels de CARDIF. Le groupe du Dr Barber a notamment démontré que
STING interagissait avec TRAPP et Sec61p, un composant du translocon situé au niveau
du ER (Ishikawa & Barber, 2008). 11 est intéressant de noter que le translocon s’associe
avec I’exocyste, dont I’un de ses membres, Sec5, a récemment été caractérisé comme étant
un partenaire protéique de TBK1 (Chien et al, 2006) (voir Chapitre 2). Un mod¢le a donc
été proposé ou RIG-I pourrait lier les ARNs viraux traduits en proximité du translocon afin
de permettre une signalisation cellulaire médiée par STING et TBK1 nouvellement recrutée
a partir de 1’exocyste (Ishikawa & Barber, 2008). Par contre, le groupe du Dr Shu propose
un modele plus simple ou RIG-I s’associe a un complexe composé de STING et CARDIF.
Ce complexe recruterait ensuite TBK1 afin de phosphoryler IRF-3 et permettre la synthése
des IFNs de type I (Zhong et al, 2008). Le role exact de STING demeure donc encore

incertain.
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Figure 11. Voie de signalisation cellulaire associée aux RLRs

RIG-I est activé par sa liaison aux dsRNA de petite taille ou aux ssRNA contenant un 5’-triphosphate. Son
activation provoque ensuite un changement de conformation qui permet une interaction CARD-CARD avec
CARDIF et qui a comme conséquence de déplacer NLRX1. STING est aussi recruté a ce complexe. TRADD
et TRAF3 sont recrutés a CARDIF et permettent respectivement 1’assemblage de composants impliqué dans
I’activation de NF-kB et IRF-3 afin de promouvoir I’expression du géne IFNf. Figure adaptée de (Michallet
et al, 2008).

1.2.3.5 Protéines adaptatrices impliquées dans la signalisation par les RLRs

La découverte de protéines impliquées dans la voie de signalisation des RLRs a été
exponentielle depuis la découverte des IKK-related kinases en 2003 (voir Figure 12). Il
devient donc difficile de les intégrer dans le modele de signalisation cellulaire illustré ci-
dessus (voir Figure 11). Toutefois, ces protéines posseédent toutes un réle important a jouer
dans la réponse IFN de type I. Voici donc une description plus détaillée de certains de ces
médiateurs protéiques impliqués dans la régulation des RLRs. Le but de cette section est de

démontrer la complexité de cette voie de signalisation cellulaire.
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Figure 12. Représentation schématique temporelle de la découverte des protéines
impliquées dans la régulation de la réponse IFN de type I depuis la caractérisation de IRF-3
en 1998

Le nombre de protéines impliquées augmente de facon fulgurante depuis la découverte des IKK-related
kinases en 2003.

1.2.3.5.1 Les régulateurs positifs

1.2.3.5.1.1 TANK

TANK a originalement été caractéris¢é comme une protéine pouvant s’associer a
TRAF2 (Cheng & Baltimore, 1996; Kaye et al, 1996; Rothe et al, 1996) et NEMO (Chariot
et al, 2002) afin de permettre ’activation de NF-kB. Le role de TANK dans I’activation de
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NF-kB par le complexe IKK est toutefois controversé. En effet, aucun défaut

d’activation de ce complexe n’a pu étre observé dans les cellules TANK -/- traitées au LPS
ou au TNFa (Bonif et al, 2006; Gatot et al, 2007). Toutefois, il est possible que TANK soit
impliqué dans le processus menant a phosphorylation des différents membres de la famille
NF-kB, p65 (Adli & Baldwin, 2006; Mattioli et al, 2006), c-Rel (Harris et al, 2006) ou p52
(Wietek et al, 2006) par les IKK-related kinases. Via son domaine N-terminal, TANK se lie
de fagon constitutive a TBK1 (Pomerantz & Baltimore, 1999a) et IKKi (Nomura et al,
2000). De plus, sa présence est essentielle a la phosphorylation de IRF-3 par les IKK-
related kinases (Gatot et al, 2007; Guo & Cheng, 2007). TANK semble donc étre une
protéine d’échafaudage qui, par l'intermédiaire de ses multiples domaines, permet le
recrutement des différents composants impliqués dans 1’activation du complexe IKK et des

IKK-related kinases.

1.2.3.5.1.2 NAPI

NAK-associated protein 1 (NAP1), une protéine d’échafaudage initialement
identifiée comme partenaire protéique de TBK1 (aussi nommé NAK), partage certaines
caractéristiques structurales avec TANK (Fujita et al, 2003). NAP1 et TANK ont une
homologie en acides aminés de 18,2%. NAP1 avait originalement été impliqué dans
I’assemblage du complexe nécessaire a la phosphorylation de p65 par TBK1. Toutefois,
une participation du complexe NAP1-TBK1/IKKi-IRF-3 dans I’induction de I’expression
des IFNs de type I par la voie des RLRs a également ét¢ démontrée (Sasai et al, 2005).
NAPI1 est donc un médiateur cellulaire important permettant 1’assemblage d’un complexe
de signalisation qui a pour fonction principale de phosphoryler les facteurs de transcription

NF-kB et IRF-3.
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1.2.3.5.1.3 SINTBAD

Lors d’une analyse bioinformatique ayant pour but de trouver des homologies de
séquences parmi les différents composants de la voie d’activation de IRF-3, une grande
homologie entre NAPI et la protéine KIAAQ775 fut observée (Ryzhakov & Randow,
2007). Cette protéine, par la suite renommée similar to NAP1 TBKI adaptor (SINTBAD),
interagit de fagon constitutive avec TBKI1 et IKKi. Tout comme NAP1 et TANK,
SINTBAD est essentiel a I’induction des génes dépendants du facteur de transcription IRF-
3. Ces trois protéines adaptatrices semblent d’ailleurs lier les IKK-related kinases grace a
leur TBK1/IKKi-binding domain (TBD) commun. Lors d’une infection virale, SINTBAD
semble donc jouer un rdle dans 1’assemblage d’un complexe de signalisation impliquant

TBKI1 et IKKi.

1.2.3.5.1.4 NEMO

Bien que NEMO semble étre essentiellement dédié a la voie de signalisation de NF-
kB, Zhao et collaborateurs ont récemment démontré un réle de cette protéine dans
I’activation des IRFs (Zhao et al. 2007). NEMO agirait comme molécule de liaison
permettant 1’activation simultanée des deux voies de signalisation. Comme mentionné
précédemment, la voie de signalisation IRF-3/IRF-7 dépend des IKK-related kinases,
TBKI1 et IKKi, pour assurer la phosphorylation de ces facteurs de transcription. Ces deux
kinases appartiennent a un complexe qui inclut probablement TANK, NAP1 ou SINTBAD
(Chau et al. 2008). Selon Zhao et ses collegues, NEMO agirait en amont de TBK1 et IKKi
par sa capacité de recruter TANK. Son role exact dans la cascade demeure toutefois encore

incertain.
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1.2.3.5.1.5 HSP90

Les HSPs font parties d’une famille de protéines dont les fonctions majeures sont de
promouvoir le bon repliement protéique et d’assurer 1’assemblage des protéines (Agashe &
Hartl, 2000; Bukau et al, 2000; Feldman & Frydman, 2000; Jakob et al, 1995). Le
mécanisme cellulaire le plus caractérisé pour HSP90 est celui associé a la maturation du
récepteur des glucocorticoides (GR). En absence de ligand, GR est séquestré par HSP90 au
niveau du cytoplasme afin d’assurer son inactivité (Cadepond et al, 1991; Giguere et al,
1986). HSP9O0 fut identifi¢ dans une étude utilisant la technique du double-hybride afin de
pouvoir identifier de nouveaux interacteurs protéiques de IRF-3 (Yang et al, 2006). Son
inhibition par la geldanamycine réduit 1’activation de IRF-3. Les expériences ont
notamment démontré que cet inhibiteur pharmacologique empéchait HSP90 de se
complexer a TBK1. L’absence de cette interaction provoque la déstabilisation de TBK1 en
accélérant sa dégradation par le protéasome. Il a donc été¢ suggéré que HSP90 formait un
complexe avec TBK1 et IRF-3 dans le but de pouvoir assurer une proximité physique entre

ces deux protéines. Ceci faciliterait la transduction du signal lors d’une infection virale.

1.2.3.5.1.6 TRADD/ FADD/RIP1/Caspase8-10

TRADD a d’abord été caractéris€ comme un composant du complexe de
signalisation recruté au niveau du récepteur du TNF (TNFR1) (Hsu et al, 1995). TRADD
s’associe a la région cytoplasmique du TNFR1 pour ensuite recruter RIP1 et FADD grace a
des interactions impliquant les death domains des trois protéines (Hsu et al, 1996a; Hsu et
al, 1996b). Ces associations ménent ultimement a 1’activation de NF-kB via RIP1 ou a la
mort cellulaire programée via la voie TRADD-FADD-Caspase 8/10. Récemment, il a été
suggéré que TRADD était une protéine adaptatrice importante de la voie de signalisation
des RLRs (Michallet et al, 2008). Comme mentionné précédemment (voir section 1.2.3.4),
TRADD interagit avec CARDIF afin de permettre le recrutement des différents complexes
activant NF-kB et IRF-3. Puisque le recrutement du complexe FADD/RIP1 a CARDIF
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semblait augmenter I’interaction entre TRAF3 et TANK, les auteurs ont alors
suggéré que TRADD orchestrait la signalisation de NF-kB qui est dépendante de FADD et
RIP1 d’un c6té et celle de IRF-3 qui est dépendante de TANK et TRAF3 de I’autre coté.
La Caspase 8 et la Caspase 10 sont clivées lors d’une stimulation au dsRNA et la
surexpression des formes clivées est suffisante pour mener a I’activation de NF-kB. De
plus, les cellules Caspase 8 -/- stimulées au poly(IC) démontrent une réduction importante
de I’expression des cytokines pro-inflammatoires et de ’activation de NF-kB, illustrant

ainsi I’importance des caspases dans la signalisation par les RLRs (Takahashi et al, 2006).

1.2.3.5.1.7 TRAF3

L’activation de RIG-I/MDAS entraine la dimérisation/oligomérisation de CARDIF
par l'intermédiaire de ses domaines CARD. Cette dimérisation permet ensuite le
recrutement de TRAF3 au niveau de CARDIF (Baril et al, 2009; Tang & Wang, 2009). Les
deux protéines semblent interagir directement grace au domaine TRAF de TRAF3 et le
TRAF-interaction motif (TIM) présent chez CARDIF (Saha et al, 2006). Une fois TRAF3
recruté au niveau du complexe de signalisation, son domaine E3 ligase de type RING
assemble préférentiellement des chaines de polyubiquitines en K63 afin de former une
plateforme nécessaire au recrutement des IKK-related kinases. Les caractéristiques
moléculaires de TRAF3 seront davantage détaillées dans une section ultérieure de cette

these (voir section 1.3.2).

1.2.3.5.1.8 TRAF2 et TRAF6

De facon similaire 8 TRAF3, TRAF2 et TRAF6 interagissent aussi avec CARDIF
(Xu et al, 2005). Bien que I’interaction de TRAF6 fiit observée, son rdle dans I’induction
des IFNs de type I demeure encore incertain. Toutefois, une étude récente implique TRAF6

dans I’activation de NF-kB, p38 et JNK suivant la transfection de poly(IC) (Yoshida et al,
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2008). Cette étude propose que la présence de TRAF6 et de MEKK1 au niveau de
CARDIF soit nécessaire pour assurer une induction optimale des IFNs de type I via NF-kB
et les MAPKSs. Dans une autre étude, Mikkelsen et collaborateurs ont démontré que TRAF2
et TAKI étaient des composants essentiels a 1’activation de p38 au niveau de la voie de
signalisation des RLRs (Mikkelsen et al, 2009). Cette activation permettrait notamment la

production d’IL-12 et potentialiserait I’induction des IFNs de type I.

1.2.3.5.1.9 ¢-Src

La participation de c-Src dans la voie de signalisation de RIG-I a tout récemment
été démontrée (Johnsen et al, 2009). Des études antérieures avaient déja proposé son
implication dans I’activation des facteurs de transcription IRF-3 et STATI1 au niveau de la
voie de signalisation du TLR3 (Johnsen et al, 2006). Les données semblaient alors
indiquées que c-Src était situé en aval de TRIF. Dans la voie de signalisation de RIG-I, la
présence de c-Src augmente 1’activation de IRF-3 et la production de protéines antivirales.
Son effet est pricipalement médié par son association au domaine RING de TRAF3. Ceci
expliquerait son role dans les deux voies de signalisation activées par le dSRNA (TLR3 et

RLRs).

1.2.3.5.1.10 TRIM25

La transduction du signal par RIG-I est aussi régulée par I’ubiquitination. En effet,
tripartite motif 25 (TRIM25), une E3 ubiquitine ligase contenant un domaine de type RING
Finger, interagit avec le domaine CARD de RIG-I situé¢ en N-terminal (Gack et al, 2007).
L’ubiquitination de RIG-I par TRIM25 permet la création d’une plateforme d’ancrage pour
CARDIF. TRIM25 influence donc [D’activation de cette voie de signalisation et la

production des IFNs de type I en réponse aux infections virales.



44
1.2.3.5.1.11 NOX2 et ROS

Les reactive oxygen species (ROS) sont maintenant bien connus pour leur
contribution dans les voies de signalisation intracellulaire (Droge, 2002). Les enzymes de
type NADPH oxydase (NOX) sont la principale source de production des ROS cellulaires.
NOX2 et sa production de ROS sont requis afin d’obtenir une activation optimale de IRF-3
ainsi que I’induction des geénes IFNP et IFIT1 (Soucy-Faulkner et al). De plus, NOX2 serait
nécessaire pour I’expression de CARDIF. En effet, la séquestration des ROS, tout comme
la régulation a la baisse des niveaux d’expression de NOX2, engendrent une diminution

drastique de I’ARNm de CARDIF.

1.2.3.5.1.12 DDX3

DDX3 est un membre de la famille des DEAD-box RNA helicase qui a recu
beaucoup d’intérét ces dernieres années parce que plusieurs études ont démontré sa
manipulation par le virus de I'immunodéficience humaine de type 1, le HCV et les
poxviridae (Ariumi et al, 2007; Mamiya & Worman, 1999; Owsianka & Patel, 1999;
Schroder et al, 2008; Yedavalli et al, 2004; You et al, 1999). Derni¢rement, I’implication de
DDX3 dans I’induction de certains médiateurs antiviraux a été observée (Schroder et al,
2008; Soulat et al, 2008). Suivant une infection virale, DDX3 interagit avec IKKi pour
contribuer a I’activation de IRF-3 ainsi qu’a I’induction des IFNs de type 1. Selon le groupe
du Dr Superti-Furga, DDX3 serait également un partenaire et un substrat de TBK1. Cette
hélicase serait également capable de lier la région enhancer du promoteur IFNP afin d’agir
comme cofacteur transcriptionnel. Le mécanisme moléculaire expliquant la contribution de

DDX3 dans 1’activation de IRF-3 demeure donc encore incertain.
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1.2.3.5.1.13 GRIP1

Les glucocorticoides inhibent drastiquement la production des cytokines et
chimiokines. Ils agissent sur le GR, un facteur de transcription de type ligand dépendant qui
réprime notamment D’activit¢ de AP1 et de NF-kB en utilisant GRIPl comme co-
répresseur. En utilisant la technique du double-hybride et GRIP1 comme appat moléculaire,
Reily et collaborateurs ont identifi¢ IRF-3 comme partenaire protéique potentiel (Reily et
al, 2006). Les études de co-immunoprécipitation ont ensuite démontré 1’interaction entre les
deux protéines ainsi qu’une compétition entre IRF-3 et GR pour la liaison de GRIPI.
GRIP1 serait donc un nouveau cofacteur impliqué dans la transcription des génes
dépendant de IRF-3. Son mécanisme d’action demeure toutefois encore obscur. Il a été
suggéré que GRIP1 pourrait faciliter le recrutement de CBP/p300 au niveau du promoteur

ou qu’il pourrait contribuer a la stabilisation de IRF-3 sur I’ADN.

1.2.3.5.1.14 Cyclophiline B

Cyclophiline B (CypB) est un membre de la famille des cyclophilines. Ces protéines
possédent une activité peptidyl-prolyl isomérase cis-trans qui permet de faciliter le
repliement protéique (Price et al, 1994). Les cyclophilines contribuent ainsi a la maturation
et au transport de plusieurs protéines cellulaires (Kay, 1996). De plus, les cyclophilines sont
impliquées dans certaines cascades de signalisation, notamment celles menant a la
transactivation des genes par c-myb et IRF-4 (Leverson et al, 1998; Lopez-Ilasaca et al,
1998). En utilisant la technique du double hybride, Obata et ses collégues ont identifié IRF-
3 comme un nouveau partenaire protéique de CypB (Obata et al, 2005). La baisse des
niveaux d’expression de CypB par la technique d’ARN interférence entraine une
diminution de 1’activation de IRF-3 suivant une infection virale. En effet, des altérations
ont été observées au niveau de sa phosphorylation, dimérisation, capacité de liaison a
I’ADN et de son interaction avec CBP. CypB serait donc impliqué dans la modulation de

I’expression du géne ififf via son interaction avec IRF-3.
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1.2.3.5.2 Les régulateurs négatifs

1.2.3.5.2.1 NLRX1

NLRXI1 est une protéine de la famille des NLRs localisée dans la membrane externe
de la mitochondrie. Cette dernicre joue un rdle important dans la voie de signalisation des
RLRs. NLRX1 inhibe la production des IFNs de type I en empéchant I’interaction de RIG-
I/MDAS avec CARDIF (Moore et al, 2008). NLRX1 s’associe a CARDIF grace a une
interaction impliquant son nucleotide-binding domain (NBD) et le domaine CARD de
CARDIF. La suppression de son domaine LRR abolit son effet d’inhibition sur CARDIF,
mais n’empéche toutefois pas [D’interaction entre les deux protéines. Moores et
collaborateurs proposent que le role de NLRX1 soit de compétitionner avec RIG-I pour une
interaction avec CARDIF. Son niveau d’expression cellulaire ne varie pas lorsque la voie
de signalisation des RLRs est activée ou lorsque les cellules sont traitées a I’'TFN. NLRX1
serait donc un inhibiteur a 1’état d’équilibre de la réponse IFN plutdt qu’un régulateur a

rétro-action négative de cette voie de signalisation.

1.2.3.5.2.2 PLK1

La polo-like kinase (PLK1) fut identifi¢é comme un partenaire de CARDIF grace a la
technique du double-hybride (Vitour et al, 2009). L’interaction entre les deux protéines est
médiée par le domaine Polo-box de PLK1 et le domaine C-terminal de CARDIF. PLK1
phosphoryle CARDIF sur la thréonine 234 du motif STP situé au niveau du domaine
Proline-riche. Cette phosphorylation empécherait CARDIF de pouvoir activer les voies de
signalisation menant a I’activation de IRF-3 et NF-kB. Une autre étude vient de démontrer
que PLK1 interagissait aussi avec TANK (Zhang et al). Ce recrutement de TANK a PLK1
serait par contre impliqué dans la régulation négative de NF-kB au niveau de la voie de

signalisation du TNF.
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1.2.3.5.2.3 RNF125
Bien qu’activé par la E3 ligase TRIM25, RIG-I est également inhibé par une autre
ubiquitine E3 ligase, soit RNF125. Cette dernicre induit son ubiquitination et sa
dégradation par le protéasome (Arimoto et al, 2007). Cette protéine appartient aussi a la
famille de E3 ligase de type RING Finger. La région N-terminale de RNF125 s’associe a
RIG-I via son domaine CARD et son domaine hélicase. RNF125 serait aussi responsable de

I’ubiquitination de MDAS et de CARDIF.

1.2.3.5.2.4 SIKE

La protéine suppressor of IKKe (SIKE) fut identifiée par la méthode de double-
hybride en utilisant IKKe¢ (autre nomenclature pour IKKi) comme apat moléculaire (Huang
et al, 2005). Toutefois, SIKE s’associe ¢galement a TBKI1. Sa surexpression inhibe
efficacement la signalisation induite par IKKi, TBK1, TRIF, TLR3 et RIG-I. De plus, cette
protéine semble jouer un réle spécifique dans la voie d’activation de IRF-3 puisque
I’activation de NF-kB n’est pas influencée par la surexpression de cette protéine. SIKE est
présent dans le cytoplasme et forme un complexe de haut poids moléculaire en compagnie
de TBKI1 et d’une protéine non caractérisée a ce jour. Son rdle serait d’empécher le
recrutement des IKK-related kinases au niveau des autres composants protéiques impliqués
dans la signalisation médiée par RIG-I et le TLR3. Suivant une infection virale ou une
stimulation par le dsSRNA, SIKE se dissocierait des IKK-related kinases afin de permettre

aux deux kinases de pouvoir accomplir leur fonction cellulaire.

1.2.3.5.2.5 RFP
En utilisant la technique du double-hybride, Zha et collaborateurs ont réussi a
identifier la Ret Finger Protein (RFP) comme un partenaire potentiel de IKKi (Zha et al,

2006). Des ¢études plus approfondies ont démontré que RFP interagissait avec les deux
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IKK-related kinases, mais aussi avec les composants du complexe IKK, IKKa et
IKKp. RFP inhibe I’activation de NF-kB et/ou de IRF-3 médiée par le TNF, I'IL-1, le
poly(IC) et une infection virale. En ciblant le complexe IKK ou les IKK-related kinases,
RFP agirait donc en tant que régulateur négatif de I’inflammation et de la réponse

antivirale.

1.2.3.5.2.6 CYLD

La protéine suppresseur de tumeur Cylindromatosis (CYLD) contient les boites
cystéine et histidine retrouvées typiquement dans la famille des ubiquitin-specific protease
(UBP) parmi les enzymes de déubiquitination (DUB) (Bignell et al, 2000). Deux groupes
de recherche indépendants ont simultanément identifiés CYLD comme étant un nouveau
régulateur négatif de la voie RIG-I (Friedman et al, 2008; Zhang et al, 2008b). Les données
de ces ¢études démontrent que CYLD cible RIG-I, TBK1 et IKKi pour la déubiquitination,
engendrant ainsi ’inactivation de la signalisation cellulaire. CYLD s’associe au domaine
CARD de RIG-I et supprime les chaines de polyubiquitination en K63 conjuguées sur ce
domaine par TRIM25. La perte de CYLD dans les cDCs cause notamment une
accumulation d’ubiquitination chez RIG-I. RIG-I est donc constamment en cycle
d’ubiquitination-déubiquitination ou 1’étape dominante a 1’état d’équilibre est celle de la
déubiquitination. De plus, cette accumulation cellulaire de RIG-I ubiquitiné chez les ¢cDCs
CYLD -/- est fortement associée a une activité constitutive des IKK-related kinases. Les
mécanismes cellulaires précis contrdlant les cycles d’ubiquitination par TRIM25 et de

déubiquitination par CYLD demeurent toutefois inconnus.

1.2.3.5.2.7 A20

A20 est une protéine induite suite a 1’activation de la voie NF-kB. Cette protéine est

unique, car elle posséde a la fois une activité déubiquitinase médiée par son domaine
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ovarian tumor (OTU) situé en N-terminal et une activité E3 ligase associée a son
domaine C-terminal. A20 était antérieurement connue pour son implication dans la
régulation négative de NF-kB au niveau de la voie de signalisation du TNF (Chen, 2005). Il
semblerait que A20 soit également un régulateur négatif de 1’activation de IRF-3 suite a la
stimulation des voies de signalisation associées a RIG-I et au TLR3 (Lin et al, 2006; Saitoh
et al, 2005; Wang et al, 2004b). Les études publiées présentent toutefois quelques
discordances quant a la fonction de cette protéine. De son coté, le groupe du Dr Hiscott
prétend que 1’expression de A20, suivant une infection virale, a pour but d’interférer
efficacement avec 1’activation de NF-kB et de IRF-3 dans la voie de signalisation des
RLRs. Son role dans la voie de signalisation du TLR3 serait trés mitigé (Lin et al, 2006).
Deux autres groupes sont d’un avis contraire et prétendent que le role de A20 se situe
principalement au niveau de la voie du TLR3. En effet, la modulation des niveaux
d’expression de A20, soit par surexpression ou ARN interférence, influence 1’activation de
IRF-3 et NF-kB suite a une stimulation par des ligands du TLR3 (Saitoh et al, 2005; Wang
et al, 2004b). Une étude plus récente vient compliquer davantage notre compréhension de
A20. En effet, des expériences utilisant des macrophages dérivés de souris A20 -/-
suggererait un role spécifique de cette enzyme dans I’activation de NF-kB par le TLR3 et
non dans celle de IRF-3 (Turer et al, 2008). Le role de A20 au niveau de la réponse

immunitaire innée est donc trés controverseé.

1.2.3.5.2.8 DUBA

Deubiquitinating enzyme A (DUBA) est un autre membre de la famille des DUBs
caractérisées par la présence d’un domaine OTU qui agit en tant que régulateur négatif de
la voie de signalisation des RLRs. DUBA fut découvert lors d’un criblage a haut débit
utilisant des siRNA dirigés contre les DUBs (Kayagaki et al, 2007). La baisse des niveaux
d’expression de DUBA provoque une augmentation de la réponse IFN de type I, alors que

sa surexpression engendre I’effet inverse. DUBA est spécifiquement responsable d’inhiber
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I’interaction TRAF3-TBK1. DUBA se lie 8 TRAF3 et clive sélectivement les chaines
de polyubiquitine K63 présentes sur sa cible. Par conséquent, TRAF3 se dissocie du
complexe de signalisation ou TBKI1 est aussi présent. DUBA est donc un nouveau

régulateur négatif de la réponse immunitaire innée.

1.2.3.5.2.9 TRIAD3A

TRIAD3A est une E3 ubiquitine ligase de type RING qui interagit avec plusieurs
composants de la voie de signalisation des TLRs, dont TRIF et TIRAP, afin de promouvoir
leur dégradation par le protéasome (Chuang & Ulevitch, 2004). Suivant une infection
virale, TRIAD3A s’associe également a TRAF3. Le role de cette interaction inductible est
de cibler TRAF3 pour la polyubiquitination en K48 et de stimuler sa dégradation par le
protéasome. La surexpression de TRIAD3A interfére notamment avec I’activation de IRF-3
et la production des IFNs de type 1. De plus, TRIAD3A semble promouvoir la dissociation
de CARDIF et TRAF3 en compétitionnant avec CARDIF pour le domaine TRAF de
TRAF3 (Nakhaei et al, 2009).

1.2.3.5.2.10 RNF5

RNF5 est une E3 ligase qui a été associée au controle de la motilité cellulaire, au
contrdle de la qualité protéique, au cancer et aux myopathies dégénératives (Bromberg et
al, 2007; Didier et al, 2003; Younger et al, 2006). RNF5 contient un domaine
transmembranaire en C-terminal et localise au niveau du ER. Dans une étude vouée a
trouver de nouveaux modulateurs de la voie de signalisation des RLRs, Zhong et
collaborateurs ont observé une interaction inductible entre STING et RNF5 en présence
d’une infection virale (Zhong et al, 2009). La surexpression de RNF5 interfére avec
I’activation de IRF-3 et I’expression d’IFNf. RNF5 est responsable de la polyubiquitination

sur la lysine 150 de STING. Cette modification engendre sa dégradation par le protéasome.
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L’étude effectuée par Zhong et ses collégues apporte aussi certaines précisions

concernant la controverse qui entoure la localisation cellulaire de STING. Selon ce groupe,
STING localiserait d’abord a la mitochondrie pour étre ensuite relocalisé dans le ER lors
d’une infection virale. La situation serait inversée pour RNF5. Cette derniére aurait une
localisation initiale au niveau du ER pour étre finalement redistribuée vers la mitochondrie
pendant ’infection. Le processus d’ubiquitination de STING aurait toutefois lieu a la
membrane mitochondriale. En somme, RNFS5 est un nouveau régulateur négatif de la voie

de signalisation associée aux RLRs.

1.2.3.5.2.11 Atg5-Atg12

L’autophagie est un processus cellulaire impliquant des voies non spécifiques de
dégradation/recyclage essentielles pour le recyclage des macromolécules stables, le
maintien d’un pool d’acides aminés cellulaire pendant un jeline et la réponse a une variété
de stimuli hormonaux (Shintani & Klionsky, 2004). Une étude a proposé que 1’autophagie
est impliquée dans la régulation négative de la voie de signalisation associée aux RLRs
(Jounai et al, 2007). D’abord, la petite ubiquitin-like protein Atgl2 se conjugue a son
substrat Atg5 pour former le conjugué Atg5-Atgl2, un régulateur clé du processus
autophagique. Ce conjugué se lie ensuite directement aux domaines CARD de RIG-I,
MDAS5 et CARDIF. La présence de ce conjugué au niveau du complexe RIG-I/CARDIF
aurait comme fonction d’engendrer son inactivation. En accord avec cette hypotheése, la
suppression du mécanisme de conjugaison provoque une plus grande production d’IFN de
type I en réponse au poly(IC). Le conjugué Atg5-Atgl2, mais non les monomeres
individuels, agirait donc en tant que suppresseur de la signalisation par les RLRs. Il est
intéressant de noter qu’une étude récente vient de démontrer la colocalisation de STING
avec deux autres protéines impliquées dans 1’autophagie, soit Atg9a et microtubule-

associated protein 1 light chain 3 (LC3), suivant la transfection de dsDNA (Saitoh et al,
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2009). Ces deux protéines posseédent toutefois un rdle positif dans la régulation de

cette voie de signalisation associée aux récepteurs cytoplasmiques de I’ADN.

1.2.3.5.2.12 DAK

Dihydroxyacetone kinase (DAK) fut identifiée dans une expérience de double-
hybride utilisant MDAS comme appat moléculaire (Diao et al, 2007). DAK possede une
activité lyase flavin adenine dinucleotide (FAD)-adenosine monophosphate (AMP) couplée
a une activité Pha kinase ATP dépendante (Bachler et al, 2005; Cabezas et al, 2005).
Toutefois, son role physiologique demeure encore inconnu. DAK interagit avec le domaine
CARD de MDAS, mais non pas avec celui de RIG-I. De plus, la surexpression de DAK
diminue la signalisation déclenchée par MDAS et non celle déclenchée par RIG-I ou
CARDIF. La surexpression de DAK n’affecte pas la signalisation menant a 1’activation de
NF-kB. Par conséquent, ceci suggere que cette kinase semble préférentiellement inhiber la
voie d’activation de IRF-3. Son mécanisme d’action serait similaire a celui de SIKE
puisque le complexe DAK-MDAS5 se dissocie suivant une infection virale. DAK
maintiendrait donc MDAS dans un état inactif au niveau d’un complexe cytoplasmique
stable. Jusqu’a ce jour, DAK est le seul régulateur négatif spécifique a MDAS rapporté

dans la littérature.

1.2.3.5.2.13 Pinl

Pinl est une peptidyl-prolyl isomérase qui catalyse un changement conformationnel
protéique dépendant de la phosphorylation. Via son domaine WW, Pinl reconnait
spécifiquement des résidus sérines ou thréonines phosphorylés suivis par une proline (Lu et
al, 1996; Wulf et al, 2005). Saitoh et collégues ont démontré que Pinl régulait
négativement le facteur de transcription IRF-3 (Saitoh et al, 2006). Aprés une stimulation

au dsRNA, la phosphorylation induite sur le motif Serine339-Proline340 de IRF-3 permet
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le recrutement de Pinl. Cette interaction engendre la polyubiquitination de IRF-3 et
sa dégradation subséquente par le protéasome. L’absence de Pinl provoque une diminution
de la réplication virale secondaire a une augmentation de la production d’IFNP. Les
mécanismes impliqués dans la dégradation de IRF-3 seront discutés plus amplement dans la

section suivante de cette thése.

1.2.3.5.2.14 Le complexe SCF

Ce complexe E3 ubiquitine ligase se caractérise par la présence de trois composants
invariables au niveau du complexe protéique, soit Skpl, Cullinl et Rbx/Rocl. L’autre
composant important du complexe varie en fonction du substrat et se nomme la F-box
protein (Cardozo T et al, 2004). Lors d’une de nos études, nous avons proposé un role de ce
complexe dans la dégradation du facteur de transcription IRF-3 (Bibeau-Poirier et al, 2006).

Pour plus de détails, voir la section 1.3.1.4 ci-dessous.

1.3 IRF-3 et TRAF3

Pour la derni¢re section du Chapitre 1, j’ai choisi de détailler davantage les
protéines IRF-3 et TRAF3. Ces deux protéines font I’objet de mes deux articles de these
présentés respectivement dans les chapitres 4 et 5. Cette présente section aura pour but de
vous donner une meilleure idée de I’implication de ces deux protéines dans I’ensemble de
la réponse immunitaire innée. Vous pourrez donc vous y rapporter afin de mieux
comprendre certains concepts brievement expliqués lors des introductions et discussions de

chacun de mes articles scientifiques.

Hormis leur importance respective dans la voie de signalisation déclenchée par les

RLRs et TLRs ou encore le chiffre trois dans leur nom, TRAF3 et IRF-3 n’ont aucun autre
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point commun. Le choix d’étudier ces deux protéines parmi tant d’autres également
présentes dans la voie de signalisation des RLRs n’a été que circonstanciel. L’identification
des sites phosphorylés présents sur IRF-3 et la cinétique de phosphorylation représentaient
a I’époque, et encore aujourd’hui, un casse-té€te majeur pour ceux oeuvrant dans ce domaine
de recherche. Par conséquent, cette section aura principalement comme but de vous
démontrer ’ampleur des discordances retrouvées dans la littérature concernant la régulation
de IRF-3. Quant a TRAF3, sa caractérisation en 2006 dans la voie de signalisation des
TLRs a laissé la communauté scientifique perplexe. Avant cette découverte, TRAF3 n’avait
été étudi¢ que dans le contexte de la voie d’activation de NF-kB non classique.
Soudainement, de grandes questions ont été soulevées concernant ses fonctions dans la
défense contre les pathogenes. La section sur TRAF3 fera surtout un retour sommaire sur

I’ensemble de ses fonctions biologiques cellulaires.

1.3.1 Le facteur de transcription IRF-3

1.3.1.1 Fonctions de IRF-3 in vivo

La génération des souris IRF-3 -/- par le groupe du Dr Taniguchi a grandement
contribu¢ a la découverte de plusieurs fonctions importantes in vivo de ce facteur de
transcription. Comme mentionné précédemment, IRF-3 est un médiateur critique de la
réponse IFN de type I suivant une infection virale (Sato et al, 2000b). IRF-3 est également
impliqué dans la réponse au choc septique (Sakaguchi et al, 2003). En effet, la production
des IFNs de type I est une conséquence essentielle de la réponse au LPS (Karaghiosoff et
al, 2003). En utilisant une approche visant a déterminer le réle de IRF-3 dans la réponse au
LPS, Sakaguchi et ses collégues ont démontré que les souris IRF-3 -/- étaient résistantes au
choc septique induit par de fortes doses de LPS. La réponse IFN était grandement diminuée
chez les souris IRF-3 -/- et corrélait fortement avec leur taux de survie. Dans une autre

¢tude, Dang et ses collaborateurs ont aussi démontré que I’inhibition de IRF-3 par



55

I’hydroxystilbene piceatannol pouvait protéger les souris du choc septique (Dang et

al, 2004). Derniérement, la contribution de IRF-3 dans le développement de la réponse
immunitaire relié aux vaccins a ADN fut mise en évidence (Shirota et al, 2009).
Contrairement aux souris IRF-3 WT, les souris IRF-3 -/- sont incapables de produire une
réponse immunitaire a médiation cellulaire adéquate suivant 1’administration d’un vaccin
ADN avec adjuvant. Ces résultats sont hautement compatibles avec ceux obtenus chez les
souris TBK1 -/- également immunisées a 1’aide d’un vaccin ADN (Ishii et al, 2008). Il a
donc été suggéré que la reconnaissance cytoplasmique des plasmides ADN pouvait mener a
I’activation de IRF-3 et I’induction des IFNs de type I et que ce processus était essentiel

afin de générer une réponse immunitaire & médiation cellulaire efficace.

