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Résumé

L’immunité innée est notre premier mécanisme de défense contre 1’invasion des
pathogenes. Cette défense est basée sur la reconnaissance d’éléments invariables
des pathogenes par des récepteurs encodés dans les lignées germinales. Dans la
réponse anti-virale, le facteur de transcription Interferon Regulatory Factor 3
(IRF3) joue un role cl¢ dans la réponse interféron de type I, combattant ainsi la
réplication virale et conférant un état anti-viral aux cellules infectées ainsi qu’aux
cellules avoisinantes. IRF3 est une protéine dont I’activation et la
phosphorylation sont régulées par les kinases TBK1 et IKKi. Nous proposons ici
que I’acétylation est une modification post-traductionnelle importante dans la
régulation de I’activité d’IRF3. Nous avons observé par immunobuvardage
qu’IRF3 est acétylé de fagon basale et que cette acétylation est induite par la
présence du co-facteur CBP et est inhibée par la présence de la kinase TBK1. Par
spectrométrie de masse, nous avons ensuite identifi¢ huit lysines sujettes a
I’acétylation sur IRF3. Aussi, par mutagénése dirigée, nous avons muté de fagcon
ponctuelle chacun de ces sites et avons déterminé que la mutation de la lysine 87
inhibe la capacité d’IRF3 a s’attacher a I’ADN en EMSA et a transactiver son
¢lément de réponse en essai luciférase. Aussi, nous proposons que I’acétylation
masque la charge positive de la lysine 87 et contrdle de fagon négative 1’activité
du facteur de transcription IRF3. Notre groupe démontre ainsi pour la premicre
fois I’acétylation du facteur de transcription dans un modéle cellulaire et propose

que ce processus joue un role inhibiteur dans la régulation de la protéine.

Mots-clés: Réponse anti-virale, Interféron de type I, IRF3, Modification post-

traductionnelle, Acétylation



Abstract

Innate immunity is our first line of defense against invading pathogens. This
process is based on the recognition of invariable molecular patterns present on
different pathogens by germ-line encoded receptors. In the innate immune

response against invading viruses, the transcription factor Interferon Regulatory

Factor 3 (IRF3) plays a major role in the regulation of type I interferons, priming

the defense of infected and surrounding cells against viral infection. The
phosphorylation and activation of IRF3 is regulated by the kinases TBK1 and
IKKi. Here we suggest that acetylation is also an important post-translational
modification in the regulation of this transcription factor. We have observed by
immunoblot analysis a basal acetylation of IRF3, which is increased in the
presence of its co-factor CBP and inhibited in the presence of its kinase TBK1.
Also, we have identified on IRF3 eight different lysine residues subjected to
acetylation using mass spectrometry and we have mutated these sites using site-
directed mutagenesis. We found that the K87R mutation inhibits IRF3-DNA
binding in EMSA and leads to the transactivation of its promoter in luciferase
assays. We also suggest that by masking the positive charge of the lysine 87
residue, acetylation negatively controls the activity of IRF3. Our group thus
demonstrates for the first time the acetylation of IRF3 in a cellular model and
suggests that this modification plays a role in the inhibition of the IRF3

transcription factor.

Keywords: Anti-viral response, Type I interferon, IRF3, Post-translationnal

modification, Acetylation
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We shall not cease from exploration
And the end of all our exploring

Will be to arrive where we started
And know the place for the first time.

T.S. Eliot
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Chapitre I: Introduction

L’intégrité de tous les organismes peut &tre menacée par I’invasion de microbes
pathogenes.  Aussi, les détriments causés par les infections des organismes ont
mené a 1’évolution d’une variété de mécanismes visant a défendre 1’hote. Cette
défense nommée immunité est divisée chez les vertébrés en deux branches
intimement reliées: I’immunité innée et 1'immunité adaptative. Les deux branches
de I’'immunité se distinguent notamment par le type de récepteurs utilisés pour
reconnaitre les pathogénes. L’ immunité innée, représentant la premiére ligne de
défense contre les pathogenes, reconnait des éléments invariants des pathogenes a
I’aide de récepteurs encodés dans les lignées germinales, d’ou la nature innée de
cette protection. L’immunité adaptative, quant a elle, utilise des récepteurs
spécifiques aux antigénes qui résultent de la recombinaison somatique de
segments de génes, générant par un processus aléatoire une trés grande spécificité
des récepteurs pour leur antigéne. Cette branche adaptative de I'immunité dépend
de I’exposition de I’hote a différents pathogenes et est également pourvue de la
particularité de créer une mémoire immunologique chez 1’hote (Medzhitov, 2007;

Schenten & Medzhitov, 2011) .

L’initiation de la défense de 1’hote débute par la reconnaissance de structures
invariantes, essentielles et uniques aux pathogénes, soit les PAMP (Pathogen
Associated Molecular Patterns) par les récepteurs de l'immunité innée encodés
dans les lignées germinales, les PRR (Pattern Recognition Receptor) (Janeway et
al, 2001). Le but de cette reconnaissance est de signaler la présence de microbes,
de résorber l'infection ou de la contenir jusqu'a l'activation de la réponse
adaptative. Cette premicre réponse initie différentes cascades cellulaires et induit
des genes spécifiques tels les cytokines pro-inflammatoires et les interférons de
type I (Yoneyama & Fujita, 2010). Ces étapes sont essentielles et nécessaires a
I’initiation de la réponse immunitaire adaptative qui entrainera d’une manicre

beaucoup plus spécifique la reconnaisse du pathogéne. L’interdépendance des



processus innés et adaptatifs est un élément crucial et toujours méconnu du monde
immunitaire. En effet, I’'immunité innée fut classiquement vue comme une
version primitive de I’immunité adaptative et son implication dans de nombreuses
pathologies fut longtemps ignorée. Toutefois, notre compréhension de ces
mécanismes a des impacts majeurs non seulement dans notre conception générale
de I'immunologie, mais également dans le traitement et la prévention de

nombreuses pathologies.

L’importance centrale de I'immunité innée est reflétée par les pathologies
entrainées par sa dérégulation. Effectivement, des dérégulations de I’immunité
innée ont été associés a 1’obésité et a la résistance a I’insuline (Arkan et al, 2005;
De Nardo & Latz, 2011; Shi et al, 2006), a I’oncogenése (Clement et al, 2008b;
Lin et al, 2001; Savitsky et al, 2010), au choc septique (Chong & Sriskandan,
2011; Kelly-Scumpia et al, 2011) et a de nombreuses maladies auto-immunitaires
dont ’arthrite rhumatoide (Palmblad et al, 2007), le diabéte de type 1 (Han et al,
2008), la sclérodermie (Dieude et al, 2010) et la sclérose en plaque (Vosslamber
et al, 2011). Dans ces pathologies, une réponse incontrdlée des processus de
I'immunité innée entraine un milieu inflammatoire inapproprié et une réponse
cellulaire dérégulée. En sommes, I'implication des processus immunitaires innés
dans ces pathologies reflete la nécessité d'une stricte régulation de ces
mécanismes de défense. Au cours des derni¢res années, une compréhension plus
approfondie de I’immunité innée dans ces processus tant physiologiques que
pathologiques nous a mené a repenser le role de cette branche d’abord pergue
comme primitive, maintenant comprise comme essentielle a la défense des

organismes, représentant une cible pharmaceutique envisageable et intéressante.

1. La réponse anti-virale

Les virus sont une forme de pathogéne importante et le systéme immunitaire inné

a développé des senseurs spécifiques a la détection d'acides nucléiques exogenes.



En effet, les acides nucléiques viraux se distinguent des acides nucléiques
endogenes par leur structure, par certaines modification post-traductionnelles et
par leur présence dans des compartiments cellulaire ou les acides nucléiques
endogénes ne se retrouvent pas (Medzhitov, 2007). Les acides nucléiques
représentent donc des PAMP que I’hdte reconnait a I’aide de PRR spécifiques
pour monter une défense anti-virale par la production d'interféron de type I. Ces
récepteurs ont été classés en trois grandes familles: les Toll-like receptors (TLR),
les Retinoic acid Inducible Gene (RIG-1)-like receptors (RLR) et les senseurs
cytoplasmiques d'ADN (Yoneyama & Fujita, 2010).

1.1 La réponse interféron de type I

Les interférons (IFN) sont des molécules solubles découvertes il y a plus de 50
ans, sécrétées par la majorité des types cellulaires et capables d’interférer avec la
réplication des virus (Isaacs & Lindenmann, 1957). 1l existe différents sous-type
d’interféron de type I: les interféron- alpha (o) (composé de 13 génes chez
I’humain et 14 chez la souris), - beta (), -omega (®), — tau (1), -kappa (x), -
epsilon (g), -lambda (L) et —zeta (§) et un seul type d’interféron de type II:
I’interféron gamma (y) (Chen et al, 2004). La réponse interféron de type I est
principalement soutenue par les IFN-a et IFN-p. Ces protéines se lient
directement aux cellules infectées de fagon paracrine et autocrine par
I’intermédiaire de récepteurs IFNR1 et IFNR2 (Uze et al, 2007) et initie la
transcription d’Interferon-Stimulated Genes (ISG) par I’activation du complexe
IFN-Stimulated Gene Factor 3 (ISGF3), un hétérotrimére composé des facteurs
de transcription STAT1, STAT2 et IRF-9 (Honda et al, 2006).