L’activation de IRF-3 peut donc étre pergue comme un couteau dont la lame
posséde deux cotés tranchants. D’une part, son activation est un processus essentiel a la
survie cellulaire, mais d’un autre c6té, son activation soutenue et exagérée peut engendrer
des dommages cellulaires importants. Il devient alors justifi¢ de bien définir les

mécanismes moléculaires impliqués dans sa régulation.

1.3.1.2 Cycle de vie de IRF-3

IRF-3 est une phosphoprotéine de 427 aa constitutivement exprimée au niveau du
cytoplasme (Au et al, 1995). Son extrémité N-terminale contient un domaine de liaison a
I’ADN (DBD), alors que sa partie C-terminal posseéde un domaine d’association aux IRFs
(IAD) et un domaine de transactivation. Lors d’une infection virale, 1’activité
transcriptionnelle de IRF-3 est controlée par des événements de phosphorylation ayant lieu
principalement en C-terminal. Les kinases responsables de son activation sont les IKK-
related kinases, TBK1 et IKKi (Fitzgerald et al, 2003; Sharma et al, 2003). Les différents

sites de phosphorylation potentiellement ciblés par ces kinases sont les Ser385 et Ser386
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(Cluster I), les Ser396 et Ser398 (Cluster II) ainsi que les Ser402, Thr404 et Ser405

(Cluster III) (voir Figure 14). Basé sur plusieurs données biochimiques, il a été suggéré
que la phosphorylation de ces clusters (Figure 13, Etape 2) induisait un changement
conformationnel (Figure 13, Etape 3) permettant I’homodimérisation de IRF-3 (Figure 13,
Etape 4). La forme dimérique est importée dans le noyau ou elle s’associe aux
coactivateurs CBP et p300 (Figure 13, Etape 5). La forme monomérique inactive de IRF-3
peut également étre importée dans le noyau via son NLS, mais elle est aussitot expulsée en
raison de son incapacité¢ de lier CBP (Kumar et al, 2000b). Une fois associée a ses
coactivateurs, IRF-3 induit la transcription des génes [FNa/P et des différents ISGs (Figure
13, Etape 6). IRF-3 est finalement dégradé par un mécanisme cellulaire impliquant le

protéasome (Figure 13, Etape 7).
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Figure 13. Cycle de vie de IRF-3

IRF-3 est inactif au niveau du cytoplasme (Etape 1). Lors d’une infection virale, I’activité transcriptionnelle
de IRF-3 est controlée par des événements de phosphorylation en C-terminal médiés par les kinases
TBK1/IKKi. Basé sur des données biochimiques, un mod¢le d’activation de IRF-3 fut proposé¢ ou la
phosphorylation des différents clusters localisés en C-terminal (Etape 2) induit un changement
conformationnel (Etape 3) permettant I’homodimérisation de IRF-3 (Etape 4). La forme dimérique est ensuite
importée dans le noyau afin de s’associer & ses coactivateurs CBP/p300 (Etape 5). Une fois li¢ a CBP/p300,
IRF-3 induit la transcription des génes IFNo/p, de la chimiokine RANTES et des différents ISGs (Etape 6).
IRF-3 est finalement dégradé par un mécanisme cellulaire impliquant le protéasome (Etape 7). Les étapes 1-2-
3 peuvent étre visualisées par gel SDS-PAGE. Les formes phosphorylées de IRF-3 (forme III et IV) ont une
migration retardée sur gel. L’étape 4 peut étre visualisée par un PAGE de type natif. L’infection virale
provoque I’apparition d’une 2° bande (dimére). L étape 5 peut étre visualisée par immunofluorescence.



58
1.3.1.3 Région N-terminale de IRF-3

1.3.1.3.1 Domaine de liaison a ’ADN

Le DBD des IRFs est bien conservé et forme une structure de type hélice-boucle-
hélice avec un cluster riche en tryptophane dans le but de permettre la reconnaissance des
PRDs retrouvés chez les différents ISGs (Escalante et al, 1998). Les <é&tudes
cristallographiques de la structure du DBD de IRF-3, complexé avec la partie enhancer du
gene IFN, ont permis de révéler qu’un total de quatre molécules de IRF-3 se liaient a des
séquences consensus et non-consensus avec une flexibilité surprenante au niveau de
I’espacement sur ’ADN et des interactions ADN-protéines (Escalante et al, 1998). Une
autre étude remet toutefois en question ce modéle en prétendant qu'un des deux sites de
liaison a I’ADN identifiés par cristallographie est inutile. Leurs résultats démontrent que la
région enhancer du promoteur IFN ne peut accueillir qu’une seule molécule dimérique de

IRF-3 (Dragan et al, 2008).

Transactivation domain
Proline directed
Kinase ?
331 -TFTEGSGRSPRYALWFCVGES- 35
(339) /
— 1

N[ “DBD " IEREC Pro_ IAD WRD[e

QNA-PE)

128 - GGGSTSDIQEDILDE -142

(396/398)
382 - GGASSLENTVDLHISNSHPLSLT SDQYKAYLQD- 414
(385/386) (402/404/405)
Cluster I Cluster I Cluster III

Figure 14. Sites de phosphorylation présents sur IRF-3
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Les résidus potentiellement phosphorylés par TBK1/IKKi en C-terminal sont indiqués et séparés en 3
clusters (I-1I-1II). La sérine 339 est potentiellement phosphorylée par une Proline-directed kinase
actuellement inconnue. La thréonine 135 est phosphorylée par la DNA-PK.

1.3.1.3.2 Phosphorylation

La région N-terminale est constitutivement phosphorylée sur un ou plusieurs résidus
encore non caractérisés, ce qui se traduit par la présence d’un doublet lors des analyses de
IRF-3 par immunobuvardage (Servant et al, 2001b) (voir Figure 13, étape 1-2-3). Cette
forme II de IRF-3 semble modulée par certains inducteurs de stress cellulaire, facteurs de
croissance et agents endommageant I’ADN. De plus, il semblerait que le ou les sites de
phosphorylation soient situés dans les 200 premiers acides aminés de la protéine (Kim et al,
1999; Servant et al, 2001b). Les voies de signalisation associées aux MAPKs sont
probablement impliquées dans cette phosphorylation constitutive. Toutefois, le role de cette

phosphorylation en N-terminal demeure toujours inconnu.

Selon Karpova et collégues, la DNA-PK est responsable de la phosphorylation de la
Thr135 de IRF-3 suivant une infection virale (Karpova et al, 2002) (voir Figure 14). La
phosphorylation de IRF-3 sur ce site permettrait d’accroitre sa stabilité en augmentant son

temps de rétention nucléaire.

1.3.1.4 Région C-terminale de IRF-3

1.3.1.4.1. Cristallographie et modeéle d’activation de IRF-3

La région C-terminale de IRF-3 comprend les domaines d’autoinhibition, de liaison
a CBP/p300 et de phosphorylation (voir Figure 14). Deux études indépendantes ont

propos¢ une structure treés similaire de la région C-terminale de IRF-3 (Qin et al, 2003;
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Takahasi et al, 2003). Basé sur ces structures, Takahasi et collégues ont proposé le

modele « dimérisation induit par la phosphorylation » ou les sites phosphorylés présents sur
IRF-3 ont comme fonction de stabiliser I’assemblage dimérique de la protéine (Takahasi et
al, 2003). D’un autre c6té, Qin et collaborateurs ont proposé¢ le modele « d’autoinhibition »
ou les hélices a en N-terminal et C-terminal, délimitant le domaine £ sandwich core de
I’'TAD, interagissent ensemble pour former une structure condensée hydrophobe. Suivant la
phosphorylation en C-terminal, I’introduction de charges négatives provoquerait alors
I’ouverture de la structure afin de permettre la dimérisation (Qin et al, 2003). Cet état
dimérique de IRF-3 peut étre visualis¢ a 1’aide d’une électrophorése sur gel natif suivant
une infection virale (voir Figure 13, étape 4). Etant un événement clé dans le processus
d’activation de IRF-3, la présence du dimére est souvent utilisée comme critére

d’évaluation de son activité transcriptionnelle.

La structure cristallographique du complexe IRF-3/CBP a ensuite révélé que
I’association entre ces deux protéines était médiée au niveau d’une partie hydrophobe de
IRF-3 normalement recouverte par le domaine d’autoinhibition en période de latence (Qin
et al, 2005). La rétention nucléaire de IRF-3 est modulée par cette interaction (Kumar et al,
2000b). En effet, suivant sa dimérisation, IRF-3 est importé¢ au niveau du noyau et son
association avec CBP/p300 permet sa séquestration nucléaire via le NLS de ces deux
coactivateurs. Cette accumulation nucléaire de IRF-3 favoriserait évidemment la
transcription des geénes antiviraux. Cette étape dans le cycle de vie de IRF-3 est
généralement visualisée par immunofluorescence et peut également servir a mesurer les

niveaux d’activation de IRF-3 (voir Figure 13, étape 5).
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1.3.1.4.2 Phosphorylation en C-terminal : activation et dégradation de IRF-3

La phosphorylation de IRF-3 en C-terminal est médiée par I’activation des IKK-
related kinases suivant une infection virale. Plusieurs résidus Ser/Thr sont ciblés par ces
kinases, ce qui suggere que différentes fonctions pourraient étre associées a chacun de ces
sites (voir Figure 14). La sérine 396, située dans le cluster 11, fut I'un des premiers sites de
phosphorylation identifiés grace a la génération d’un anticorps phosphospécifique dirigé
contre cette sérine (Servant et al, 2003). De plus, la génération du mutant
phosphomimétique IRF3 S396D avait suggéré que cette sérine était le site minimal
d’activation de IRF-3. Par la suite, Mori et collaborateurs ont montré¢ la présence de
phosphorylation sur la sérine 386 (Mori et al, 2004). Selon ce groupe, cet événement de
phosphorylation serait le plus crucial a I’activation de IRF-3 puisqu’il précéderait celui de
la sérine 396. Ce fut alors le début d’une longue polémique, car ces données publiées ne
concordaient pas avec les analyses biochimiques effectuées par Lin et collégues démontrant
I’importance des Ser396, Ser398, Ser402, Thr404 et Ser405 dans I’activation de IRF-3 (Lin
et al, 1999b). Dans une analyse de phosphorylation in vitro utilisant un mutant tronqué de
IRF-3 et les kinases TBKI1 et IKKi purifiées, tenOever et collaborateurs ont identifi¢ la
sérine 402 comme étant la cible préférentielle de ces deux kinases (tenOever et al, 2004).
Selon les analyses cristallographiques effectuées sur IRF-3, cette sérine se trouve par contre
dans le cluster de phosphorylation le moins accessible parmi les trois potentiellement ciblés

(Takahasi et al, 2003).

Encore aujourd’hui, il n’existe aucun consensus quant a la cinétique de
phosphorylation de ces différents sites sur IRF-3. La phosphorylation des sites présents en
C-terminal peut étre visualisée par é€lectrophorése sur gel de polyacrylamide-SDS (SDS-
PAGE), car elle cause une migration retardée sur gel. La technique d’immunobuvardage
permet ensuite de révéler la présence des formes III et IV de IRF-3, aussi nommées formes

hyperphosphorylées (voir Figure 13, Etape 1-2-3). En accord avec le modéle d’activation
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actuellement proposé, ces formes hyperphosphorylées représentent également un

autre moyen afin de mesurer I’activation de ce facteur de transcription.

Suite a une infection virale, la sérine 339 de IRF-3 est aussi phosphorylée par une
kinase inconnue (Saitoh et al, 2006). La modification post-traductionnelle de cette sérine
survient toutefois apres celle de la sérine 396 et permet la création d’un site de liaison pour
Pinl. Cette interaction avec Pinl favorise ensuite la polyubiquitination et la dégradation de
IRF-3 par le protéasome. Pinl régule la stabilité de IRF-3, mais ne catalyse cependant pas

la réaction d’ubiquitination nécessaire a sa dégradation.

Des expériences utilisant un inhibiteur du protéasome, le MG132, avaient démontré
la stabilisation des formes hyperpophorylées de IRF-3 suivant une infection virale. Il avait
alors été proposé que la phosphorylation en C-terminal par les IKK-related kinases était un
événement essentiel a la dégradation de IRF-3 par le protéasome. Les mécanismes
impliqués dans cette régulation négative de IRF-3 sont encore peu caractérisés. Notre
groupe de recherche a récemment proposé que la phosphorylation en C-terminal soit
responsable de créer un signal essentiel a la reconnaissance de IRF-3 par une voie
ubiquitine ligase Cullin dépendante (Bibeau-Poirier et al, 2006). Nos résultats démontrent
notamment le recrutement de IRF-3 par la Cullinl lors d’une infection virale et la nécessité
du processus de NEDDylation pour sa dégradation. Ces résultats, combinés au fait que la
Cullinl soit un composant invariable des complexes SCF (Skpl-Cull-F-box), suggérent
fortement un réle important de cette famille de E3 ligases dans le controle de la stabilité de
IRF-3. Nos résultats suggéraient également la participation potentielle d’une autre E3 ligase
dans le processus de dégradation. En effet, lors d’expériences utilisant une lignée cellulaire
surexprimant un mutant dominant négatif de Cullinl (Cullin1-N252), nous avions démontré

une importante augmentation de la stabilité de IRF-3, mais non une stabilisation compléte.
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Selon le groupe du Dr Jefferies, TRIM21/Ro052 serait cette E3 ligase (Higgs et al,
2008). La famille des TRIMs représente une nouvelle sous-classe des single protein RING
finger E3 ubiquitin ligase. Les TRIMs sont aussi connus sous le nom de protéines RING, B-
box, coiled—coil (RBCC) en raison de la présence de ce motif localis¢ en N-terminal. Les
expériences de surexpression de TRIM21, combinées a celles d’ARN interférence,

suggerent son implication dans le processus de polyubiquitination en K48 de IRF-3.

Le groupe du Dr Shu prétend de son c6té que la dégradation de IRF-3 soit médiée
principalement par RBCC protein interacting with PKCI1 (RBCK1) (Zhang et al, 2008a).
Cette E3 ligase serait spécifiquement induite suivant une infection virale au SeV afin de

catalyser la réaction de polyubiquitination en K48 de IRF-3.

1.3.1.5 Genes régulés par IRF-3

L’identification des geénes ciblés par IRF-3 est essentielle a la compréhension de son
role dans la réponse antivirale. Comme mentionné antérieurement, IRF-3 contribue
notamment a 1’induction du géne IFN. En 2002, une étude effectuée sur des cellules Jurkat
exprimant la forme constitutivement active de IRF3 (IRF-3 5D) avait permis d’identifier
quatorze génes modulés a la hausse par ce facteur de transcription (Grandvaux et al,
2002a). Parmi ceux-ci, sept génes appartenaient a la famille des ISGs, soit ISG54, ISG56,
ISG60, hepatitis C-associated microtubular aggregate 44-kDa protein, guanylate binding
protein (GBP1), OASI et ISG15. Cette étude avait ensuite caractérisé le promoteur de
ISG56 et démontré que IRF-3 était suffisant pour assurer la transactivation de ce géne.
L’induction de ISG56 est devenue par la suite un autre moyen de mesurer I’activation de

IRF-3 suivant une infection virale.
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Les données concernant les génes régulés par IRF-3 ne font pas exception a
celles publiées sur son activation ou sa dégradation; elles connaissent aussi leur part de
discordance au niveau de la littérature. Selon le groupe du Dr Howley, TNF-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL), est une cible de IRF-3 (Kirshner et al, 2005).
Toutefois, une étude plus récente démontre que TRAIL est préférentiellement induit par
IRF-7, alors que NOXA est tres spécifique a IRF-3 (Goubau et al, 2009). Selon le groupe
du Dr Tovey, NOXA est effectivement une cible de IRF-3, mais CREB et IRF-1 sont
¢galement impliqués dans la transactivation de ce géne (Lallemand et al, 2007). Quant au
groupe du Dr Sen, il prétend que IRF-3 n’est simplement pas impliqué dans 1’induction de
NOXA. Ce gene serait induit suite a I’activation de STAT]1 et de p53 suivant une infection

au SeV (Elco et al, 2005).

Dans le but de fournir une meilleure compréhension des génes régulés par IRF-3,
une étude combinant I’utilisation de puces ADN aux MEFs IRF3 WT ou IRF3 -/- a
récemment été effectuée (Andersen et al, 2008). Grace a sa stratégie expérimentale, cette
¢tude a non seulement permis de déterminer deux grands groupes de geénes, soit « IRF-3
dépendant » et « IRF-3 indépendant », mais aussi d’obtenir certaines sous catégories, telles
que « IRF-3 suffisant », « IRF-3 coopératif » et « IRF-3 augmenté » (voir Figure 15). La
catégorie « IRF-3 dépendant suffisant » regroupe les génes dont 1’activation de IRF-3 est
suffisante & 1’induction des génes. A la lumiére des résultats obtenus, il semblerait donc que
le complexe IRF-3/CBP puisse lier directement les promoteurs de ISG54 et de CIGS afin
d’induire leur expression. Les génes IFNf, IFNo4, IFNa5, CCL4 et CD116 seraient aussi
dépendants de D’activation de IRF-3, mais leur expression respective exigerait une
coopération entre certains facteurs de transcription. Pour cette catégorie « IRF-3 dépendant
coopératif », IRF-3 est requis, mais n’est pas suffisant. La catégorie « IRF-3
indépendant/augmenté » inclut les génes dont I’expression est augmentée lorsque IRF-3 est
activé. Les chimiokines regulated upon activation normal T cell expressed and

secreted (RANTES) et IP-10, ainsi que certains membres des ISGs (ISG15, ISG56, ISG60
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et GBP2) seraient inclus dans cette catégorie. Ces geénes sont donc tous induits par

d’autres facteurs de transcription activés lors d’une infection virale, mais 1’activation de
IRF-3 agirait de facon additive afin de permettre leur expression. Finalement, 1’expression
de IRF-1, STATI, IRF-9, IL-15, IL-6 ou ICAMI1 ne serait aucunement dépendante de IRF-
3 lors d’une infection virale. En somme, cette étude s’oppose a celle de Grandvaux et
collaborateurs en démontrant qu’il est préférable d’utiliser ISG54 au lieu de ISG56 pour
mesurer correctement 1’activité transcriptionnelle de IRF-3. De plus, elle démontre pour la
premicre fois une participation de IRF-3 dans I’induction de IFNa5. Ce type d’IFN a

longtemps été considéré comme étant dépendant de IRF-7 (Marie et al, 1998).
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Réponse au virus
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Figure 15. Geénes ciblés par IRF-3

Les génes IRF-3 dépendant incluent ceux qui répondent directement a IRF-3 (Suffisant) et ceux qui requicrent
IRF-3 en concert avec d’autres facteurs de transcription pour leur expression (Coopératif). Les génes IRF-3
indépendant incluent ceux qui ne sont pas régulés par IRF-3 et ceux qui peuvent étre régulés par IRF-3 et/ou
par un autre facteur de transcription (Augmenté). ISG54 est un exemple de géne IRF-3 dépendant, car
I’activation de IRF-3 est suffisante a I’expression de ce géne. L’expression de IFNf est aussi dépendante de
IRF-3, mais ce dernier doit coopérer avec ATF2/c-Jun et NF-kB. CCLS5 peut étre induit par I’activation de
IRF-3, mais aussi par celle de NF-kB. Pour cette raison, CCLS5 est considéré comme IRF-3 indépendant, mais
augmenté. IRF-1 est un exemple de géne indépendant de IRF-3. Son promoteur contient un élément /FNy
activated site (GAS) et plusieurs sites NF-kB. Figure adaptée de (Andersen et al, 2008).
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1.3.1.6 Autres modifications post-traductionnelles de IRF-3

IRF-3 est une protéine hautement phosphorylée et ubiquitinée, mais sa régulation
est aussi assurée par d’autres modifications post-traductionnelles. IRF-3 est ISGyl¢é par la
HECT domain and RLD 5 (HERCS) (Shi et al). HERCS5 catalyse la conjugaison de ISG15,
une protéine ubiquitin-like, sur les lysines 193, 360 et 366 de IRF-3. Cette modification
atténue 1’interaction entre Pinl et IRF-3, permettant ainsi une activation soutenue de IRF-3.
L’infection virale provoque également la SUMOylation de IRF-3 (Kubota et al, 2008). La
lysine 152 serait le seul site de liaison de la small ubiquitin-related modifier (SUMO). Cette
modification, indépendante de la phosphorylation de IRF-3, régule négativement
I’activation du facteur de transcription. En période de latence, IRF-3 est S-glutathionylé sur
plusieurs cystéines (Prinarakis et al, 2008). Suivant une infection virale, la glutaredoxin-1
(GRX-1) catalyse la déglutathionylation afin de permettre une interaction efficace avec
CBP au niveau du noyau. Une fois au noyau, IRF-3 serait aussi acétylé par p300 (Suhara et
al, 2002). Toutefois, cette acétylation n’a été démontrée que par des expériences in vitro et
aucune lysine n’a été jusqu’a présent identifiée. Cette acétylation augmenterait la capacité

de liaison a ’ADN de IRF-3.
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1.3.2 La protéine adaptatrice TRAF3

TRAF3 est un des membres les plus énigmatiques de la famille des TRAFs. Cette
derniére comprend sept membres nommés TRAF1 a TRAF7. En dépit des similarités
partagées avec les autres TRAFs au niveau de la structure et des associations protéine-
protéine, la surexpression de TRAF3 n’induit pas I’activation des voies de signalisation
NF-kB et JNK habituellement inductibles. Le manque d’essai fonctionnel et la mystérieuse
1étalité des souris TRAF3 -/- ont pendant longtemps retardé I’étude des fonctions associées
a TRAF3. Toutefois, des études récentes ont permis de démontrer deux roles distincts de
cette molécule. TRAF3 est a la fois un régulateur négatif de la voie de signalisation NF-kB

et un régulateur positif de la réponse IFN de type I.

1.3.2.1 Caractéristiques de TRAF3 et études structure-fonction

TRAF3 est une protéine exprimée de fagon ubiquitaire. Son expression a été
observée dans une multitude de tissus murins dont le cerveau, le cceur, le foie, la rate et le
thymus (Cheng et al, 1995). TRAF3 est aussi exprimé chez plusieurs lignées cellulaires
humaines incluant les cellules progénitrices myéloides, les monocytes et les cellules B
plasmatiques (Krajewski et al, 1997). La protéine TRAF3 est composée de 568 aa et
posséde un poids moléculaire d’environ 64 kDa. Elle partage 96% d’homologie en acides
aminés avec la protéine TRAF3 murine (Cheng et al, 1995). Comme les autres membres de
la famille, TRAF3 contient un domaine TRAF localisé au niveau de son C-terminal. En N-
terminal, TRAF3 posséde un domaine C3HC4 RING finger typique suivi par cing

structures en « doigt de zinc » et un zipper isoleucine.

Contrairement 3 TRAF2, TRAFS5 et TRAF6, la surexpression de TRAF3 n’active

pas les voies de signalisation menant a 1’activation de JNK et NF-kB (Arch & Thompson,
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1998; Kawamata et al, 1998; Kwon et al, 1999; Song et al, 1997). La présence des

structures en « doigt de zinc» chez TRAF3 serait notamment responsable de cette
différence (Dadgostar & Cheng, 1998). La localisation cellulaire de TRAF3 semble aussi
étre différente des autres membres. Lors d’expériences de fractionnement cellulaire,
TRAF3 ne localise pas préférentiellement dans la fraction insoluble du culot cellulaire
contrairement 8 TRAF2, TRAFS5 et TRAF6 (Dadgostar & Cheng, 2000). Ceci pourrait
¢galement expliquer en partie la différence observée au niveau de 1’activation des voies de
signalisation cellulaire. En effet, la myristoylation de TRAF3, une modification qui cause la
relocalisation de TRAF3 dans les fractions membranaires insolubles, transforme TRAF3 en

activateur de JNK (Dadgostar & Cheng, 1998).

1.3.2.2 Association avec les récepteurs de surface et autres partenaires protéiques

TRAF3 fut originalement découverte comme étant une protéine associée au
récepteur CD40. Les études initiales avaient démontré un role inhibiteur de TRAF3 dans la
signalisation par ce récepteur (Hostager & Bishop, 1999). Son role précis demeure
cependant trés peu caractérisé dans cette voie de signalisation puisque TRAF2 semble
pouvoir compenser la perte de TRAF3 dans les cellules TRAF3 -/-. TRAF3 fut ensuite
impliqué dans la signalisation cellulaire induite par la protéine transformante LMP1 du
virus Epstein-Barr qui mime une signalisation constitutivement activée par le CD40
(Floettmann & Rowe, 1997; Xie et al, 2004). LMP1 s’associe ¢galement a TRAF2 et
TRAF3 afin de pouvoir activer NF-kB et JNK. Contrairement au récepteur CD40,
I’activation de LMP1 ne provoque toutefois pas la dégradation de TRAF3 (Brown et al,
2001; Sandberg et al, 1997). Des interactions entre TRAF3 et plusieurs autres membres de
la famille des TNFRs ont aussi ét¢ démontrées. En effet, CD30, HVEM, Ox40, p7SNGFR
et RANK partagent tous avec CD40 le méme motif TIM généralement décrit comme

(P/S/AT)X(Q/E)E (Arch & Thompson, 1998; Gedrich et al, 1996; Marsters et al, 1997;
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Park et al, 1999). TRAF2 et TRAF3 sont parfois capables de lier le méme TIM

suggérant une compétition au niveau de la signalisation par certains récepteurs.

TRAF3 s’associe aussi a plusieurs autres molécules dont Actl (Qian et al, 2002),
ASK1 (Nishitoh et al, 1998), c-Src (Johnsen et al, 2009; Wong et al, 1999), MIP-T3 (Ling
& Goeddel, 2000), NIK (Song et al, 1997), p62 nucléoporine (Gamper et al, 2000), p40P™™
(Ha & Lee, 2004), RIP1 (Hsu et al, 1996a), RIP4 (Meylan et al, 2002), TANK (Rothe et al,
1996), T3JAM (Dadgostar et al, 2003), TNAP (Hu et al, 2004) et TTRAP (Pype et al,
2000). Parmi ces partenaires protéiques, MIP-T3, p62 nucléoporine et T3JAM sont

spécifiques a TRAF3, alors que les autres peuvent également se lier a TRAF2.

1.3.2.3 Fonction 1 : TRAF3 dans la voie d’activation non classique de NF-kB

1.3.2.3.1 Voie classique et non classique d’activation : un sommaire

De facon générale, la famille des facteurs de transcription NF-kB joue un réle pivot
dans la réponse immunitaire innée et adaptative grace a leur implication dans 1’expression
de genes impliqués dans la croissance cellulaire, la survie, 1’apoptose et I’inflammation
(Baeuerle & Baltimore, 1996; Kopp & Ghosh, 1995). Cette famille est composée de cing
membres, soit NF-kB1 (p105, le précurseur de p50), RelA (p65), cRel, NF-kB2 (p100, le
précurseur de p52) et RelB. En condition normale, les diméres Rel inactifs sont retenus
dans le cytoplasme par les IkBs (Karin & Ben-Neriah, 2000). La phosphorylation des kBs
en présence de stimuli provoque leur dégradation et la translocation nucléaire des dimeres

de Rel.
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Figure 16. Voie classique et non classique d'activation de NF-kB

Schéma illustrant comment les différents TRAFs sont impliqués dans les deux voies d’activation de NF-kB
par les membres de la famille des TNFRs (BAFFR, CD40, LTBR). Pour plus de détails voire les sections
1.3.2.3.1 et 1.3.2.3.2. Figure adaptée de (He et al, 2007).
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La voie classique d’activation de NF-kB requiert la présence du complexe TKK
composé des deux sous-unités catalytiques (IKKa et IKKp) et de la sous-unité régulatrice
NEMO (voir Figure 16). L’activation du complexe IKK provoque la dégradation de IkBa
et la relaiche subséquente des dimeéres p50/p65 et pS0/cRel (Hayden & Ghosh, 2004;
Sizemore et al, 2002). L’activation de la voie non classique de NF-kB implique la NF-kB
inducing kinase (NIK) et les homodimeres IKKo/IKKa (Matsushima et al, 2001; Yin et al,
2001). En coopération, NIK et IKKa lient la portion C-terminale de pl00 afin de
promouvoir son clivage vers la forme active p52, un processus menant a la relache des

diméres RelB/p52 (Dejardin et al, 2002; Scheinman et al, 1993; Xiao et al, 2004).

Les deux voies d’activation de NF-kB différent aussi au niveau de leur cinétique et
de leur dépendance pour la synthése protéique de novo. En effet, I’activation de NF-kB
dans la voie classique est trés rapide (secondes ou minutes) et la synthése protéique n’est
pas nécessaire. De plus, 1’activation de NF-kB méne a I’expression de nouveaux IkBs, ce
qui résulte en une forte boucle de rétroaction négative. En conséquence, I’activation
classique de NF-kB est caractérisée par sa forme oscillatoire qui décroit en amplitude en
fonction du temps (Hoffmann et al, 2002). L’activation de la voie non classique est plus
longue (plusieurs heures), requiert la synthése de nouvelles protéines et son intensité ne
diminue pas dans le temps (Claudio et al, 2002). La suppression génique chez la souris de
certains composants impliqués dans cette voie a notamment permis d’observer divers
phénotypes reliés a 1’organogénese lymphoide dont une désorganisation sévere de la rate,
un nombre réduit de lymphocytes B au niveau périphérique et de la moelle osseuse, ainsi
qu’une réponse immunologique lymphocytaire défective (Caamano et al, 1998; Yilmaz et
al, 2003). Les souris déficientes pour les récepteurs CD40, LTBR (Lymphotoxin ff receptor)
ou BAFFR (B cell-activating factor receptor), ayant tous la capacité de lier TRAF3 et

d’activer la voie non classique, présentent également des phénotypes similaires (Claudio et
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al, 2002; Coope et al, 2002; Dejardin et al, 2002; Kawabe et al, 1994; Rennert et al,
1998; Schiemann et al, 2001).

1.3.2.3.2. Role de TRAF3 dans la voie non classique d’activation

En 2004, il avait ét¢ démontré que TRAF3 interagissait fortement avec NIK (Liao et
al, 2004). Sa surexpression entrainait la diminution des niveaux d’expression de NIK, alors
que sa déplétion cellulaire par ARN interférence provoquait I’accumulation de formes
ubiquitinées de NIK et une augmentation du clivage de p100 vers la forme p52. Il avait
alors été suggéré que TRAF3 jouait un role important dans 1’inhibition de I’activité¢ de NIK
(voir Figure 16). Selon le mod¢le proposé, I’interaction de TRAF3 avec NIK engendre sa
dégradation par le protéasome afin d’empécher NIK de continuellement promouvoir le
clivage de p100 vers la forme p52. Lors d’une stimulation appropriée, TRAF3 est recruté
au récepteur et ensuite dégradé afin de permettre 1’accumulation de NIK et I’activation des
homodimeéres IKKo (Hostager et al, 2003). Ceci expliquerait en partie la cinétique
d’activation retardée de cette voie de signalisation ainsi que la nécessité de la synthése
protéique de novo. Deux études ont derniérement ajouté quelques précisions a ce modele en
proposant des roles distincts de TRAF2 et TRAF3 (Vallabhapurapu et al, 2008; Zarnegar et
al, 2008). Dans les cellules non stimulées, TRAF3 recrute TRAF2 et les cellular inhibitor
of apoptosis (clAPs) au niveau de NIK afin de former un complexe responsable de sa
dégradation. Suivant une stimulation, ce complexe est ensuite recruté au niveau du
récepteur afin de permettre 1’ubiquitination de TRAF3 et sa dégradation. La présence de
TRAF2 dans ce complexe serait également nécessaire a 1’ubiquitination de NEMO par
Ubcl3. Cet événement représenterait un pré-requis pour le recrutement de MEKK1 au
niveau de ce méme complexe. La présence de MEKK1 ménerait finalement a I’activation

de INK et p38 (Matsuzawa et al, 2008).
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1.3.2.4 Fonction 2 : TRAF3 dans la réponse immunitaire innée

Comme mentionné précédemment, TRAF3 fut récemment impliqué dans les voies
d’activation associées aux TLRs (Hacker et al, 2006; Oganesyan et al, 2006) et aux RLRs
(Saha et al, 2006). Dans la voie associée aux TLRs, une interaction avec TRIF permet
d’induire la synthése des IFNs de type I suite a I’activation du TLR3 et du TLR4. Une
association avec IRAK-1 est nécessaire afin de permettre 1’induction des IFNs de type I
suivant une stimulation du TLR7 et du TLR9. Selon Hacker et collaborateurs, la production
d’IL-10 est aussi influencée par TRAF3 (Hacker et al, 2006). Dans la voie de signalisation
des RLRs, TRAF3 est requis pour la production des IFNs de type I. Cependant, I’absence
de TRAF3 affecte davantage 1’expression des IFNa. Son interaction avec CARDIF est
médiée par le motif TIM de CARDIF, situé dans sa région proline-riche, et le domaine
TRAF de TRAF3. Le role de TRAF3 dans la cascade de signalisation associé¢e aux RLRs

est discuté dans les sections 1.2.3.4 et 1.2.3.5 de ce chapitre.
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Chapitre 2. L’inflammation et le cancer

2.1 Mise en situation

Le complexe IKK est situé au cceur de la réponse inflammatoire. En 2002, le groupe
du Dr Michael Karin démontre également que ce complexe joue un réle pivot dans le
processus d’oncogenese. Soudainement, un lien moléculaire solide venait d’étre établi entre
I’inflammation chronique et le cancer et ce, pour la premi¢re fois depuis le moment ou

I’hypothese avait été énoncée par Virchow.