La régulation transcriptionnelle du géne de IFN- [ requiert ’activation des
facteurs de transcrition IRF3, ATF-2/c-Jun et NF-kB. Ces derniers forment un
complexe protéique nommé enhanceosome (Maniatis, 1986).  La production
IFN- a est quand a elle régulée par les facteur de transcription IRF3 et IRF7
(Genin et al, 2009). La production d’interféron de type I et d’ISG induit 1’état



anti-viral dans les cellules infectées et les cellules saines en inhibant la réplication
virale, en induisant 1’apoptose des cellules infectées, en augmentant la capacité
lytique des cellules Natural Killer (NK), en augmentant 1’expression des MCH de
classe I et en activant différents éléments de la réponse immunitaire adaptative

(Kumar et al, 2011)

La famille des interférons de type III fut récemment découverte.

On retrouve dans cette famille IFN-A1, IFN-12, et IFN-4A3, aussi nommeés IL-29,
IL-28A et IL-28B respectivement (Donnelly & Kotenko, 2011). Ces molécules
n’interagissent pas avec les récepteurs interférons classiquement connus,
mais plutot avec un récepteur contenant une chaine IFN-AR1, aussi retrouvée
dans les récepteurs de IL-10, IL-22 et [L-26. Tout comme la famille des
interférons de type I et I], la famille des interférons de type III activent des

voies de signalisation JAK/STAT (Lasfar et al, 2011).

1.1.1 La famille de TLR

1.1.1.1 Découverte

Le premier membre découvert de la famille des Toll, nommé Drosophila Toll, fut
un récepteur transmembranaire originalement identifié pour la formation de 1’axe
dorso-ventral chez I’embryon de la mouche (Hashimoto et al, 1988). Des
similitudes ont été noté entre le récepteur Toll et le récepteur de I’interleukin 1
(IL-1R), dont la présence d’un domaine homologue dit TIR (7oll-interleukin 1
receptor ) sur les deux récepteurs et le fait que les deux récepteurs pouvaient
induire I’activation du facteur de transcription NF-«xB (Anderson, 2000; Engstrom
et al, 1993). Bien qu’aucune fonction au niveau du développement n’a été
attribuée a la famille des TLR chez les mammiféres, la découverte de leur role en

immunité a été cruciale dans notre compréhension de la réponse cellulaire anti-



virale et dans les mécanismes d’évasion face aux pathogeénes (Janeway &
Medzhitov, 2002). Actuellement, 13 membres de la famille des TLR ont été
identifiés, les TLR1-9 étant commun a I’homme et a la souris, le TLR10 étant
unique a I’homme et les TLR 11-13 étant unique a la souris (Takeda et al, 2003).
La reconnaissance de structures uniques aux bactéries et aux champignons est
effectuée par les membres de cette famille pouvant étre recruté au phagosome, les
TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5 et TLR6, tandis que les TLR détectant les acides
aminés viraux (TLR 3, TLR7, TLRS8 et TLR9) sont situés a I’endosome (Severa &
Fitzgerald, 2007).

1.1.1.2 Structure

Les TLR sont des protéines transmembranaires. Leur domaine extracellulaire
contient une structure riche en répétition de leucine (LRR, Leucine-Rich Repeat)
impliquée dans la reconnaissance des ligands. Le domaine intracellulaire contient
quant a lui une structure commune aux membres de la famille des TLR et de la
famille des récepteurs IL-1 (IL-1R), soit un domaine TIR, essentiel a 1I’induction
de cascades de signalisation (Severa & Fitzgerald, 2007). Le recrutement de
différentes molécules adaptatrices au domaine TIR confére une spécificité de
signalisation a chaque membre de la famille des TLR. Ces adapteurs incluent le
Mpyeloid Differentiation Factor 88 (MyD88) (Muzio et al, 1997), TIR Domain-
Containing Adapter Protein (TIRAP) (Horng et al, 2001), TIR-Domain-
Containing Adapter Inducing Interferon —beta (TRIF) (Yamamoto et al, 2002), le
TRIF-Related Adapter Molecule (TRAM) (Fitzgerald et al, 2003b) ainsi que le
régulateur négatif SARM (Carty et al, 2006). Le recrutement de ces molécules
adaptatrices suite a une liaison du TLR a son ligand induit une activation de voies
signalétiques menant a 1’activation de facteurs de transcription dont NF-xB et la
famille des IFN-Regulatory Factors (IRF) et a I’induction subséquente d’une
réponse interféron de type I. Nous discuterons ici plus en détail de quelques

membres de la famille des TLR impliqués dans ces voies.



1.1.1.3 TLR3

TLR3 est un récepteur endosomal reconnaissant I’ARN a double brin (dsRNA),
un intermédiaire de réplication viral généré par plusieurs types de virus dans les
cellules infectées. Ce récepteur est retrouvé principalement dans les cellules
dendritiques conventionnelles et les macrophages ainsi que sur certains
fibroblastes (Yoneyama & Fujita, 2009). Son role a été démontré dans la réponse
a plusieurs virus dont le Respiratory Syncytial Virus (RSV) (Rudd et al, 2005) et
le Mouse Cytomegalovirus (MCMYV) (Tabeta et al, 2004). TLR3 et TLR4 sont les
seuls membres de la famille des TLR recrutant la molécule adaptatrice TRIF qui
induit I’activation de cytokines pro-inflammatoires, mais par-dessus tout, induit la
réponse interféron de type I, particulierement 1’induction d’IFN-beta (Takeda &
Akira, 2005) par D’activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-kB. En
effet, suite a la reconnaissance de dsRNA par TLR3, la voie TRIF-dépendante
stimule la production d’interféron de type I par le recrutement de TRAF3 et des
kinases TBK1 et d’IKKi, ce qui méne la phosphorylation et & I’activation du
facteur de transcription IRF3. Via I’intermédiaire TRAF6, la voie TRIF-
dépendante peut également stimuler I’activation de NF-kB. Enfin, par I’entremise
de RIP1, TLR3 peut également activer la voie NF-kB (Meylan et al, 2004).
Toutefois, lors de I’infection par certains virus, TLR3 peut étre nuisible a 1’hote,
comme lors d’une infection au West Nile Virus (WNV) ou les souris déficientes
en TLR3 survivent mieux a une dose léthale de virus que les souris de type
sauvage (Wang et al, 2004), ou lors d’une infection a I’influenza A ou les souris
déficientes en TLR3 présentent une fréquence diminuée de pneumonie (Le Goffic

et al, 2006).

1.1.1.4 TLR4

TLR4 reconnait la lipopolysaccharide (LPS), un composant de la membrane
externe des bactéries Gram-négative, a ’aide de ses co-récepteurs CD-14 et
Mpyeloid Differentiation Factor 2 (MD2). TLR4 a également la capacité de lier

des protéines exprimées sur les enveloppes virales (Takeuchi & Akira, 2010).



Tout comme, TLR3, TLR4 utilise la voie TRIF-dépendante pour activer
production d’interféron de type I suite a la liaison de son ligand. Toutefois, TLR4
requiert un adapteur additionnel pour le recrutement de TRIF, soit 1’adapteur
TRAM (Bin et al, 2003). Le récepteur TLR4 recrute également 1’adaptateur
MyD88 par I’entremise de la molécule TIRAP (Horng et al, 2001). En plus
d’activer la voie IRF3 et NF-kB de facon TRIF-dépendante, TLR4 active la voie
NF-«kB par le recrutement de la kinase IRAKI a MyD8S8, suivit de
I’autophosphorylation d’IRAK1 et de sa phosphorylation par IRAK4 (Li et al,
2002). Cet évenement mene a la dissociation d’IRAKI1 de MyD88 et a
I’interaction avec TRAF6, une E3 ligase activant la kinase TAK1 (Chen, 2005).
TAKI1 active quand a lui le complexe IKK qui phosphoryle les inhibiteurs d’NF-
kB, IkB, les identifiant ainsi pour l’ubiquitination et la dégradation par le
protéasome. NF-«kB transloque ensuite au noyau ou il régule 1’activation de

plusieurs geénes pro-inflammatoires (O'Neill, 2002).

1.1.1.5 TLR7, TLRS8 et TLR9

TLR7 et 8 sont des récepteurs situés a l’endosome possédant une grande
homologie et dont I’implication dans la voie des interférons de type I a d’abord
été démontré a 1’aide d’agents immunomodulateurs de faible poids moléculaire,
I’imidazoquinoline, imiquimod et le resquimod (Hemmi et al, 2002). Ces agents
ont également été employés dans des souris déficientes en TLR7 pour déterminer
que contrairement au TLR8 humain, le récepteur TLR8 murin n’est pas
fonctionnel (Jurk et al, 2002). Le ligand physiologique de ces deux récepteurs,
ARN a simple brin (ssRNA) riche en guanosine et en uridine (GU), est capable de
stimuler la production d’IFN-a et de cytokines pro-inflammatoires via le TLR7 et
TLRS8 (Heil et al, 2004). Aussi, la reconnaissance de virus par le TLR7, tel le
ssSRNA dérivé du virus d’Influenza (Diebold et al, 2004) et le Vesicular Somatitis
Virus (VSV) (Lund et al, 2004) a ensuite été déterminée.



L’ADN a doubles brins d’origine bactérienne ou virale est reconnue par les
TLRY. Plus particulierement, 1’oligodeoxynucleotides (ODN) contenant des
motifs CpG non méthylés, une particularit¢ de I’ADN bactérien et non de celui
des vertébrés, est le premier ligand caractérisé du TLR9 (Hemmi et al, 2000). Ces
motifs sont également retrouvés dans le génome viral tel que chez le virus de
I’Herpes Simplex. TLRO est situé¢ a I’endosome et requiert une voie endosomale

intacte pour la reconnaissance d’ADN a doubles brins (Ahmad-Nejad et al, 2002).

Les récepteurs TLR7 et TLRY ne sont pas exprimés dans tous les types cellulaires.
On les retrouve principalement dans les cellules dendritiques plasmacytoides, des
cellules ayant la capacité de produire une réponse interféron de type I plus potente
que tout autre type cellulaire (Fitzgerald-Bocarsly et al, 1988). Ces cellules sont
dépourvues des TLR2, TLR3, TLR4 et TLRS, n’exprimant que les TLR 7 et
TLRY (Jarrossay et al, 2001). L’activation de ces deux récepteurs mene a des
voies de signalisation fort semblables. En effet, TLR7 et TLRO9 recrutent MyD88
a leur domaine TIR (Hemmi et al, 2003) et, contrairement a la majorité des types
cellulaires, expriment de fagon constitutive le facteur de transcription IRF7, ce qui
leur permet de sécréter une grande quantit¢ d’IFN-a en absence d’une boucle
d’IFN rétroactive (Barchet et al, 2002). Enfin, ces deux récepteurs ont été
associés aux maladies auto-immunitaires. En effet, plusieurs liens ont été établis
entre la production massive d’interféron de type I et le lupus érythémateux
disséminé (SLE) (Ronnblom & Alm, 2001; Vallin et al, 1999). Aussi, dans les
complexes immunologiques typiques du SLE se retrouvent des Small Nuclear
Ribonucleoproteins (snRNP) capable d’activer TLR7 sous certaines conditions
(Savarese et al, 2006). L’ADN contenu dans ces complexes immunologiques est
¢galement capable de stimuler TLR9 sous certaines conditions (Means et al,

2005).

1.1.2 La famille de RLR



Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I a originalement été identifié comme 1’un des
genes induit par I’acid rétinoique-all-trans dans les cellules leucémiques (Liu et
al, 2000). Par la suite, il a été démontré que RIG-I était induit par des agonistes
pro-inflammatoires tel le LPS et I'I[FN-y (Cui et al, 2004; Imaizumi et al, 2002).
Enfin, RIG-I a été démontré comme un senseur intracellulaire d’ARN viral a
doubles brins (Yoneyama et al, 2004). Ces découvertes ont mené a
I’identification subséquente de deux molécules intimement liées a RIG-I,
Melanoma Differentiation-Associated Gene (MDA)-5 et Laboratory of Genetics
and Physiology (LGP)-2. Ces molécules sont collectivement catégorisées comme

des RIG-like receptors (RLR).

RLR est une famille de récepteurs cytoplasmiques capable d’induire une réponse
interféron de type I. De facon générale, ces senseurs reconnaissent I’ARN des
cellules infectées par un virus a8 ARN. RIG-I et MDAS contiennent un domaine
moléculaire CARD (Caspase Recruitement Domain) en N-terminale, essentiel a
I’activation de cascades cellulaires (Satoh et al, 2010). Comme LGP2 ne posséde
pas de domaine CARD, il fut considéré comme un inhibiteur de la signalisation
dépendante de RIG-I et de MDAS. Toutefois, de récentes études génétiques
suggerent plutdt un réle positif de LPG2 dans ’activation de ces voies (Satoh et
al, 2010). Les trois membres de cette famille possédent un domaine ARN
hélicase DExD/H-box nécessaire a la reconnaissance du ligand, contenant
¢galement un domaine d’activit¢ ATPase. Le récepteur RIG-I posséde en plus un
domaine répresseur (RD) en C-terminal, requit pour la signalisation RIG-I-

dépendante (Kumar et al, 2011).

La détermination spécifique des ligands de RIG-I et de MDAS a longtemps été un
sujet de débat. Au niveau physiologique, il existe une spécificité entre ces deux
récepteurs pour différents virus. RIG-I reconnait principalement des membres de
la famille des Paramyxoviridae virus tel que le New Caslte Disease Virus (NDV),

le Vesicular Somatitis Virus (VSV) et le Sendai Virus (SeV) (Kato et al, 2005),
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des membres de la famille Flaviviridae tel que le Japanease Encephalitis Virus
(JEV) et le virus de I’Hépatite V (HCV), ainsi que des membres des familles
Orthomyxoviridae et Rhabdoviridae (Hornung et al, 2006). MDAS reconnait
quant & lui des membres de la famille des Picornaviridae tel que le virus de la
Polio et le virus de 1’encephalomyocarditis (EMCV) (Kumar et al, 2011).
Egalement, certains virus dont le virus du dengue et le West Nile Virus ont besoin
des deux récepteurs pour la génération d’une réponse interféron (Fredericksen et

al, 2008; Loo et al, 2008).

Il a été stipulé que ’ARN a simple brin (ssRNA) tri-phosphorylé en 5°(5’-ppp)
était 1’élément essentiel de la reconnaissance par RIG-I (Hornung et al, 2006;
Pichlmair et al, 2006). Toutefois, il a été récemment démontré qu’une structure
secondaire d’ARN a double brin (dsRNA) est générée durant la synthese
enzymatique de I’ARN et que cette structure secondaire sert de ligand a RIG-I
(Schlee et al, 2009; Schmidt et al, 2009). Aussi, le 5’-ppp dsRNA semble avoir
une plus grande affinité pour RIG-I que le 5’-ppp ssRNA (Wang et al, 2010), bien
que d’autres groupes suggérent que le dSRNA est reconnu par RIG-I qu’il soit tri-
phosphorylé ou monophosphorylé (Kato et al, 2008; Takahasi et al, 2009). Enfin,
I’ARN synthétique a doubles brins induisant une réponse interféron de type I,
I’acide polyinosinic-cytidylic (poly I:C), dont la reconnaissance a d’abord été
attribuée a MDAS (Kato et al, 2006) a ensuite ét¢ démontré comme reconnu par
RIG-I lorsque I’ARN a doubles brins était de petite taille (Kato et al, 2008),
suggérant que la longueur de I’ARN a doubles brins peut étre un élément

déterminant la spécificité entre les récepteurs RIG-I1 et MDAS.

En 2005, une molécule liée a RIG-I fut identifiée de facon indépendante par
quatre groupes, et désignée IPS-1 (Kawai et al, 2005), MAVS (Seth et al, 2005),
VISA (Xu et al, 2005), et Cardif (Meylan et al, 2005) (ici référé par I’appellation
MAVS). MAVS est une molécule constituée d’un domaine CARD en N-
terminale, d’une région riche en proline prés du N-terminale et d’une région

transmembranaire (TM) en C-terminale. La région TM permet a MAVS de se
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localiser sur la membrane externe de la mitochondrie, servant ainsi de plateforme
de signalisation (Seth et al, 2005). Suite a la reconnaissance d’un virus, RIG-I
change de conformation et expose son domaine CARD, permettant I’interaction
avec le domaine CARD de MAVS (Cui et al, 2008) et induisant la production
d’interféron-p (Kawai et al, 2005; Meylan et al, 2005; Seth et al, 2005; Xu et al,
2005). MAVS semble interagir avec plusieurs membres de la famille des Tumor
Necrosis Factor (TNF) Receptor-Associated Factor (TRAF). En effet, TRAF2 et
TRAF6 ont été identifiés comme des interacteurs de MAVS dans un yeast two-
hybrid system (Xu et al, 2005). Aussi, les cellules MEF TRAF2-/- ont une
capacité diminuée de produire IFN- B de fagon RIG-I dépendante (Mikkelsen et
al, 2009). TRAF3 a également été caractérisé comme une molécule cruciale dans
la voie TLR-dépendante et indépendante (Oganesyan et al, 2006) et récemment,
I’implication de TRAFS a été¢ démontrée dans la voie MAVS-dépendante (Tang &
Wang, 2010). Aussi, il est proposé que 1’ubiquitination de TRAF3 et de TRAFS5
meéne au recrutement de NEMO/TANK/TBK1, résultant en 1’activation d’IRF3,
tandis que [’ubiquitination de TRAFS5 seul permette le recrutement de

NEMO/IKKa/IKKD et résulte par I’activation de NK-kB (Tang & Wang, 2010).