En plus de leur fonction essentielle dans la réponse immunitaire innée, voila
maintenant que des études commencent a souligner le réle potentiel des IKK-related
kinases dans la transformation oncogénique induite par Ras. En effet, TBK1 serait un
effecteur de la voie Ras-like (Ral)-guanine nucleotide exchange factor (GEF) impliquée
dans le processus de transformation par Ras, alors que IKKi serait une kinase agissant en
coopération avec MEK pour promouvoir la transformation cellulaire. Ce chapitre de these
discutera donc des rdles de TBK1 et IKKi dans le processus d’oncogenése tout en mettant
I’emphase sur leur mécanisme respectif de régulation cellulaire ainsi que leur spécificité de

substrat.
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Abstract

Over the past four years, the field of the innate immune response has been highly
influenced by the discovery of the IkB kinase (IKK)-related kinases, TBK1 and IKKi,
which regulate the activity of IRF-3/IRF-7 and NF-kB transcription factors. More recently,
additional essential components of the signaling pathways that activate these IKK
homologues have been discovered. These include the RNA helicases RIGi and MDAS, and
the downstream mitochondrial effector known as CARDIF/MAVS/VISA/IPS-1. In addition
to their essential functions in controlling the innate immune response, recent studies have
highlighted a role of these kinases in cell proliferation and oncogenesis. The canonical IkB
kinases are well recognized to be a bridge linking chronic inflammation to cancer. New
findings now suggest that the IKK-related kinases TBK1 and IKKi also participate to
signaling pathways that impact on cell transformation and tumor progression. This review
will therefore summarize and discuss the role of TBK1 and IKKi in cellular transformation

and oncogenesis by focusing on their regulation and substrate specificity.
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Introduction

The molecular links between chronic inflammation and cancer have only recently
begun to emerge, despite the fact that Rudolf Virchow proposed such an association more
than 100 years ago (Balkwill & Mantovani, 2001; Coussens & Werb, 2002). Following
exposure to pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), the innate immune response
and the inflammation reaction that follows rely on evolutionarily conserved receptors
termed pattern-recognition receptors (PRRs). Some of these receptors are located at the
plasma membrane and include molecules such as the Toll-like receptors (TLR 1, 2, 4, 5, 6)
and scavenger receptors (CD36 and SR-A). Others occur in acidic endosomes (TLR 3, 7,
8, and 9), and still others can be found in the cytoplasm [PKR, the RIG-I-like helicases
(RLHs) (RIGi and MDAYS), the DNA-dependent activator of interferon regulatory factors
(IRFs) (DAI), and the nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) receptors] (Lee &
Kim, 2007; Tamura et al, 2008). Engagement of these receptors signals the activation of
several transcription factors that are inactive in resting cells. One of the most important
signaling cascades triggered by these receptors is the IKKo/B-NF-kB pathway leading to
the induction of several key molecules involved in the clearance of incoming pathogens.
Notably, several of these key molecules, such as TNF-a, IL-6 or vascular endothelial
growth factor (VEGF), are implicated in cell survival, cell proliferation and angiogenesis
signaling pathways and, therefore, can influence cancer development (Ancrile et al, 2008;
Karin, 2008; Lin & Karin, 2007). Elegant gene targeting studies using mice with tissue-
specific ablation of the /KK gene in epithelial cells, bone-marrow-derived macrophages,
and hepatocytes demonstrated a complex role of the IKKp-NF-kB pathway in a variety of
cancer models that are dependent or independent of chronic inflammation (Greten et al,
2004; Maeda et al, 2005). Moreover, study of IKKa™ knock-in mice, which express a
catalytically inactive kinase mutant, revealed an important role for IKKa in
metastatogenesis (Luo et al, 2007). These important findings have recently been
extensively reviewed (Coussens & Werb, 2002; Karin, 2008; Karin & Greten, 2005; Karin

et al, 2006) and will not be discussed further here. This review focuses on recent data
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suggesting that additional players that control the innate immune system may be

involved in cancer development.

The IKK-related kinases, partners in NF-k B signaling

The importance of the IKK complex in the regulation of NF-kB has fueled intensive
research efforts by several groups leading to the discovery of the IKK-related kinases (for
good reviews, see (Hacker & Karin, 2006) and (Peters & Maniatis, 2001)). Using
degenerate primers containing sequences common to IKKa and IKK, a portion of NF-kB-
activating kinase (NAK) was amplified by PCR (Tojima et al, 2000). This NAK, also called
TANK Binding Kinase 1 (TBKI1), was shown to act as an IKK-activating kinase
responsible for NF-kB activation in response to growth factors that stimulate PKCe. TBK1
was originally identified in a yeast two-hybrid screening using TANK as the bait
(Pomerantz & Baltimore, 1999a). At almost exactly the same time, another IKK-related
kinase was also characterized and named IKKe/IKKi. Peters and colleagues found IKKe in
a database search for proteins similar to IKKa and IKKf, whereas Akira’s group isolated
IKKi in a subtractive hybridization screen of a cDNA library from LPS-stimulated mouse
macrophages (Peters et al, 2000b; Shimada et al, 1999a). In contrast to IKKa, IKKf, and
TBK1, which are constitutively expressed in virtually all cell types, IKKi is predominantly
expressed in specific tissues such as the pancreas, thymus, spleen, and peripheral blood
leukocytes (Shimada et al, 1999a). It is also express at very low level in specific cell lines
(Bibeau-Poirier et al, 2006; Gravel & Servant, 2005; Honda et al, 2005a). Importantly,
IKKi mRNA can be induced in response to exposure to LPS, viral infection, or a number of
NF-kB-inducing cytokines (Bibeau-Poirier et al, 2006; Kravchenko et al, 2003; Shimada et
al, 1999a; Wang et al, 2005). TBK1 and IKKi display 61% sequence identity, and
overexpression of both kinases induces NF-kB activation (Peters et al, 2000b; Pomerantz &
Baltimore, 1999a; Shimada et al, 1999a). However, in contrast to IKKf, the enzymes

TBK1 and IKKi phosphorylate only one (Serine 36) of the two phosphoacceptor sites
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present in [kBa (Peters et al, 2000b; Shimada et al, 1999a; Tojima et al, 2000). Why
only one phosphorylation event occurs in the IkBo phosphodegron motif -DSGXXS- is
unclear. Overexpression of IKKi is known to effectively drive IkBa degradation (Boehm et
al, 2007; Eddy et al, 2005), indicating that phosphorylation of Serine 36 may facilitate the
phosphorylation of the protein on Serine 32, thus leading to its degradation.

Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) deficient for IKKi or TBK1 show normal
IkBa degradation and NF-kB DNA-binding activity in response to classical NF-xB
inducers including TNFa, IL-18 and lipopolysaccharide (LPS) (Bonnard et al, 2000;
Kravchenko et al, 2003). However, the induction of well characterized NF-kB target genes
such as IL6, MCPI, COX2 and ICAMI was abrogated in MEFs lacking either IKKi or
TBK1. Phosphorylation of the p65/RelA subunit of NF-kB was proposed to explain the
observed defects in the transactivation of specific NF-kB target genes (Bonnard et al,
2000). It is worth noting that phosphorylation of p65/RelA at Serine 536 by IKKf and
IKKa was shown to be an essential modification required in the second phase of NF-kB
activation. This plays a key role in determining both the strength and duration of the NF-
kB-mediated transcriptional response (Chen et al, 2005; Lawrence et al, 2005).
Interestingly, both IKKi and TBK1 also target p65/RelA at Serine 536, a process clearly
involved in the induction of NF-kB-regulated genes (Buss et al, 2004; Fujita et al, 2003). In
stimulated T cells, IKKi was shown to enhance the activity of p65 following its
phosphorylation at Serine 468 (Mattioli et al, 2006). Animal models also revealed
functional similarities between IKKf} and the IKK-related kinases. Notably, TBK1 deficient
mice were phenotypically similar to NEMO/IKKYy, IKKf- and p65-deficient mice, where
embryonic lethality was observed at E14.5 due to liver degeneration and apoptosis
(Bonnard et al, 2000). Clearly, the IKK-related kinases are major molecular players in the
modulation of inflammatory responses through their action on effectors of the NF-kB

pathway.
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The IKK-related kinases, key players in the induction of type I Interferon

The field of the innate immune system was changed by the remarkable discovery
that TBK1 and IKKi function as virus-activated kinases necessary for the establishment of
an antiviral state (Fitzgerald et al, 2003; Sharma et al, 2003). Both kinases phosphorylate
the transcription factors interferon regulatory factor 3 (IRF-3) and IRF-7 at key C-terminal
residues (Caillaud et al, 2005; Clement et al, 2008; Mori et al, 2004; Panne et al, 2007a;
tenOever et al, 2004). Both IRF-3 and IRF-7 are important players in the induction of type I
interferon (IFN) following viral infection (Honda et al, 2005a; Sato et al, 2000b; Tamura et
al, 2008). Whereas IRF-7 can be induced at the transcriptional level, IRF-3 is found latent
in the cytoplasm. Upon phosphorylation of the C-terminal region by TBK1 or IKKi, IRF-3
and IRF-7 heterodimerize and translocate into the nucleus where they induce several
proinflammatory and antiviral genes such as Type I IFN (see (Tamura et al, 2008) for a
good review). Another IRF family member, IRF-5, is also involved in IFN type I induction
(Yanai et al, 2007) and can also be phosphorylated by TBK1 or IKKi (Cheng et al, 2006;
Lin et al, 2005; Schoenemeyer et al, 2005). However, how IRF-5 participates in the

transcriptional regulation of type I IFNs genes is not yet completely understood.

Since the discovery of TBK1 and IKKi, detailed characterization of the signaling
pathways involved in the activation of NF-kB and IRF-3 in response to pathogen infection
has led to the identification of several positive scaffolding effectors regulating the
phosphotransferase activities of TBKI1 and IKKi. These effectors include FADD
(Balachandran et al, 2004), TRADD (Michallet et al, 2008), TRAF3 (Hacker et al, 2006;
Oganesyan et al, 2006), TANK (Gatot et al, 2007; Guo & Cheng, 2007; Nomura et al,
2000; Rothe et al, 1996), NAP1 (Fujita et al, 2003; Sasai et al, 2005), HSP90 (Yang et al,
2006), and SINTBAD (Ryzhakov & Randow, 2007). In addition, intracellular RNA sensors
such as RIG-1 (Yoneyama et al, 2004) and MDA-5 (Andrejeva et al, 2004), which signal
through the mitochondrial antiviral signaling adaptor MAVS (also known as Cardif, VISA,



83

and IPS-1) (Kawai et al, 2005; Meylan et al, 2005; Seth et al, 2005; Xu et al, 2005),

have been found to activate the IKK-related kinases in response to infection by RNA
viruses. Cytosolic DNA sensors were also recently described. DAI, also know as DLM-
1/ZBP1, is a DNA sensor that assemble with TBK1 and IRF-3 upon dsDNA treatment
(Takaoka et al, 2007) whereas NALP3 and ASC recognize cytosolic microbial and host
DNA to induce an innate immune response independent of IRFs (Muruve et al, 2008). At
the level of transcriptional regulation, GRIP1 was recently identified as a new cofactor of
the IRF-3 dimers (Reily et al, 2006). Negative regulators including the SHP-2 phosphatase
(An et al, 2006), SIKE (Huang et al, 2005), A20 (Lin et al, 2006), LGP-2 (Rothenfusser et
al, 2005), NLXR1 (Moore et al, 2008) and CYLD (Zhang et al, 2008c) were also added to
the complex puzzle. Some of these important findings have been extensively reviewed
elsewhere (Hacker & Karin, 2006; Honda & Taniguchi, 2006; Kassel & Herrlich, 2007;
Seth et al, 2006; Tamura et al, 2008) and will not be discussed further here. More recently,
the IKK-related kinases have been implicated in oncogenesis (Boehm et al, 2007; Chien et
al, 2006; Eddy et al, 2005). The following discussion will describe the potential oncogenic
roles of the IKK-related kinases and their different substrates (Table 1).



Table I.

Targeted Phosphorylation Suggested Function References
region site
IKK-related
common
substrate
Reld/p65 TAD Ser 536 Transactivation [29.82]
IBa Phosphodegron Ser 36 ? [15.17.18]
TANK aa 192-247 ? Proper assembly of a [46]
signaling complexe upon
LPS stimulation?
NF-kB activation [48]
¢-Rel TAD ? Induces nuclear [81]
translocation
IRF-3 C-Terminal Ser 396, Ser 402 | Stabality/ Transactivation’ | [33,35.36]
Thr 404, Ser 405 Rearrangement of the
autoinhibitory structure
Ser 386 Activation [34]
IRF-7 C-Termunal Ser 477/479 Activation [36]
IRF-5 C-Termunal Ser 477/480 Activation [108]
xI4P ? ? Protein Turnover [86]
IBK1
specific
substrate
Secd Ral Binding unknown Regulation of the [70]
Domamn RalB/Sec5/TBK1
complex assembly 7
IKKD Activation loop Ser 177/181 Kinase Activation [15]
IKKi
specific
substrate
STATI C-Termmal Ser 708 ISGE3 stability [98]
Reld/p65 TAD Ser 468 Regulation of gene [30]
expression
pl00/p32 N/A Not phosphorylated | Transactivation via p63 [85]
DmIKKe
substrate
DIAFP] ? ? Protein Turnover [86]
Table I

IKK-related Kkinases substrates




&5

The IKK-related kinases in oncogenesis

In addition to the proposed roles of the IKK-related kinases in controlling NF-kB
and the IRF transcription factors, recent findings point towards a role for TBK1 and IKKi
in Ras-induced oncogenic transformation (Fig. 1). TBK1 was identified as a RalB effector
in the Ral-guanine nucleotide exchange factor (GEF) pathway that is required for Ras-
induced transformation. On the other hand, a functional screen identified IKKi as a kinase
that acts downstream of the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT pathway and

cooperate with activated MEK to promote cellular transformation.

Effectors of Ras:

Novel players in q G
Ras signaling:
~a¥a”

Ras-mediated Oncogenesis

Figure 1: Pivotal contribution of the IKK-related kinses to oncogenic Ras-induced tumorigenicity. Recents
findings demonstrated a role of TBK1 and IKKi in Ras-induced oncogenic transformation. In the uncontrolled
proliferation of transformed cells, IKKi has a role dowmstrem of the PI3-kinase-AKT pathway whereas
TBK1 is most likely a RalB effector in the RalGEF pathway.
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TBK1 and RalB signaling

The Ras-like (Ral) GTPases RalA and RalB are two close relatives of the founding
members of the Ras GTPase superfamily. The Ral proteins are involved in a variety of
regulatory systems known to participate in oncogenic signaling cascades. Indeed,
modulation of Ral GTPase activity influences the activation of Src, JNK, and p38 kinases;
induction of phospholipase D activity; and the activation of NF-kB, Stat3 and transcription
factors of the Forkhead family (Camonis & White, 2005). Moreover, Ral GEF-induced Ral
activation was recently found to be necessary and sufficient for Ras transformation of a
variety of human cell types (Hamad et al, 2002; Lim et al, 2006; Rangarajan et al, 2004).
Ral GTPases also control secretory events through the exocyst. The exocyst is a
multisubunit complex whose core elements include Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0, Secl5,
Ex070, and Exo084. It is involved in the intricate secretory vesicle sorting and delivery
events required to establish and support functionally and architecturally discrete plasma
membrane domains (Camonis & White, 2005). Sec5 and Ex084 are both direct effectors of
Ral.

While studying the contribution of Ral GTPase effector proteins to Ral function in
normal and tumorigenic epithelial cells, Chien and colleagues observed that RNAi-
mediated depletion of Sec5 induces apoptosis of a variety of tumor cell lines (Chien et al,
2006). To understand the molecular basis of this effect, they immunoisolated the exocyst
complex from epithelial cells and identified TBK1 as a co-precipitating protein. They
further showed that RalB activation promotes TBK1/Sec5 assembly and that TBK1 can
phosphorylate Sec5 in vitro (see Fig. 2A and Table I). Silencing of TBK1 expression by
RNAi was found to mimic depletion of RalB or Sec5 and induce tumor cell apoptosis. On
the other hand, non-tumorigenic epithelial cells do not depend on TBK1 for survival (Chien

et al, 2006). The selective dependence of transformed cells on TBK1 was also reflected in
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the enzyme’s phosphotransferase activity, which was higher in transformed cells than

in non-tumorigenic epithelial cells. Furthermore, studies using TBK 17 fibroblasts revealed
that TBK1 expression was required for cells to tolerate transforming levels of oncogenic K-
Ras®'?V. This study also established that RalB and Sec5 were required for activation of the
host defense pathway. Whereas Ras activity was suppressed in non-transformed epithelial
cells in response to TLR3 signaling stimulated by poly(I:C) treatment, Ral GTPases were
activated and this activation correlated with the phosphorylation of IRF-3. Moreover,
siRNA-mediated depletion of Sec5 severely impaired not only the nuclear accumulation of
IRF-3, but also the induction of ISG56 and IFN following Sendai virus (SeV) infection or
poly(I:C) treatment. In summary, the RalB/TBK1 pathway is required for the survival of

Ras-transformed cells and to activate the innate immune response in non-tumorigenic cells

(Fig. 3).
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Figure 2. A,TBKI is part of the exocyst complex and is engaged by Sec5 from within that complex. The
contribution of Sec5 to TBK1 activation occurs independently of exocyst integrity and in thought to result
from RalB-induced TBK1 activation, in which RalB/Sec5 complex formation reveals a cryptic TBK1
interaction domain that recruits TBKI1 into a kinase activation complex.The molecular mechanisms
responsible for TBK1-dependent tumor cell survival remains to be characterized but could involve, in part,
the NF-xB pathway. B, IKKi is an essential effector in AKT-transformed cells. The NF-kB pathway is
implicated in the oncogenic effect of IKKi. How the PI3-kinase pathway activates IKKi is presently unknown.

Another recent study provides evidence for a role of TBKI in the tumorigenesis
process. Using a genome-wide phenotypic screen based on the overexpression of 250,000
cDNAs in HEK 293 cells combined with the transfer of culture supernatants onto HUVEC
cells, Korrher and colleagues identified TBK1 and TRIF as new effectors of vascularization

(Korherr et al, 2006). Overexpression of TRIF and TBK1 in HEK293 cells resulted in the
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secretion of a complex mixture containing endothelial growth factors such as IL-8

and RANTES, as well as the anti-proliferative cytokine IFN. The secreted mixture showed
significant proangiogenic properties on endothelial cells. In addition to HEK 293 cells, the
authors analyzed the proliferative response of endothelial cells to supernatants isolated
from MCF-7, PC-3, and KB-3-1 cancer cells transiently transfected with the gene for
TBK1. They confirmed that the autocrine effect of TBK1 is observed in various cancer cell
lines. Interestingly, these cancer cell lines already show increased activity of TBK1 (see
above). Their study also showed some unexpected findings: TBK1 was up-regulated under
hypoxic conditions, as well as in solid breast and colon tumors. This is the first report

demonstrating modulation of TBK1 at the protein level.
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TUMOR CELLS HOST CELLS
(unresponsive to Type | IFN) (responsive to Type | IFN)

9 oo A ‘
TUMOR PROGRESSION CELL GROWTH INHIBITION

-Anoikis -Apoptosis

-Survival signaling -Growth Arrest

pathways -Reduce protein synthesis
-cyclin D1 induction (G1-S transition) -Dentritic cells (DC) activation

-Antitumor activity

Figure 3. Transformed cells rely on the IKK-related kinases for cell proliferation and viability. Both the
expression and the activity of IKKi and TBK1 can be increased in oncogenic tissues or cancer-derived cell
lines. The IKK-related kinases depend on effectors of the NF-kB pathway, such as c-Rel, p65/RelA and IxkBa
in order to antagonize apoptotic signals that are normally activated when cells loose contact with the
extracellular matrix or following genotoxic stimuli. Cyclin D1 induction diminishes the need of growth signal
and allow G1-S transition. The role of phosphorylated Sec5 in TBK1-induced cancer cell survival remains to
be elucidated. On the other hand, following exposition to PAMPs, targeted cells will use the IKK-related
kinases to induce a set of anti-viral genes like type I IFN. IFNs are strong inducers of cell cycle
arrest. However, several cancers exhibit specific mutations of gene products in the IFN

pathway and are therefore resistant to the growth inhibitory effect of type I IFN.
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Breast cancer and the NF-k B pathway. Is IKKi the missing link?

Inflammatory breast cancer (IBC) is the most aggressive form of locally advanced
breast cancer with a high metastatic potential. At the molecular level, microarray and qPCR
analysis have revealed an ‘NF-kB signature’ in IBC (Lerebours et al, 2008; Van Laere et al,
2006). Interestingly, the first evidences implicating IKKi in tumor development were in
breast cancer. IKKi was found to be constitutively expressed in two-thirds of the human
breast cancer tissues analyzed, as well as in several human breast cancer cell lines (Eddy et
al, 2005). Casein kinase 2 (CK2) was proposed to be involved in the increased expression
level of IKKi. Most importantly, the NF-kB pathway is thought to contribute to the
uncontrolled cellular proliferation of IKKi-expressing cells, since overexpression of an
inactive mutant of IKKi reduces the expression of the cyclin D1 gene targeted by NF-xB
(Fig. 2B). It also reduces the ability of breast cancer cells to grow in soft agar and to form

invasive colonies in Matrigel.

Mutation of the Ras proteins or hyperactivation of downstream effector pathways,
principally the mitogen-activated protein kinase (MAPK) and PI3K pathways, occurs in
several epithelial cancers including breast cancers ((Downward, 2003) and Fig. 1). An
elegant functional genomic approach was used to identify protein kinases that have the
potential to replace activated Akt and cooperate with a constitutively active MAPK
pathway to drive tumorigenesis of immortalized human embryonic kidney epithelial cells
(Boehm et al, 2007). In this study, IKKi was identified among four kinases with
transforming potential (Fig. 2B). Interestingly, the authors found copy-number
amplification of the 1q32 region, which includes the /KBKE locus, in 16.3% of breast
cancer cell lines and in several primary human breast cancer specimens. No somatic
mutation was found in the /KBKE gene, and no association was observed between the
IKBKE copy-number gain and the estrogen receptor or Her2/neu status. /IKBKE

amplification correlated with overexpression of IKKi in several breast cancer cell lines such
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as MCF-7 and ZR-75-1. Silencing experiments with shRNAs confirmed that IKKi is
required for the proliferation and survival of ZR-75-1 cells. Interestingly, knocking down
the expression levels of both IKKi and TBK1 was required to diminish the viability of
MCEF-7 cells. This observation also supports a role for TBK1 in oncogenesis as discussed

above.

At the molecular level, the overexpression of IKKi observed in breast cancer cell
lines resulted in increased expression of two NF-kB-regulated genes, MMP9 and BCL2,
both of which were down-regulated when /IKBKE expression was suppressed. Moreover,
immunohistochemical studies in patient-derived breast cancer tissue samples revealed
nuclear staining for c-Rel, a recently described substrate of IKKi (Table I). This protein had
previously been reported to accumulate in the nuclei of breast cancer cells (Sovak et al,
1997) and to contribute to tumorigenesis of the mammary gland in an MMTV-LTR-c-Rel
transgenic mouse model (Romieu-Mourez et al, 2003). IKKi modulates c-Rel activity
through direct phosphorylation of the transactivation domain (Harris et al, 2006). However,
even though nuclear accumulation of c-Rel was observed in HEK 293T cells, IKKi-induced
phosphorylation was insufficient to significantly induce its transactivation potential. Thus,

additional signaling cascades are likely to be required for full activation of c-Rel.

In addition to c-Rel and RelB (Eddy et al, 2005), RelA/p65 was observed to
accumulate in the nuclei of primary human breast tumor specimens (Sovak et al, 1997).
Furthermore, in many cancer cell lines, expression levels of IKKi correlate with p65
phosphorylation at Serine 536 (Adli & Baldwin, 2006). However, Serine 536 is targeted by
many other kinases, including IKKo/, TBK1, and RSK1 (Bohuslav et al, 2004; Buss et al,
2004; Sakurai et al, 1999). Finally, IKKi also interacts with NF-kB2/p100 and p52
following TNFa stimulation (Wietek et al, 2006). Gel filtration experiments suggest that

IKKi and p52 are components of a 600-kDa complex. This interaction promotes
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transcription of p52-dependent genes in a ternary complex with p65/RelA. Although
the kinase activity of IKKi is essential to achieve this process, p52 does not seem to be a

direct target, again suggesting that p65/RelA may be the preferred substrate of the kinase.

Are other substrates of IKK-related kinases involved in tumorigenesis?

It is intriguing that while the activity of IKK-related kinases is linked to cancer cell
survival (see above), these kinases act on transcription factors with tumor suppressor
properties, namely IRF-3, -5, and -7 (Table I and Fig. 3). Activated by TBK1 or IKKi
following viral or bacterial infections, these transcription factors ultimately lead to
pathogen clearance. This occurs through the induction of type I IFN and of several IFN-
stimulated genes (ISGs) involved in host defense cellular processes. These processes
include protein translational shutdown, cell cycle withdrawal, apoptosis, and hematopoietic
cell regulation such as dendritic cell (DC) activation. Notably, type I IFN signaling induce
p53 accumulation (Takaoka et al, 2003). Thus, at first glance, one can argue that the IKK-
related kinases may also counteract tumor development through their effect on type I IFN
synthesis. However, several cancers exhibit specific mutations in components of the IFN
signaling pathway (Stojdl et al, 2000) and are therefore resistant to the growth-inhibitory
effect of type I IFN. Since these cytokines are known to act by paracrine and autocrine
mechanisms, transformed cells that rely on the IKK-related kinases for survival and
proliferation are likely to be unresponsive to type I IFN, thus shifting the equilibrium
toward tumor progression (Fig. 3). On the other hand, IRF-3 is known to possess tumor
suppressor activities that are unrelated to the protein’s effect on type I IFN synthesis, but
are directly linked to its effect on apoptosis. Studies have revealed that IRF-3 can
transactivate a large number of genes, such as ISG56, TRAIL, and NOXA, which are known
to abrogate protein synthesis or to induce apoptosis in a pS53-independent manner
(Grandvaux et al, 2002a; Guo et al, 2000; Kirshner et al, 2005; Lallemand et al, 2007;

Weaver et al, 2001b). However, IRF-3 also activates transcription of the gene encoding
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promyelocytic leukemia protein (PML), leading to p53-dependent growth inhibition
of cancer cells (Kim et al, 2006; Kim et al, 2007).

The role of IRF-7 in oncogenesis is still unclear. According to Zhang and
colleagues, IRF-7 itself has oncogenic potential, as evidenced by its ability to induce tumor
formation in nude mice and to cause anchorage-independent growth in NIH 3T3 cells
(Zhang et al, 2004b). These authors suggested that IRF-7 may cooperate with the viral
oncoprotein LMP-1 in EBV-immortalized B cells or CNS lymphoma cells in order to
achieve cellular transformation. Conversely, a recent study pointed out the antitumor
effector functions of IRF-7. Adenoviral transduction of an active form of IRF-7 into
macrophages was found to up-regulate genes such as TRAIL, IL15, IL12p35, ISG56, and
CD80 and also down-regulate transcription of proangiogenic/metastatic genes such as
VEGF and MMP2. Thus, IRF-7 increases the antitumor properties of primary macrophages

while reducing their protumorigenic effects (Romieu-Mourez et al, 2006).

IRF-5 is also a candidate tumor suppressor gene that mediates cell cycle arrest and
apoptosis (reviewed in (Tamura et al, 2008)). In primary hematological malignancies such
as acute lymphoblastic leukemia, chronic lymphocytic leukemia and acute myeloid
leukemia, IRF-5 expression is frequently down-regulated or absent (Barnes et al, 2003).
Overexpression of IRF-5 reduces colony formation of A549 lung cancer cells and HCT116
colorectal cancer cells (Mori et al, 2002), and it inhibits growth of BJAB tumor cells in vivo

(Barnes et al, 2003).
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STAT1, a novel substrate of IKKi

As key players in the interferon pathway, proteins known as signal transducers and
activators of transcription (STAT) proteins contribute to the induction of numerous genes
known to establish a formidable barrier against viral infection. Recently, Tenoever and
colleagues established a molecular link between IKKi and the formation of the interferon-
stimulated gene factor 3 complex (ISGF3), composed of the STAT1-STAT2 heterodimer
and IRF-9 (Tenoever et al, 2007). They showed that IKKi phosphorylates STATI
following treatment with IFNp. In vitro kinase assays combined with mass spectrometry
identified Serine 708 as the phosphorylated residue. This post-translational modification
allows formation of a more stable STAT1-STAT2 heterodimer, which is likely to be
essential for binding the ISRE sequence located in a subset of genes involved in antiviral

immunity. Thus, IKKi may be involved in defining ISGF3 binding specificity.

The STAT proteins have also been extensively studied for their role in oncogenesis.
For instance, constitutive activation of STAT1, STAT3, and STATS5 has been observed in
different human primary tumors and cell lines derived from breast cancer, multiple
myeloma, head and neck cancer, leukemia, lymphoma, and lung cancer (Bowman et al,
2000; Watson, 2001). However, unlike the clear involvement of STAT3 and STATS in
oncogenesis, the role of STATI remains obscure and controversial. While STAT3 and
STATS are clearly recognized as oncogenic transcription factors, the STAT1 pathway has
been predominantly associated with the inhibition of cell proliferation and tumor
suppression (Desrivieres et al, 2006; Watson, 2001). On one hand, STATI can promote
tumor cell death through transcriptional regulation of genes encoding proteins such as death
receptors and ligands, caspases, iNOS, Becl-xL, and p21°P'
(Bowman et al, 2000; Bromberg & Darnell, 2000; Kim & Lee, 2007)). On the other hand,

. (For good reviews see

according to the recent findings of Yarilina and colleagues, STATI1 in myeloid cells could

enhance tumor progression by accelerating inflammation during the early stages of
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inflammation-associated tumorigenesis (Yarilina et al, 2008). Indeed, TNFa, a well-
known protumorigenic cytokine (Lin & Karin, 2007), can stimulate macrophages to
produce low levels of IFNP, which can in turn activate JAK-STAT signaling. Once
activated, JAK-STAT signaling acts in synergy with other TNF-induced signals to maintain
the expression of inflammatory cytokines. It also leads to increased expression of IKKi,
IRF-7, and STATI. Thus, STATI1 activation could play opposing roles in cancer
development (Fig. 3). As mentioned above, IKKi expression is also increased in breast
tumors and it may therefore play a role in the constitutive activation of STAT1 seen in

breast tumor-derived cell lines (Bowman et al, 2000; Watson, 2001).

The roles of the IKK-related kinase in oncolytic-based viral therapy

Tumor cells show deficient Type I IFN signaling that can be exploited for oncolytic-
based viral therapy (Stojdl et al, 2000). For instance, VSV has been shown to exhibit
powerful anti-tumor effects against metastatic breast adenocarcinoma (Balachandran &
Barber, 2000; Balachandran et al, 2001; Ebert et al, 2005). The Ras-dependent MAPK
pathway seems to be responsible for this down-regulation of IFN-induced antiviral
response (Battcock et al, 2006). In this context, one can argue that increased levels of IKKi
in breast cancer cells may promote the virus infection-mediated apoptosis. Indeed, VSV-
mediated apoptosis was shown to be dependent of IRF-5, which, in turn, is likely to be
phosphorylated and activated by the IKK-related kinases following VSV infection (Barnes
et al, 2002; Cheng et al, 2006; Lin et al, 2005; Schoenemeyer et al, 2005; Yanai et al,
2007). It has also been reported that reovirus, another oncolytic virus, takes advantage of
the Ras-dependent RalGEF pathway for its replication (Norman et al, 2004). Knowing that
reovirus activation of IRF-3 enhances cellular apoptosis (Holm et al, 2007), it is tempting
to speculate that the RalB-induced TBK1 activity in transformed cells may prove useful for

developing anti-cancer therapies.
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Conclusion

There is now compelling evidence that the transcription factor NF-kB plays a key
role in cancer development and progression. Thus, the recent suggestion that the IKK-
related kinases TBK1 and IKKi also regulate the proliferation and survival of cancer cells
was not totally unexpected. However, these new findings will increase our understanding of
the complex relationship between innate immune effectors and the signaling events that
drive tumor formation. Some of the future questions that should be high on the priority list
of investigators analyzing the role of these kinases in tumor development are the following.
How the kinase activity of TBK1 is increased in cancer-derived cell lines in the absence of
any apparent increased in expression level? Is this related to distinct scaffold proteins that
facilitate assembly of TBK1 and IKKi subcomplexes (Chau et al, 2008) or could it be more
related to the a decrease in the expression of the tumor supressor CYLD (Zhang et al,
2008¢)? What is the molecular basis of IKKi overexpression in breast tumors in the absence
of amplification of the IKBKE locus, and is this related to increase NF-kB signaling? Are
IRF-3 and IRF-7 activated in transformed cells that rely on TBK1 or IKKi for their
proliferation and survival? If yes, then what is the role of the proapoptotic functions of
these transcription factors that are unrelated to the protein’s effect on type I IFN synthesis?
At the molecular level, how does PI3K signaling leads to IKKi activation? Is TBK1 also
subjected to this precise regulation? Is there other substrates for these kinases that could
explain their effect on cellular proliferation? TBK1 and IKKi are new effectors implicated
in tumor progression and may therefore represent new opportunities for drug development.
Notably, the availability of compounds like SU6668, which targets TBKI1 and other
kinases, may help dissect the role of IKK-related kinases in cancer (Godl et al, 2005).
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Chapitre 3. Objectif de cette thése et publications

3.1 Objectif général

Lorsque que j’ai commencé dans le laboratoire du Dr Marc Servant, la
caractérisation des différentes voies de signalisation impliquées dans la réponse IFN de
type I était en pleine effervescence. Les données dans la littérature abondaient de toute part,
mais elles étaient souvent trés contradictoires. A mon avis, le modéle proposé pour
expliquer le mécanisme d’activation de IRF-3 était le plus affecté par ces discordances.
Dans le but de clarifier ce modele, nous avons entrepris d’approfondir les mécanismes de
régulation moléculaires impliqués dans 1’activation de ce facteur de transcription. De plus,
le monde des I[FNs venait d’étre complétement bouleversé par la découverte de médiateurs
cellulaires importants localisés au niveau de la mitochondrie. La membrane mitochondriale
¢tait maintenant devenue une nouvelle plateforme permettant 1’assemblage de certains
complexes de signalisation impliquée dans la réponse antivirale. Afin de mieux comprendre
les mécanismes régulant I’assemblage de ces complexes, nous avons également tenté de

trouver de nouveaux régulateurs protéiques pouvant influencer la production des IFNs de

type L.

3.1.1 Objectifs spécifiques

3.1.1.1 Identification des sites de phosphorylation impliqués dans D’activation du

facteur de transcripton IRF-3.

TBK1 et IKKi venaient tout juste d’étre identifiées comme étant les kinases
responsables des modifications post-traductionnelles observées en C-terminal de IRF-3. Les
sites phosphoaccepteurs ciblés par ces kinases demeuraient toutefois encore incertains.

Nous avons alors entrepris d’identifier ces sites afin de vérifier leur impact respectif dans la
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régulation de la réponse interféron. De plus, nous avons essayé de caractériser la

cinétique de phosphorylation de ces sites localisés en C-terminal.

3.1.1.2 Identification de nouvelles protéines impliquées dans la voie d’activation de la

réponse interféron.

La voie de signalisation menant a I’activation des IKK-related kinases (TBK1/
IKKi) est trés complexe et peu de choses a I’époque étaient connues quant aux protéines
cytoplasmiques impliquées dans 1’orchestration de cette cascade. En combinant la
spectrométrie de masse a nos techniques conventionnelles de biologie moléculaire, nous
avons tenté d’identifier de nouveaux partenaires protéiques de TRAF3, une protéine dont
I’association a CARDIF au niveau de la mitochondrie venait tout juste d’étre démontrée.
Nous espérions ainsi mieux comprendre les mécanismes de régulation impliqués dans cette

voie de signalisation cellulaire.

3.2 Publications

Les objectifs de cette thése ont permis les publications suivantes :

1) Jean-Francois Clement, Lisa D’Ambrosio, Gregory Emery, Anne-Claude Gingras,
Sylvain Meloche and Marc J Servant. TRAF3 recruitment to Secl6A and pl15 reveals a

new a role for the ER to Golgi Transport Compartments in Innate Immunity. Submitted.

Augusts 2010.

2) Marc J Servant, Jean-Francois Clement and Sylvain Meloche. The IKK-related

Kinases, unexpected culprits in oncogenesis. Atlas of gentetics and cytogenetics in

Oncology and Haematology, march 2009. Deep Insight.
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3) Jean-Francois Clement, Sylvain Meloche and Marc J Servant. The IKK-related
Kinases : From Innate Immunity to Oncogenesis. Cell Research. 2008 Sept; 18:889—899

4) Jean-Francois Clément, Bibeau-Poirier A, Gravel SP, Grandvaux N, Bonneil E,
Thibault P, Meloche S, Servant MJ. Phosphorylation of IRF-3 on Ser 339 generates a
hyperactive form of IRF-3 through regulation of dimerization and CBP association. Journal

of Virology. 2008 Apr;82(8):3984-96

5) Annie Bibeau-Poirier, Simon-Pierre Gravel, Jean-Francois Clement, Sébastien
Rolland, Geneviéve Rodier, Philippe Coulombe, Sylvain Meloche, Nathalie Grandvaux and
Marc. J. Servant. Involvement of the lkappaB kinase (IKK)-related kinases tank-binding
kinase 1/IKKi and cullin-based ubiquitin ligases in IFN regulatory factor-3 degradation.
Journal of Immunology. 2006 Oct 15;177(8):5059-67

6) Annie Douillette, Annie Bibeau-Poirier, Simon-Pierre Gravel, Jean-Francois Clement,
Valerie Chenard, Pierre Moreau and Marc J Servant. The proinflammatory actions of
angiotensin Il are dependent on p65 phosphorylation by the lkappa B kinase complex.
Journal of Biological Chemistry. 2006 May 12;281(19):13275-84
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Chapitre 4. Caractérisation des sites de

phosphorylation du facteur de transcription IRF-3

4.1 Mise en situation

En 2003, les IKK-related kinases, TBK1 et IKKi, furent identifiées comme les
kinases responsables de la phosphorylation en C-terminal de IRF-3. Toutefois, I’identité
des sites phosphoaccepteurs ciblés par ces deux kinases demeurait obscure. Les études
publiées a ce sujet étaient extrémement contradictoires. Par exemple, des essais kinases in
vitro utilisant des substrats tronqués de IRF-3 démontraient la phosphorylation de la sérine
402 par TBKI, alors que les études cristallographiques démontraient que ce site était le
moins accessible de tous ceux disponibles en C-terminal. La fagon de mesurer 1’activation
de IRF-3 se compliquait aussi par la présence de données discordantes dans la littérature.
Le modele accepté pour expliquer le mécanisme d’activation de IRF-3 établissait que son
association a CBP, son hyperphosphorylation, son homodimérisation et sa translocation
nucléaire reflétaient parfaitement son activité biologique. Toutefois, le groupe du Dre
Mossman avait observé a plusieurs occasions un manque de corrélation entre 1’induction
des génes dépendant de IRF-3 et son état d’hyperphosphorylation. D’autres groupes ont par
la suite démontré des incohérences au niveau de son activation avec la présence d’une
association a CBP ou son homodimérisation. En couplant la spectrométrie de masse a des
analyses structure-fonction de IRF-3, nous avons donc décidé de réévaluer les sites
phosphoaccepteurs ciblés par TBK1 et tenté¢ de fournir des explications aux discordances

observées avec le modéle d’activation de IRF-3 actuellement proposé.
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4.2 Article 2- Phosphorylation of IRF-3 on Ser 339
generates a hyperactive form of IRF-3 through regulation of

dimerization and CBP association.

JOURNAL OF VIROLOGY, Apr. 2008, p. 3084-3996 Vol. 82, No. 8
0022-528X/08/$08.00+0  doi:10.1128/JVL0O2526-07
Copyright © 2008, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.
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The IkB kinase-related kinases, TBK1 and IKKi, were recently shown to be responsible for the C-terminal
phosphorylation of IRF-3. However, the identity of the phosphoacceptor site(s) targeted by these two kinases
remains unclear. Using a biological assay based on the IRF-3-mediated production of antiviral cytokines, we
demonstrate here that all Ser/Thr clusters of IRF-3 are required for its optimal transactivation capacity. In
vitro kinase assays using full-length His-IRF-3 as a substrate combined with mass spectrometry analysis
revealed that serine 402 and serine 396 are directly targeted by TBKI1. Analysis of Ser/Thr-to-Ala mutants
revealed that the S396A mutation, located in cluster 11, abolished IRF-3 homodimerization, CBP association,
and nuclear accumulation. However, production of antiviral cytokines was still present in IRF-3 S396A-
expressing cells. Interestingly, mutation of serine 339, which is involved in IRF-3 stability, also abrogated CBI
association and dimerization without affecting gene transactivation as long as serine 396 remained available
for phosphorylation. Complementation of IRF-3-knockout mouse embryonic fibroblasts also revealed a com-
pensatory mechanism of serine 339 and serine 396 in the ability of IRF-3 to induce expression of the
interferon-stimulated genes ISG36 and ISG54. These data lead us to reconsider the current model of IRF-3
activation. We propose that conventional biochemical assays used to measure IRF-3 activation are not sensitive
enough to detect the small fraction of IRF-3 needed to elicit a biological response. Importantly, our study
establishes a molecular link between the role of serine 339 in IRF-3 homodimerization, CBI association, and
its destabilization.
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ABSTRACT

The IKK-related kinases, TBK1 and IKKi, were recently shown to be responsible
for the C-terminal phosphorylation of IRF-3. However, the identity of the phosphoacceptor
site(s) targeted by these two kinases remains unclear. Using a biological assay based on the
production of IRF-3-mediated anti-viral cytokines production, we demonstrate here that all
Ser/Thr clusters of IRF-3 are required for its optimal transactivation capacity. In vitro
kinase assays using full length His-IRF3 as a substrate combined with mass spectrometry
analysis revealed that serine 402 and serine 396 are directly targeted by TBK 1. Analysis of
Ser/Thr to Ala mutants revealed that S396A mutation, located in cluster II, abolished IRF-3
homodimerization, CBP association and nuclear accumulation. However, production of
anti-viral cytokines was still present in IRF-3 S396A expressing cells. Interestingly,
mutation of serine 339, which is involved in IRF-3 stability, also abrogated CBP
association and dimerization without affecting gene transactivation as long as serine 396
remained available for phosphorylation. Complementation of MEFs IRF-3 KO also reveals
a compensatory mechanism of serine 339 and serine 396 in the ability of IRF-3 to induce
IFN-stimulated genes (ISGs) ISG56 and ISG54 expression. These data lead us to reconsider
the current model of IRF-3 activation. We propose that conventional biochemical assays
used to measure IRF-3 activation are not sensitive enough do detect the small fraction of
IRF-3 needed to elicit a biological response. Importantly, our study establishes a molecular
link between the role of serine 339 in IRF-3 homodimerization, CBP association, and its

destabilization.
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INTRODUCTION

IRF-3 is essential for the normal host response to pathogens ((Sato et al, 2000a) and
reviewed in (Hiscott et al, 2003)) and its activity is regulated by phosphorylation
mechanisms. Biochemical studies have clearly demonstrated that IRF-3 is a phosphoprotein
that is hyperphosphorylated in response to virus infection or exposure to pathogens-
activated molecular patterns (PAMPs) (Collins et al, 2004; Gravel & Servant, 2005; Hiscott
et al, 2003; Lin et al, 1998; Servant et al, 2003; Servant et al, 2001a). Therefore,
understanding how the transcriptional activity of IRF-3 is controlled by protein kinases has
been a subject of major interest. Exposure of cells to dsRNA, lipopolysaccharide (LPS) or
infectious particles is known to activate several host kinases such as the IkB kinase (IKK)
complex and the stress-activated protein kinases p38 and JNK. However, none of these
kinases target IRF-3 (Servant et al, 2001a). Two IKK homologs, namely IKKe (Peters et
al, 2000a) (also called IKKi (Shimada et al, 1999b)), and Tank-binding kinase (TBK)I
(Pomerantz & Baltimore, 1999b) were recently shown to be activated following virus
infection and to control the transcriptional activity of IRF-3 through phosphorylation of its
C-terminal Regulatory Domain (RD) (Fitzgerald et al, 2003; Sharma et al, 2003). This
domain comprises three clusters of phosphoacceptor sites: Ser 385/Ser 386 (cluster 1), Ser
396/Ser 398 (cluster 1) and Ser 402/Thr 404/Ser 405 (Cluster I1I) for a total of 7 potential
sites —*>*GGASSLENTVDLHISNSHPLSLTSDQY*®-. Presently, TBK1 and IKKi are the
only characterized kinases responsible for the C-terminal phosphorylation of IRF-3 and
different conclusions were reached about the phosphoacceptor site(s) targeted by these
kinases. In vitro kinase assays using either recombinant kinases or immunoprecipitated
kinases from overexpressing cells and truncated recombinant IRF-3 as a substrate (GST-
IRF-3 amino acid 381-427) suggested that cluster III is targeted by TBK1/IKKi, most likely
at Ser 402 (McWhirter et al, 2004; Sharma et al, 2003; tenOever et al, 2004). On the other
hand, crystallographic studies revealed that Ser 402 is unlikely to be an important target site
because it is located in a B-strand region (Takahasi et al, 2003). Phosphoacceptor sites in
cluster I are the most accessible amino acids and Ser 386 could be the initial target for

TBKI1/IKKi (Mori et al, 2004; Takahasi et al, 2003). Thus, the precise sites targeted by



119
these kinases remain to be characterized. Despite these uncertainties, structure-
function studies have clearly established a major role of the C-terminal RD region of IRF-3
in its activation (Lin et al, 1998; Lin et al, 1999c; Servant et al, 2002; Yoneyama et al,
1998)). Notably, mutation of the cluster I Ser 385/386 to Ala (creating IRF-3 J2A)
abolishes IRF-3 activation (Yoneyama et al, 1998). Intriguingly, mutation of Ser 385/386 to
Asp (creating IRF-3 J2D), also abrogates IRF-3 activation (Lin et al, 1999c). These data led
to the suggestion that the Ser385/386 cluster may serve as a recognition domain for the
IKK-related kinases or alternatively that phosphomimetic substitutions do not produce a
functional protein (Lin et al, 1998; tenOever et al, 2004). Substitution of the 5 other
phosphoacceptor sites in clusters I and III to Ala (creating IRF-3 5A) reduces IRF-3
activation following virus infection (Lin et al, 1999c; Suhara et al, 2000). Reciprocally, the
IRF-3 5D (mutation of the 5 Ser/Thr residues to Asp) behaves as a strong constitutive
active form of IRF-3 that associates with CBP, stimulates gene transcription (Lin et al,
1998; Lin et al, 1999¢), and induces apoptosis in the absence of virus infection (Heylbroeck
et al, 2000; Weaver et al, 2001a). Of the five phosphoacceptor sites present in clusters II
and III, we further demonstrated that mutation of Ser 396 to Asp (generating IRF-3 S396D)
was the minimal modification required in cluster II in order to obtain a form of IRF-3 that
constitutively associates with CBP and induces gene transcription, thus a form that mimic
IRF-3 5D (Servant et al, 2003). Importantly, immunoblotting analysis with phosphospecific
antibodies showed that Ser 396 and Ser 386 are targeted in vivo following virus infection

(Mori et al, 2004; Servant et al, 2003).

Based on these observations and crystallographic studies (Qin et al, 2003; Takahasi
et al, 2003), two models for IRF-3 activation by phosphorylation have been proposed. One
model states that phosphorylation at Ser 385 or Ser 386 of IRF-3 induces its dimerization
(Takahasi et al, 2003). The other model favors intramolecular interactions where IRF-3
exists in a latent closed conformation in the cytoplasm, the C-terminal RD interacting with

the Proline-Rich Region near the N-terminal DNA Binding Domain (DBD) (Lin et al,
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1999¢; Qin et al, 2003). C-terminal phosphorylation by TBK1/IKKi is thought to
abrogate these intramolecular interactions allowing IRF-3 to homodimerize or
heterodimerize with IRF-7 (Honda & Taniguchi, 2006). Subsequently, the dimerized forms
of IRF-3 associate with the histone acetyltransferase nuclear proteins CBP and p300,
causing IRF-3, which normally shuttles in and out of the nucleus, to become predominantly
nuclear (Kumar et al, 2000a) and induce transcription of genes encoding chemokines and
type I interferon (IFN). Then, IRF-3 1is targeted for degradation following its
polyubiquitination by at least two intracellular signaling pathways: 1) phosphorylation at
Ser 339 which induces the recruitment of the prolyl isomerase Pinl followed by
polyubiquitination (Saitoh et al, 2006) and 2) phosphorylation of clusters II and III
resulting in IRF-3 recognition by a Cullin-based E3 ligase (Bibeau-Poirier et al, 2006).

However, more recent findings suggest that the current model of IRF-3 regulation
needs further refinement. For example, Collins and coworkers observed IRF-3-dependent
ISG56 induction without IRF-3 hyperphosphorylation or nuclear translocation. It was
proposed that hyperphosphorylation is more related to an anti-immune defense strategy of
inducing IRF-3 degradation rather than being a necessary step for the biological activition
of IRF-3 (Collins et al, 2004). Other studies also reported a lack of correlation between
nuclear accumulation of IRF-3 and its hyperphosphorylation, homodimerization and CBP

association state (Dauber et al, 2006; Spiegel et al, 2005).

Using mass spectrometry analysis coupled to comprehensive structure-activity
analysis, we re-evaluated the phosphoacceptor sites targeted by TBK1 and the model of
IRF-3 activation. Our study reveals that Ser 396 and Ser 402 are directly targeted by TBK1
and that the current assays used to monitor the activation of IRF-3 (hyperphosphorylation
on SDS-PAGE, dimerization, co-activator association and nuclear accumulation) are not

directly linked to its transcriptional status, but instead reflect hyperactive and unstable
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forms of IRF-3. Interestingly, mutation of Ser 339, which is involved in IRF-3
stability, also abrogates CBP association and dimerization without affecting gene
transactivation as long as Ser 396 is available for phosphorylation. Therefore, our study
establishes a molecular link between the role of Ser 339 in IRF-3 homodimerization, CBP

association, and its degradation by the proteasome.

MATERIALS AND METHODS

Reagent, antibodies, and plasmids. Commercial antibodies were obtained from the
following suppliers: anti-IRF-3 antibody and anti-pSer386 (IBL, Japan); anti-Flag epitope
(M2) and anti-b-actin (clone AC-74) were from Sigma (Oakville, Ontario, Canada). The
anti-CBP (A22) and the neutralizing anti-IFNf§ were purchased from Santa Cruz (Santa
Cruz, CA) and Fitzgerald (Concord, MA) respectively. The anti-mISG56 and mISG54 were
a kind gift of Dr. Ganes Sen (Lerner Research Institute, Cleveland, OH). A rabbit anti-
serum raised against proteins of Sendai virus (SeV) as well as the pFlag-IRF3wt and the
pFlag-IRF3 point mutants plasmids were generously provided by Dr. John Hiscott (McGill
University, Montreal, Qc). All pFlag-IRF-3 plasmids containing the S339A were generated
by site-directed mutagenesis (QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, La
Jolla, CA). Plasmids encoding for AN IRF-3, Flag-IKKi, Flag-TBK1 and the dominant
negative version Flag-IKKi K38A or Flag-TBK1 K38A were kind gifts of Dr. Rongtuan
Lin (McGill University, Montreal, Qc). The IFNB reporter plasmid, pGL3-IFN-3-LUC was
described previously (Lin et al, 1999a; Lin et al, 1998; Lin et al, 1999c; Lin et al, 2000).
Cycloheximide (CHX) and Leptomycin B (LMB) were purchased from Calbiochem and

used at final concentrations of 100 pg/ml and 100 ng/ml, respectively.

Cell culture, transfection and infections. HelLa, 293T, Vero and MEFs IRF-3 KO cells
(kindly provided by Tom Maniatis, Harvard University, MA) were maintained in Dubelco
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modified Eagle Medium supplemented with 10% fetal bovine serum. MEFs IRF3
+/+ and -/- were immortalized using the 3T3 protocol (Todaro & Green, 1963). DNA
transfections were performed with lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington, Ontario,
Canada) according the manufacturer’s protocol. Sendai virus (SeV) was obtained from
Specific Pathogen-Free Avian Supply (North Franklin, CT). VSV (Indiana strain, a kind
gift of Dr. John Hiscott) was propagated in Vero cells and quantified by standard plaque

assay.

Immunoblot analysis, Imnmunoprecipitation, and Native-PAGE. Preparation of whole
cell extracts (WCE), immunoprecipitation, Native-PAGE and immunoblot analysis were
performed as described previously (Bibeau-Poirier et al, 2006; Gravel & Servant, 2005;
Servant et al, 2001a). Briefly, WCE were prepared in Triton X-100 lysis buffer (50 mM
Tris pH7.4, 150 mM NaCl, 30 mM NaF, 5 mM EDTA, 10% Glycerol, 1 mM Na3;VO,, 40
mM B-Glycerophosphate, 0.1 mM PMSF, 5 pg/ml of Leupeptin, Pepstatin, and Aprotinin,
1% Triton X-100). For co-immunoprecipitation studies, WCE (400-500 pg) were
incubated with 1.5 pg of anti-CBP antibody A-22 cross-linked to 30 pl of protein A-
Sepharose beads for 4h at 4°C (Amersham, GE Health Care, UK). The beads were washed
5 times in lysis buffer and then resuspended in denaturating SDS loading buffer. IRF-3
proteins associated with CBP were analyzed by immunoblotting as previously described
(Servant et al, 2001a). For Native-PAGE analysis, a 7.5% acrylamide gels (without SDS)
were prerun with 25 mM Tris and 192 mM glycine, pH 8.4, with and without 1%
deoxycholate in the cathode and anode chamber, respectively, for 30 min, at 40 mA. WCE
(10-15 pg) diluted in native sample buffer (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 15% glycerol, and
bromophenol blue) were applied to the gel and subjected to electrophoresis for 60 min at 25

mA. Immunoblotting was performed using a anti-Flag monoclonal antibody.
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Production of recombinant His-wtIRF-3. IRF-3 cDNA was subcloned in pET-
15b vector (Novagen, Madison, WI), transformed in E. coli BL21(DE3)pLysS bacteria.
Expression was induced with 1 mM IPTG at 37°C for 3 hours at OD600 nm. His-tagged
IRF-3 protein was then purified by nickel-N-acrylotris (hydroxymethyl) aminomethane
(Ni-NTA) affinity chromatography using the His Bind Purification Kit (Novagen)

according to the manufacturer’s protocol.

Immunofluorescence. HeLa cells were transfected with the different IRF-3 constructs for
24h and then infected with SeV. 8h post-infection, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS for 20 min followed by permeabilization with 0.2% Triton X-100
for 10 min. Cells were washed with PBS, pH 7.2 and blocked with 5% dry milk in PBS.
Anti-Flag antibody (M2, Sigma) was used at 1:1000 in PBS 1% BSA. Secondary
fluorophore-conjugated antiserum (Alexa Fluor 488) was obtained from Molecular Probes
(Eugene, OR) and used at 1:250 in PBS 1% BSA. In the case of treatment of Leptomycin
B, the inhibitor was only added 3h post-infection. The presence of the nucleus was revealed

by a conventional 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining.

In vitro Kinase Assay. 1.5 pug of bacterially produced His-wtIRF-3 was resuspended in a
kinase buffer containing 0.5 pg of recombinant His-TBK1 (Upstate, Lake Placid, NY) or
GST-IKKi (Cell Signaling), 20 mM Hepes, pH 7.4, 20 mM MgCl,, 2 mM dithiothreitol and
20 uM ATP. The reactions were incubated at 30 °C for 30 min and then stored at -80C for
subsequent MS analysis. /n vitro kinase assays were also accomplished in the presence of
[y’*P]-ATP to verify the phosphotransferase activities of both recombinant TBK1 and
IKKi.
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Mass Spectrometry analysis. Phosphorylated His-wtIRF-3 was digested with

aspartic acid endoprotease (AspN) at 37 °C for 4 h followed by trypsin at 37 °C for 4 h.
Digests were reconstituted in 30 ul of 0.2% formic acid in water/ACN (95/5) and analyzed
by liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC/MS) on a NanoAcquity
UPLC system interfaced to a Q-TOF Premier (Waters, Millford, MA). The LC system
consists of an in-house 300 um x 5 mm C;g precolumn and a 150 um X 10 cm in-house C;g
analytical column both packed with Jupiter 3 um, 300 A stationary phase (Phenomenex,
Torrance, CA). Peptide elution was performed at 600 nL/min. External calibration of the
instrument was made using a Glu-Fib B (Sigma) solution of 83 fmol/ul. Data-dependent
acquisition of MS-MS Spectra was obtained for up to 3 precursor ions per survey spectrum
using argon as a target gas, with collision energies ranging from 20-45 eV (laboratory
frame of reference). Fragment ions formed in the RF-only quadrupole were recorded by a

time-of-flight mass analyzer.

Biological assay. HelLa cells were first transfected with 0.5 ug of the different pFlag-IRF3
constructs in 6-well plates. 24h post-transfection, cells were washed twice and infected with
200 HAU/ml of SeV in serum free media in order to stimulate interferon production. Two
hours post-infection, cells were extensively washed and covered by 2 ml of fresh complete
media. 20h later, supernatants were cleared by centrifugation at 3000 rpm and cells were
harvested in order to be analyzed by Western Blot. The supernatants of HeLa cells
overexpressing the different C-terminal IRF-3 mutants (2 ml) were then split and 500 pl
were used for pretreatment (16h) of a monolayer of confluent Vero cells seeded in a 12-
well plate before further challenge with VSV at different multiplicity of infection. The
effects were evaluated through VSV-induced cell lysis using a standard plaque assay
procedure, where VSV infections were performed in serum free media for 1h followed by
replacement with DMEM containing 1% methylcellulose. After 3 days, monolayers were
fixed with 4% paraformaldehyde and stained with crystal violet. The infection step with

SeV was omitted for the phosphomimetic IRF-3 mutants.
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Reporter Gene Assays. Subconfluent cells in 35-mm-diameter tissue culture dishes
were transfected with 100 ng of pRLTK reporter (Renilla luciferase for internal control)
and 250 ng of pGL3-IFN-B-LUC with use of Lipofectamine 2000 (Invitrogen) as detailed
by the manufacturer. Cells were harvested 24h post-transfection, lysed in passive lysis
buffer (Promega, Madison, WI), and assayed for dual-luciferase activity with use of 10 pl
of lysate according to the manufacturer's instructions. All firefly luciferase values were

normalized to renilla luciferase to control for transfection efficiency.
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RESULTS

Role of IRF-3 phosphoacceptor sites in the establishment of an antiviral state. IRF-3
contains 7 potential phosphoacceptors sites located in the C-terminal RD (Fig. 1A).
However, the precise site(s) involved in IRF-3 phosphorylation following a viral infection
remain(s) to be identified. Moreover, the contribution of each phosphoacceptor site in the
mechanism of IRF-3 activation is unclear. (Lin et al, 1998; McWhirter et al, 2004; Mori et
al, 2004; Qin et al, 2003; Servant et al, 2003; Takahasi et al, 2003; tenOever et al, 2004;
Yoneyama et al, 1998). We thus re-evaluated the physiological relevance of the different
Ser/Thr clusters by studying the effect of mutations on anti-viral cytokines production. For
this purpose, we took advantage of a biological assay where supernatants of HeLa cells
overexpressing the different C-terminal IRF-3 mutants were collected and used to treat
Vero cells before infection with VSV. The effects were evaluated through VSV-induced
cell lysis using a standard plaque assay procedure. In our system, transfection of wtIRF-3
allowed enough IFNP production in the supernatant of HeLa cells to protect Vero cells
against a VSV challenge. Notably, VSV titers revealed that this protection was only
effective following an infection of wtIRF-3-transfected HeLa cells with SeV (Fig. 1B,
compare lane 4 to lanes 1-2-3). Consequently, involvement of endogenous IRF-3 is ruled
out since SeV infection of mock-transfected HeLa cells did not result in any sign of
protection (Fig. 1B lanes 1 and 2). Importantly, the use of an anti-IFN antibody in the
collected supernatant completely prevented the anti-viral effect of overexpressed wtIRF-3
(Fig. 1D). It has been shown that the substitution of residues 396 to 405 with the
phosphomimetic Asp generates a strong, constitutive transactivator named IRF-3 5D (Lin et
al, 1999c). As expected, transfection of this mutant conferred resistance to a further VSV

challenge without any need for viral infection (Fig. 1B, compare lane 5 to lanes 4 and 6).
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Figure 1. Analyzing IRF-3 antiviral activity by a biological assay. A) Schematic representation of the
potential phosphoacceptor sites of IRF-3. C-terminal mutations in the different IRF-3 constructs used in this
study are shown
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Figure 1. Analyzing IRF-3 antiviral activity by a biological assay. B) HeLa cells in a 6-well plates were
transfected with 0.5 pg of the indicated plasmid. 24 hours post-transfection, cells were left untreated or
infected with SeV (200 HAU/ml; 200 HAU total) for 2 hours. Then, cells were extensively washed and
covered with 2 ml of fresh media. 20 hours post-infection, supernatants containing anti-viral cytokines were
collected, cleared of cellular contaminants and transferred on Vero cells plated in a 12-well plate. After 16
hours of incubation, Vero cells were washed with PBS and challenged with different multiplicity of infection
(moi) of VSV (0; 0.001; 0.01 and 0.1) in serum free DMEM. After one hour, infection media was removed
and replaced with DMEM containing 1% methylcellulose and FBS. The effects were evaluated through VSV-
induced cell lysis using a standard plaque assay procedure. VSV titers (pfu/ml) are also shown and reflect the
ability of each IRF-3 construct to confer viral resistance. C) Immunoblot analysis of Flag-IRF3 expression
levels and viral proteins in HeLa cells 20 hours post-infection.

VsV
0 0.001 0.01 0.1 MOI
pfu/ml
Flag-GFP >5X107
Flag-IRF3 WT 1.2X10°8
Flag-IRF3 WT 18X10°
+ NRS
IRF
Flag-IRF3 WT 25x107

+ anti-IFNB

Figure 1. Analyzing IRF-3 antiviral activity by a biological assay. D) wtIRF-3 was tested in the biological
assay with the exception that prior the incubation on Vero cells for 16h, clarified supernatant from HeLa cells
infected with SeV were incubated with no antibodies, normal rabbit serum or neutralizing anti-IFNf
antibodies for 1h at 4°C.
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When different C-terminal mutants of IRF-3 were compared in this biological assay,
we were able to document an important role for the 3 different clusters in the
transactivating potential of the transcription factor. Indeed, while HeLa cells overpressing
wtIRF-3 conferred resistance to VSV infection up to a MOI of 0.1, cells overexpressing the
IRF-3 J2A mutants were not able to raise a strong protection against VSV infection (Fig.
1E, compare lane 2 to lane 7). In fact, we observed a 2 log reduction of protection compare
to the WT protein, a result similar to HeLa cells overexpressing a non-relevant protein
(green fluorescent protein, GFP) or the dominant negative version of IRF-3 that lacks the
DNA binding domain (AN-IRF3) (Fig. 1E, compare lane 2 to lanes 7, 1 and 9). This
incapacity of IRF-3 J2A mutant to confer resistance to VSV demonstrates that these two
serines are essential for IRF-3 activation. We also observed an intermediate protection (1
log reduction) with the IRF-3 2A, 3A and 5A mutants, suggesting that the Ser/Thr clusters
IT and III are necessary phosphorylation sites for the achievement of a full activation of
IRF-3 (Fig. 1E, compare lane 2 to lanes 4-5-6). As expected, introduction of the S385/386A
mutation into IRF-3 5A (herein name IRF-3 7A) completely abolished the intermediate
protection of IRF-3 5A, restoring the phenotype observed with the IRF-3 J2A mutant (Fig.
1E, compare lane 6 to lanes 7-8). We previously proposed that Ser 396 was the minimal
phosphoacceptor site required for IRF-3 activation (Servant et al, 2003). We therefore
tested if this residue was involved in the anti-viral state observed in our bioassay.
Surprisingly, overexpression of IRF-3 S396A conferred the same protection as the wild-
type protein (Fig. 1E, lanes 2 and 3). On the other hand, the use of different
phosphomimetic mutants of IRF-3 in this biological assay clearly demonstrated that IRF-3
S396D had the strongest anti-viral activity of all phosphomimetic mutants tested (Fig. 1F,
lane 8). Using reporter gene assays, IRF-3 5D was previously classified as a strong
constitutive gene transactivator (Lin et al, 1999c). Indeed, IRF-3 5D had anti-viral
activities in our biological assay comparable to that of IRF-3 3D and IRF-3 S398D mutants,
but less than IRF-3 S396D and IRF-3 2D (Fig. 1F, compare lanes 5-6-9 to lanes 3 and 8).

Finally, our results also demonstrated that the integrity of Ser 385 and Ser 386 is primordial
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for IRF-3 activity, as IRF-3 J2D did not behave like a phosphomimetic mutant of

IRF-3 and replacement of Ser 385/386 to Asp in the IRF-3 5D backbone (generating IRF-3
7D), totally abrogated the anti-viral activity of IRF-3 5D (Fig. 1F, lane 4 and 7).
Altogether, our data reconciliate published data (Lin et al, 1999c¢; Servant et al, 2003; Yang
et al, 2002) by showing that all clusters are essential for full IRF-3 transactivation activity,
but at different levels of importance, raising the idea of well-ordered cluster
phosphorylation kinetic. Importantly, the results obtained using our bioassay further
highlight the importance of the integrity of Ser 385/386 for IRF-3 activity, while
questionning the role of Ser 396 in the activation of IRF-3.
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Figure 1. Analyzing IRF-3 antiviral activity by a biological assay. E) Different C-terminal mutants of IRF-3
were tested in the biological assay for their capacity to generate antiviral interferons. The transactivating
ability of the different IRF-3 mutants is compared to the one offered by the transfection of a non-relevant
protein (GFP). The deltaN-IRF3 construct is used as an internal control and represents the behavior of a
dominant negative IRF3 in this assay. The expression of the different transgenes was verified by immunoblot
analysis as described in Fig. 1C (data not shown)..



133

E VSV
0 0.001 001 0.1 Moi

pfuiml
Mock >1x10° | 1
IRF3 WT >1x107 | 2

S
IRF3 2D 1x10°1 3
IRF3 J2D >1x10” | 4
IRF3 3D 30x10°| 5
IRF3 5D 35X10°| 6
IRF3 7D >1x10” | 7
IRF3 S396D 12x10°| 8
IRF3 $398D 29x10°[ 9

Figure 1. Analyzing IRF-3 antiviral activity by a biological assay. F) Different C-terminal phosphomimetic
mutants of IRF-3 were tested in the biological assay for their capacity to generate antiviral interferon as
described in B in the absence of SeV infection. The transactivating ability of the phosphomimetic mutants is
compared to the one offered by the mock or IRF3 WT transfected HeLa cells. The expression of the different
transgenes was verified by immunoblot analysis as described in Fig. 1C (data not shown). Data are
representative of 3 independent experiments.
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MS analysis of phosphorylated IRF-3 by TBKI1. The different abilities of the
diverse IRF-3 mutants to yield an antiviral state prompted us to readdress the role of the
IKK-related kinases in the phosphorylation and activation of IRF-3. TBK1 and IKKi were
recently shown to be responsible for the C-terminal phosphorylation of IRF-3 after a viral
infection (Fitzgerald et al, 2003; Sharma et al, 2003), but the exact phosphoacceptor sites
on IRF-3 still remain to be identified. Therefore, we performed in vitro kinase assays using
bacterially produced full-length His-tagged wtIRF-3 in the presence of recombinant TBK1.
Phosphorylated wtIRF-3 was then analyzed by MS/MS in order to identify the targeted
phosphoacceptor sites. Figure 2A shows the MS/MS spectra of precursors m/z 800.8>" and
m/z 840.8*". Both precursors correspond to IRF-3 peptide DLHISNSHPLSLTS bearing
respectively one and two phosphates group at residue 402 and residues 396 and 402. For
both spectra, the site of phosphorylation was assigned to the Ser 402 residue, as fragment
ion m/z 389.3 harbored the characteristic loss of H;PO4 moiety through a 3-elimination
giving rise to a dehydro-alanine residue shifted by 69 Da from its adjacent y-type fragment
ion at m/z 320.2. For m/z 840.8*", a supplementary phosphorylation site at Ser 396 was
observed, an assignment supported by the characteristic dehydro-alanine residue for b-type
fragment ion at m/z 479.3. To substantiate these results, the phosphorylation of recombinant
His-IRF-3 was also analyzed using a phosphospecific antibody against Ser 396 (Servant et
al, 2003). A significant phospho-serine 396 signal was detected when IRF-3 was incubated
with TBK1 (Fig. 2B). Phosphorylation of Ser 402 was also observed when IKKi was used
in the kinase assay (data not shown). Combined with the results obtained from the bioassay
(Fig. 1), our data support the idea that clusters II and III are the first sites targeted by the
IKK-related kinases, which, once phosphorylated, are likely to prime the targeting of Ser
385 and Ser 386 located in cluster I. These results suggest that sequential phosphorylation

of the three clusters is necessary to elicit complete unfolding and full activation of IRF-3.
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Figure 2. TBK1 directly phosphorylates cluster II and III of IRF-3 in vitro. A) In vitro kinase assay using
cold ATP, recombinant TBK1, and His-IRF3 full length as substrate, was analyzed by LC-MS-MS for
characterization of potential phosphoacceptor sites on IRF-3. MS/MS spectra of precursors at m/z 800.8>" and
840.8%" confirming the protein identification and the sites of phosphorylation. B) Western blot analysis of the
in vitro kinase assay using an affinity-purified pS396 antibody.

The use of IRF-3 S396A reveals a lack of correlation between IRF-3 transcriptional
activity and other conventional assays. Our bioassay demonstrated that the IRF-3 S396A
mutant was transcriptionally active (Fig. 1). However, our previous work showed that this
mutation abolishes virus-induced IRF-3-CBP association (Servant et al, 2003), suggesting
that this assay of IRF-3 activation may not reflect transcriptional potential. Thus, we have
decided to test the activation of all IRF-3 mutants using conventional biochemical assays:
i.e, hyperphophorylation (retarded mobility in SDS-PAGE), dimerization, association to
CBP, and nuclear accumulation). We first verified the capacity of the different IRF-3
mutants to associate with the CBP coactivator, as this step is essential for the DNA binding
activity and the nuclear accumulation of IRF-3 (Kumar et al, 2000a; Suhara et al, 2002).
Mutations in cluster I (J2A) and II (S396A and 2A) completely abolished CBP association
in SeV-infected HeLa cells, whereas mutation of cluster III (IRF3 3A) had no effect (Fig.
3A), as previously observed (Lin et al, 1998; Servant et al, 2003). The same observation
was made in HeLa cells overexpressing TBK1 (data not shown). We next verified the
dimerization state of the different IRF-3 mutants using a Native-PAGE assay (Iwamura et
al, 2001). As for CBP association, our data demonstrate that the dimerization of IRF-3 was
restricted to wtIRF-3 and IRF-3 3A mutants. Notably, mutants lacking Ser 385/Ser 386
(J2A) or Ser 396 (2A, 5A, 7A and S396A) phosphorylation did not show any sign of
inducible dimerization following virus infection (Fig. 3B). Similar results were observed in
cells overexpressing TBK1 or IKKi (data not shown). Importantly, titration experiments
demonstrated that overexpression of IRF-3 S396A to 6 times the level of wtIRF-3 did not
rescue the observed phenotype (data not shown). Interestingly, using the phosphomimetic

mutants, we observed that IRF-3 2D and S396D, the two most powerful phosphomimetic
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transactivators (Fig. 1E), are not in a complete state of dimerization compared to
IRF-3 5D (Fig. 3C).
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Figure 3. Conventional assays of activation do not correlate with IRF-3 S396A activity. A) Co-
immunoprecipitation experiments of Flag-IRF3 with CBP following SeV infection in HeLa cells (8h, 200
HAU/ml, 200 HAU total). B) SDS-PAGE and Native-PAGE electrophoresis analysis of the different Flag-
IRF3 constructs following SeV infection (8h, 200 HAU/ml, 200 HAU total). Blots were probed with anti-Flag
antibody to correlate the cellular expression of IRF-3 mutants (SDS-PAGE) with their dimerization state
(Native).