1.1.3 Les senseurs cytosolique d’ADN

DAI (DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors), aussi appelé ZBP1 (Z-
DNA-binding protein 1), a été le premier récepteur cytosolique identifi¢ pouvant
lier I’ADN viral et induisant une réponse interféron- B (Takaoka et al, 2007). Ces
effets semblent toutefois spécifiques et certains types cellulaires, puisque
I’atténuation de 1’expression de DAI par siARN entrainait peu d’effet sur la
réponse cellulaire face a I’ADN exogeéne (Lippmann et al, 2008). Ces résultats
ont donc entrainé la recherche d’autres récepteurs cytosoliques de I’ADN viral.
Lors de ces efforts, la protéine adaptatrice STING, aussi connue sous le nom de
MITA, a été découverte comme un joueur important, mais non un récepteur, dans
la réponse interféron de type 1 en réponse a I’ADN et a la réponse dépendante des

RLR (Ishikawa & Barber, 2008; Zhong et al, 2008). La famille des proteins /FN-
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inducible p200 inclue des molécules tel que AIM2, MNDA et IFI16. Ces
protéines contiennent un domaine HIN-200 de 200 acides aminés situé en C-
terminal, permettant 1’interaction de cette famille avec I’ADN a double brins.
Plusieurs fonctions ont été associées a la famille des p200, dont la résistance a
I’infection virale, I’induction de I’inflammasome, ainsi que la régulation de
I’apoptose (Veeranki & Choubey, 2011). Enfin, une association nouvelle a été
détectée dans les cellules HEK293T, impliquant RIG-I et MAVS. Dans ces
cellules, I’ajout de poly(dA-dT), analogue synthétique d’ADN a doubles brine,
induit une réponse IFN- B dépendante de RIG-I et de MAVS, ainsi que de ’ARN
polymerase III (Ablasser et al, 2009; Chiu et al, 2009). En effet, ’activation des
voies interféron- B requiert la transcription du poly(dA-dT) par I’ARN polymerase
IIT en ARN pouvant étre reconnu par RIG-1. Aussi, I’inhibition de Pol III bloque
la capacité d’induire la réponse interféron par Epstein-Barr Virus, I’adénovirus et
le virus Herpes simplex (Ablasser et al, 2009; Cheng et al, 2007; Chiu et al,
2009).

Ainsi, la détection de virus par I’intermédiaire de différents récepteurs permet
I’initiation d’une réponse immunitaire nécessaire a la défense de 1’hdte contre une
invasion virale. Cette réponse nécessite la production de molécules tels les
interférons de types I et les ISG. La régulation de ces génes ce fait par
I’intermédiaire de différents facteurs de transcription. Un facteur clé¢ dans la
réponse anti-virale est le facteur de transcription IRF3, impliqué dans I’induction
de nombreux génes tel I'I[FN-o04, IFN-B, CXCL10 et ISG56. Nous nous
pencherons ici sur la famille des IRF, une famille de facteurs de transcription
impliquée dans les voies immunitaires innées et plus particulierement sur le

facteur de transcription IRF3, élément crucial de la réponse anti-virale.

1.2 La famille des IRF
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Les IRF sont une famille de facteurs de transcriptions constitués de 9 membres
(IRF1-9) chez I’homme et la souris, dont le premier membre, IRF1 a été
découvert il y a plus de 20 ans (Fujita et al, 1988; Mamane et al, 1999; Miyamoto
et al, 1988). Chaque membre comprend un domaine d’attachement a I’ADN
(DBD) situé en N-terminale, conservé a travers la famille et possédant cinq
répétitions de tryptophanes, ressemblant au facteur de transcription Myb (Veals et
al, 1992). Le DBD reconnait des séquences d’ADN correspondant a 1I’/FN-
Stimulated Response Element, le ISRE. Une analyse cristallographique de la
structure du DBD d’IRF2 a déterminé que la région consensus de reconnaissance
des IRF a I’ADN est le 5’-AANNGAAA-3’ (Fujii et al, 1999). A 1’exception des
IRF1 et 2, les membres de la famille des IRF possédent, en C-terminale, un
domaine d’association aux IRF (IAD), conférant la capacit¢é d’homo- et
d’hétérodimériser avec les différents membres de la famille (Mamane et al, 1999).
Ce domaine possede une homologie de structure avec le domaine Mad-homlogy 2
(MH2) de la famille des Smad qui sert également & médier les interactions entre
protéines (Takahasi et al, 2003). La famille des IRF est impliquée dans de
nombreux rdles cellulaires, mais est particulierement reconnue pour son
implication dans les voies d’immunité innée, quoique de nouveaux roles au
niveau du développement des cellules immunitaires (IRF1, IRF2, IRF4, IRF8),
ainsi qu’au niveau oncogénique (IRF1, IRF3, IRFS5, IRF8) ont été reconnus
(Tamura et al, 2008). Nous discuterons ici principalement du réle immunitaire

des membres de la famille des IRF.

1.2.1 Fonction

1.2.1.1 IRF1

Il a été démontré qu’IRF1 est induit par IFN-y, un interféron de type II. Aussi,
IRF1 interagit directement avec MyDS88 et suite a I’activation de TLR9, migre au

noyau. De ce fait, les cellules dendritiques conventionnelles et les macrophages
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déficients en IRF1 ont une production diminuée d’IFN-, de iNOS et de IL12p35

en réponse au I’interféron-y combiné au CpG (Negishi et al, 2006).

1.2.1.2 IRF2

IRF2 est retrouvé de facon constitutive dans plusieurs types cellulaire et son
expression est également inductible par la réponse interféron. Son rdle est
principalement inhibiteur et il agit en antagonisant IRF1 (Harada et al, 1989).
Cependant, il collabore parfois avec IRF1 pour activer la transcription de IL-

12p40 (Salkowski et al, 1999) et Cox-2 (Blanco et al, 2000).

1.2.1.3 IRF4

IRF4 est exprimé dans les cellules immunitaires et est capable de former un
complexe avec MyD88, bien que ce facteur de transcription soit principalement
situé au noyau (Negishi et al, 2005). Aussi, les souris IRF4 -/- sont trés sensibles
au choc endotoxique induit par CpG-B (Mittrucker et al, 1997). L’ ARN messager
d’IRF4 est induit suite a I’activation des TLR et, puisque IRF4 et IRF5 s’attachent
a MyD88 par la méme région, IRF4 peut entrer en compétition avec IRFS,

suggérant un role inhibiteur d’IRF4

1.2.1.4 IRFS

IRF5 posséde la capacité¢ d’interagir avec MyD88 et TRAF6 (Takaoka et al,
2005). Suite a I’activation de TLR9, IRF5 transloque au noyau et s’attache au
promoteur //12b. Aussi, les macrophages IRF5-/- ont une capacité diminuée de
produire des cytokines pro-inflammatoires tel IL-12, TNF-a et IL-6, quoique la
régulation directe par d’IRF5 de ces promoteurs soit toujours un sujet de débat
(Takaoka et al, 2005). Egalement, IRF5 a été impliqué dans la voie RIG-I-

dépendante puisque les souris IRF5-/- sont hautement vulnérable a une infection
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au VSV. Cet effet de IRF5 dépend toutefois du type cellulaire, possiblement
puisque IRF5 est exprimé de facon préférentielle dans les cellules
hématopoiétiques. Aussi, les macrophages des souris IRF5 -/- produisent une

quantité réduite de cytokines pro-inflammatoires tel IL-6 (Yanai et al, 2007).

1.2.1.5 IRF6

IRF6 est exprimé de facon constitutive dans la peau et son rdle dans la réponse
immunitaire demeure inconnu. Ce facteur de transcription est toutefois requit
pour la différentiation des kératinocytes et les souris IRF6-/- présentent des
anormalités au niveau de la peau, des membres et du développement cranio-facial

(Ingraham et al, 2006; Richardson et al, 2006).

1.2.1.6 IRF8

IRF8 est exprimé dans les cellules immunitaires et posséde une certaine
homologie avec IRF4. 1l est postulé qu’IRF8 agit dans la voie TLR9, puisque des
cellules dendritiques IRF8-/- ne produisent pas de TNF-a et d’IL-6 en réponse au
CpG. Ces mémes cellules n’activent pas NF-kB et les MAPK suite a une
stimulation de TLR9 (Tsujimura et al, 2004). Il est a noter que IRF8 ne se lie pas
a MyD88, mais interagit avec TRAF6 (Zhao et al, 2006). IRFS8 est é¢galement
requit pour I’expression de IL-12p40 dans les macrophages et les cellules
dendritiques (Masumi et al, 2002) et pour I’induction d’interféron de type 1 dans

les cellules dendritiques (Tailor et al, 2007).

1.2.1.7 IRF9

IRF9 fait parti du complexe Interferon-Stimulated Gene Factor (ISGF3), un
hétérotrimere composé de STATI, STAT2 et IRF-9. ISGF3 est activé en réponse
aux interférons de types I par les récepteurs IFNR1 et IFNR2 et I’hétérotrimere
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transloque au noyau et interagit avec des éléments de réponse ISRE. Bien que
STATI1 et IRF9 cooperent au contact de I’élément de réponse ISRE, le DBD
d’IRF9 est responsable de 1’attachement a I’ADN du complexe ISGF3 (Tang et al,
2007).

1.2.1.8 IRF3 et IRF7

Comme discuté précédemment, IRF3 et IRF7 sont des facteurs de transcription
clé dans la réponse anti-virale par les voies TLR-dépendantes et indépendantes,
contrdlant la production d’interféron de type I. Egalement, IRF3 et IRF7 sont les
deux membres de la famille des IRF a posséder la plus grande homologie
(Tamura et al, 2008). 11 a été stipulé qu’un modele en deux étapes est en jeu lors
de la réponse interféron de type I, ou IRF3 est responsable de 1’induction de IFN-
B dans la réponse initiale et IRF7, dont I’ARN messager est induit par IFN- 3, est
responsable de I’induction IFN-a lors de la réponse tardive (Levy, 1998; Sato et
al, 2000; Taniguchi & Takaoka, 2002). Toutefois, des études effectuées sur des
MEF IRF7-/- ont révélé que la phase initiale et la phase tardive étaient abolies lors
d’une infection au VSV et EMCV (Honda et al, 2005). Aussi, la formation
d’hétérodimere entre IRF3 et IRF7 est présumée cruciale pour la phase initiale,

suivit d’une induction d’IRF7 durant la phase tardive.

Récemment, le role d’IRF3 a été démontré dans ’apoptose. A 1’aide de son
domaine BH3 nouvellement identifi¢, IRF3 interagit avec la protéine pro-
apoptotique Bax et transloque a la mitochondie ou il active la voie apoptotique
mitochondriale par la libération de cytochrome C dans le cytosol et I’activation
subséquente de caspase 9. L’activation de I’apoptose requiert la présence de RIG-
I, MAVS, TRAF3 et TBKI, mais contrairement a la réponse anti-virale, la
réponse pro-apoptotique d’IRF3 ne nécessite pas son activité transcriptionnelle et

implique les protéines TRAF2 et TRAF6. Aussi, ’activation de cette voie a été
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démontrée suite a I’infection au SeV, au VSV et a EMCV (Chattopadhyay et al,
2010; Chattopadhyay & Sen, 2011; Chattopadhyay et al, 2011).

1.2.2 Régulation du facteur de transcription IRF3

IFN Regulatory Factor 3 (IRF3) a été identifié comme le troisiéme membre de la
famille des IRF en 1995 (Au et al, 1995). IRF3 est une protéine de 55 kDa
consituée de 427 acides aminés et composée des domaines suivants : un DBD en
N-terminale, un domaine riche en proline (PR), un domaine IAD et un domaine
de transactivation en C-terminale (Lin et al, 1999). Ce facteur de transcription est
exprimé de fagon latente, dans une conformation fermée, dans le cytoplasme de
tous les types cellulaires. Suite a une infection virale, tel que par le Sendai Virus,
IRF3 est phosphorylé sur des résidus sérine et thréonine dans sa région C-
terminale ce qui provoque un changement de la conformation de la protéine,
libérant son domaine IAD, permettant a IRF3 de dimériser et de transloquer au
noyau ou il interagit avec son co-activateur CBP/p300 et stimule la transcription
de geénes cibles (Lin et al, 1999) tel IFN-B, [FN-a4, ISG56 et CXCL10. Pour
mettre fin a I’activation d’IRF3, il est propos¢ que le facteur de transcription soit
ubiquitiné et dégradé par le protéasome (Tsuchida et al, 2009). Nous discuterons
ici des modifications post-traductionnelles impliquées dans la régulation du

facteur de transcription IRF3.

1.2.2.1 Phosphorylation

Suite a la découverte d’IRF3, la recherche d’une VAK (Virus-Activated Kinase)
pouvant phosphoryler le facteur de transcription en C-terminale s’amorca. Une
interaction entre la partie C-terminale d’IRF3 et la kinase IKKa une composante du
complexé IKK régulant I’activation de NK-kB (Karin & Ben-Neriah, 2000), fut détectée
dans un two-hybrid screen et en 2003, TANK-binding kinase 1 (TBK1) et IKKi

(aussi nommée IKKe), deux kinases homologue a la kinase IkB, ont été
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identifiées comme les kinase phosphorylant IRF3 en C-terminale (Fitzgerald et al,
2003a; Sharma et al, 2003). La kinase c-Jun-NH,-terminal kinase (JNK)
¢galement été associé a la régulation d’IRF3 par la phosphorylation de la sérine
173 (Zhang et al, 2009). Les kinases AKT et GSK3p ont été associé¢ a la
régulation d’IRF3 en interagissant avec la kinase TBK1 (Joung et al, 2010; Lei et
al, 2010).

Les sites phosphorylés en C-terminale ont été découverts par la création de
différents mutants ponctuels (Lin et al, 1998; Yoneyama et al, 1998) et ont depuis
été confirmés par spectrométrie de masse (Bergstroem et al, 2010; Clement et al,
2008a; Fujii et al, 2010; Takahasi et al, 2010). Jusqu’a présent, la
phosphorylation en C-terminale, des Ser339, Ser385, Ser386, Ser 390, Ser396,
Ser398, Serd402, Thr404, et Ser405 a été établie (Bergstroem et al, 2010; Clement
et al, 2008a; Lin et al, 1998; Yoneyama et al, 1998). Le site d’activation minimal
d’IRF3, la séquence de phsophorylation, ainsi que le role de la phosphorylation de
chacun de ces sites demeure un sujet de débat et de controverse (Bergstroem et al,
2010; Chen et al, 2008; Mori et al, 2004; Panne et al, 2007; Servant et al, 2003;
Takahasi et al, 2010).
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(Clement et al, 2008a)

Figure 1 Différents sites de phosphorylation identifiés sur le facteur de transcription IRF3
ainsi que différentes kinases potentiellement impliquées dans sa régulation.

1.2.2.2 Ubiquitination

La dégradation par la voie ubiquitine-protéasome joue un role important dans la
régulation de plusieurs protéines. Les protéines destinées a la dégradation sont
marquées par une chaine de polyubiquitine dans une cascade impliquant trois
étapes : ’activation de I’ubiquitine, catalysée par une molécule E1, le transfert de
I’ubiquitine, catalysé par une molécule E2 et la liaison d’une ubiquitine, catalysée
par une molécule E3 (Bibeau-Poirier et al, 2006). La molécule d’ubiquitine
contient elle-méme sept résidus de lysines, toutes capables de soutenir la
formation de chaines d’ubiquitines. La formation de chaines de poly-ubiquitine
en Lysine-48 sur une protéine donnée cible cette derniere a la dégradation via le
protéasome tandis que la formation de chaine sur la Lysine 63 est quant a elle liée

a la signalisation cellulaire et la réparation de I’ADN (Kerscher et al, 20006).

Il est proposé que le facteur de transcription IRF3 soit dégradé par le protéasome
suite a son activation afin d’empécher une production soutenue interféron de type
I qui serait néfaste a I’hdte. Cette hypothése est renforcée par 1’observation qu’un
inhibiteur du protéasome, MG-132, empéche la dégradation d’IRF3 (Lin et al,
1998). En 2006, notre groupe de recherche a proposé que la phosphorylation en
C-terminale par les kinases TBK1 et IKKi créé¢ un signal qui mene a la
reconnaissance d’IRF3 par une ubiquitine ligase Cullin-based, induisant la
polyubiquitination d’IRF3 et sa dégradation subséquente (Bibeau-Poirier et al,
2006). Par la suite, plusieurs protéines ont été associées a I’inhibition d’IRF3 via
sa dégradation. Pinl est une peptidyl-prolyl isomerase qui interagit avec IRF3
lorsque ce dernier est phosphorylé et favorise sa polyubiquitination. Aussi, la

réduction de I’expression de Pinl par ARN interférence ou par son ablation par
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délétion génétique a pour conséquence d’augmenter la réponse IFN-f (Saitoh et
al, 2006). Il a également été suggéré que la dégradation d’IRF3 implique Ro52
(TRIM21), une E3 ligase liant IRF3 par son domaine SPRY. Aussi, lorsque
I’expression de Ro52 est abolie par shARN, la production d’IRF-f est augmentée
en réponse au poly(I :C) (Higgs et al, 2008). RBCKI, une autre E3 ligase qui
interagit avec IRF3, régule de facon négative la réponse interféron-f. De plus,
I’expression de cette E3 ligase est induite suite a une infection au Sendai Virus
(Zhang et al, 2008). Enfin, RAUL, une HECT-domain E3 ligase a été démontrée
comme catalysant I’ubiquitination et la dégradation d’IRF3 et d’IRF7. Cette
molécule est également activée lors d’un mécanisme d’évasion viral utilisé par le
virus de I’herpés Kaposi-Sarcoma pour diminuer la réponse interféron de type I

(Yu & Hayward, 2010).

1.2.2.3 Acétylation

L’acétylation est une modification post-traductionnelle qui, tout comme
I’ubiquitination, prend place sur des résidus de lysines (K). Peu d’information
traite actuellement de 1’état d’acétylation du facteur de transcription IRF3.
Toutefois, trois études indépendantes (Caillaud et al, 2002; Nusinzon & Horvath,
2006; Suhara et al, 2002) nous ont portés a investiguer ce sujet (voir Discussion).
Aussi, nous introduirons 1’acétylation comme modification post-traductionnelle,
ainsi que les joueurs clé dans sa régulation et décrirons par la suite les

connaissances actuelles liant I’acétylation a la régulation de la réponse anti-virale.
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Figure 2 : Activation d'IRF3 par différents PRR
La reconnaissance d’ARN a doubles brins par TLR3, RIG-I et MDA-5 ménent a [’activation de

cascades cellulaire et ultimement, a [’activation du facteur de transcription IRF3
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Mécanisme d’activation d’IRF-3
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Figure 3 : Mécanisme d’activation du facteur de transcription IRF3

IRF3 est retrouvé de facon latente, dans une conformation fermée, en [’absence de stimulation.
Suite a une infection virale, les kinases TBKI et IKKi phosphorylent IRF3 dans la partie C-
terminale, ce qui méne a un changement de conformation d’IRF3, lui permettant de dimériser. Le
dimere transloque au noyau ou il se lie a son co-facteur CBP et induit ces genes cibles. Par la

suite, IRF'3 ubiquitiné et dégradé par le protéasome.