C pFlag-IRF3
EV WT 2D J2D 3D 5D 7D 396D

| S - W W - - -I Flag-IRF-3
[ FS———————

dimer

h - . monomer

Figure 3. Conventional assays of activation do not correlate with IRF-3 S396A activity. C) Hela cells were
transfected with the different IRF-3 phosphomimetic mutants for 40h. SDS-PAGE and Native-PAGE were
then performed as described in B).
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D Flag Dapi Merge Flag + LMB

Figure 3. Conventional assays of activation do not correlate with IRF-3 S396A activity. D) Cellular
localization of the different Flag-IRF3 mutants following SeV infection. Immunofluorescence analyses were

performed using an anti-Flag antibody. Cellular localization of the different Flag-IRF3 mutants following
SeV infection (8h, 200HAU/ml, 200 HAU total) in presence of Leptomycin B (100 ng/ml) is also shown.
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Figure 3. Conventional assays of activation do not correlate with IRF-3 S396A activity. E) Quantification of
the nuclear accumulation observed in D). Results are expressed as mean =+ standard error (SE) of the nuclear
accumulation percentage of IRF-3. Data represents 3 independent experiments where 100 cells were
randomly counted by epifluorescence microscopy. Only cells having more than 50% of the total IRF-3
localized in the nucleus were considered for the nuclear accumulation phenotype. F) Hyperphosphorylation
profile of Flag-wtIRF3, J2A and 3A. Flag-IRF3 constructs were co-transfected with Flag-IKKi (KD or WT)
in HEK 293T cells. 40h post-tranfection, cells were lysed and hyperphosphorylated forms of IRF-3 (I, II and



141

IIT) were resolved by SDS-gel electrophoresis on 7.5% acrylamide gel. The membrane was probed
with anti-Flag antibody. Native-PAGE was also performed to correlate the dimerization state of the different

IRF-3 mutants with their hyperphosphorylation profile.

Nuclear accumulation is another assay frequently used to monitor the activation of
IRF-3. Consistent with CBP association and the dimerization state observed by Native-
PAGE assay, wtIRF-3 and the IRF-3 3A mutant were the only proteins able to accumulate
in the nuclear compartment following virus infection (Fig. 3D and 3E). Accordingly,
mutation of Ser 396 to Ala abrogated this accumulation, correlating with its failure to
associate with CBP coactivator. Using another model, IRF-3 was reported to accumulate
rapidly and transiently in the nucleus (Spiegel et al, 2005) but immunofluorescence analysis
of cells infected for 4 hours demonstrated no nuclear accumulation of IRF-3 S396A (data
not shown). Importantly, addition of leptomycin B, a selective inhibitor of the CRM-1
dependent export pathway, rescued nuclear accumulation of the mutants containing
mutation of Ser 396 to Ala and also the J2A mutant (Fig. 3D). This confirms that the
nuclear import pathway and IRF-3 C-terminal phosphorylation are two independent
mechanisms and that nuclear accumulation of IRF-3 observed in epifluorescence is
dependent upon CBP binding, as previously proposed (Kumar et al, 2000a). Thus, the IRF-
3 3A mutant behaves essentially like wtIRF-3 in CBP association, dimerization, and
nuclear accumulation assays. However, IRF-3 3A is comparable to IRF-3 2A and 5A
(mutants that failed to associate with CBP, dimerize or accumulate into the nucleus) in its
ability to build a moderate antiviral state (Fig. 1D). Another commonly used assay to
follow IRF-3 activation is the appareance of hyperphosphorylated forms in SDS-PAGE
after viral infection. Easily observable on endogenous IRF-3, these hyperphosphorylated
forms of IRF-3 are harder to detect with the ectopic protein (Lin et al, 1998). However,
when IKKi is co-expressed with IRF-3 in 293T cells, hyperphosphorylation becomes
apparent. As shown in Figure 3F, a hyperphosphorylated form of IRF-3, denoted as form

III, was totally lost in the IRF-3 3A mutant under conditions where dimerization is still
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observed. The IRF-3 J2A mutant, which represents a transcriptionally inactive IRF-
3 protein, is however hyperphosphorylated without any sign of dimerization. Altogether,
these data demonstrate that the three Ser/Thr clusters are all important for full activation of
IRF-3 but the conventional biochemical assays mentioned above are not sensitive enough to
monitor minimal IRF-3 activation and are likely to reveal principally the only forms of

IRF-3 that are hyperactive.

Phosphorylation of Ser 339 regulates IRF-3 dimerization, coactivator association
and degradation. The hyperactive mutant IRF-3 5D strongly associates with the CBP
coactivator (Lin et al, 1999c) and is mostly expressed as a dimeric form (see Fig. 3C).
Moreover, we recently demonstrated that this phosphomimetic mutant is highly unstable in
transfected cells (Bibeau-Poirier et al, 2006). Interestingly, the Prolyl Isomerase Pinl was
recently shown to bind and promote IRF-3 degradation following virus infection or poly
I:C stimulation (Saitoh et al, 2006). This interaction is dependent upon phosphorylation of
Ser 339 by a putative “proline-directed” kinase. Since our data demonstrate that the CBP-
associated and the dimerized form of IRF-3 likely represents an unstable hyperactive
version of the transcription factor (see Fig. 3), we hypothesized that Ser 339
phosphorylation may be involved in the capacity of IRF-3 to homodimerize and associate
with CBP. First, we verified whether Ser 339 was involved in the instability of
overexpressed IRF-3 5D using cycloheximide-chase experiments. As predicted (Bibeau-
Poirier et al, 2006), IRF-3 5D was unstable compared to wtIRF-3 (Fig. 4A). Importantly,
this instability was significantly rescued by substitution of Ser 339 to Ala in IRF-3 5D
(IRF-3 5D S339A) (Fig. 4B). The role of Ser 339 in IRF-3 stability was also evaluated
upon virus infection. The monomeric form of IRF-3 S339A was highly stable over the
entire studied kinetic (Fig. 4C, right panel). Importantly, the stabilization of IRF-3 S339A
correlated with its incapacity to homodimerize or associate with CBP following viral
infection, a profile also shared by the S396A mutant (Fig. 4C and D). Introduction of this

specific mutation in IRF-3 3A, the only mutant that is still able to homodimerize upon
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infection (see Fig. 3), also abolished its capacity to dimerize (Fig. 4E). Similar
observations were made when S339A mutation was introduced in the phosphomimetic
mutants 2D, 3D, 5D, and S396D (Fig. 4F). Thus, the residue Ser 339 is also involved in the
capacity of IRF-3 to homodimerize and associate with the CBP coactivator following its
activation. Moreover, Ser 339 serves as a molecular link between the hyperactive dimeric

and CBP-associated forms of IRF-3 and its degradation.

WtIRF3 IRF3 5D

CHX = 3 6 9 - 3 6 9 hours

Flag-IRF-3
[B-actin
B
IRF3 5D IRF3 5D S339A
CHx = 3 6 9 = 3 6 9 hours
- FlagRF-3
B-actin

Figure 4. Mutation of IRF-3 at Ser 339 affects its dimerization and CBP association state. A-B) HeLa cells
were transfected with Flag-wtIRF3, 5D or 5D S339A for 24h and then treated with CHX for the indicated
time. IRF-3 expression was analyzed by immunoblot analysis using and anti-Flag antibody.
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Figure 4. Mutation of IRF-3 at Ser 339 affects its dimerization and CBP association state.. C) Flag-wtIRF3
and S339A were transfected in HeLa cells and then infected with SeV (8h or 24h, 200 HAU/ml, 200 HAU
total) 24 hours post-transfection. Dimerization state was analyzed by Native- PAGE. D) Flag-wtIRF3, S339A
and S396A were transfected in HeLa cells for 24h and then left untreated or infected with SeV (8h). Co-

immunoprecipitation with CBP was then monitored. E-F) The S339A mutation was introduced in the different
IRF-3 C-terminal alanine mutants
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Figure 4. Mutation of IRF-3 at Ser 339 affects its dimerization and CBP association state. E-F) The S339A
mutation was introduced in the different IRF-3 C-terminal alanine mutants (E) or aspartic mutants (F). Cells
were transfected and then infected with SeV for 8h (E) or left untreated (F). Cellular expression and
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dimerization state of the IRF-3 mutants were then analyzed by SDS-PAGE and Native PAGE
respectively followed by Western blot analysis

Role of Ser 339 in the transactivation activity of IRF-3. Since Ser 339 contributes to
the ability of IRF-3 to homodimerize and associate with CBP, it could potentially regulates
its transcriptional activity. However, our data suggest that these assays are not directly
linked to the transcriptional status of IRF-3 (Fig. 3). Notably, the ability of IRF-3 S339A to
establish an antiviral state in our biological assay was as efficient as wtIRF-3 and IRF-3
S396A (Fig. 5A, compare lanes 2, 3 and 5). On the other hand, we observed that a
combination of S339A mutation with S396A results in a transcriptionally inactive IRF-3
molecule behaving like the IRF-3 J2A mutant (Fig. 5SA, compare lanes 4 and 6). The same
result was obtained for every IRF-3 mutant where Ser 396 was mutated to Ala. Notably,
IRF-3 2A and 5A are no longer able to confer an intermediate resistance to VSV infection
while IRF-3 3A is not affected by the presence of the mutation. (Fig. 5B, lanes 3-4, 7-8 and
5-6). In MEFs, ISG56 induction is totally dependent on the presence of IRF-3 (Fig. 5C).
Therefore, we performed complementation experiments in MEFs IRF-3 -/- in order to
evaluate the ability of the different IRF-3 mutants to promote murine ISG56 expression. In
the absence of viral infection, overexpression of wtIRF-3 was previously shown to activate
the antiviral state in 2FTGH cells and rat embryonic fibroblasts (Juang et al, 1998). Indeed,
we observed the induction of ISG56 and also ISG54 in MEFs IRF-3-/- complemented with
wtIRF-3 in the absence of viral infection (Fig. 5D, lane 3). In line with the results from the
biological assay, mISG56 induction is compromised only when Ser396 and Ser339 are both
mutated to Ala (Fig 5D, compare lane 4 to lane 10). As verified by the lost of the dimers
and the phospho386 signal (data not shown), introduction of the S339A mutation in IRF-3
3A totally abolished its dimerization state, but did not blunt the induction of mISG56 as
well as mISG54 (Fig. SE, lanes 6-7) whereas mutation of Ser 339 to Ala in mutants 2A and
5A dramatically reduced the induction of mISG56 and mISG54 following virus infection
(Fig. SE, compare lanes 5 and 9 to lanes 3 and 7). When introduced in IRF-3 5D, S339A
did not modify the induction of mISG56 and mISG54. However, it totally prevented its
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phosphorylation on Ser 386 and therefore its dimerization (Fig. 5 F-G). This
observation was further substantiated using a reporter gene assay where IRF-3 5D S339A
was as potent as IRF-3 5D in transactivating the IFNB promoter under conditions where
almost no dimerization or CBP association were detected (Fig. SH and I). Thus coactivator

association and dimerization assays do not precisely reflect the transcriptional potential of
IRF-3.



148

A VsV

0 0.001 001 0.1 Moi

pfu/ml

GFP 22x10” | 1
a2x10° | 2

IRF3WT
asx10° | 3
IRF3 J2A 17x107 4
28x10° | 5§

IRF3 S396A
85x10° 6

B VsV

0 0.001 0.01 0.1 Moi

pfu/ml
gex10® |1

IRF3WT

S339A 79x10°

9.0x10°

IRF3 2A

1
1
o]
1

S339A 21x10°

6.0x10°

S339A 5.0x10°

7.4x10°
IRF3 5A

O |Nf |Of (O [&] (W] [N

S339A 27%x10°

Figure 5. Mutual compensation of Ser 339 and Ser 396 in the transactivation process of IRF-3. A-B)
The different C-terminal IRF-3 mutants harboring S339A mutation were tested in the biological assay for
their capacity to produce antiviral interferons as described in Fig. 1E. The transactivating ability of the
different IRF-3 mutants is compared to the one offered by the transfection of a non-relevant protein (GFP).
VSV titers (pfu/ml) are also shown.
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Figure 5. Mutual compensation of Ser 339 and Ser 396 in the transactivation process of IRF-3. C) mISG56
induction profile in MEFs IRF-3 -/- following viral infection. D-E) Complementation experiment in MEFs
IRF3 -/- with the different C-terminal mutant of IRF-3 in order to determine their ability to induce mISG56
and mISG54. Indicated IRF-3 constructs were transfected in MEFs IRF3-/- cells. 24h post-transfection, cells
were infected with SeV as indicted. Cellular expression of indicated proteins was analyzed by SDS-PAGE as
well as Native-PAGE followed by Western blot analysis. Asterisks denote nonspecific signal.
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Figure 5. Mutual compensation of Ser 339 and Ser 396 in the transactivation process of IRF-3. F) IRF-3 5D
and 5D S339A were tested in the biological assay as described in Fig. 1F. The transactivating ability of the
phosphomimetic mutants is compared to the one offered by HeLa cells transfected with wtIRF3. G)
Complementation experiment in MEFs IRF3 -/- with the different IRF-3 phosphomimetic mutants.
Uninfected cells were treated as in Figs. 5D.
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Figure 5. Mutual compensation of Ser 339 and Ser 396 in the transactivation process of IRF-3. H) HeLa cells
were transiently co-transfected with luciferase reporter constructs containing the IFNB promoter and IRF-3
5D or 5DS339A as indicated below the bar graphs. At 36 h post-transfection, the luciferase activity was
measured as described in Materials and Methods. The relative luciferase activity was measured as fold
activation over the transfection of pFlag-CMV2 alone (EV). Each value represents the mean +/- S.E. of
triplicate determinations. The data are representative of at least four different experiments with similar results.
Cellular extracts were also analyzed by SDS-PAGE and Native-PAGE in order to correlate the dimerization
state of the mutants and their transactivating abilities. I) pFlag-CMV2 (EV), Flag-IRF3 5D and 5D S339A
were transfected in HeLa cells. 40h post-transfection, cells were lysed and IRF-3 co-immunoprecipitation
with CBP was monitored as described in Fig. 3. Quantification of co-immunoprecipitated IRF-3 was done
with a gel documentation device (Typhoon scanner, GE Healthcare). Percent standard errors (SE) are given
based on the average of three independent experiments.

DISCUSSION

Phosphorylation mechanisms are often the rate-limiting step involved in controlling

enzymatic activities, protein-protein interactions, as well as other post-translational
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modifications such as acetylation and ubiquitination. Thus, several transcription
factors are kept inactive in resting cells and rapidly become activated following their
phosphorylation on specific subsets of phosphoacceptor sites. In resting cells, IRF-3 is
already expressed as a phosphoprotein with phosphorylation largely occurring in the N-
terminal region ((Servant et al, 2001a) and JF Clement and MJ Servant, Unpublished
results)). Upon virus infection, at least 9 phosphoacceptor sites (8 located in its C terminus)
have been suggested to participate in the regulation of its transcriptional activity (Karpova
et al, 2002; Lin et al, 1998; Mori et al, 2004; Saitoh et al, 2006; Servant et al, 2003;
Yoneyama et al, 1998), a complex situation that could partly explain the difficulties and
discrepancies encountered in the literature about the role of the different phosphoacceptor
sites of IRF-3. Our mass spectrometry analysis of TBK1-phosphorylated full-length IRF-3
clearly documents the phosphorylation of at least 2 of these sites: residues 396 and 402,
located in clusters II and III, respectively. For IKKi, only Ser 402 phosphorylation was
observed (data not shown). This is the first study directly implicating the phosphorylation
of Ser 396 by TBK1. Using an in vitro phosphorylation assay, TenOever et al. concluded
that Ser 402 was phosphorylated in IRF-3 (tenOever et al, 2002). We suspect that they did
not identify Ser 396 as a targeted residue because of the use of a C-terminal fragment of
IRF-3 as a substrate (381-427), which does not represent the native protein. On the other
hand, a recent study demonstrated that residue 404 or 405 is directly targeted by
recombinant TBK1 (Panne et al, 2007b). However, residual phosphorylation was detected
in the latter C-terminal construct of IRF-3 when these two residues were mutated to
alanine. Phosphorylation of these residues by TBK1 is intriguing since the crystal structure
of latent IRF-3 has revealed that they are buried in a hydrophobic environment, a position
not favorable for a nucleophilic attack of the gamma phosphate of the ATP. Thus, one
model that could reconciliate these discrepancies is an orderly phosphorylation mechanism
where IRF-3 is first phosphorylated on residues 396 and 402 by TBKI1 followed by
phosphorylation of Ser 404 or Ser 405, which would then prime the phosphorylation of Ser
385/Ser 386 (see Fig. 6B and (Panne et al, 2007b)). This model can also be appreciated in

vivo following overexpression of IKKi and IRF-3 J2A where the generation of
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hyperphosphorylated forms of IRF-3 J2A was observed without any sign of
dimerization (Fig. 3F, lanes 3 and 4). On the other hand, cluster III is likely responsible for
the generation of the hyperphosphorylated forms of IRF-3 (Fig. 3F, lanes 5.6). Thus,
clusters I and III can obviously be phosphorylated first, a covalent modification that would
favor the phosphorylation of cluster I at Ser 386, which is essential for IRF-3 dimerization

and activation.

Several biochemical assays have been used in order to monitor IRF-3 activation.
Higher migrating forms of IRF-3 on SDS-gels, which correlate with its C-terminal
phosphorylation (Lin et al, 1998; Servant et al, 2003; Servant et al, 2001a), association to
coactivators CBP and p300, as well as EMSA analysis were among the first proposed
assays because they correlated with nuclear accumulation of IRF-3 and gene
transactivation. The ability of IRF-3 to homodimerize following its phosphorylation was
then introduced as another read out of activation, followed by the use of phosphospecific
antibodies to monitor IRF-3 phosphorylation by immunoblot analysis (Iwamura et al, 2001;
Mori et al, 2004; Servant et al, 2003). However, recent reports in the literature have
challenged the validity of these biochemical assays. Notably, in response to UV-treated
SeV or low m.o.i., Collins and coworkers failed to observe hyperphosphorylation, nuclear
localization, or subsequent degradation of IRF-3, yet readily observed induction of the IRF-
3 responsive gene ISG56 (Collins et al, 2004). Another study also reported early nuclear
accumulation of IRF-3 without any sign of hyperphosphorylation, homodimerization, or
CBP association (Spiegel et al, 2005). The discrepancy of the different assays to measure
IRF-3 activation was also observed in cells infected with NS1 mutants of the Influenza B
virus where nuclear accumulation of IRF-3 occurred in the absence of measurable CBP

association (Dauber et al, 2006).



155
Using a comprehensive combination of different IRF-3 mutants, our study
clearly demonstrates that the conventional assays are not sensitive enough do detect the
small fraction of IRF-3 needed to elicit a biological response (see Fig. 6A). Notably, the
IRF-3 S396A and S339A mutants are active in our bioassay (Figs. 1 and 5), despite the fact
that they are greatly impaired in their capacity to dimerize, associate with CBP, and
accumulate into the nucleus following virus infection (Fig. 3 to 5 and data not shown).
Intriguingly, a lack of sensitivity of the methods used to follow IRF-3 activation was
previously showed by Mori et al. where overexpression of IRF-3 S396D in 293T cells did
not result in neither dimerization nor phosphorylation of Ser 386 (Mori et al, 2004) despite
its strong transcriptional activity (this study and (Servant et al, 2003)). Using
complementation assays in MEFs IRF-3 -/- cells, we further demonstrate that
overexpression of S396D resulted in strong induction of both ISG56 and ISG54 under
conditions where the phospho386 signal is almost absent (Fig. 5G). We therefore propose
that the hyperphosphorylation, homodimerization, CBP association and nuclear
accumulation observed following virus infection are only measurable when IRF-3 is

hyperactivated, a condition that leads to its degradation (Bibeau-Poirier et al, 2006).

We and others have demonstrated that the hyperphosphorylated/dimerized forms of
IRF-3 are unstable in infected cells (Bibeau-Poirier et al, 2006; Collins et al, 2004; Gravel
& Servant, 2005; Karpova et al, 2002; Lin et al, 1998; Saitoh et al, 2006; Servant et al,
2003; Servant et al, 2001a). These hyperphosphorylated/dimerized forms of IRF-3, detected
by a decreased mobility in SDS-PAGE and in Native-PAGE assays, respectively, are
artificially reproduced following overexpression of IRF-3 5D (Bibeau-Poirier et al, 2006;
Lin et al, 1998; Servant et al, 2003). Ser 339 is involved in IRF-3 degradation following
virus infection (Saitoh et al, 2006) and the observed instability of IRF-3 5D is abrogated
when Ser 339 is replaced by Ala (IRF-3 5D S339A), a condition that also affects the ability
of IRF-3 5D to homodimerize and associate with CBP (Fig. 4 and 5). These observations
suggest that IRF-3 5D is constitutively phosphorylated on Ser 339. The effect of mutating
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Ser 339 to Ala also abrogates virus-mediated IRF-3 homodimerization, CBP
association and degradation (Fig. 4). Thus, through phosphorylation of Ser 339, the
dimerized and CBP-associated form of IRF-3 is more likely to represent a highly
transcriptionally active but also unstable version of IRF-3. Therefore, our study establishes
a molecular link between the role of Ser 339 in IRF-3 homodimerization, CBP association,
and its destabilization. Interestingly, this working model was also suggested for the
transcriptional regulator Steroid Receptor Coactivator (SRC)-3 where phosphorylation
allows interaction with Pinl, which in turn enhances SRC-3-CBP/p300 interaction,
promoting the turnover of the activated SRC-3 oncoprotein (Yi et al, 2005). We are
currently investigating the role of Pinl in the ability of IRF-3 to interact with CBP.

Since the homodimerization and CBP association assays do not reflect the
transcriptional status of IFR-3, we were not surprised to find that IRF-3 S339A or IRF-3
S396A, two mutants completely devoided of these activities, had similar antiviral
properties as wtIRF-3 (Fig. 1 and 5). However, when introduced in IRF-3 mutants in which
Ser 396 is mutated to Ala (IRF-3 S396A, IRF-3 2A and IRF-3 5A), S339A completely
suppresses the protection provided by these mutants (Fig. 5). These results suggest that Ser
339 and Ser 396 share redundant roles at the level of IRF-3 transcriptional activity.
Together, they are essential for the transcriptional activity of IRF-3, as substitution of these
residues with non-phosphorylable sites completely suppressed virus-induced production of
IFNP in our bioassay or greatly reduced the ability of IRF-3 to induce mISG56 expression.
This conclusion is also supported by the fact that mutation of Ser 339 to Ala in mutant IRF-
3 3A (IRF-3 3A S339A), did not dramatically affect the transactivation potential of the
molecule (Fig. 5B, compare lanes 5 and 6; Fig. SE, compare lanes 6 and 7). The availability
of Ser 396 in this mutant likely explains why the transcriptional activity of IRF-3 is not
affected.
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A model for the activation of IRF-3 is presented in Fig. 6. Following virus
infection, activation of the IKK-related kinases TBKI1/IKKi results in IRF-3
phosphorylation of sites accessible on cluster I (Ser 396) and III (Ser 402) that will
subsequently lead to the phosphorylation of Ser385/386 for a significant activation and
anti-viral gene transactivation. Since phosphorylation of Ser 396 precedes the
phosphorylation of Ser 339 (Saitoh et al, 2006), we propose that phosphorylation of Ser
396 on cluster II further enhances the anti-viral response by presumably exposing Ser 339
and favoring its subsequent phosphorylation by an unknown proline-directed kinase, a
modification that results in the generation of a hyperactive version of IRF-3 that is easily
measurable through CBP association and homodimerization assays. Once generated, this
hyperactive form of IRF-3 is recognized by Pinl, a process leading to its polyubiquitination
and subsequent degradation by the proteasome (Bibeau-Poirier et al, 2006; Saitoh et al,
2006). Our results thus favor the two-step activation model of IRF-3 as previously
suggested (Sarkar et al, 2004; Spiegel et al, 2005) and we propose that phosphorylation of
Ser 339 is another important covalent modification involved in that process. As
demonstrated by our mass spectrometry data, TBK1 preferably targets clusters II and III.
We did not detect phosphorylation of cluster I by recombinant TBK1, thus favoring the
idea that Ser 385/Ser 386 are likely to be the target of an atypical phosphoinositide 3-
kinase-regulated kinase (PI3K) pathway (Noyce et al, 2006; Sarkar et al, 2004). On the
other hand, it is also possible that Ser 385/Ser 386 become targets of TBK1 following the
phosphorylation of cluster II and III (Panne et al, 2007b). Despite these uncertainties and
taking into consideration the important role of Ser385/386 in the activation of IRF-3,
phosphorylation of Ser 396 by TBKI1 and phosphorylation of Ser 339 by a putative
“proline-directed kinase” would be two essential covalent modifications for the

dimerization and the formation of a hyperactive form of IRF-3.
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402 (cluster III) and/or Ser 396 (cluster II). This phosphorylation event allows further
phosphorylation of cluster III at less accessible sites (residues 404 and 405). Modification of clusters II and III
then allows cluster I to become available for phosphorylation either by TBK1/IKKi (Panne et al, 2007b) or by
an atypical PI3K pathway (Noyce et al, 2006; Sarkar et al, 2004). This incremental mechanism, by which
phosphorylation might progressively pry off the inhibitory helix in the regulatory domain (shown in yellow),
allows IRF-3 to become competent for the induction of interferon beta (IFNf). However, a putative Proline-
directed kinase activated by the viral infection also phosphorylates IRF-3 on Ser 339. When both Ser 339 and
Ser 396 are phosphorylated, IRF-3 becomes hyperactivated. Thus, homodimerization, CBP association, and
nuclear accumulation are favored and become easily measurable by conventional biochemical assays. Bound
to Pinl, this hyperactive form of IRF-3 will then be degraded by a Cullin-based E3 ligase.

Since we clearly observe anti-viral gene expression in the almost total absence of
CBP association with IRF-3 S339A or IRF-3 S396A mutants (see Fig. 1E, Fig, 4D and Fig.
5), one could argue that IRF-3-CBP association is not absolutely required for the induction
of the IFNf gene as recently proposed (Mokrani et al, 2006). While our study did not
address the role of coactivators in the anti-viral properties of IRF-3, our results suggest that
current biochemical assays do not always accurately reflect the transcriptional activity of
IRF-3. The induction of IRF-3 response genes such as ISG56 and type I IFN still represent

the most reliable assays.
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Chapitre 5. Caractérisation des nouveaux médiateurs
impliqués dans la signalisation cellulaire de la voie des

interférons de type I

5.1 Mise en situation

TRAF3 a originalement été caractéris€ comme étant une protéine associée au TNFR
impliquée dans la voie d’activation non classique de NF-kB. TRAF3 régule négativement
cette voie de signalisation en permettant le recrutement du complexe E3 ligase TRAF2-
cIAP1-cIAP2 au niveau de NIK afin d’induire sa dégradation. Dans la signalisation de la
voie des RLRs, TRAF3 joue cependant un rdle positif dans la régulation. En effet, ses
interactions avec CARDIF et TRADD sont essentielles a 1’activation de IRF-3 par les IKK-
related kinases. Un modele explicatif fut suggéré ou TRADD orchestrerait la signalisation
de NF-kB a I’aide de FADD et RIP1, alors que TRAF3 serait responsable du recrutement
de TANK pour la signalisation vers IRF-3. Afin d’approfondir la compréhension des
différents roles de TRAF3 ainsi que son mécanisme d’action dans la voie des RLRs, nous
avons tenté de découvrir de nouveaux interacteurs de cette protéine. Pour y parvenir, nous
avons combiné les techniques de purification par affinité a la spectrométrie de masse. Les
résultats de ces expériences ont notamment permis de démontrer que Sec16A et p115, deux
protéines du transport vésiculaire ER-Golgi, interagissaient fortement avec TRAF3. Suite a
I’engouement scientifique suscité par la récente découverte d’une protéine du ER impliquée
dans la voie de signalisation des [IFNs nommée STING, nous avons entrepris de caractériser
I’impact fonctionnel de ces deux protéines sur TRAF3. Nous espérions ainsi enrichir le

modele explicatif actuellement proposé.
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ABSTRACT

TRAF3 is a central mediator that is important for inducing type I interferon
production in response to intracellular double-stranded RNA. Here, we report the
identification of Sec16A and pl15, two proteins of the ER-to-Golgi vesicular transport
system, as novel TRAF3 interactors. We demonstrate that TRAF3 localizes to the ER-to-
Golgi vesicular pathway and behaves like a cis-Golgi protein. Depletion of p115 or Sec16A
disrupts the cis-Golgi cellular localization of TRAF3 and affects type I Interferon response
following double-stranded RNA treatment. Reciprocally, overexpression of Secl6A or
pl15 increases the activation of type I IFNP, ISG56 and NF-kB-dependent promoters
following viral infection. Furthermore, we demonstrate that TRAF3 colocalizes with
TRADD at the cis-Golgi and also interacts with the translocon protein Sec61p in a Sec5
dependent manner. Together, our data suggest that the cellular localization of TRAF3 to the
ER-to-Golgi transport compartments is required for an optimal RIG-I-Like Helicases
(RLH)-Cardif-dependent antiviral immune response. Our findings also highlight the

potential role of the exocyst in the innate immune response.

Abstract : 164 words

Character count: 48041
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INTRODUCTION

Following exposure to pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), the innate
immune response and the subsequent inflammation reaction rely on evolutionarily
conserved receptors termed pattern-recognition receptors (PRRs) (Lee & Kim, 2007).
These signaling receptors can be expressed at the cellular membrane (Toll-like receptors
(TLRs) 1, 2, 4, 5, and 6), in acidic endosomes (TLRs 3, 7, 8, and 9), or in the cytoplasmic
compartment (the double-stranded RNA (dsRNA)-activated kinase (PKR), the RIG-I-like
helicases (RLHs) retinoic-acid-inducible gene I (RIG-I) and melanoma differentiation
antigen 5 (MDAS), the HIN-200 family member Absent In Melanoma 2 (AIM?2), the DNA-
dependent activator of interferon regulatory factors (IRFs) (DAI), and the nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD) receptors). RIG-I and MDAS5 have been
characterized as important cytoplasmic sensors for viral RNA (Andrejeva et al, 2004; Gitlin
et al, 2006; Kato et al, 2005; Yoneyama et al, 2004). Once activated by dsSRNA molecules,
RIG-I and MDAS are recruited to the mitochondrial adaptor protein Cardif (also called IPS-
I, MAVS and VISA) in order to trigger signaling cascades leading to IRF-3 and NF-xB
activation, two essential players involved in the establishment of a cellular antiviral state

(Kawai et al, 2005; Meylan et al, 2005; Seth et al, 2005; Xu et al, 2005).

Tumor Necrosis Factor (TNF) receptor-associated factors (TRAFs) are part of a
family of adaptor proteins that bridge the intracellular domains of multiple receptors, such
as TNFR, IL1R, and TLRs, to downstream effectors involved in the inflammatory and
innate immune signaling pathways. The TRAF family is composed of seven members,
TRAF1 through TRAF7. They all share a C-terminal TRAF domain, which is composed of
a coiled-coil domain followed by a conserved receptor-interacting domain. This domain
mediates self-association and interaction with receptors or signaling proteins. Their N-
terminal regions are composed of one or more zinc-finger motifs and, with the exception of

TRAF1, a RING-finger domain that mediates E3 ubiquitin ligase activity and signaling
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(Bradley & Pober, 2001). All mammalian TRAFs localize to the cytoplasm except
TRAF4, which is found in the nucleus. Importantly, recent gene deletion studies have
identified TRAF3 as a critical mediator involved in the induction of the type I interferons

(IFNs) by the RLHs pathway (Hacker et al, 2006; Oganesyan et al, 2006).

TRAF3 has originally been shown to associate with TNF receptors (e.g. BAFFR,
CD40, LTBR, RANK, CD30, and Fnl4) that are activators of the noncanonical NF-kB
pathway (Claudio et al, 2002; Coope et al, 2002; Dejardin et al, 2002; Hauer et al, 2005).
TRAF3 acts as a negative regulator in this pathway by promoting the recruitment of the
TRAF2-cIAP1-cIAP2 E3 ligase complex to NF-kB-inducing kinase (NIK) in order to
control its rapid turnover in resting cells (Vallabhapurapu et al, 2008; Zarnegar et al, 2008).
However, in the RLHs pathway, the adaptor protein TRAF3 acts as a positive regulator. Its
interaction with Cardif and TRADD is important to trigger IRF-3 phosphorylation through
the adaptor molecule TANK and the IKK-related kinases TBK1/IKKi (Michallet et al,
2008; Saha et al, 2006). The TRADD mediated recruitment of FADD and RIP1 to Cardif
also enhances the interaction between TANK and TRAF3. A model was then proposed
where TRADD organizes FADD- and RIP1-mediated NF-kB signaling on one hand and
TRAF3- and TANK-mediated IRF-3 signaling on the other (Michallet et al, 2008; Pietras
& Cheng, 2008). However, this possible mechanism of action requires further

investigations.