2. Acétylation

L’acétylation des lysines (K) est une ancienne modification post-traductionnelle
conservée des procaryotes a I’humain (Choudhary et al, 2009) qui neutralise la

charge positive de cet acide aminé et qui, par conséquence, change la fonction de
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la protéine de nombreuse fagons (Kouzarides, 2000). Cette modification est
catalysée par des molécules nommées Histone Acetyltransferase (HAT) et
renversée par les Histones Deacetylase (HDAC). Certaines lysines acétylées
peuvent étre reconnues par des protéines contenant un bromodomaine, présent par
exemple dans les larges complexes protéiques modulant I’architecture de la
chromatine (Choudhary et al, 2009). L’acétylation est une modification post-
traductionnelle principalement caractérisée pour son role sur les histones ou son
implication a été démontrée dans des processus tel I’expression génique, le cycle
cellulaire, la réplication de I’ADN, ainsi que dans la réparation de I’ADN (Smith
& Workman, 2009). Principalement, I’hyperacétylation des histones permet
I’ouverture de la structure chromatinienne et est liée a la transcription de geénes
(Durrin et al, 1991). L’acétylation des histones s’inscrit dans le cadre de
I’épigénétique, un terme assigné dans les années 1940 et qui décrivait a I’origine
la régulation du développement par les geénes. Cette définition a aujourd’hui
évolué¢ pour décrire les changements héréditaires transmis en [’absence de
changement a la séquence a I’ADN, décrivant de facon élégante que nous

représentons plus que I’ensemble de nos geénes (Lee & Workman, 2007).

2.1 L’acétylome

En 2006, le premier recensement des protéines acétylées a révélé la présence de
plus de 195 protéines acétylées, dont un étonnant 20% provenait de protéines
mitochondriales (Kim et al, 2006). En 2009, Choudhary et al. ont augmenté de
plus de 6 fois le nombre connu de protéines acétylées, identifiant 3600 sites
d’acétylation sur plus de 1750 protéines humaines en utilisant la technologie
SILAC (Stable-Isotope Labeling by Amino Acid in Cell Culture) couplée a la
spectrométrie de masse par LTQ Orbitrap, séquencant et quantifiant 1’acétylome
humain et proposant que I’acétylation est un processus cellulaire presque aussi
fréquent que la phosphorylation (Choudhary et al, 2009; Smith & Workman,

2009). Ce travail colossal révele que 1’acétylation ne se limite pas aux processus
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nucléaires et a été détectée sur prés de 400 protéines cytoplasmiques et 200
protéines mitochondriales. Les résultats suggeérent également une interaction
entre la phosphorylation et 1’acétylation, puisque de nombreuses protéines
régulant la signalisation par les kinases étaient acétylées. Aussi, un role de
I’acétylation dans la stabilité des protéines est suggéré puisque 46 protéines
régulant I'ubiquitination et la déubiquitination étaient acétylées. Sommes toutes,
Choudhary et al. ont identifiées des protéines acétylées jouant des roles dans
différents processus fonctionnels tel le cycle cellulaire, les hélicases d’ADN et
d’ARN, les protéines kinases, les facteurs de transcription et bien sir, les histones

(Choudhary et al, 2009; Smith & Workman, 2009).

2.2 HDAC et HAT

Les HDAC peuvent étre regroupées en deux familles distinctes. La famille
classique est dépendantes du Zn2+ et est structurellement homologue aux
protéines Hdal/Rpd3 chez la levure (de Ruijter et al, 2003), tandis que la
deuxieme famille dépend du NAD+ et posséde une homologie avec la protéine
Sir2 chez la levure (Haigis & Guarente, 2006). Les HDAC sont également
divisés selon leur conservation phylogénique, la classe I, II et IV représentant la
famille classique et la classe III, la famille des sirtuins. La classe I est
homologue a Rdp3 et est composée des membres HDAC1, HDAC2, HDACS3 et
HDACS. La classe II est homologue de Hdal et peux étre subdivisé¢ en Ila
(HDAC4, HDACS, HDAC7 et HDACY) et IIb (HDAC6 et HDAC10). La classe
IIT est homologue de Sir2 et représente les membres SIRT1 a 7. Enfin, la classe
IV est constituée du dernier membre des HDAC identifié, partageant une égale

homologie a Rdp3 et Hdal et nommé HDACI11 (Spange et al, 2009).

Les HDAC de classe I sont constitués de 320 a 500 acides aminés et sont
exprimés de fagon ubiquitaire. Outre leur domaine déacétylation (DAC), ils
contiennent un domaine C-terminale sujet aux modifications post-traductionnelles

sont la phosphorylation, 1’ubiquitination et la sumoylation (Spange et al, 2009).
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Les HDAC de classe II sont des molécules de 1000 acides aminés. La classe Ila
posséde un domaine catalytique Hda-1 en C-terminale et plusieurs domaines
régulatoires en N-termiale. La classe IIb posséde un domaine catalytique en N-
terminale (Yang & Seto, 2008). La classe I des HDAC se situe presque
exclusivement au noyau, tandis que la classe II peut se situer au cytoplasme et au
noyau selon les signaux cellulaires, bien que HDACG6 soit situé principalement au

cytoplasme (de Ruijter et al, 2003).

La découverte des inhibiteurs de HDAC (HDAC:I) a précédé la découverte méme
des HDAC. Le sodium de butyrate a été le premier composé identifié pouvant
augmenter 1’acétylation des histones (Riggs et al, 1977). Plus tard, la Trichostatin
A (TSA), un antibiotique fongique (Yoshida et al, 1990), I’acide valproique
(VPA), employé¢ dans le traitement de 1’épilepsie (Gottlicher et al, 2001), ainsi
que de nombreuses autres molécules ont ét¢ identifiées comme des HDACi. Les
HDACI sont actuellement des molécules prometteuses dans la lutte contre le
cancer. Une recherche ardente a en effet démontré que in vivo, les HDACi
réduisaient I’invasion des tumeurs, I’angiogénése et les métastases (Bolden et al,
2006). Toutefois, cibler les HDAC n’affecte pas que la structure de la
chromatine, mais I’ensemble de 1’acétylome et par conséquent, de nombreuses
fonctions cellulaires. Enfin, la nécessité de HDACi spécifiques a certaines classes

de HDAC est également une question de débat (Karagiannis & El-Osta, 2007).

Contrairement aux HDAC, la classification des HAT est moins évidente, les HAT
étant plus diversifiés en structure et en fonction. Ils se regroupent de fagcon
générale en deux classes, les types A et B. Les HAT A sont principalement
impliqués dans I’acétylation li¢e a la transcription. Cette famille est subdivisée en
5 catégories : GNAT, MYST, p300/CBP, facteurs de transcription généraux et
cofacteurs de récepteur nucléaire (Roth et al, 2001). Les HAT de type B sont
cytoplasmiques et acétylent les histones nouvellement produites. Parmis les HAT
les plus étudiés se trouvent CBP et p300, contenant tous deux un bromodomaine

et sont trouvé majoritairement dans le méme complexe. La famille des GCN5
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contient quant a elle GCN5 et PCAF (p300/CBP associated factor). 1l existe
¢galement des HAT qui ne se situent dans aucune des familles mentionnées, vu
leur pauvre homologie de séquence. Aussi, chez le mammif¢re, il existe plus de

30 HAT ayant des substrats distincts tant histones que non-histone (Spange et al,

2009).

Peu d’attention est actuellement porté sur les inhibiteurs de HAT (HATi). Des
peptides synthétiques tel Lys-CoA pour p300 et H3-CoA-20 pour PCAF
démontrent un certain potentiel mais ne pénétrent pas la cellule (Lau et al, 2000).
D’autres composé tel 1’acide anacardique et le garcinol sont des inhibiteurs non-
spécifiques de p300/CBP et PCAF (Balasubramanyam et al, 2004). Enfin, le
dérivatif de quinoline MC1626 inhibe GCNS5 (Smith et al, 2007) et I’isothiazolone
inhibe PCAF et p300 (Stimson et al, 2005).

2.3 L’acétylation et ’immunité anti-virale

Lors de derniéres années, 1’acétylation de nombreux facteurs de transcription a été
caractérisée. Aussi, nous nous sommes penchés sur quelques facteurs de
transcription importants dans les voies immunitaires innées anti-virales et dont la
régulation implique I’acétylation. Ces protéines sont également toutes régulées
par d’autres modification post-traductionnelle, notamment la phosphorylation, et
bien que notre compréhension du réle de 1’acétylation en est encore a ces débuts,
son implication dans la régulation de facteurs de transcription impliqué dans la

réponse anti-virale demeure un sujet pertinent et enthousiasmant.

2.3.1 La famille des STAT

La famille des STAT comprend sept membres, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATS5a, STATSb et STAT 6. En réponse aux interférons de type I, a certaines

cytokines et facteurs de croissance, la kinase JAK est activée. JAK phosphoryle
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STAT qui forme alors un hétérotriplexe nommé ISGF3, composé de STATI,
STAT?2 et IRF9, et induit sa translocation au noyau. Aussi, la phosphorylation de
la Tyr 701 sur STAT1 et Tyr 690 sur STAT2 ont été démontrées comme
importantes dans I’activation d’ISGF3 (Shuai et al, 1993). STAT active des génes
contenant dans leur promoteur un élément de réponse GAS ou ISRE, modulant
des fonctions cellulaires tel la prolifération cellulaire, I’apoptose et la
différentiation (Spange et al, 2009). La dephosphorylation de tyrosine inactive
STAT de fagon directe (Mertens & Darnell, 2007). STAT1 peut étre acétylé par
CBP dans son DBD sur les Lys410 et 413 (Kramer et al, 2006). 11 est suggéré que
I’acétylation de STAT]1 inhibe ses fonctions puisque la sur-expression de
HDACI1, HDAC2 et HDAC3 augmente la transcription de génes régulés par
STAT!1 (Klampfer et al, 2004). Aussi, I’acétylation STAT1 sur les lysines K410
et K413 interagit avec p65, une sous unité de NF-kB, résultant en une perte
d’affinité de p65 pour I’ADN et une diminution des 1’induction de génes cibles
anti-apoptotiques (Kramer et al, 2006). L’acétylation de STAT?2 a été suggérée
comme cruciale pour la liaison de I’hétérodimere STAT1/STAT?2 au récepteur de
IFNo2 et a IRF9 (Tang et al, 2007), quoique ces données contredisent
I’observation que les geénes induits par STAT1/STAT2 sont fortement inhibés par
la présence d’inhibiteur des HDAC (Nusinzon & Horvath, 2003).

2.3.2 NF-xB

Le facteur de transcription NF-kB est un joueur central dans la réponse
immunitaire dans les processus inflammatoires, ainsi que dans la survie, la
prolifération et la différenciation des cellules. La famille NF-kB/Rel est constituée
des sous unités de p50, p52, p65 (RelA), c-Rel et RelB, qui forment des homo- et
hétérodimeres (Xiao, 2004). L’hétérodimere p50/p65 est la combinaison la plus
fréquemment retrouvée chez le mammifére. Le complexe NF-kB est retenu dans
le cytoplasme par la molécule inhibitrice IkB. L’activation des kinases IKK

résulte par la phosphorylation de IkB, son ubiquitination et sa dégradation
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subséquente. NF-kB transloque alors au noyau et régule ’activité de génes cibles
(Hayden & Ghosh, 2008). Les modifications post-traductionnelles affectent
I’activité de NF-kB et I’acétylation de p65 et de pS0 sur différents sites affecte
I’activité de NF-kB de différentes fagcons. Lorsque phosphorylé, p65 interagit de
facon préférentielle avec CBP/p300, résultant en 1’acétylation de p65 sur
différents résidus. L’acétylation en K221 et K310 est associée a une activité
transcriptionnelle augmentée de NF-«B (Chen & Greene, 2004; Chen et al, 2002).
Ce résultat est supporté par 1’observation que la déactylation de K310 par SIRT1
et SIRT2 inhibe la transcription des geénes régulés par NF-kB (Rothgiesser et al,
2010; Yeung et al, 2004) . En contraste, I’acétylation de p65 sur les K314 et K315
n’affecte pas 1’attachement de NF-kB pour I’ADN, mais induit la transcription
d’un substrat de genes particuliers (Buerki et al, 2008). L’acétylation de K122 et
K123 réduit laffinit¢ de p65 pour ADN, augmente [’affinit¢ pour IkB et
augmente 1’export nucléaire (Kiernan et al, 2003). Pour la sous unité p50,
I’acétylation en K431, K440 et K441 augmente ’affinité de NF-xB pour I’ADN,
augmente ’interaction avec p300 ainsi que ’activité transcriptionnelle (Deng &

Wu, 2003; Deng et al, 2003).

2.3.3 La famille des IRF

L’acétylation de certains membres de la famille des IRF a été observée et cette
modification post-traductionnelle semble importante dans la modulation de
I’activité de ces facteurs de transcription. Aussi, il est intéressant qu’un nombre
grandissant d’évidence suggere que le DBD, un domaine conservé dans cette
famille, a la capacité d’étre acétylé. Aussi, une lysine située dans le DBD et
conservée a travers la famille des IRF semble étre une cible particuliere de

I’acétylation.

Il a été¢ démontré que le facteur de transcription IRF2 est acétylé in vitro et in vivo

par p300 et PCAF (Masumi & Ozato, 2001). Par spectrométrie de masse,
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I’acétylation des K75 et K78, deux résidus situés dans le DBD, a été déterminée.
La mutation de la K75 en arginine (R) affecte I’activation du promoteur histone
H4, sans affecter I’attachement a I’ADN, tandis que la mutation de la K78, une
lysine conservée dans la famille des IRF, abroge la capacité¢ d’IRF2 a s’attacher a
I’ADN. Aussi, IRF2 est acétylé dans les cellules NIH 3T3 en croissance, ou il
interagit avec son promoteur histone H4 et p300, mais pas dans les cellules
arrétées, suggérant que 1’acétylation joue un role positif dans la régulation d’IRF2

(Masumi et al, 2003).

L’acétylation d’IRF5 a aussi ét¢ démontrée récemment, bien que les résidus
acétylés n’ont pas ¢été¢ identifiés. En effet, Feng et al. démontrent qu’ une
acétylation inductible d’IRFS5 suite a une infection au NDV, une surexpression de
CBP/p300 ou un traitement a la TSA. Le groupe montre également que la partie
N-terminale d’IRFS interagit avec HDACI et que la partie C-terminale interagit
avec CBP et p300. Aussi, le groupe suggére une régulation positive de IRF5 par
son acétylation (Feng et al, 2010).

Contrairement a IRF2 et IRFS, ’acétylation de IRF7 joue un rdle inhibiteur en
diminuant Dlaffinit¢ d’IRF7 pour I’ADN. Caillaud et al. ont démontré
I’acétylation de la K92 sur IRF7, une lysine conservée dans la famille des IRF.
Aussi, I’acétylation d’IRF7 est catalysée par les HAT PCAF et GCNS et non par
CBP/p300. Une mutation de la lysine 92 en arginine annihile 1’attachement a
I’ADN d’IRF7, mais une mutation des résidus entourant cette lysine empéche la
reconnaissance de la lysine par les HAT et a pour conséquence de diminuer
I’acétylation, créant un mutant s’attachant de fagon plus stable a I’ADN et
augmentant la capacit¢ d’IRF7 de transactiver ces geénes cibles (Caillaud et al,

2002).

L’acétylation d’IRF9 a été démontré dans le cadre de 1’acétylation de la cascade
JAK/STAT. L’acétylation de plusieurs lysines dans le DBD a ét¢ démontrée par

spectrométrie de masse, dont la lysine 81, conservée dans la famille des IRF.
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Cette acétylation est catalysée par CBP, mais non par PCAF et GCN5. La
mutation de la lysine 81 abolit I’interaction d’IRF9 avec I’ADN et a été

déterminée comme cruciale pour la dimérisation d’IRF9 (Tang et al, 2007).

Peu d’information est actuellement connue sur 1’acétylation du facteur de
transcription IRF3. Suhara et al. ont démontré que CBP/p300 a la capacité
d’acétyler IRF3 in vitro (Suhara et al, 2002) et Feng et al, dans une expérience
contrdle, ont immunoprécipité un extrait cellulaire total a 1’aide d’anticorps anti-
lysine acétylée et ont montrés par immunobuvardage la présence de IRF3 (Feng et
al, 2010), bien que ce résultat est facilement expliqué par I’immunoprécipitation
indirecte d’IRF3 via une protéine acétylée tel que CBP. Enfin, Horvath et
Nusinzon ont suggéré que HDAC6 est un joueur important dans 1’induction
d’IFN-B dépendante d’IRF3 sans toutefois mesurer si IRF3 lui-méme était acétylé
(Nusinzon & Horvath, 2006). Nous avons par conséquent décidé d’investiguer
nous méme 1’acétylation du facteur de transcription IRF3, ce qui constitue donc le

sujet de ce mémoire.

Chapitre I1: Hypothése et Objectifs

Nous posons I'hypothése que l'acétylation joue un role dans la régulation du
facteur de transcription IRF3. Cette hypothése est basée sur I'observation que
cette modification post-traductionnelle régule 1'activité de certains membres de la
famille des IRF, particuliérement IRF7, un proche homologue d'IRF3.
L'acétylation dans la famille des IRF semble prendre place principalement dans le
DBD de ces facteurs de transcription, une région conservée a travers la famille
des IRF. Aussi, l'acétylation d'IRF3 a été observée par un autre groupe in vitro,
bien que ce mécanisme n'ait pas été caractérisé. Il est également intéressant de

noter que ce processus est important dans la régulation de l'interféron-béta, un
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géne cible d'IRF3. Nos objectifs sont donc de déterminer si IRF3 est une
protéine acétylée dans un modele cellulaire et de déterminer si cette modification

post-traductionnelle est impliquée dans la régulation du facteur de transcription.