Here, we have used a proteomics-based strategy to identify novel TRAF3
interacting proteins that are implicated in the induction of type I IFN. Using this approach,
we have identified two novel TRAF3 interactors, Secl6A and pl15 (also called USO1),
which have characterized roles in the Endoplasmic Reticulum (ER)-to-Golgi vesicular
transport system. Secl6A is a peripheral membrane protein that is tightly associated with

ER exit sites (ERES) where it recycles on and off the membrane. This process is important
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for membrane trafficking between the ER and the Golgi apparatus (linuma et al,

2007; Watson et al, 2006). pl115 is a vesicle tethering protein that is essential for both
exocytic transport and for the maintenance of the stacked structure of mammalian Golgi
membranes (Puthenveedu & Linstedt, 2004). It also tethers COPI vesicles to Golgi
membranes (Sonnichsen et al, 1998). Since novel essential mediators of the type I IFN
response were recently found to be associated with the ER or the exocyst pathway, such as
STING/MITA/ERIS, Sec61f and Sec5 (Chien et al, 2006; Ishikawa & Barber, 2008; Sun et
al, 2009; Zhong et al, 2008), we postulated that Sec16A and pl15 may exert a similar
function through the ER-to-Golgi transport compartments. Co-immunoprecipitation
experiments and confocal microscopy confirmed the association and co-localization of
TRAF3 with pl115 and Secl6A. Importantly, overexpression of pl115 or Secl6A increased
the type I IFN response, whereas their depletion by siRNA treatment impaired the induction
of antiviral genes. Other players involved in type I IFN such as TRADD and Sec61f, a
subunit of the translocon channel, also partially colocalized with TRAF3 at the cis-Golgi
and the ER-to-Golgi intermediate compartment (ERGIC), respectively. TRAF3 also
interacts with Sec5 and Sec61f, further reinforcing the model where the translocon
interacts with the exocyst. Our study identifies p115 and Sec16A as new scaffold proteins

involved in the establishment of the antiviral state.
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RESULTS

Identification of Sec16A and p115 as new TRAF3 interactors

In order to find novel players involved in the type I IFN pathway, we have used a
functional proteomics approach based on Flag affinity purification and mass spectrometry
analysis. 293T cells stably expressing Flag-TRAF3 were harvested, subjected to IP with an
anti-Flag antibody under native conditions and Flag-TRAF3 complexes were analyzed by
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Surprisingly,
Sec16A (also called KIAA0310) and p115 (also called USOL1), two proteins involved in the
ER-to-Golgi vesicular trafficking, were found to associate with TRAF3 with a high
confidence when compared to our internal control TBK1, a well-known TRAF3 interactor
(Hacker et al, 2006; Oganesyan et al, 2006) (Figure 1A). To confirm these interactions, we
performed conventional co-immunoprecipitation experiments by overexpressing the
candidate tagged-proteins with a Flag-TRAF3 construct in 293T cells. The interactions
between Flag-TRAF3 and Myc-p115 or EGFP-Sec16A were clearly detected (Figure 1B-
C). To further substantiate the interaction network between TRAF3, Sec16A and pl15, we
have also established a 293T cell line stably expressing Flag-pl15 and analyzed its
physiological interactors by Flag affinity purification and LC-MS/MS. Endogenous
Sec16A was found associated to Flag-p115, as well as GM130 (also known as GOLGA?2),
an established physical partner of pl115 (Nakamura et al, 1997) (Figure 1D). EGFP-
Sec16A interaction with Myc-pl15 was also confirmed by co-immunoprecipitation
experiment (Figure 1E). However, endogenous TRAF3 was not recovered in our Flag-p115
analysis even when no filters were applied to the raw data. This result may be explained by
the fact that p115 has many interactors (data not shown) and/or is part of alternative
complexes independent from TRAF3. However, overexpressed Myc-TRAF3 was
recovered from Flag-p115 complexes when this latter was immunoprecipitated from 293T

cells co-expressing both constructs (Figure 1F). The TRAF3 interaction network identified



173

by functional proteomics suggests the presence of TRAF3 in close proximity to the

Golgi network.
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Figure 1. Identification of p115 and Sec16A as new TRAF3 interacting proteins. (A) 293T cells were stably
transfected with pcDNA3-Flag-TRAF3 or pcDNA3-Flag alone. After G418 selection, the cells were lysed and
subjected to AP/MS as described under methods. p115 and Sec16A were not detected in immunoprecipitate
for control cells. MS; average mascot score per analysis, TP; average total number of peptides (spectral
counts) identified per analysis, UP; average number of unique peptides observed per analysis. (B) Co-
immunoprecipitation experiments showing the association of Myc-p115 to Flag-TRAF3 when coexpressed in
293T cells. (C) Co-immunoprecipitation experiments showing the association of Flag-TRAF3 to EGFP-
Secl6A when coexpressed in 293T cells. (D) 293T cells stably transfected with pcDNA3-Flag-p115 or
pcDNA3-Flag vector and analyzed as described in A). (E) Co-immunoprecipitation experiments showing the
association of Myc-p115 to EGFP-Sec16A and (F) Myc-TRAF3 to Flag-pl15 when coexpressed in 293T
cells.
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TRAF3 localizes to the ER-Golgi transport compartments and behaves like a cis-Golgi

matrix protein

To further validate the interaction between TRAF3 and these new interactors, we
next analyzed their subcellular localization by confocal microscopy. We observed a perfect
co-localization of Myc-pl15 with Flag-TRAF3 (Figure 2A, lane 1). As previously
mentioned, the vesicle-tethering protein pl15 is known to colocalize and interact
specifically with the NH2 terminus of the cis-Golgi protein GM130 ((Seemann et al,
2000b) and see Figure 2A, lane 2). Flag-TRAF3 also localizes to the Golgi apparatus where
it exhibits a high degree of overlap with the cis-Golgi marker GM130 (Figure 2A, lane 3).
It is worth nothing that the best co-localization with the Golgi apparatus was observed in
cells expressing low levels of Flag-TRAF3 cells or in TRAF3 -/- MEFs cells reconstituted
with human TRAF3 (see Supplemental Figure 1). pl15 was previously reported to be
present in the ERGIC through an interaction involving activated Rabl (Marra et al, 2001;
Moyer et al, 2001). This cellular localization of Flag-p115 can be visualized with the
conventional ERGIC marker, ERGIC53 (Figure 2A lane 4). Notably, Flag-TRAF3 was also
present in the ERGIC (Figure 2A, lane 5). No significant colocalization was detected
between TRAF3 and the ER marker calnexin (Figure 2A, lane 6), the lysosomal
compartments (Figure 2A, lane 7) and the mitochondria (Figure 2A, lane 8).
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Figure 2. TRAF3 localizes to the ER-to-Golgi transport compartments and behaves like a cis-Golgi protein.
(A) Confocal microscopy performed in HeLa cells on Flag-TRAF3 and Myc-p115 (lane 1), Flag-pl115 and
GM130 (lane 2), Flag-TRAF3 and GM130 (lane 3), Flag-p115 and ERGIC53 (lane 4), Flag-TRAF3 and
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ERGICS53 (lane 5), Flag-TRAF3 and Calnexin (lane 6), Flag-TRAF3 and lysotracker (lane 7) or
mitotracker (lane 8).

In Hela cells, Secl16A was demonstrated to define ERES (Ilinuma et al, 2007;
Watson et al, 2006). Like other proteins of the ERES, such as COPII components, Sec16A
was shown to display a punctated pattern with some concentration at the juxtanuclear
region that is not distributed across the entire ER membrane. This pattern was reproduced
in this study (Figure 2B, lane 1). Since Rabl recruitment of pl115 to ERES (Allan et al,
2000) represents an essential step for the subsequent docking of ER-derived vesicles to the
ERGIC (Cao et al, 1998), we next examined the colocalization of EGFP-Secl16A and Flag-
pl15. The two proteins clearly colocalized at the perinuclear region (Figure 2B, lane 2).
Flag-TRAF3 and EGFP-Secl6A also mainly colocalized at the perinuclear region in HeLa
cells (Figure 2B, lane 3). Moreover, a colocalization of Flag-TRAF3 with endogenous
Sec16A at ERES distributed in the cytoplasm could be observed. However, some Flag-
TRAF3 punctae also appeared in close proximity to those containing Sec16A (Figure 2B,

lane 4, compare both arrows).
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Figure 2. TRAF3 localizes to the ER-to-Golgi transport compartments and behaves like a cis-Golgi protein.
(B) Confocal microscopy performed in HeLa cells on EGFP-Secl6A and calnexin (lane 1), EGFP-Sec16A
and Flag-p115 (lane 2), EGFP-Sec16A and Flag-TRAF3 (lane 3) and Flag-TRAF3 and endogenous Secl6A
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(lane 4). (C) HeLa cells were transfected with Flag-TRAF3 (lane 1 and 3) or Flag-TRAF3 and Myc-
p115 (lane 2 and 4) and treated with either 5 pg/ml of nocodazole for 2 hours at 37°C (lane 1-2) or 5 pg/ml of
BFA for 1 hour at 37°C (lane 3-4) before analysis by confocal microscopy

To further confirm the localization of TRAF3 to the Golgi apparatus, we next
treated the cells with nocodazole. Microtubule depolymerization is known to result in the
reorganization of the Golgi complex into characteristic mini-stacks, which appear as
punctate structures throughout the cell (Thyberg & Moskalewski, 1985). We still detected
the colocalization of Flag-TRAF3 with GM130 (Figure 2C, lane 1) and Myc-p115 (Figure
2C, lane 2) in cells treated with nocodazole. Treatment with brefeldin A (BFA), leads to
relocalization of the components of the cis-Golgi matrix to punctate cytoplasmic structures
(also called remnants) that appear close to ERES (Lippincott-Schwartz et al, 1990;
Seemann et al, 2000a). GM130 and p115 are cis-Golgi proteins known to be relocalized in
these remnants (Seemann et al, 2000a). Flag-TRAF3 was also relocated to cytoplasmic
remnants upon BFA treatment, where it co-localized with GM130 (Figure 2C, lane 3) and
Myc-pl15 (Figure 2C, lane 4). Overall, results from our biochemical experiments and
confocal microscopy suggest that TRAF3 localization is restricted to the cis-side of the

Golgi apparatus (Nelson et al, 1998; Waters et al, 1992).

TRAF3 interaction with Secl16A or pl15 is selective over TRAF2 and TRAFG6,

requires its full protein integrity and is reduced following viral infection

Members of the TRAF family often share common interacting partners. For
example, TRADD and RIP1 bind strongly to TRAF1, TRAF2 and TRAF3 (Hsu et al,
1996a; Michallet et al, 2008), whereas Cardif interacts with TRAF2, TRAF3 and TRAF6
(Saha et al, 2006; Xu et al, 2005). To verify the binding selectivity of the new TRAF3
interactors, we next performed co-immunoprecipitation experiments in 293T cells
overexpressing Flag-tagged TRAF2, TRAF3 or TRAF6, TRAF molecules involved in type
I IFN and inflammatory responses, along with Myc-p115 or EGFP-Sec16A. Only Flag-
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TRAF3 was found to interact with Myc-p115 (Figure 3A). A similar result was

obtained with EGFP-Secl6A, except that a weak interaction was observed with TRAF2
when compared to TRAF3 (Figure 3B). Confocal microscopy analysis of Flag-TRAF2
(Figure 3E, lane 1), TRAF3 (Figure 3E, lane 2) and TRAF6 Figure 3E, lane 3) also
confirmed that only TRAF3 exhibits a cellular Golgi-like distribution and colocalizes with
Sec16A (Figure 3F) or Myc-pl115 (Supplemental Figure 2). TRAF3 is also known to
interact with several substrates through a particular motif (PxQxS/T) called the TRAF
interaction motif (TIM) (Brodeur et al, 1997). The mutation of two amino acids located in
the TIM-binding pocket of TRAF3, Y440 and Q442, abrogates these interactions (Saha et
al, 2006). Surprisingly, a strong interaction was detected between Flag-TRAF3
Y440/Q442A and Myc-pl15 (Figure 3C) or EGFP-Secl6A (Figure 3D). Confocal
microscopy on Flag-TRAF3 Y440/Q442A and Myc-p115 also revealed their colocalization
at the Golgi apparatus (Figure 3F, lane 1). By GST pull-down experiments, TRAF3 was
previously demonstrated to be recruited to Cardif through a direct and specific interaction
with the TIM located in its proline-rich region (Saha et al, 2006). As seen by confocal
microscopy, Myc-TRAF3 and Flag-Cardif perfectly colocalize, suggesting that TRAF3
relocalizes from the Golgi to the mitochondria when Cardif is overexpressed (Figure 3G,
lane 2). Cells co-expressing Flag-TRAF3 Y440/Q442A and Myc-Cardif also show a
TRAF3 recruitment to the mitochondria, whereas cells expressing the Flag-TRAF3
Y440/Q442A construct alone exhibit a Golgi-like distribution pattern (Figure 3G, lane 3).
These findings question the implication of a TIM for the interaction between Cardif and

TRAF3.
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Figure 3. Localization of Flag-TRAF3 to the Golgi apparatus or its association to Myc-pl115 and EGFP-
Secl16A is specific and does not involve a TIM. (A-B) Co-immunoprecipitation experiments showing the
association of Flag-TRAF3, but not TRAF2 or TRAF6 to Myc-pl15 or EGFP-Secl6A (C-D) Co-
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immunoprecipitation experiments showing the association of Flag-TRAF3 WT and Y440/Q442A to
Myc-p115 or EGFP-Sec16A when coexpressed in 293T cells. (E) Confocal microscopy analysis on Hela cells
transfected with Flag-tagged TRAF2 (lane 1), TRAF3 (lane 2) or TRAF6 (lane 3). The Golgi apparatus was
labeled with an anti-GM 130 antibody. (F) Colocalization of TRAF2 (lane 1), TRAF3 (lane 2) or TRAF6 (lane
3) with Secl16A as described in (E). (G) Confocal microscopy analysis of HeLa cells co-expressing Myc-p115
and Flag-TRAF3 Y440/Q442A (lane 1), Myc-TRAF3 and Flag-Cardif (lane 2), Myc-Cardif and Flag-TRAF3
Y440/Q442A (lane 3) or expressing only Flag-TRAF3 deltaRING (lane 4). (H-I) Co-immunoprecipitation
experiments showing a diminution in the association of Flag-TRAF3 with Myc-p115 or EGFP-Secl6A
following SeV infection.

It was also proposed that an intact TRAF3 molecule is required for its antiviral
activity. Indeed, TRAF3 lacking its RING domain behaves like a dead signaling molecule
(Saha et al, 2006). We therefore looked at the subcellular localization of the ARING
TRAF3 mutant. Unexpectedly, the colocalization with the cis-Golgi apparatus was
completely abrogated (Figure 3G, lane 4). Moreover, the interaction between TRAF3 and
pl15 or Secl6A also decreased following viral infection (Figure 3H-I). These results
suggest that TRAF3 localization to the cis-Golgi may be an important step prior to its

recruitment to Cardif in order to execute its antiviral function.

TRAF3 partially colocalizes at the Golgi with TRADD and the translocon and

interacts with Sec5

TRAF3 localization to the ER-to-Golgi transport compartment, prompted us to
verify if others interacting partners of TRAF3 also localize to these vesicular
compartments. According to a recent study, TRADD is an essential component of the RLH
pathway and was shown to exhibit a strong interaction with Cardif and TRAF3 (Michallet
et al, 2008). In U937 human leukemic monocyte lymphoma cell line, TRADD was
previously shown to be loosely associated with the Golgi, but not with the trans-Golgi
network (TGN) in which TNF-R1 is localized (Jones et al, 1999; Morgan et al, 2002). In
HeLa cells, endogenous TRADD localizes mainly at the Golgi apparatus and is partially
colocalized with Flag-TRAF3 (Figure 4A, lane 1) and Myc-p115 (Figure 4B, lane 2). We
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tried to co-immunoprecipitate Myc-pl15 with Flag-TRADD, but no significant
interaction was observed under our experimental conditions (data not shown). Recently,
STING/MITA/ERIS was found to co-immunoprecipitate with components of the TRAP
complex (TRAPP) and the ER-resident translocon protein Sec61p (Ishikawa & Barber,
2008). The translocon is known to be distributed in the ER, but also in the ERGIC
((Greenfield & High, 1999; linuma et al, 2009) and see Figure 4A, lane 4). Since TRAF3
was shown to localize at the ERGIC (see Figure 2A), we then examined the colocalization
of TRAF3 and Sec61p by confocal microscopy. As shown in Figure 4A (see lane 3),
TRAF3 and Sec61p partially colocalized in subcellular compartments that include in part
the ERGIC. Interestingly, the translocon was demonstrated to associate with the exocyst
complex (Lipschutz et al, 2003; Toikkanen et al, 2003), which in turn was shown to interact
with TBK1, a well-known TRAF3 interacting protein (Chien et al, 2006). To test whether
TRAF3 is also physically associated with the exocyst, we next performed co-
immunoprecipitation experiments. We found that Myc-Sec5 specifically interacts with
Flag-TRAF3 (Figure 4B). However, no significant interaction with Sec5 could be detected
with Flag-pl15 nor Flag-TRADD (Figure 4C). We next performed different co-
immunoprecipitation experiments to further characterize the potential interaction complex
composed of TRAF3, the exocyst (sec5) and Sec61p. No interaction between Flag-TRAF3
and endogenous Sec61f could be significantly detected (Figure 4D, lane 2). However,
when Myc-Sec5 was co-expressed with Flag-TRAF3, Sec61p was specifically detected in
TRAF3 immunoprecipitates (Figure 4D, see lane 4). This result suggests that the exocyst
complex is responsible for the recruitment of Sec61p to TRAF3. As previously mentioned,
Sec61p is mainly located at the ER, but also at the ERGIC where TRAF3 is also found.
Together, these results suggest that the cellular distribution of TRAF3 to the ER-to-Golgi
transport compartment could favor, on one hand, its interaction with TRADD in order to
interact with Cardif following a viral infection, and on the other hand, the recruitment of

TBKI to the exocyst complex.
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Figure 4. The ER-to-Golgi transport compartments host other important players involved in innate immunity.
(A) Confocal microscopy analysis of HeLa cells showing the partial co-localization of Flag-TRAF3 and
TRADD (lane 1), Flag-p115 and TRADD (lane 2), Flag-TRAF3 and Sec61p (lane 3) or ERGIC53 and
Sec61f (lane 4). (B-C) Co-immunoprecipitation experiments showing the association of Myc-Sec5 to Flag-
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TRAF3, but not to Flag-p115 or Flag-TRADD. (D) Co-immunoprecipitation experiments showing
the recruitment of Sec61p to TRAF3 through Myc-Sec5.

Sec16A and p115 influence the type I IFN antiviral response at the transcriptional

level

To investigate whether Secl6A or pl15 may plays a role in innate immunity, we
next overexpressed both proteins in Hecl1B cells and measure type I IFN response using
reporter gene assays. Without any stimulation, overexpression of both proteins did not
significantly activate the IFNB promoter. However, the response following viral infection
was highly increased in cells overexpressing Secl16A or p115 (Figure 5A). Overexpression
of Sec16A and pl15 also increases the activation of an ISG56 promoter (IRF3-dependent
promoter) (Figure 5B) and a NF-kB dependant promoter (Figure 5C) following Sendai
virus (SeV) infection. Moreover, we observed a synergistic effect on the IFN promoter
when Secl6A or pl15 were co-expressed with TRIF (Figure 5D), Cardif (Figure SE) and
TBK1 (Figure 5F). Similar results were also obtained using the ISG56 promoter or the NF-
kB dependent promoter (Figure 5G to 5L). These results suggest that, like TRAF3
(Oganesyan et al, 2006), Secl16A and p115 might serve as adaptor molecules in the type I
IFN pathway.
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Figure 5. Overexpression of Secl16A and pl15 increases TBK1-mediated promoter activation. (A-C) HeclB
cells were co-transfected with the indicated luciferase reporter genes together with 125 ng of empty vector,
Myc-pl15 or EGFP-Secl6A. Data are expressed as a fold induction following SeV infection (16 h) over the
corresponding non infected condition. (D-F) HEK293 QBI cells or HeclB cells were co-transfected with
pGL3-IFNB-luciferase reporter gene together with 125 ng of empty vector, Myc-p115 or Sec16A and 15 ng of
His-TRIF (D), 15 ng of Flag-Cardif (E) or 100 ng of Flag-TBK1 (F). (G-I) HEK293 QBI cells were co-
transfected with pGL3-ISG56-luciferase reporter gene, 125 ng of empty vector, Myc-p115 or Sec16A and 15
ng of His-TRIF (G), 15 ng of Flag-Cardif (H) or 100 ng of Flag-TBK1 (I). (J-L) HEK293 QBI cells were co-
transfected with pGL3-NF-kB-luciferase reporter gene together with 125 ng of empty vector, Myc-pl15 or
Sec16A and 60 ng of His-TRIF (J), 60 ng of Flag-Cardif (K) or 200 ng of Flag-TBK1 (L). Data represent the
fold activation over the corresponding vector control. Each value represents the mean +/- standard error of the
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mean (S.E.M.) of triplicate determinations. The data are representative of at least four different
experiments with similar results.

To further ascertain the implication of Sec16A and p115 in type I IFN response, we
performed loss-of-function experiment using siRNA to evaluate the expression of genes
induced by poly(IC) transfection. This approach was used based on the rationale that
depletion of Secl6A or pl15 is known to affect the integrity of the ER-to-Golgi vesicular
transport pathway (linuma et al, 2007; Puthenveedu et al, 2006; Puthenveedu & Linstedt,
2004; Sohda et al, 2005; Watson et al, 2006). As a consequence, the observation of a
decreased amount of IFNf by ELISA could simply reflect of a vesicular transport problem
and not the interference with an upstream signaling pathway. Disturbing the Golgi integrity
is also known to activate the ER stress pathway resulting translation inhibition (Molina et
al, 2007). To circumvent these problems, poly(IC) transfection was used in order to avoid
the potential problem of different amounts of viral dsSRNA generated in the cytoplasm of
infected cells. The levels of p115 and Secl6A levels were significantly decreased after
siRNA treatment and resulted in lack of localization of TRAF3 to the ER-to-Golgi
vesicular pathway (Figures 6A and 7). More importantly. siRNA cellular depletion of p115
or Secl6A significantly reduces Ifnb, ifitl (ISG56), gip2 (ISG15), mxa and oas] mRNA
induction following poly(IC) transfection confirming that TRAF3 localization to the ER-to-
Golgi vesicular pathway is necessary for type I IFN response (Figure 6B-F).
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Figure 6. siRNA mediated depletion of p115 and Sec16A affect type I IFN response to poly(IC) transfection.
(A) Expression of p115 and Sec16A was monitored by immunoblotting. Actin is shown as a loading control.
(B-F) HeLa cells treated with the indicated siRNAs were transfected with 2 pg/ml of poly(IC) for 6 hours.
Induction of ifuff (B), ifitl (isg56) (C), gip2 (isgl5) (D), mxa (E) or oas] mRNA (F) was then measured by
quantitative RT-PCR. Data are expressed as fold induction percentage of the poly(IC) treated condition over
its mock transfected counterpart and compared to the siCtrl treated cells. Error bars correspond to S.E.M. of
three independent experiments.
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Figure 7. Cellular depletion of pl115 or Sec16A disrupts TRAF3 cellular localization to the ER-to-Golgi
transport compartments. HeLa cells were microporated with Flag-TRAF3 and subsequently treated with the
indicated siRNA. TRAF3 localization was monitored by immunofluorescence 48 hours (A and C) or 72
hours (E) after siRNA transfection using an anti-Flag antibody. GM 130 was used a cis-Golgi protein marker.
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expressed in percentage (%) of cells. 75 to 100 Flag-TRAF3 positive cells were counted.
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DISCUSSION

The discovery of STING/MITA/ERIS has recently opened new perspectives in the
field of innate immunity. Notably, the notion that elements of the ER can be involved in the
cytosolic antiviral recognition pathway has completely changed our view of how molecules
assembles to form a functional signaling complex (Ishikawa & Barber, 2008). Herein, we
found that TRAF3 localizes to the ER-Golgi compartments through its specific interaction
with p115 and Sec16A. Both proteins were shown to play a primary role in the anterograde
trafficking at the ER-Golgi interface by influencing the assembly and transport of COPII
vesicles. Secl6A assembles on the ER membrane and forms an organized scaffold defining
an ERES whereby COPII assembly occurs (linuma et al, 2007; Watson et al, 2006).
Interestingly, Bouwmeester and colleagues observed a NIK-dependent interaction between
Sec16A and NF-kB2/p100 in an exhaustive study mapping the human TNF-o/NF-kB
signal transduction network (Bouwmeester et al, 2004). However, no further functional
characterization was undertaken in this study. As for p115, the coiled-coil myosin-shaped
molecule was demonstrated to be an important tethering adaptor controlling ER-to-Golgi
traffic at various sites (Appenzeller-Herzog & Hauri, 2006; Barr & Short, 2003). First,
pl15 acts during COPII vesicle formation by recruiting a selected set of SNARE proteins
required for subsequent vesicle fusion (Allan et al, 2000). Its presence is also required to
determine the focused positioning of the ERES within the cytoplasm (Kondylis &
Rabouille, 2003). In second instance, pl15 mediates vesicle tethering at the ERGIC
(Alvarez et al, 1999). Finally, it orchestrates the tethering at the cis-Golgi, in conjunction
with two other Rabl-binding tethering factors, giantin and GM130 (Beard et al, 2005;
Sonnichsen et al, 1998). Of note, pl15 was recently implicated in innate immunity by
mediating the unconventional secretion of MIF (migration inhibitory factor) (Merk et al,

2009).
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Interestingly, we found that TRAF3 behaves like the cis-Golgi matrix
protein pl115 and GM130. Upon BFA treatment, TRAF3 redistributes to small punctate
cytoplasmic structures discrete from the ER along with both Golgi matrix proteins 115 and
GM130 (Nakamura et al, 1995; Waters et al, 1992). The cellular distribution of TRAF3 was
also affected by nocodazole treatment in a similar fashion to GM130 and p115. Both the
structure and positioning of the Golgi apparatus are highly dependent on the microtubule
cytoskeleton (Thyberg & Moskalewski, 1999). A link between TRAF3 and the microtubule
network has been already established in a previous study through its interaction with MIP-
T3 (Microtubule-Interacting Protein that associates with TRAF3) (Ling & Goeddel, 2000).
TRAF3 was dissociated from this complex upon CD40L stimulation and, consequently, it
was suggested that microtubule association of TRAF3 could be responsible for directing
TRAF3 to defined membrane microdomains in the cell. As such, TRAF3 association to
pl15 at the ER-to-Golgi vesicular pathway may also play a similar and important role to

orchestrate TRAF3 recruitment to Cardif following viral infection.

The following evidences suggest a role of Secl6A and pll5 in the TRAF3
mediated-RLH type I IFN response: (1) Sec16A and pl115 interacts strongly with TRAF3,
but not with TRAF2 nor TRAF6, (2) inactivation of TRAF3 by deletion of its RING finger
domain displaces TRAF3 from the ER-Golgi transport compartments, (3) TRAF3
dissociates from the Secl6A-p115 complex upon virus infection, (4) overexpression of
both proteins enhances SeV-, TBK1- and Cardif-stimulated IFNB, ISG56 and NF-kB
promoter induction; (5) TRADD also partially colocalizes with TRAF3 and pl15 at the
Golgi apparatus and (6) siRNA depletion of pll5 or Secl6A affects both cellular
distribution of TRAF3 and type I IFN response following poly(IC) transfection.
Interestingly, enforced expression of Secl16A or p115 also increases TRIF-mediated IFNf
promoter activation (Figure 5) indicating a role of the ER-to-Golgi compartment system in
TLR3 signaling. Thus, we propose that these two trafficking proteins, Sec16A and pl115,

complex with TRAF3 at the ER-to-Golgi transport compartments in order to ensure its
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proper recruitment to the mitochondria during a viral infection. In support of this

idea, the ER-Golgi transport compartments seem to host several protein involved in type I
IFN (see Figure 4), such as TRADD (Michallet et al, 2008), the translocon (Ishikawa &
Barber, 2008) and potentially the exocyst (Chien et al, 2006) through its interaction with
Sec61p (Lipschutz et al, 2003; Toikkanen et al, 2003). All these data suggest a model
where the different organelles (ER, Golgi and mitochondria) are in close proximity in order
to facilitate the assembly of a functional Cardif signaling complex (see Figure 8). Our
proposed model is also conciliating the role of Sec5, a member of the exocyst, in the type I
IFN response. On one hand, the exocyst has been shown to associate with both Sec61f, a
member of the translocon (Lipschutz et al, 2003; Toikkanen et al, 2003), and TBK1 (Chien
et al, 2006). On the other hand, STING has been demonstrated to interact with the
translocon (Ishikawa & Barber, 2008). Since, we have demonstrated that TRAF3 partially
colocalizes and interacts with Sec61p, probably at the ERGIC, and also associates to Sec5,
the possibility that TRAF3 mediates the recruitment of TBK1 to the exocyst is likely
conceivable. We speculate that the membranous network composed of the ER, Golgi and
mitochondria provides a convenient platform on which antiviral cell-signaling complexes
are arranged and optimally activated. If important, this model is likely to be conserved
among different species. Notably, Cardif is part of a well-conserved mechanism among
species since this system has also been reported to be functional in fish (Biacchesi et al,
2007). Fish TRAF3 has not been cloned so far, but interestingly, zebrafish TRIF was shown
to be a Golgi-localized protein (Fan et al, 2008).

The notion of cellular proximity to favor exchanges between organelles has been an
intense field of interest for many years. Recently, mitofusin 2 present on the ER was shown
to tether the ER to mitochondria in order to promote efficient Ca*" uptake into the
mitochondria. Interestingly, mitofusin 2 was also shown to inhibit the RLH pathway
signaling by interacting with the C-terminal of Cardif (Yasukawa et al, 2009). Also, the
ER-resident E3 ubiquitin ligase RNF5 was shown to target STING/MITA/ERIS for
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ubiquitination and degradation (Zhong et al, 2009). Furthermore, the Golgi
localization of the glycolipid GD3 is important for its transport to the mitochondria after
TNFa stimulation (Garcia-Ruiz et al, 2002; Tomassini et al, 2004). Membrane scrambling
between Golgi and mitochondria following Fas stimulation is another example pointing to

the connection between different cellular organelles (Ouasti et al, 2007).
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Figure 8. Proposed model. TRAF3 localizes to the ER-Golgi transport compartments through a p115 and
Sec16A dependent mechanism. Its cellular localization favors its interaction with TRADD that is also located
at the cis-Golgi, STING/MITA/ERIS that localizes on the membrane of the endoplasmic reticulum, the
translocon components and the exocyst. During viral infections, viral double-stranded RNA or single-stranded
RNA bearing 5'-triphosphate is recognized by the RNA helicase RIG-I in the cytosol. RIG-I then activates
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Cardif, which is localized on the mitochondrial outer membrane. Through a dynamic process,
TRAF3 and TRADD are then recruited to Cardif in order to trigger a TBK 1-dependent antiviral response.

It is noteworthy that, as a common feature, plus strand RNA viruses have the ability
to induce cytoplasmic membrane rearrangements that facilitate their replication.
Consequently, the formation of these RNA replication complexes results in dramatic
reorganization of the secretory pathway of host cells (Roosendaal et al, 2006). For example,
poliovirus-infected cells accumulate membranous vesicles derived from COPII vesicles
(Rust et al, 2001) whereas Kunjin virus induces “convoluted membranes” that contain
markers from the ERGIC (Mackenzie & Westaway, 2001). The precise role for this internal
membrane rearrangement in the virus propagation and virus-host interaction needs further
investigations. Nevertheless, localization of TRAF3 and TRADD to these vesicular
transport compartments could represent a cellular strategy to increase the rate of RNA
detection and the formation of an effective signaling complex at the mitochondrial
membrane. The observation that TRADD translocates from the cytoplasm to the

mitochondria during Influenza A virus infection supports this model (Ohman et al, 2009).

Additionally, recent observations have highlighted the fact that viruses have evolved
a variety of mechanisms involving the Golgi apparatus to particularly block TRAF3
recruitment into a functional signaling complex. Notably, the SARS Coronavirus triple-
spanning membrane glycoprotein M, a Golgi localized protein, was recently found to
impede the formation of a TRAF3-TANK-TBK1/IKKi complex by sequestering TRAF3 to
the Golgi (Siu et al, 2009). The NY-1 strain Hantavirus glycoprotein (Gn) was also shown
to disrupt TRAF3-TBK1 interaction by interacting with TRAF3 through its cytoplasmic tail
(Alff et al, 2008).
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In conclusion, our findings reveal a novel role of Sec16A and p115 in type I
IFN response and in the subcellular localization of TRAF3 to the ER-Golgi Transport
compartments. More in-depth studies to define the precise role of Secl6A and pll15 in
TRAF3-mediated type I IFN signaling are underway.
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MATERIALS AND METHODS

Reagent, antibodies, and plasmids. Commercial antibody anti-GM130 was purchased
from BD Transduction (San Jose, CA). The monoclonal anti-Flag epitope (M2), the
polyclonal anti-Flag and the anti-f-actin (clone AC-74) were obtained from Sigma
(Oakville, Ontario, Canada). The TRAF3 (G-6) and c-Myc (9E10) monoclonal antibodies
were purchased from Santa Cruz (Santa Cruz, CA) as well as the polyclonal p115 (H-300).
The anti-GFP (monoclonal 1218) antibody and the polyclonal goat anti-GFP antibody were
respectively obtained from ABCAM (Cambridge, MA) and US Biological (Swampscott,
MA). The anti-ERGIC53 and anti-calnexin were provided by Dr Michel Bouvier (IRIC,
Montreal, Qc). The polyclonal anti-Sec61f was obtained from Millipore (Billerica, MA).
Plasmids encoding for EGFP-Sec16A and Myc-Sec5 were kind gifts of Dr. David Stephens
(University of Bristol, UK) and Dr Charles Yeaman (University of Wisconsin, WI). TRAF3
and p115 cDNAs were amplify from the MGC bank collection and respectively subcloned
in pcDNA3.1 and pTag2B (Flag) or pTag3B (Myc) vectors (Invitrogen, Burlington,
Ontario, Canada). TRADD and TRAF6 cDNAs were purchased from Origene (Rockville,
MD) and subcloned in the pTag2B/3B vectors. The pFlag-CMV2-TBK1 and pcDNA3.1
Flag-Cardif construct were gift from Drs. John Hiscott and Rongtuan Lin respectively
(McGill University). pcDNA3-His-TRIF construct was from Dr. Daniel Lamarre
(Universit¢é de Montréal). The pRKS5-TRAF2-Flag was obtained from Dr Nathalie
Grandvaux (University of Montreal, Montreal). The IFNB reporter plasmid, pGL3-IFN--
LUC was described previously (Lin R 1999) as well as the ISG56-luciferase reporter
(Grandvaux et al, 2002a) and the NF-kB p2(2)TK reporter plasmid (Servant et al, 2001b).
Poly(I:C) was purchased from GE HealthCare (Waukesha, WI) and transfected with
Lipo2000 (Invitrogen) at final concentration of 2 pg/ml. BFA and nocodazole were

obtained from Calbiochem and used at final concentration of 5 pg/ml.
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Cell culture, transfection and infections. HeLa, Hec1B, HEK 293T and HEK

293QBI cell lines were maintained in Dulbecco modified Eagle Medium supplemented
with 10% fetal bovine serum. All DNA transfections in human cell lines were performed
with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according the manufacturer’s protocol. Transient
transfection of immortalized MEFs was performed by microporation with the Microporator
Apparatus (Montreal Biotech) according to the manufacturers' instructions. MEFs TRAF3
KO were also reconstituted with human TRAF3 using pMSCV-TRAF3 and G418
selection. Sendai virus (SeV) was obtained from Specific Pathogen-Free Avian Supply

(North Franklin, CT).

Immunoblot analysis and Immunoprecipitation. Preparation of whole cell extracts
immunoprecipitation, Native-PAGE and immunoblot analysis were performed as described
previously (Clement et al, 2008). For co-immunoprecipitation studies, cell extracts (750
ug) were incubated with 1 pg of anti-Flag or GFP antibody cross-linked to 30 pl of protein
G-Sepharose beads for 4h at 4°C (GE Health Care). The beads were washed 5 times in lysis
buffer and then resuspended in denaturating SDS loading buffer.

Confocal Microscopy. HelLa cells were transfected with the different constructs for 24
hours. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 20 min followed by
permeabilization with 0.2% Triton X-100 for 10 min. Cells were washed with PBS (pH 7.2)
and blocked with 5% dry milk in PBS. Anti-Flag antibody (M2, Sigma) was used at 1:1000
in PBS 1% BSA, anti-GM130; 1:100, anti-ERGICS53; 1:100, anti-Flag polyclonal antibody;
1:400, anti-GFP (ABCAM); 1:100, anti-Myc 9E10; 1:100. Secondary fluorophore-
conjugated antisera (Alexa Fluor 488 and 564) was obtained from Molecular Probes
(Eugene, OR) and used at 1:250 in PBS 1% BSA. The labeling of the nucleus was revealed
by 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) staining. The confocal micrographs represent a
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single optical section through the plane of the cell. Images were obtained using

LSM3510 software (Carl Zeiss, Inc.) and were displayed using Photoshop CS 3.0 (Adobe).

Flag affinity purification and mass spectrometric analysis. Flag-affinity purification
was performed essentially as described previously (Chen GI and Gingras AC, 2007) with
the following modifications. Detergent concentration in the lysis buffer was 0.5% NP-40;
the lysis buffer was added at 4 ml/g wet cell pellet, and cells were subjected to passive lysis
(30 minutes) followed by one freeze-thaw cycle and centrifugation. Immunoprecipitation
was performed on the cleared lysate by adding 25ul packed FLAG M2 beads (Sigma) and
incubating for two hours. Beads were washed three times in lysis buffer, and three times in
50mM ammonium bicarbonate. Samples were eluted with ammonium hydroxide,
lyophilized in a speed-vac, resuspended in 50 mM ammonium bicarbonate (pH 8 - 8.3), and
incubated at 37°C with trypsin overnight. The ammonium bicarbonate was evaporated, and
the samples were resuspended in HPLC buffer A2 (2% acetonitrile, 0.1% formic acid), then
directly loaded onto capillary columns packed in-house with Magic 5 um, 100A, C18AQ.
MS/MS data was acquired in data-dependent mode (over a 2 hr acetonitrile 2 - 40%
gradient) on a ThermoFinnigan LTQ or a ThermoFinnigan LTQ-Orbitrap, equipped with a
Proxeon NanoSource and an Agilent 1100 capillary pump. Acquired RAW files were
converted to mgf format, which were searched with the Mascot search engine (Matrix
Sciences, London, UK) against the human RefSeq data base (release 24) with a precursor
ion mass tolerance of 3.0 and a fragment ion mass tolerance of 0.8. Methionine oxidation
was allowed as a variable modification, and trypsin specificity (with two missed cleavages
allowed) was selected. The resulting list of RAW interactions was compared against a
database of Flag AP-MS generated using the same protocol in the Gingras laboratory (n =
400). In particular, proteins detected in analyses of the tag alone, or detected in > 15% of
the purifications were omitted. Only proteins detected in both of the biological replicates

were considered for further analysis.
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RNA Interference. HeLa cells were transfected with 40 nM siRNA using Lipo2000
(Invitrogen). The smart pool siRNA p115, Sec16A and the non-targeting pool siRNA were
purchased from Dharmacon (Lafayette, CO).

RNA isolation and qPCR Analysis. After stimulation, total RNA was extracted from
HeLa cells using Trizol reagent (Invitrogen). 2 pg of RNA was reverse transcribed using
the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with random primers (Applied
Biosystems) as described by the manufacturer. SYBR green PCR reactions were performed
using 2 pl of cDNA samples (25-50 ng), 5 ul of the Fast SYBR qPCR Master Mix (Applied
Biosystems) and 10 pmol of each primer in a total volume of 10 pl. The IFNr qRT-Primer
set for real-time quantification of the IFN response (IFN, ISG15, ISG56, MxA and OAS1)
was purchased from InvivoGen (San Diego, CA). The ABI PRISM 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) was used to measure the amplification level. All
reaction were run in triplicate and the average Cts were used for quantification. GAPDH

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) was used as endogenous control.

Reporter Gene Assays. Subconfluent Hec1B or HEK 293 QBI cells in 24 well-plates were
transfected with 25 ng of pRLTK reporter (renilla luciferase for internal control) and 125
ng of pGL3-IFN-B-LUC, pGL3-ISG56-LUC or pGL3-NFkB-LUC using the conventional
CaPO, transfection protocol. Cells were harvested 24 hours post-transfection, lysed in
passive lysis buffer (Promega, Madison, WI), and assayed for dual-luciferase activity using
10 pl of lysate according to the manufacturer's instructions. All firefly luciferase values

were normalized to renilla luciferase to control for transfection efficiency.
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Supplemental Figure 1. TRAF3-/- MEFs were electroporated with a construct encoding for human Flag-
TRAF3. 48 hours post-electroporation, cells were analyzed by confocal microscopy as indicated. The Golgi
apparatus was labeled with an anti-GM 130 antibody.

Myc-p115

Myc-p115

Supplemental Figure 2. Colocalization of TRAF2 (lane 1), TRAF3 (lane 2) or TRAF6 (lane 3) with Myc-
pl15 as described in Figure 3F.
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Chapitre 6. Discussion et perspectives

6.1 IRF-3, une protéine hyperphosphorylée

6.1.1 L’importance des sites en C-terminal : la controverse persiste

La phosphorylation réversible des protéines est une modification post-
traductionnelle critique dans la signalisation cellulaire. Elucider et caractériser les sites de
phosphorylation sur une protéine devient donc essentiel pour comprendre la régulation de
certains processus cellulaires clés. Toutefois, cette caractérisation représente un défi
technique de taille. Les limitations reliées a la méthode d’analyse par dégradation d’Edman
des phosphoprotéines radiomarquées au P** ont notamment accéléré le développement de la

spectrométrie de masse pour permettre le séquencage des phosphopeptides.

Bien que nous ayons utilis¢ cette technique pour étudier la phosphorylation de IRF-
3, la controverse concernant les sites ciblés par TBK1/IKKi reste toujours présente. Peu de
temps avant la sortie de notre étude, Panne et collaborateurs ont purifi¢ la forme
constitutivement active de IRF-3 (IRF-3 5D) exprimée dans des cellules d’insecte en
utilisant une colonne d’exclusion basée sur la taille afin d’obtenir uniquement la forme
dimérique (Panne et al, 2007a). Leurs résultats de spectrométrie de masse ont démontré une
phosphorylation compléte du dimeére au niveau de son cluster 1, suggérant ainsi une
phosphorylation constitutive des Ser385/386 in vivo par une kinase présente dans les
cellules d’insecte. Ce résultat de phosphorylation en deux étapes est en accord avec notre
modele, ou nous suggérons que la phosphorylation des clusters I et III favorise la
phosphorylation du cluster 1 nécessaire a la dimérisation de IRF-3 (voire I’article présenté

au Chapitre 4, Figure 6; modéle d’activation de IRF-3 en deux étapes). Toutefois, en
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analysant IRF-3 phosphorylé in vitro par la kinase TBK1, ce groupe conclu que le

résidu ciblé par la kinase est la Thr404 ou la Ser405. De facon intéressante, ils observent
¢galement la présence d’un site de phosphorylation résiduel lorsque ces deux résidus sont
mutés en alanine (IRF-3 T404A S405A). Ils sont cependant incapables de préciser s’il
s’agit de la Ser396, Ser398 ou Ser402. Les résidus Thr404 et Serd405 sont situés entre le
feuillet B13 et I’hélice a5 faisant partie du core hydrophobe de la structure autoinhibitrice
(Qin et al, 2003) (voir Figure 17). La Thr404 forme un N-cap pour I’hélice a5 grace a un
pont hydrogene la reliant au groupement amide de la GIn407. La Ser405 entre en contact
avec la Lys409, 1’Asp406 et la Tyr408. Panne et ses collégues proposent donc que la
phosphorylation en Thr404 ou Ser405 provoque un réarrangement de la structure inhibitrice
afin de démasquer les surfaces hydrophobes des hélices a3 et a4 nécessaires a 1’interaction
avec CBP. Nous avons toutefois démontré que le mutant IRF-3/3A (S402A, T404A et
S405A) s’associait toujours in vivo avec CBP (Clement et al, 2008). La phosphorylation de
ces sites ne serait donc pas un pré-requis pour cette association. Par conséquent, nous
proposons que leur site de phosphorylation résiduel non identifi¢ soit la Ser396. Cette
sérine est localisée dans la boucle L6 (voir Figure 17-18) et forme un pont hydrogéne avec
la chaine principale amide du Glu201 et potentiellement avec la chaine latérale du Glu200
(voir Figure 18B). Selon Takahasi et collégues, la phosphorylation en Ser396 peut aussi
déstabiliser la structure autoinhibitrice de IRF-3 (Takahasi et al, 2003). Question de
solidifier nos propos, il aurait été intéressant de démontrer la présence de phosphorylation
en Ser396 sur notre mutant IRF-3/3A, soit par la technique de spectrométrie de masse ou a
I’aide d’un anticorps pSer396. Par contre, nos données démontrent clairement que la
mutation de cette sérine provoque une perte d’association a CBP in vivo (Clement et al,

2008; Servant et al, 2003).



210

E6¢€
Lzy

vy
E6Y
ISy
Lz

(243
e
sZy
99¢
96¢
8Lt
6EC

1414
Lre
9Tt
TLL
0ot
L8t
ove

.............................................. ATST TVVODRALD" ~ITERNVEVD BWNALITINOG LIHSSOHS '35 MINTLADANE
............ >._.Sczux m&uxozmﬁ.ﬁ EEE.;@& ddaIAVORAS OVOOSHOVE " .%ﬁﬁ.ﬂa SIOATITN'S WTIVWAdLEE DiDTANYDAE
................. uﬁ aax’* *TSNY FTHATATSHE “MANOVSTAD D49TAIIRNE
TYddI0NSdL 40" :nwﬂlo eon oﬁ O¥AINGAICd IADATTIINNE T dAOUdMEH D4DTALEddd
DOADTO¥DAd WOVAIDTMOD na..uESu DIAWNANTA N ANDALITINE M*INNAJNIHE D4D42184d4d

.................. a0 ISSHYISHHA Q' dNSIHEd * 1108y SAHVLITHEO ¥0d* 'add¥s 9401LA04Yd
.......... 539400 daHS AT 0ASIISTdHS | BN ¢ REATVEOLd ADARATENL *MADADAMSE DADAMTVANE
ddv 100448 ANUNULAYLY £ IMADENS'L '1HED dUdd VOdYN “MSL d1d01H0Ad ) DEdNSYALLD dai0s iMde ot ddl dvdAda‘ln0d
4O ' DSNRID 420S1a AADAAZQHET M'NJM'OMOA AVNOS' ' OJA HODDTHMALA ODYSSHTIAD HHTHOLTHHL ADHOWASIIV aVd'JJYATE
SONHOUVHIE A £V} 41dIAONMAT TOVELSASYS OddODAAMAA NONOWHYYMT DJOWTIATHTO dVAHYTIEEL ANTONDAdTE *v¥dSd4vYADD
ONEI0ONOKY .am ATHANNOMET T'NEVA*ISd V¥O4DS* *MAA MODOTHIVAI WHOSASTITO ¥AWAQTTASL ATAO¥ENL'I HIdOdJ4¥ADE
JINLOON04T IF aH, ATHINARNOI d'NEOSUHVS ¥O4DS' ' MAA HDDITMIVAT Q0D0I0TITO ¥ATAQTIONL AAHO¥ASd'I A3dSd4¥adE
154 ' OHHVSY OF 2005a 4THOLOAHET M°NEY'ANDT VIdOQ' ' MAT ¥SDOTHNVAT OAIVAMIAAD HITHSTTMEI NMUOON''** Q3dxIJTADA
S'H9SOELIL DUCATIZIA JA9DINANIA FOAIOHOSNd TTZISAVMAL HOHOTHOVMT MOOWY D 997TOSTAHHA ASRASHALTS WOJQdTIAAM
- B

wSSIS T OSdAVA THO'QISOAD WASAAMONA I4LTTIS'** **'*** AQd* 344714378 ¥0ao04dvil LALAE0d3dS S$5SSSS°UOI
IOFIOXTHLD d* 1940815 TUODFIOLLL “VOOATHOOA RASTIAND'** ****** S4d¥* *SH**HVAAL IXOLATIAOL S°'*** d00¥ mmadT1* 0"
** *JAIVHAY dAddD’ "R TALOSJIHOAA X" OTALHONA HIIAQTVOAS *JIOAVLOVS dSASTAAEVD HASIAVVVED LITVVADIOd SILLEAVMOX
ISALOATAID AAHAOTAOKA THODDANSAL WLOOXMMOMA DaNrata:** **:*** 14T S'°SIMIEdS SAA4014vDd ATHATAIING MAVIISINOA
TSI494TIAD HOIVATOSAL TYOOHANSIL VM HOMA Da¥ratg:** **'*** 1147 WHASITIAd" **TI029¥dd 1SY4TdD ' *d FTASTIAN
ANSYQAL" 'ttt HOHS I¥DDIdSSLL "TIYATIFYA KTOIHTH'** "' *° 008 "4¥''IVEVS ¥ISdFIdADd YOS HddYOY X4IOIA® D2
St 0dILEAD AZS D M) TYTIORAISIL O DAADHONA AVINZLEMAZ OAATRINTAN HSADINGd" - dldNAT Sds¥1dddod FIVAVIS® *

6-4HT
8-4¥I
L-4¥1
9-4d1
S-4HI
p-44I
£-d¥I

o-4d1
8-d¥I
L-4¥1
9-4¥I
S-4¥I
¥-duI
€-d¥I

6-4¥I
8-4¥I
L-d¥I
9-4¥T
S-4¥I
P-J¥I
£-44¥1

Figure 17. Alignement de séquence du domaine de transactivation localis¢ en C-terminal

des différents IRFs

Les structures secondaires de IRF-3, estimées par cristallographie, sont représentées au dessus de
I’alignement. La ligne pointillée au niveau du N-terminal représente le segment étant présent dans le fragment

de IRF-3 lors des études cristallographiques, mais dont la structure était désordonnée. Le IAD est en cyan. La
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structure autoinhibitrice est en mauve. Les acides aminés identiques sont en rouge alors que ceux
conservés sont en vert. Les résidus hydrophobiques dans les hélices H3 et H4 et la structure autoinhibitrice de
IRF-3 impliquée dans les interactions inhibitrices sont en brun. Les sites potentiels de phosphorylation sont en
jaune. Figure tirée de (Qin et al, 2003).

Figure 18. Structure 3D de IRF-3 basée sur le modéle d'autoinhibition

A) L’autoinhibition est médiée par des contacts hydrophobiques entre les hélices H3 et H4 du IAD et les
structures autoinhibitrices. Les surfaces d’interaction sur le IAD (cyan) et la structure autoinhibitrice (mauve)
sont montrées cote a cote par séparation des deux surfaces pour que les chaines latérales hydrophobiques
(gris) sur chaque surface puissent étre vues. B). Représentation de surface des sites de phosphorylation sur
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IRF-3. Le IAD est en cyan. Les structures autoinhibitrices en N-terminal et C-terminal sont en
mauve. Les 3 clusters de phosphorylation sont encerclés. Figure tirée de (Qin et al, 2003).

A Tl’aide de techniques détaillées de thermodynamique, Chen et collaborateurs
démontrent ¢galement des roles importants de la Ser396 et de la Ser386 pour 1’association
de IRF-3 a CBP (Chen et al, 2008). Parmi tous les mutants phosphomimétiques de IRF-3
(S385D, S386D, S396D, S398D, S402D, T404D, S405D), IRF-3 S396D est celui qui
présente la plus forte interaction avec CBP. De plus, cette interaction est augmentée en
présence d’une phosphorylation en Ser386 (IRF3 S386/396D). En accord avec notre
modele, ce groupe propose que 1’ajout d’une charge négative au niveau de la Ser396
provoque un phénomene de répulsion avec les charges négatives des résidus Glu200 et
Glu201, permettant ainsi la libération des sites de liaison a CBP. De fagon intéressante,
leurs résultats démontrent pour la premiére fois un role antagoniste de la Ser385 par rapport
a celui de la Ser386. Contrairement a la Ser386, la phosphorylation en Ser385, lorsque
jumelée a celle de la Ser396, réduirait I’association a CBP (IRF3 S385D/S396D). Les effets
de la Ser385 et de la Ser386 sont toutefois plus difficiles a rationaliser, car ces résidus sont
localisés au début de la région autoinhibitrice (voir Figure 18 B). Ils pourraient donc
théoriquement faire partie d’un hinge nécessaire au dépliement de la région autoinhibitrice

(Chen et al, 2008).

Dans une autre étude récemment publiée, Fujii et collégues ont utilisé¢ une analyse
protéomique basée sur le LC-MS/MS afin de démontrer les sites phosphorylés par la kinase
IKKi (Fujii et al). Trois principales formes phosphorylées de IRF-3 ont ét¢ identifiées. En
accord avec nos résultats, ils démontrent la présence de peptides monophosphorylés en
Ser402 et de peptides diphosphorylés en Ser396/Ser402. TBK1 et IKKi posseéderaient donc
une spécificité in vitro trés similaire pour le C-terminal de IRF-3. Toutefois, leurs analyses
permettent également 1’identification de peptides diphosphorylés en Ser386/Ser402. Leurs

résultats suggérent fortement que la phosphorylation en Ser402 puisse étre responsable
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d’augmenter 1’accessibilité des autres sites pour une phosphorylation subséquente.
Toutefois, comme il semble exister deux sortes de peptides disphosphorylés de IRF-3,
Ser402/Ser396 et Ser402/Ser386, il devient alors difficile de préciser si la phosphorylation
de la Ser396 préceéde réellement celle de la Ser386 comme nous le proposons. Néanmoins,
leurs résultats corrélent avec ceux de nos analyses du mutant IRF-3 5A (clusters 11 et 111
complétement mutés en alanine) qui suggérent aussi la phosphorylation du cluster 1 par les
IKK-related kinases. Il devient également tentant de spéculer que TBK1 ou IKKi soit la
kinase inconnue phosphorylant IRF-3 5D sur la Ser385/Ser386 dans les expériences de

Panne et collaborateurs (Panne et al, 2007a).

Les études mentionnées ci-dessus présentent toutefois le désavantage d’avoir
identifi¢ leurs sites de phosphorylation par des techniques de phosphorylation in vitro
(Clement et al, 2008; Fujii et al; Panne et al, 2007a) ou de pseudophosphorylation
artificielle (Chen et al, 2008; Panne et al, 2007a). Nous avons donc tenté d’identifier les
sites de phosphorylation induits in vivo par une infection virale. Malgré 1’acharnement,
nous n’avons pas ¢été capables de détecter les sites présents en C-terminal. Une
phosphorylation constitutive semblait cependant présente sur la Serl75 et la Thr219
(Clément et al, résultats non présentés). Ces sites concordaient avec les observations de
Whatelet et collaborateurs concernant la phosphorylation partielle de IRF-3 dans les
cellules non infectées (Wathelet et al, 1998) et les études de Servant et collégues sur la
phosphorylation en N-terminal de IRF-3. Nous avons investigué I’impact de ces sites de
phosphorylation sur I’activation de IRF-3, mais aucune différence notable n’a pu étre
observée chez le mutant IRF-3 S175A ou IRF-3 T219A en comparaison avec le IRF-3 WT
(voir Figure 19). De plus, la mystérieuse forme II de IRF-3 est toujours visible malgré la
présence de ces mutations (voir Figure 19) et sa dimérisation suivant une infection virale

n’est pas altérée (Clément JF, résultats non présentés).
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Figure 19. Aucun role pour la Serl75 et la Thr219 dans l'activation de IRF-3 et la
production d’IFNJ

A) Analyse par immunobuvardage des niveaux d’expression de Flag-IRF3 et des protéines virales dans les
HeLa 20h post-infection. B) Des cellules HeLa dans des plaques 6 puits ont été transfectées avec 0,5 ug du
plasmide indiqué. 24h post-transfection, les cellules ont été infectées ou non avec du SeV (200 HAU/ml) pour
une durée de 2h. Les cellules ont été ensuite rincées intensivement et couvertes de milieu frais. 20 h post-
infection les surnageants contenant les cytokines antivirales ont été récoltées et transferrées sur des cellules
Vero en culture dans des plaques 12 puits. Aprés 16h d’incubation, les cellules Vero ont été lavées et
infectées avec différent MOI de VSV dans du milieu sans sérum. 1h post-infection, le milieu a été¢ remplacé
par du DMEM 1% methylcellulose et FBS. Les effets sont évalués par un essai standard de titration en plaque
grace aux plages de lyse induites par le VSV.
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Le groupe du Dr Anthonsen a également eu I’idée d’analyser les résidus
phosphorylés in vivo sur IRF-3 suivant une infection au SeV (Bergstroem et al). A 1’instar
de nos résultats, ils proposent aussi une phosphorylation constitutive en Serl75 en plus
d’une autre située en Serl73. En présence d’une infection virale, des phosphorylations sur
la Ser396, la Ser386 et la Thr390 sont observées (voir Figure 20). Toutefois, la
phosphorylation en Thr390 est toujours concomitante a celle de la Ser396 ou de la Ser386.
Ils ont ensuite tenté de vérifier si TBK1 phosphorylait ces sites in vitro, mais aucun site n’a
pu étre détecté en raison d’une ionisation trop importante du peptide C-terminal. Toutefois,
a I’aide des anticorps phosphospécifiques dirigés contre la Ser386 et Ser396, ils démontrent
que TBKI1 ciblent ces deux sites in vitro. Ceci confirme notamment nos résultats publiés
sur la Ser396 (voir Chapitre 4). En ce qui concerne la Thr390, leurs données suggerent
une implication de cette phosphorylation dans le processus de liaison a CBP et dans la
transactivation du gene IFNP. Selon leur modele, cette phosphorylation en Thr390
permettrait la phosphorylation subséquente de la Ser396. De plus, comme leurs analyses de
MS/MS ont révélé la présence de phosphorylation en Ser385/386 dans les conditions non
infectées, ils proposent que la séquence de phosphorylation soit la suivante : Ser385/386,
Thr390 et finalement Ser396. Ce modele proposé contraste cependant avec certains de leurs
résultats publiés dans le méme article. Premiérement, le mutant IRF-3 T390A s’associe
toujours avec CBP, ce qui laisse présager que la phosphorylation en Ser396 est toujours
présente pour assumer cette fonction. Deuxiémement, ils démontrent a I’aide de 1’anticorps
phosphospécifique pSer396 que cette phosphorylation a toujours lieu sur IRF-3 T390A.
Finalement, en combinant la mutation T390D a la mutation S396D, ils générent un IRF-3
T390/S396D qui s’associe plus faiblement a CBP que la forme phosphomimétique IRF-3
S396D. Sans minimiser I’importance de certaines de leurs observations, leur mod¢le
nécessiterait une certaine révision. De plus, parmi tous les groupes qui étudient 1’activation
de IRF-3, Bergstroem et collaborateurs sont les seuls a avoir détecter de la phosphorylation

en Ser386 sur la forme monomérique de IRF-3.
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Figure 20. Structure 3D montrant les différents sites de phosphorylation de IRF-3

A) IRF-3 sans son domaine de régulation en C-terminal co-cristallisé avec le domaine de liaison a IRF-3 de
CBP. Les deux unités IRF-3/CBP trouvés dans la structure cristallographique sont montrées. IRF-3 est
schématisé par la représentation en ruban (rose), alors que CBP remplit I’espace (mauve). Les deux hélices o
de IRF-3 interagissant avec CBP sont identifiées en jaune. B-C) Le backbone de IRF-3 est schématisé par une
représentation en ruban (vert). Les sites de phosphorylations sont identifiés (rouge : Ser386, orange : Thr390,
bleu : Ser396). D) Magnification de la figure en A et B illustrant les résidus a proximité des Ser386, Thr390 et
Ser396. Figure tirée de (Bergstroem et al).

En somme, bien que les modeles d’activation de IRF-3 différent entre les groupes
de recherche, I’importance de la Ser396 est toujours soulignée. Sa phosphorylation par les

IKK-related kinases et son role dans 1’association a CBP semblent maintenant bien
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acceptés. L’ensemble des données de la littérature suggére que la phosphorylation

de la Ser396 précede celle de la Ser385/Ser386, mais quelques groupes s’y opposent
encore. La technique de spectrométrie de masse a permis de faire avancer rapidement le
domaine de la phosphorylation de IRF-3. Toutefois, nous devons étre prudents avec
I’interprétation de nos résultats en raison des limites techniques de détection associées a
cette méthode. Beaucoup de variations ont notamment été observées parmi les différents
groupes de recherches. Il est cependant vrai que le C-terminal hautement phosphorylé de
IRF-3 soit une cause de probléme au niveau de 1’ionisation des peptides. Afin de détecter le
peptide contenant les clusters 11 et III, nous avons du optimiser notre stratégie

expérimentale plusieurs fois.

Les expériences a effectuer prochainement devront avoir comme but de clarifier
cette hiérarchisation de la phosphorylation en C-terminal de IRF-3 et de déterminer la
fonction réellement associée a chacun de ces clusters. Est-ce que les sept sites de
phosphorylation sont vraiment nécessaires pour donner une conformation active a IRF-3?
Est-ce que chaque cluster en C-terminal ne se serait pas plutot impliqué dans le recrutement
de coactivateurs spécifiques pour permettre la transactivation des geénes? Seules des études
de protéomique utilisant IRF-3 comme appat moléculaire suivant une infection virale
pourront mieux nous aider a comprendre. Les prochaines expériences devront également
cibler 1’identification de nouveaux sites de phosphorylation. A cet égard, nous avons obtenu
des évidences que plusieurs autres sites de phosphorylation sont induits sur IRF-3 suivant
une infection virale. En effectuant un marquage métabolique in vivo au P*> et une analyse
par cartographie peptidique de IRF-3 5A, nous avons observé 1’apparition de plusieurs
nouveaux peptides phosphorylés suivant une infection au SeV (voir Figure 21).
L’identification éventuelle de ces sites pourra évidemment nous aider a mieux comprendre

les mécanismes de régulation de IRF-3.
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SeV (hours -y
Post Infection): 0.5 Q.88

IP:anti-IRF-3  |p:anti-Flag
(endogenous)

Figure 21. Plusieurs sites autres que le C-terminal de IRF-3 sont phosphorylés suite a une
infection virale

Phosphorylation in vivo de IRF-3. Des cellules HeLa ont été transfectées avec les plasmides indiqués (ligne 3
4 5). 36h post-transfection, un marquage métabolique in vivo au P** a été effectué. Aprés immnoprécipitation
avec 1’anticorps indiqué, un SDS-PAGE et un transfert sur membrane de PVDF, IRF-3 a ensuite été digéré a
la trypsine pour effectuer des analyses de cartographie peptidique. Les accolades en jaune démontrent le profil
de peptides restant inchangés, alors que les fléches et 1’accolade en orange démontrent les peptides
phosphorylés induits par I’infection virale méme en absence des clusters 1I et I11.
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6.1.2 Quel est le vrai role de la sérine 339 ?

La Ser339 est un autre site de phosphorylation important pour le cycle de vie de
IRF-3. Cette phosphorylation joue notamment un rdle primordial dans sa stabilité en créant
un motif de liaison pour Pinl (Saitoh et al, 2006). Ce motif présent chez IRF-3 est conservé
chez ’humain, la souris, le singe, le rat et méme IRF-7. En général, la dégradation des
facteurs de transcription est le principal mécanisme utilisé par la cellule pour réduire ou
terminer la transcription. En 2006, nous avions également proposé un rdéle du systéme
ubiquitine protéasome dans le contrdle de la stabilité de IRF-3 suivant une infection virale
(Bibeau-Poirier et al, 2006). Cette dégradation, tout comme celle caractérisée par Saitoh et
collegues, était dépendante de sa phosphorylation en C-terminal. Ceci signifie qu’en plus
d’activer IRF-3, la phosphorylation du C-terminal enclenche un processus menant
ultimement a sa dégradation cellulaire. Dans notre étude, nous avions démontré que la
dégradation de IRF-3 dans les cellules infectées était régulée par un complexe ligase de la
famille des SCF. Le mécanisme précis demeure toutefois incertain, mais il pourrait
fortement dépendre de cette phosphorylation en Ser339 et de la présence de Pinl. A titre

d’exemple, Pinl agit en conjoncture avec le complexe SCF %

pour médier la
polyubiquitination de la Cyclin E (van Drogen et al, 2006). En effet, le complexe Pinl-
Cyclin E/CdK2 se lie au complexe SCF™“*** dans le but de pouvoir isomériser en frans le
lien entre la Pro381 et la Pro382. Ceci provoquerait un changement de conformation du C-
terminal de la Cyclin E permettant ensuite sa polyubiquitination par un autre complexe

SCF, soit le complexe SCF"“4.

Dans I’étude présentée au Chapitre 4, nous avons démontré un réle de la Ser339
dans la dimérisation de IRF-3 et son association a CBP. Selon Saitoh et collégues, cette
phosphorylation serait dépendante de la phosphorylation en Ser396. Nous avons également
¢tabli un lien moléculaire entre la Ser396 et la Ser339 en ce qui concerne la transactivation
des génes. En effet, la mutation de la Ser339 n’affecte pas I’activité transcriptionnelle de

IRF-3 en autant que la Ser396 soit disponible pour étre phosphorylée et vice versa. Ceci
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suggere donc un mécanisme de compensation mutuelle de la Ser339 et de la Ser396.

Mais quel est le mécanisme d’action pouvant étre impliqué ? Un scénario ou ces deux sites
sont impliqués dans le recrutement d’une protéine importante pour [’activité
transcriptionnelle de IRF-3, mais dont la mutation d’un seul de ces sites n’affecte pas
I’interaction entre les deux protéines est envisageable. Considérant que la phosphorylation
en C-terminal et que la phosphorylation de la Ser339 sont essentielles a la dégradation de
IRF-3 (Bibeau-Poirier et al, 2006; Saitoh et al, 2006), ces deux sites pourraient également
étre impliqués dans le recrutement de la machinerie de dégradation du protéasome.
Plusieurs ¢évidences suggerent d’ailleurs que le protéasome posséde un role dans
I’activation de la transcription. Chez la levure, la protéine Sugl, un composant de la sous
unité 19S du protéasome, est un coactivateur nécessaire a I’expression des genes du
galactose (Swaffield et al, 1992). Certains composants du protéasome sont aussi détectés au
niveau de la chromatine sur des sites transcriptionnellement actifs (Gonzalez et al, 2002;
Reid et al, 2003). Le recyclage protéique du récepteur des oestrogenes par le protéasome est
important pour 1I’induction des génes en réponse a I’cestrogéne (Lonard et al, 2000; Reid et
al, 2003). Des expériences de génétique ont également permis d’observer un réle du
protéasome dans I’élongation de la transcription (Ferdous et al, 2001). En effet, son activité
ATPase pourrait étre utilisée comme chaperone moléculaire pour le remodelage de
certaines protéines ou de certaines interactions protéiques afin de permettre la libération de
la RNA Pol II du complexe de pré-initiation. Concernant IRF-3, nous avons des évidences
qui suggerent la présence d’ubiquitination en K63 (Annie Bibeau-Poirier, résultats non
présentés). En considérant que plusieurs complexes E3 ligases différents peuvent étre
responsables de la dégradation de IRF-3 (voir section 1.3.1.4.2), il est possible que la
phosphorylation de chacun de ces sites (Ser339 et Ser396) soit responsable de recruter un
complexe particulier. Pour tester cette hypothese, il faudrait vérifier si IRF-3 S396A est
moins polyubiquitiné que le IRF-3 WT. Ces expériences ont été effectuées par ma collegue
Annie dans le laboratoire, mais les résultats n’ont pas été concluants. Nous avons
¢galement essay¢ de déterminer la stabilit¢ de IRF-3 S396A et de la comparer a celle de

IRF-3 WT et IRF-3 S339A, mais aucune conclusion n’a pu étre tirée de ces expériences.



221
L’utilisation d’un anticorps phosphospécifique dirigé contre la Ser339 phosphorylé
aurait été un outil intéressant pour nos expériences, mais nous n’avons jamais été capables
de faire fonctionner celui que nous avions généré. Cet anticorps, en combinaison avec nos
différents mutants de IRF-3, aurait pu nous aider a déterminer les sites de phosphorylation

en C-terminal essentiels pour engendrer la phosphorylation en Ser339.

6.1.3 GSK-3p, une nouvelle kinase de IRF-3 ?

La kinase phosphorylant la Ser339 demeure actuellement inconnue. Par contre, une
Proline-directed kinase peut étre suspectée en raison du motif S/T-P présent. Un exemple
notoire ou Pinl et une Proline-directed kinase sont impliqués simultanément dans la
régulation d’un facteur de transcription est celui de c-Myc. Ce facteur de transcription est
soumis a un controle strict qui est dépendant de différents événements de phosphorylation
ayant lieu sur deux sites spécifiques. La phosphorylation de la Ser62 augmente la stabilité
de c-Myc, alors que la phosphorylation de la Thr58 stimule son ubiquitination et sa
dégradation (Sears et al, 2000; Welcker et al, 2004; Yada et al, 2004). Dans ce mod¢le,
Glycogen Synthase kinase-3 (GSK-3p) est responsable de la phosphorylation en Thr58, un
événement nécessaire au recrutement de Pinl qui permet ensuite d’initier le processus de

déstabilisation de c-Myc (Yeh et al, 2004).

Dans le laboratoire, nous avons obtenu des évidences pharmacologiques indiquant
qu’aucune Proline-directed kinase classique ne semblait étre impliquée dans la dégradation
de IRF-3. L’utilisation de PD98059/U0126, SB203580, SP600125, Rapamycine et
d’Olomoucin/Roscovitine nous avaient permis d’éliminer respectivement ERK, p38, JNK,
mTOR et les CDKs de ce processus (JF Clément et Marc Servant, résultats non présentés).
Par contre, nous avions observé une corrélation entre I’inactivation de AKT ou p90RSK et

la dégradation de IRF-3 (voir résultats de SP Gravel et MJ Servant en Figure 22). En
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prenant en considération que ces deux kinases sont impliquées dans la régulation
négative de GSK-3, nous avons donc émis I’hypothése que cette derniére pouvait étre

responsable de la phosphorylation de la Ser339 de IRF-3.
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Figure 22. Une corrélation existe entre 1'inactivation de AKT ou p90RSK et la dégradation
de IRF-3 suivant une infection virale

A) Les cellules fibroblastiques MRC-5 ont été infectées ou non avec le virus HCMV ou du HCMV inactivé
par les UVs pour les temps indiqués. Les extraits cellulaires ont ensuite été préparés afin de vérifier
I’activation de p90RSK par immunobuvardage en utilisant un anticorps phopshospécifique dirigé contre la
Ser380. La présence de IRF-3 a aussi été révélée. B) Les MRC-5 ont été traitées avec du UV-HCMYV pour les
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temps indiqués. Les extraits cellulaires ont été analysés de la méme fagon qu’en A) afin de révéler la
présence de la forme active de AKT en utilisant un anticorps phosphospécifique dirigé contre la Ser473. C)
Les cellules HFFs ont été infectées avec du SeV pour les temps indiqués et les extraits cellulaires ont été
analysés comme mentionné ci-dessus.

Il existe deux isoformes de GSK-3, soit GSK-3a et GSK-3B. Ces dernicres
possedent plusieurs fonctions redondantes. GSK-3B est une sérine/thréonine kinase
originalement caractérisée pour son réle dans I’inhibition de la synthése du glycogene.
Contrairement a la plupart des kinases, GSK-3f est constitutivement active grace a sa
phosphorylation en Tyr216 et devient inactivée suite a la phosphorylation de sa Ser9 située
en N-terminal. Plusieurs kinases, incluant AKT, p90RSK, PKA et PKC, ont été identifiées
comme des régulateurs négatifs de GSK-3f grace a leur capacité commune de phosphoryler

cette Ser9 (Forde & Dale, 2007).
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Figure 23. GSK-3f phosphoryle IRF-3 in vitro
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Les protéines recombinantes GST, GST-IRF3 (aa 381 a 427) et His-IRF3 (aa 1 a 427) ont été
soumises a un essai de phosphorylation in vitro par la kinase recombinante GSK-3f pendant 30 minutes. Un
gel SDS-PAGE a ensuite été effectué¢ et la présence des substrats phosphorylés a été dévoilée par
autoradiographie. La présence des différents substrats a également été dévoilée par coloration au Bleu de
Coomassie. Les différents substrats sont schématisés.

Nos expériences préliminaires avec une kinase GSK-3f recombinante ont permis de
déterminer que cette derniére phosphorylait IRF-3 in vitro sur un site situé en amont des
différents clusters de phosphorylation localisés en C-terminal (voir Figure 23). En mutant
la Ser339 en alanine, nous avons ensuite observé une baisse de la phosphorylation,
suggérant ainsi que ce site pouvait étre une cible de GSK-3p in vitro (voir Figure 24).
L’inhibition de AKT et I’activation de GSK-3f ont é¢galement été confirmées suivant une
infection virale (voir Figure 25). De plus, nous avons observé une association inductible
par I’infection virale entre GSK-3f et IRF-3 (voir Figure 26). Cette association apparait
surtout dans les temps plus tardifs de I’infection, ce qui suggere davantage un rdle au
niveau de la dégradation de IRF-3 que dans son activation. En utilisant un inhibiteur
pharmacologique de GSK-3, le BIO, nous avons aussi pu apprécier un retard au niveau de
la cinétique de dégradation de IRF-3 (voir Figure 27). Tous ces résultats préliminaires
suggerent donc que GSK-3B pourrait interagir avec IRF-3 dans la phase tardive de

I’infection afin de promouvoir sa dégradation par la phosphorylation de la sérine 339.

IRF3 IRF3
WT S339A
rGSK3b - + - +
- -— p-IRF3
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Coomassie Blue | SHD s a | RF3
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Figure 24. GSK-3f cible la Ser339 de IRF-3

Les protéines recombinantes His-IRF3 WT et His-IRF3 S339A ont ét¢ soumises a un essai de
phosphorylation in vitro par la kinase recombinante GSK-3f. Un gel SDS-PAGE a ensuite été effectué et la
présence de phosphorylation sur les substrats a été dévoilée par autoradiographie. Les différents substrats ont
également été dévoilés par coloration au Bleu de Coomassie.
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Figure 25. L'infection au SeV inhibe AKT et active GSK-3f3

Des cellules Hec1B ont été infectées ou non avec du SeV pour les temps indiqués. Les extraits cellulaires ont
ensuite été préparés afin de vérifier la phosphorylation de la Glycogéne Synthase (Ser641) et de AKT
(Thr308). La dégradation de IRF-3, de B-Catenin et I’induction de ISG56 ont également ét¢ démontrées
pendant I’infection virale.
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Figure 26. Interaction inductible par l'infection virale entre GSK-3f et IRF-3

Des cellules 293T ont été transfectées avec les plasmides indiqués. 24h post-transfection, les cellules ont été
infectées ou non avec du SeV pour les temps indiqués. Les lysats cellulaires ont été préparés afin de procéder
a une co-immunoprécipitation en utilisant un anti-HA suivi d’une analyse par SDS-PAGE. La présence de
IRF-3 ou de GSK-3p a finalement été révélée par immunobuvardage & I’aide d’un anti-Flag ou d’un anti-HA
respectivement.
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Figure 27. L'inhibition pharmacologique de GSK-3 retarde la dégradation de IRF-3
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Des cellules Hec1B ont été traitées ou non avec du BIO, un inhibiteur de la kinase GSK3-3, pour 30

minutes et ont ensuite été infectées ou non avec du SeV pour les temps indiqués. Les lysats cellulaires ont
ensuite été analysés par SDS-PAGE. La présence de IRF-3 a été révélée par immunobuvardage en utilisant un
anti-IRF3 (NES) et P’anticorps phosphospécifique pSer396. La présence des protéines virales est aussi
dévoilée.

Il reste évidemment plusieurs expériences a effectuer avant de pouvoir affirmer que
GSK-3p joue vraiment un role dans la dégradation de IRF-3. Nos expériences a 1’aide de
siRNAs dirigés contre GSK-30/GSK-3B n’ont pas été¢ concluantes. Ce phénomeéne a
d’ailleurs été également rapporté par un autre groupe de recherche qui étudie la fonction de
GSK-3pB au niveau de la régulation de p53 (Baltzis et al, 2007). De plus, I'utilisation des
MEFs GSK-3B "~ ne nous a pas permis de voir de différences significatives au niveau de la
dégradation de IRF-3. Une fonction redondante de GSK-3a, comme il fut observé dans le
cas de la B-Catenin, pourrait expliquer nos résultats (Doble et al, 2007). Des expériences
avec les cellules souches embryonnaires (ES) GSK-3a ”~ GSK-3p 7 (ES double KO) sont
donc présentement en cours afin de déterminer la cinétique de dégradation de IRF-3 dans
ces cellules. Comme nous avons proposé un role de la Ser339 dans la dimérisation de IRF-
3, il serait aussi intéressant de vérifier cet aspect dans les cellules ES double KO. De plus,
un bon anticorps phosphospécifique dirigé contre la Ser339 s’avérerait encore une fois utile

afin de démontrer une perte de phosphorylation dans ces cellules ES double KO.

Il est encore tot dans cette étude pour envisager un mécanisme d’action précis
impliquant la kinase GSK-3f dans la phosphorylation de la Ser339. Par contre, un mode¢le
propos¢ impliquant les kinases de elF2a, PERK et PKR, dans I’activation de GSK-3f3
s’avere tres inspirant (Baltzis et al, 2007). Selon Baltzis et ses collégues, une infection
virale activerait PKR/PERK afin d’induire [’activation de GSK-3p. Cette kinase
transloquerait ensuite au noyau afin de phosphoryler p53 sur les sérines 315 et 376, deux

événements essentiels pour I’ubiquitination de p53 par Mdm2 (Pluquet et al, 2005). Basé
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sur ce modele, il devient alors possible d’imaginer un scénario ou la relocalisation
nucléaire de GSK-3p servirait aussi a la phosphorylation de IRF-3 sur la Ser339. En accord
avec cette hypothése, une étude vient tout juste de démontrer que PKR jouait un rdle
important dans ’activation compléte de IRF-3 par une voie dépendante de CARDIF (Zhang
& Samuel, 2008). Notre modéle proposant la phosphorylation de IRF-3 par GSK-3f
souléve aussi des questions additionnelles. En effet, GSK-3p démontre généralement une
préférence pour les substrats pré-phosphorylés en reconnaissant la séquence S/T-X-X-X-X-
pS/pT (Forde & Dale, 2007). GSK-3p phosphorylerait aussi un certain nombre de substrats
sans la présence de pré-phosphorylation, mais la phosphorylation stoichiométrique des
substrats non pré-phosphorylés n’a jamais ét¢ démontrée, a I’exception de la protéine Tau
(Cole et al, 2006). A I’instar de la protéine Tau, il est aussi concevable que IRF-3 et GSK-
3P interagissent grace a une autre région que le domaine catalytique et que cette interaction

permette la phosphorylation de la Ser339.

6.1.4 Le mystére de la phosphorylation en N-terminal

Durant mon doctorat, nous avons mis 1’accent sur 1’identification des sites de
phosphorylation situés en C-terminal de IRF-3. Cependant, mes données de marquage
métabolique au P> indiquaient aussi une forte phosphorylation de IRF-3 en N-terminal
(voir Figure 28). Cette phosphorylation en N-terminal est trés peu étudiée en raison du fait
qu’elle ne semble pas jouer de role dans I’activation de IRF-3 suivant une infection virale

(Servant et al, 2001b).
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Figure 28. Le N-terminal de IRF-3 est hautement phosphorylé in vivo

Phosphorylation in vivo de IRF-3. Des cellules HeLa ont été transfectées avec les plasmides indiqués. 36h
post-transfection, un marquage métabolique au P*? a été effectué. Aprés une immnoprécipitation avec un anti-
Flag, une analyse par SDS-PAGE et un transfert sur membrane de PVDF, la présence de phosphorylation fut

révélée par autoradiographie.

Lors de certaines analyses par cartographie peptidique de IRF-3 phosphorylé in
vitro par TBK1, nous avions observé des événements de phosphorylation sur des sites
ailleurs qu’en C-terminal de la protéine (voir Figure 29). De plus, nos analyses de
spectrométrie de masse avaient indiqué que la Ser159 était une cible de TBK1 (JF Clément
et Marc Servant, résultats non présentés). Nous avons donc investigué le role de cette sérine
dans I’activation de IRF-3 en créant les mutants IRF-3 S159A et IRF-3 S159D. Apres avoir
effectué différentes expériences, nous en sommes venus a la conclusion que ce site n’était
pas impliqué dans la génération de la forme II de IRF-3, dans sa dimérisation ou dans le
processus de transactivation du promoteur IFN (JF Clement et Marc Servant, résultats non

présentés). Afin de pouvoir caractériser un nouveau site de phosphorylation en N-terminal,
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nous avons également muté la plupart des sérines et thréonines conservées a travers
les différentes especes de IRF-3 étant situées dans les 135 premiers acides aminés de la
protéine (Ser82, Ser112, Serl118, Ser123, Serl31, Serl33, Thr3, Thr122, Thr126). La
mutation indépendante de ces sites en alanine ne provoque toutefois pas la perte de la forme

IT de IRF-3 et n’influence aucunement la formation du dimére de IRF-3 (voir Figure 30).

HIS-IRF3 (1-427) GST-IRF3 (371-427)

N-term

‘ = C-term

Figure 29. TBK1 phosphoryle in vitro d'autres sites en amont du C-terminal de IRF-3

Les protéines recombinantes His-IRF3 (aa 1 a 427) et GST-IRF3 (aa 371 a 427) ont été soumises a un essai de
phosphorylation in vitro en utilisant la kinase TBK1. Les réactions ont été analysées par SDS-PAGE suivi
d’un transfert sur membrane de PVDF. GST-IRF3 et His-IRF3 ont ensuite ét¢ digérés a la trypsine pour
effectuer des analyses de cartographie peptidique. L’accolade en rouge démontre le profil des peptides
phosphorylés en C-terminal sur GST-IRF3 qui se retrouvent aussi chez His-IRF3. Les phosphopeptides ont
été numérotés afin de mieux les reconnaitre sur chaque carte peptidique. L’accolade en orange démontre le
profil des peptides phosphorylés par TBK1 qui ne sont pas situés dans le C-terminal (indiqué ici comme du
N-terminal pour faciliter la terminologie).
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Figure 30. La mutation indépendante de la majorité des Ser/Thr conservées en N-terminal
n'influence pas la dimérisation de IRF-3 ni la présence de la forme II

Des cellules HeLa ont été transfectées avec les différentes constructions indiquées. 24h post-transfection, les
cellules ont été infectées ou non avec du SeV pour 12h. Les lysats cellulaires ont été préparés pour ensuite
étre analysés par SDS-PAGE ou gel natif. La présence de IRF-3 a été révélée par immunobuvardage en
utilisant un anti-Flag.

Bergstroem et collaborateurs ont récemment identifié la Ser173 et la Ser175 comme
étant de nouveaux sites de IRF-3 constitutivement phosphorylés in vivo (Bergstroem et al).

Ils détectent également la présence de ces sites de phosphorylations lors de leur analyse de
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phosphorylation in vitro par TBKI. Ils proposent donc que TBK1 soit impliqué

dans la phosphorylation constitutive de IRF-3 sur ces sites. Comme mentionné
précédemment, la Serl75 ne semble pas jouer de role dans I’activation de IRF-3 (voir
Figure 19). Quant a la Ser173, Zhang et collégues proposent qu’elle soit la cible de INK
(Zhang et al, 2009). La mutation de la Ser173 en alanine provoquerait la perte de la forme
IT de IRF-3. Curieusement, cette phosphorylation par JNK serait également requise pour
induire la dimérisation de IRF-3 suivant la transfection de poly(IC). De plus, la mutation de
la Ser175 causerait la perte de la forme II de IRF-3. Nos résultats démontrent cependant le
contraire (voir Figure 19). D’autres expériences seront donc nécessaires afin de pouvoir

conclure sur un réle de ces deux sites dans le cycle de vie de IRF-3.

Il y a quelques années, Kim et collaborateurs avaient rapporté que les agents
endommageant I’ADN pouvaient promouvoir ’activation de IRF-3 (Kim et al, 1999).
Toutefois, le role de la phosphorylation en N-terminal n’avait pas été investigué. Ils avaient
par contre démontré 1I’importance du cluster I pour la transactivation des génes en réponse
a la doxorubicine ou aux UVs. Comme les dommages a I’ADN activent trés fortement
JNK, il devient alors possible de penser que le N-terminal de IRF-3 soit phosphorylé par
JNK en réponse a ces deux agents. De plus, il serait fort intéressant de vérifier si les kinases
TBK1/IKKi sont activées suivant des dommages a I’ADN. La caractérisation des sites de
phosphorylation en N-terminal de IRF-3 pourrait grandement contribuer a Ia

compréhension de la régulation de ce facteur de transcription.
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6.2 Bien mesurer P’activation de IRF-3, est-ce possible ?

Afin de caractériser correctement le role de ce facteur de transcription dans la
réponse immunitaire innée, il est a la fois important de comprendre les limitations des
méthodes actuelles et d’identifier les critéres diagnostiques de 1’activation de IRF-3. Nos
expériences effectuées sur la Ser339 et la Ser396 nous ont permis d’expliquer
moléculairement pourquoi la dimérisation, la localisation nucléaire, I’association a CBP et
la présence de formes hyperphosphorylées ne concordaient pas toujours avec 1’activité
biologique de IRF-3. Grace a nos résultats, il est maintenant possible d’affirmer que
I’hyperphosphorylation sur gel SDS-PAGE est médiée par le cluster 111 et qu’aucun lien
n’existe entre la dimérisation de IRF-3 et son état d’hyperphosphorylation. La dimérisation,
I’association a CBP et ’accumulation nucléaire dépendent de la Ser396 dans le cluster 11
et/ou de la Ser339. La phosphorylation du cluster 1 est essentielle a la transactivation des

geénes tout en étant impliquée dans les processus de dimérisation et d’association a CBP.

Une étude récente effectuée par le groupe du Dr Mossman apporte des données
complémentaires a notre vision de 1’activation de IRF-3 (Noyce et al, 2009). Selon son
groupe, les modifications post-traductionnelles de IRF-3 pourraient étre diverses tout
dépendamment de la source de virus, de sa capacité de réplication et de sa multiplicité
d’infection (MOI). Plus important encore, leurs résultats démontrent que ’absence ou la
présence des différentes formes de phosphorylation de IRF-3 ne refléte aucunement
I’activité biologique du facteur de transcription dans sa capacit¢ d’induire les ISGs.
Certains de leurs résultats suggerent méme que les modifications post-traductionnelles
médiées par les IKK-related kinases auraient lieu dans le noyau et non dans le cytoplasme
comme le stipule le modéle d’activation conventionnel. Des expériences plus approfondies

seront toutefois nécessaires pour réconcilier ces observations.
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Plusieurs autres études avaient également observé des discordances entre les
techniques de détection de l’activation de IRF-3 et son activité biologique réelle. Par
contre, personne n’avait tenté jusqu’a présent de les expliquer. Notre premiére étude (voir
Chapitre 4) et celle de Noyce et collaborateurs partagent le méme objectif, celui de
conscientiser les autres groupes de recherche quant a [D'inefficacité des techniques
actuellement disponibles pour mesurer 1’activité biologique de IRF-3. Nous devons
maintenant mieux approfondir chacune des étapes du cycle de vie de IRF-3 afin de mieux

comprendre leur signification respective.

6.3 TRAF3 localise a la mitochondrie ou au niveau des
compartiments vésiculaires du ER-Golgi ?

Le modele expliquant la régulation de la voie de signalisation par les RLRs est
devenu plus complexe suite a la caractérisation récente de STING. Tout en apportant de
nouvelles informations quant aux mécanismes potentiels de signalisation, les études sur
STING ont mis en évidence la participation de différents compartiments cellulaires dans ce
processus. Il devient alors difficile de concilier le role de chacun des nouveaux composants
de cette voie de signalisation tout en respectant leur localisation cellulaire respective.
Comme mentionnée précédemment, STING interagit avec le complexe TRAP (via TRAPp)
et le translocon (via SEC61p) (Ishikawa & Barber, 2008). Le translocon interagit également
avec I’exocyste, dont I’'un de ses composants (Sec5) est capable de recruter TBK1 pour
mener a l’activation de IRF-3 (Chien et al, 2006). En voulant accommoder toutes ces
observations, il a donc été proposé que RIG-I était responsable de détecter les ARNs viraux
étant en processus de traduction au niveau du translocon afin d’activer une signalisation

médiée par STING et TBK1 nouvellement recruté de I’exocyste.
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Lors de notre deuxiéme étude, nous avons découvert que TRAF3 localisait
au niveau des compartiments vésiculaires du ER-Golgi grace a une interaction impliquant
les protéines Secl6A et pl15 (voir Chapitre 5). Nous avons donc tenté de concilier le
transport vésiculaire avec 1’assemblage des complexes de signalisation induit par une
infection virale. Nous avons proposé que les protéines de transport Sec16A et pl115 soient
responsables de la localisation cellulaire de TRAF3 afin d’assurer son recrutement au
niveau de la mitochondrie. Ce modéle implique toutefois une notion de proximité cellulaire
entre les différentes organelles (ER, Golgi et Mitochondrie) afin de permettre I’assemblage

d’un complexe de signalisation fonctionnelle associ¢ a CARDIF.

* Tethering and SNARE-mediated fusion
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Figure 31. Illustration schématique de l'implication de p115 dans le transport vésiculaire

Le court transport des vésicules en provenance du ERES vers le ERGIC est dépendant du systéeme COPII,
mais indépendant du réseau de microtubule. Au contraire, le long transport vésiculaire du ERGIC vers le cis-
Golgi implique les microtubules et les dynéines. La fission des compartiments antérogrades (AC) riche en
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cargo provenant du ERGIC pourrait impliquer le systéme COPI, le squelette spectrin/ankyrin, ZW 10,

les dynéines et la dynactine. Le ciblage des membranes vésiculaires au niveau de son compartiment accepteur
est orchestré par la machinerie d’amarrage. Premi¢rement, Rabl est activé et recruté au niveau des
membranes par des guanine nucleotide exchange factors (GEFs). Recruté par Rabl activé au niveau des ER
exit site (ERES), pl15 est ensuite responsable de I’amarrage des vésicules dérivées du ER au niveau du
ERGIC. Pour le transport vésiculaire du ERGIC vers le cis-Golgi, p115 est impliqué dans deux scénarios.
Dans le premier (boite verte), pl115 se lie au ERGIC grace a Rabl1 activé et ’amarrage au cis-Golgi implique
un attachement médié par le complexe p115-Rab1-GM130-GRASP65. Dans le second (voire boite jaune), le
complexe GM130-GRASPG65 est recyclé du cis-Golgi vers le ERGIC et I’amarrage au cis-Golgi implique une
interaction p115-GM130 coordonnée par Rabl au niveau de la protéine transmembranaire Giantin. La fusion
membranaire des vésicules de transport est ensuite catalysée par pl15 dans un processus médié par les
SNARESs. Figure tirée de (Appenzeller-Herzog & Hauri, 2006).
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Figure 32. Mod¢le décrivant la fonction de Sec16A dans la cellule

A) La petite GTPase Sarl-GDP (en rouge) serait d’abord recrutée a la membrane du ER par Sec12, une GEF
(en jaune). Les protéines de type cargo (en bleu) diffuseraient ensuite a travers la membrane du ER a
proximité du lieu d’assemblage de Secl6A (en magenta). B) Sarl-GTP pourrait ensuite lier certaines
molécules cargo et recruter Sec23/24 (en cyan). Il y aurait ensuite formation d’un complexe Sarl1-GTP-cargo-
Sec23/24 capable de diffuser dans le plan de la membrane du ER. L’hydrolyse du GTP permettrait la
dissociation de Sarl, alors que le cargo et Sec23/24 resteraient associés. C) L’assemblage de Secl6A
provoquerait ensuite la capture et la stabilisation du complexe cargo-Sec23/24. Cette stabilisation du
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complexe de pré-bourgeonnement serait un pré-requis pour que la déformation membranaire ait lieu.
Figure tirée de (Watson et al, 2006).

La protéine p115 joue un role important dans le transport vésiculaire (voir Figure
31). D’abord recruté par Rabl activé au niveau des ER exit site (ERES), pl15 est
responsable de 1’amarrage des vésicules dérivées du ER au niveau du ER to Golgi
intermediates compartments (ERGIC) (Cao et al, 1998). Pour le transport vésiculaire du
ERGIC vers le cis-Golgi, p115 est impliqué dans deux scénarios. Dans le premier (Figure
31, boite verte), pl15 se lie au ERGIC grace a Rabl activé et ’amarrage au cis-Golgi
implique un attachement médié par le complexe p115-Rab1-GM130-GRASP65 (Moyer et
al, 2001). Dans le second (Figure 31, boite jaune), le complexe GM130-GRASP65 est
recyclé du cis-Golgi vers le ERGIC (Marra et al, 2001) et I’amarrage au cis-Golgi implique
une interaction pl15-GM130 coordonnée par Rabl au niveau de la protéine
transmembranaire Giantin (Beard et al, 2005; Sonnichsen et al, 1998). La fusion
membranaire des vésicules de transport est ensuite catalysée par pl15 dans un processus
médié par les SNAREs (Sapperstein et al, 1996; Shorter et al, 2002). Le role de Sec16A se
situe davantage au niveau de la formation des ERES (voir Figure 32). La petite GTPase
Sar1-GDP est d’abord recrutée a la membrane du ER par Sec12, une GEF. Les protéines de
type cargo diffusent ensuite a travers la membrane du ER a proximité du lieu d’assemblage
de Sec16A. La formation d’un complexe Sar1-GTP-cargo-Sec23/24 a lieu et diffuse dans le
plan de la membrane du ER. L’hydrolyse du GTP permet la dissociation subséquente de
Sarl afin de permettre a Sec16A de capturer et de stabiliser le complexe cargo-Sec23/24.
Cette stabilisation du complexe de pré-bourgeonnement est un pré-requis pour que la
déformation membranaire ait lieu. Comme Secl6A et pll15 sont des protéines dont la
localisation est dynamique, il devient alors difficile de préciser ou sont situés exactement
les complexes Secl6A-pl15-TRAF3 nécessaires a la voie des RLRs. Par contre,
I’association de TRAF3 a ces deux protéines pourrait probablement permettre sa
distribution a certains endroits cellulaires stratégiques dans le but d’assurer son recrutement

a CARDIF lors d’une infection virale.
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Dans une récente étude, Saitoh et collaborateurs proposent un modele qui se base
sur une vision similaire a la notre concernant 1’assemblage cellulaire des complexes de
signalisation (Saitoh et al, 2009). En effet, ils stipulent que STING, suivant une stimulation
au dsDNA, se déplace du ER vers le Golgi afin d’atteindre des structures vésiculaires
permettant le recrutement de TBK1. Dans ces structures vésiculaires, STING colocalise
avec des protéines reliées a 1’autophagie, dont Atg9a et LC3. Atg9a localise normalement
au niveau du Golgi et des endosomes tardifs. Toutefois, sa localisation au niveau de ces
deux organelles est dynamique et varie habituellement en fonction des conditions de
privation cellulaire. Sachant que TRAF3 est un adaptateur important de TBK1, il devient
alors tentant de spéculer que STING pourrait s’associer & TRAF3 lors de son passage au
niveau du Golgi afin de permettre ultimement le recrutement de TBK1 dans les structures

vésiculaires observées.

Cependant, ce scénario ne peut pas étre exactement identique pour la voie de
signalisation associée aux RLRs, car la localisation de STING au niveau du ER n’est pas
influencée par une stimulation au dsRNA (Saitoh et al, 2009). La formation de ces
structures vésiculaires semble donc trés spécifique a la voie de signalisation induite par les
récepteurs cytoplasmiques de I’ADN. Toutefois, il est possible d’imaginer un scénario ou
les membranes du Golgi et de la mitochondrie entrent en contact pour faciliter certaines
interactions protéiques suivant une infection virale. Castanier et collaborateurs proposent
d’ailleurs que 1’activation de la voie des RLR provoque une ¢longation du réseau
mitochondriale afin de favoriser la liaison de CARDIF et STING (Castanier et al). L’étude
met surtout I’emphase sur un remodelage des membranes de la mitochondrie et du ER,
mais nous possédons des évidences que la structure du Golgi est aussi modulée par
I’activation de CARDIF (voir Figure 33). Ce membrane scrambling entre le Golgi et le ER

fut également observé dans le cas d’une stimulation du récepteur Fas (Ouasti et al, 2007).
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Figure 33. Fusion de la membrane du Golgi avec celle du ER suivant l'activation de la voie
des RLRs

Des cellules HeLa ont été transfectées ou non avec Flag-Cardif. 24h post-transfection, les cellules ont été
analysées par immunofluorescence. La présence du Golgi est indiquée a I’aide du marqueur GM130 (vert),
alors que la présence des mitochondries est révélée par coloration au Mitotracker (rouge). Un anti-Flag a été
utilisé pour révéler la présence de CARDIF au niveau de la mitochondrie dans les conditions ou la
construction a été transfectée.

L’implication des compartiments vésiculaires du ER-Golgi dans la réponse
antivirale serait une percée majeure dans la quéte visant a comprendre les mécanismes
menant a la synthése des IFNs de type 1. Avant la soumission de notre manuscrit, aucune
autre étude ne faisait mention d’une participation potentielle de ces vésicules dans la
réponse IFN. Toutefois, pendant la période de révision de notre manuscrit, certaines études
ont rapporté la localisation de STING au niveau du Golgi (Saitoh et al, 2009), la
colocalisation de TRAF3 et SHIP1 dans des vésicules périnucléaires (Gabhann et al) et un
role négatif de 1’Optineurin, une protéine du trans-Golgi, dans 1’induction de IFNf suivant
une infection au SeV (Mankouri et al). Nous sommes cependant conscients que certaines

expériences devront étre effectuées afin de solidifier notre modele de travail. Les
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interactions endogeénes entre TRAF3-Secl6A et TRAF3-pl15 ainsi que la
localisation cellulaire endogéne de TRAF3 devront étre démontrées afin de confirmer nos
données de surexpression. Ensuite, il serait intéressant de montrer 1’influence d’une baisse

d’expression des niveaux de Secl6A et p115 par ARN interférence sur le recrutement de

TRAF3 a CARDIF.

L’autophagie serait également une avenue de recherche intéressante a considérer
pour continuer la caractérisation de la voie RLRs. Selon une étude chez la levure,
I’homologue de Secl16A jouerait un role dans la formation des autophagosomes (Ishihara et
al, 2001). L’origine des membranes formant les autophagosomes demeure encore obscure
au niveau de ce processus cellulaire. Toutefois, il semblerait que la mitochondrie, le ER et
le Golgi soient potentiellement impliqués (Hamasaki & Yoshimori). Les données récentes
indiquent que certaines protéines ayant un réle dans 1’autophagie ont aussi un impact sur la
signalisation associée a la voie des RLRs. Par exemple, la mitofusine 2, impliquée dans
I’autophagie par son réle de connexion entre la mitochondrie et le ER (Hailey et al),
inhiberait la voie de signalisation antivirale mitochondriale (Yasukawa et al, 2009). Le
complexe hétérodimérique Atgl2-AtgS régulerait négativement la voie des RLRs par sa
liaison a RIG-I, MDAS et CARDIF (Jounai et al, 2007). Selon Saitoh et collégues, Atg9a
régulerait la cinétique d’assemblage de STING et TBK1 (Saitoh et al, 2009). En absence
d’autophagie, ’activité de la voie des RLRs serait également augmentée en raison de
I’accumulation cellulaire de mitochondries non fonctionnelles. L’ augmentation des niveaux
d’expression de CARDIF et la génération des ROS associée a ces mitochondries non
¢liminées contribueraient a la signalisation par les RLRs (Tal et al, 2009). En raison de tous
ces liens moléculaires entre la voie de signalisation par les RLRs et I’autophagie, il serait
intéressant de vérifier si Secl6A est impliqué dans le processus autophagique comme son

homologue chez la levure.
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6.4 La protéine TRK-fused Gene

Lors de nos expériences de purification par affinité couplée a la spectrométrie de
masse (AP/MS), nous avons découvert un autre partenaire protéique intéressant de TRAF3
nommé TRK-fused gene (TFG) (voir Figure 34A). Au niveau moléculaire, cette protéine
est trés peu caractérisée. TFG a originalement été identifié comme une protéine fusionnée
au Nerve growth factor (NGF) receptor (NGFR) qui génére I’oncogéne papillaire de la
thyroide TRK-T3 (Pierotti et al, 1995). L’ADN complémentaire (ADNc) encode une
protéine de 400 aa contenant un domaine N-terminal de type coiled-coil (Greco et al, 1998;
Greco et al, 1995) ainsi qu’un domaine Src Homology 3 (SH3) (Ohan et al, 2000). TFG
représente un partenaire particulierement intéressant de TRAF3 puisque des interactions
avec c-Src (Amanchy et al, 2008), SHP-1 (Roccato et al, 2005), TANK et NEMO (Miranda
et al, 2006) ont antérieurement ét¢ démontrées. Ces protéines possédent toutes un role
important a jouer dans la régulation de la voie des RLRs (Cao et al, 2008; Gatot et al, 2007;
Guo & Cheng, 2007; Johnsen et al, 2009; Zhao et al, 2007).

En caractérisant ce nouveau partenaire potentiel, nous avons observé une co-
immunoprecipitation réciproque de TFG et TRAF3 en surexpression (voir Figure 34B-C).
Curieusement, TRAF3 et TFG colocalisent également dans des compartiments
périnucléaires (voir Figure 34E). En caractérisant cette localisation périnucléaire, nous
avons conclu que TFG endogéne résidait majoritairement au niveau des ERES (voir Figure
35). De plus, TFG interagit et colocalise avec Secl6A au niveau de ces structures (voir
Figure 36). La surexpression de TFG augmente aussi I’induction du géne IFNf de fagon
dose dépendante suivant une infection virale (voir Figure 37). Toutes ces données
suggerent donc que TFG pourrait étre impliqué dans la formation du complexe de
signalisation médi¢ par CARDIF. De plus, ce réseau d’interaction protéique entre les
composants de la voie RLRs et ceux du transport vésiculaire ER-Golgi renforce

grandement 1’idée que TRAF3 pourrait localiser au niveau des ces compartiments de
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transport vésiculaires afin d’étre optimalement recruté a CARDIF. Bien que le role
précis de TFG dans 1’assemblage de ce complexe de signalisation demeure a caractériser, il
est toutefois tentant de spéculer que, par sa sa grande capacité a oligomériser via son
domaine coiled-coil, TFG puisse servir de protéine d’échafaudage. Sa caractérisation
antérieure a surtout démontré un role dans 1’activation de NF-kB (Miranda et al, 2006),
mais nous ne pouvons pas exclure pour I’instant son role dans I’activation de IRF-3.

D’autres expériences sont évidemment en cours pour éclaircir son role dans la défense

antivirale.
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Figure 34. TFG interagit et colocalise avec TRAF3

A) Des cellules 293T ont été transfectées stablement avec pcDNA3-Flag-TRAF3 ou pcDNA3-Flag seul.
Apres une sélection au G418, les cellules ont été lysées. Les lysats ont ensuite été soumis & un protocole de
AP/MS tel que décrit dans le matériel et méthode (Chapitre 5). TFG n’a pas été détecté dans les conditions de
contrdle. MS; average mascot score per analysis, TP; average total number of peptides (spectral counts)
identified per analysis, UP; average number of unique peptides observed per analysis. B-C) Expérience de
co-immunoprécipitation démontrant I’association réciproque de TRAF3 et TFG en surexpression dans les
293T. D) Expérience de co-immunoprécipitation démontrant ’association de TRAF3 a TFG méme lorsque le
TIM-binding pocket de TRAF3 est muté (TRAF3 Y440A/Q442A). E) Microscopie confoncale démontrant la
colocalisation de Myc-TFG et Flag-TRAF3 dans une région périnucléaire.
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Figure 35. TFG localise au niveau des ERES

Microscopie confocale effectuée dans des cellules HeLa sur Flag-TFG et un marqueur des ERES, Sec31A
(ligne 1); TFG endogene et Sec31A (ligne 2), TFG endogéne et un marqueur du ERGIC, ERGIC53 (ligne 3);
TFG endogene et un marqueur du Golgi, GM130 (ligne 4); TFG endogéne et un marqueur des endosomes
tardifs, EEA1 (ligne 5).
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Figure 36. TFG interagit et colocalise avec Sec16A

A) Microscopie confoncale effectuée dans des cellules HeLa sur Sec16A et Sec31A (ligne 1), ainsi que Flag-

TFG et Secl6A (ligne 2). B) Co-immunoprécipitation de Flag-TFG avec EGFP-Secl6A dans des cellules
293T.
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Figure 37. La surexpression de TFG augmente l'induction du géne IFN[ suivant une
infection virale

Des cellules Hec1B ont été transfectées avec les plasmides indiqués en combinaison avec pGL3-IFNb-luc et
pRL-TK. 24h post-transfection les cellules ont été infectées avec du SeV pour 16h. L’activité luciférase a
ensuite été mesurée et les données sont exprimées en fold induction et comparées a la condition ou seulement
un vecteur vide (EV) fut transfecté. Chaque valeur représente la moyenne d’une expérience en triplicata +/- la
déviation standard.
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Figure 38. Réseau des interactions protéiques partagées par TRAF3 et TFG

Ilustration schématique des interactions caractérisées pour TRAF3 et TFG. Les interactions de TRAF3 sont
illustrées par les fleéches noires, alors que celles de TFG le sont par les fléches rouges.



Conclusion

La caractérisation des voies de signalisation impliquées dans ’activation de IRF-3
est essentielle afin de comprendre comment ce facteur de transcription permet d’établir un
¢tat de défense antiviral. Son activité transcriptionnelle est hautement régulée par sa
phosphorylation et son ubiquitination. En caractérisant de facon plus approfondie les
différents clusters de phosphorylation situés en C-terminal, nous avons réussi a démontrer
que TBKI1 pouvait cibler directement la Ser402 et la Ser396. Nous avons également
caractérisé davantage le role de Ser396 en observant une implication dans les processus de
dimérisation, d’association a CBP et d’accumulation nucléaire de IRF-3. De plus, nous
avons réussi a démontrer un mécanisme de compensation mutuelle au niveau de la Ser396
et de la Ser339, site préalablement caractérisé pour son implication dans la dégradation de
IRF-3. Sachant que la phosphorylation en C-terminal de IRF-3 est indispensable a sa
dégradation et que ces deux mécanismes semblent impliqués dans sa régulation
transcriptionnelle, nous croyons donc avoir établi un lien moléculaire entre les deux
phénomenes. IRF-3 est impliqué dans les processus d’inflammation, de choc septique et de
mort cellulaire induite par I’infection virale. Son activité biologique se doit donc d’étre
contrdlée de fagon trés stricte par la cellule. L’utilisation d’inhibiteur spécifique de
TBK1/IKKi pourrait donc s’avérer une avenue intéressante afin de contrdler ce facteur de
transcription. L’identification et la caractérisation de la kinase impliquée dans Ia
phosphorylation de la Ser339 permettront aussi d’offrir une nouvelle option thérapeutique

en lien avec cette voie de signalisation.

Nous avons également mis en évidence un role des protéines de transport
vésiculaires Secl6A et pl15 dans la réponse IFN grace a leur implication dans la
localisation cellulaire de TRAF3. La caractérisation de la voie de signalisation par les RLRs
est en pleine effervescence et plusieurs morceaux du casse-téte sont encore manquants et/ou
incorrectement placés. En caractérisant le réle des compartiments du transport vésiculaire
ER-Golgi dans la réponse IFN, nous avons contribu¢ a démontrer que la formation des

complexes de signalisation est un processus régulé par la dynamique du transport
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membranaire. Nous espérons que nos résultats aideront a stimuler de nouvelles
avenues d’investigation qui auront pour but d’aider la compréhension des mécanismes de

régulation impliqués dans 1’établissement de la réponse antivirale.
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ANNEXE 1

Dans I’étude visant a identifier de nouveau partenaires proté¢iques de TRAF3, voici la liste
des autres protéines identifiées (a I’exception de TFG dont les données sont présentées dans

la Figure 34).

h{ - g /| ) \!
USO1 8615 4505541 3082 615 44 574 233
GOLGA2 2801 19923757 1519 57 23 366 543
PCNT 5116 81295809 1238 42 20 91 27.13
GOLGB1 2804 148596984 823 22 16 72 17.05
PCM1 5108 134142826 408 19 Y] 6.1 17.05
PRKAR2A 5576 4758958 545 17 9 327 543
SECI16A 9919 124378039 479 17 8 7.1 10.08
CDKS5RAP2 55755 58535451 206 10 7 64 388
PRKAR2B 5577 47132585 271 9 3 227 233
PDE4DIP 0659 50658071 201 8 5 6 13.18
PRKACA 5566 4506055 277 8 5 245 16.28
ACSL4 2182 4758332 223 7 4 104 543
FUS 2521 4826734 173 5 3 10.1 28.68
SNRPB 6628 4507125 115 5 2 104 2481
ACTRIA 10121 5031569 o4 2 2 101 20.16

1) proteins in the Gingras background list (generated by analysing several repeats of the flag alone) were removed.
2) proteins present in > 35% of all pull-downs in the Gingras database (n>400) were removed.

3) proteins identified on the basis of a single unique peptide were removed

4) proteins with a coverage < 5% were removed

5) proteins with a Mascot score < 80 were removed
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