Chapitre III: Matériel et Méthode

Culture cellulaire

Les cellules 293T proviennent d'ATCC (Manassas, VA) et les MEF IRF3-/-
proviennent du laboratoire de John Hiscott (Montreal, Universit¢ McGill). Ces
lignées cellulaires sont maintenues en culture dans du milieu  DMEM
(Dulbecco’s modified Eagles Medium) high glucose (Wisent 319-015) contenant
10% de sérum de bovin foetal a 37°C en présence de 5% CO,.

Virus, Anticorps et Plasmides
Le Sendai Virus provient de Charles River Laboratories (N. Franklin, CT).

L'anticorps anti-Flag (F3165) et I'anti-Flag M2 Affinity gel (A2220) proviennent
de Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada). L'anticorps anti-lysines acétylées
(#9441) provient de Cell Signaling technology (Danvers, MA). L'anticorps anti-
CBP (A-22) (#sc-369) provient de Santa Cruz biotechnology (Santa Cruz, CA).

Les constructions pCMV2-Flag IRF3 wt, -K39R, --K77R, -K87R, -K98R, -
K193R, -K315R, -K366R, -K409R ont ¢ét¢ générées par mutagénese dirigée
(QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, La Jolla, CA). Les
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constructions pGEX-4T-3 IRF3 wt et K77R ont gracieusement été offertes par
John Hiscott (Montreal, Université McGill) et le mutant K87R a été¢ généré par
mutagénese dirigée. Les constructions pcDNA3.1 Flag-HDAC1 (13820) et -
HDACS6 (13823) proviennent de Addgene.

Mutagénése dirigée

Les mutants pCMV2-Flag IRF3 -K39R, --K77R, -K87R, -K98R, -K193R, -
K315R, -K366R, -K409R et pGEX-4T-3-IRF3 -K87R ont ¢été¢ générées par
mutagénese dirigée. 10 ng de plasmides pCMV2-Flag IRF3-wt ou pGEX-4T-3-
IRF3-wt ont été¢ mis en présence de PFU ultra pour 16 cycles, suivant le protocole
suivant: 30 secondes 95°C, 1 minute 55°C et 6 minutes 68°C. Ceci fut suivit d'une
digestion d'une heure a 37°C par la Dpnl. 5 ul du produit de PCR a été
transformé dans des bactéries XL1-blue. Les mutations ont été¢ confirmées par

séquencgage.

Tableau I : Amorces utilisées pour la génération des mutants

IRF3 K39R Sens CCGCATCCCTTGGAGGCACGGCCTACG

IRF3 K39R Anti-Sens CGTAAGCCGTGCCTCCAAGGGATGCGGAAGCG

IRF3 K77R Sens CCTGCCAACCTGGAGGAGGAATTTCCGC

IRF3 K77R Anti-Sens GGGCAGAGCGGAAATTCCTCCAGGTTGGC

IRF3 K87R Sens GCCCTCAACCGCAGAGAAGGGTTGCGTTTAGC

IRF3 K87R Anti-Sens CGCAACCCTTCTCTGCGGTTGAGGGCAGAGCGG

IRF3 K98R Sens GGACCGGAGCAGGGACCCTCACGACC

IRF3 K98R Anti-Sens CGTGAGGGTCCCTGCTTCGGTCCTTCGC

IRF3 K193R Sens CCCTCTGAGAACCCACTGAGGCGGCTGTTGGTGCCGGGG
IRF3 K193R Anti-Sens CGGCACCAACAGCCGCCTCAGTGGGTTCTCAGAGGGCCCC
IRF3 K315R Sens GGTCCCCAAGGACAGGGAAGGAGGCGTG

IRF3 K315R Anti-Sens GGTCAAACACGCCTCCTTCCCTGTCCTTGGGG

IRF3 K366R Sens GGCTCGTGATGGTCAGGGTTGTGCCCACG

IRF3 K366R Anti-Sens GGGCACAACCCTGACCATCACGAGCCTCTTGG

IRF3 K409R Sens CCGACCAGTACAGGGCCTACCTGCAGGACTTGG
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IRF3 K409R Anti-Sens CCTGCAGGTAGGCCCTGTACTGGTCGGAGGTG

Les sites de mutations sont soulignés

Transfection
Les 293T et les MEFs ont été transfectées par phosphate de calcium ou a la

lipofectamine 2000 pour 48 et 24 heures respectivement.

Immunobuvardage et Inmunoprécipitation et Gel Natif

Les extraits cellulaires ont été été lysés dans un tampon Triton X-100 lysis buffer
(50 mM Tris pH7.4, 150 mM NaCl, 30 mM NaF, 5 mM EDTA, 10% Glycerol, 1
mM Na3VO4, 40 mM B-Glycerophosphate, 0.1 mM PMSF, 5 pg/ml of Leupeptin,
Pepstatin, and Aprotinin, 1% Triton X-100). Pour les essais d'acétylation, 400
nM de TSA (Calbiochem 647925) ont été rajoutés au tampon de lyse. Pour
I'immunoprécipitation anti-Flag, 1 mg d'extraits cellulaires totaux ont été
immunoprécipités sur billes M2 durant 4h a 4°C. Les billes ont été lavées 5 fois
dans le tampon de lyse et deux ¢lutions ont été effectuées a l'aide de peptide Flag
(Sigma, F3290) pour un temps total d’une heure. La co-immunoprécipitation a
été effectuée durant 16h a 4°C avec 750 ng d'extraits cellulaires incubés avec 2 pg
d'anticorps anti-CBP A22 pré-couplé a 30 ul de protéine A-Sépharose. Les billes
ont été lavées 5 fois a l'aide du tampon de lyse et I'élution a été faites dans du SDS
loading buffer. Les extraits ont été séparés par SDS-PAGE contenant 7.5%
d'acylamide durant 16h a 6 mAMP. . Suite a la migration, ces protéines sont
transférés sur une membrane de nitrocellulose pendant trois heures a 4°C dans un
tampon de transfert avec méthanol (14,4gl.de glycine, 3gl. de TRIS et 20%
méthanol). L'analyse a été effectuée par immunobuvardage a l'aide des anticorps
appropriés. L'anticorps anti-lysine acétylée a été utilisé pour 16h a 4°C a un ratio
de 1:1000 dans une solution de 5% BSA. L'anticorps anti-Flag a été ulilisé 1
heure a température ambiante a une concentration de 1 pg /ul dans une solution
5% lait. 20 pg d'extraits cellulaires totaux ont été ulilisés pour la séparation sur
gel natif (Native -PAGE) contenant 7.5% d'acrylamide. Un pre-run de 30
minutes & 40 mAMP a été effectué avec 25 mM Tris et 192 mM de glycine, pH
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8.4, avec and sans 1% deoxycholate dans la chambre de cathode et d'anode
respectivement. Les extraits ont été préparés dans le tampon natif (62.5 mM
Tris-HCI, pH 6.8, 15% glycerol et bromophenol blue) et séparés pour 60 minutes
a 25 mAMP. Les résultats ont été obtenus par immunobuvargade en utilisant

l'anticorps anti-Flag.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

20 ng d'oligonucléotide a double brin représentant I'élément ISRE d'ISG15
(5'GATCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCCA-3") ont ¢ét¢é mis en
présence de 100 uCi de [y32P]ATP (Perkin Elmer) et de 5U de T4 polynucléotide
kinase (Invitrogen) durant 30 minutes a 37°C. La sonde radiomarqué a été
purifiée par colonne G-25 (Roche). Pour les EMSA, 20 pg d'extraits cellulaires
totaux ont été incubés a température ambiante pour 15 minutes dans un tampon
contenant 20 mM HEPES pH 7.0, 40 mM KCI, 20 mM NaCl, 10 mM NaF, 1 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 4% (vol/vol) Ficoll, 0.08% (vol/vol) Triton
X-100, 1 pg of poly(d)-poly(dC), et environ 0.1 ng de sonde ISGI5
radiomarquée au **P dans un volume final de 25 ul. 4 ug d'anticorps anti-Flag ont
été ajoutés dans certains extraits une heure a 4°C avant l'addition de la sonde
radiomarquée. Les réactions ont été séparés par un gel contenant 6%
d'acrylamide et 0.2% N,N'- methylenebisacrylamide polyacrylamide dans un
tampon 0,25X TBE pour 2h a 200V. Le gel a été séché et exposé pour analyse a
l'aide du scanneur Typhoon 9410.

Essais Luciférase

Des cellules MEF IRF3-/- (100 000 cellules par condition) ont été transfectées par
lipofectamine 2000 dans une plaque 24 puits par 250 ng de rapporteur ISG54
(firefly), 100 ng de pLR-TK (renilla) et 25 ng de pCMV2-Flag-IRF3. 24 heures
aprés la transfection, le milieu a été changé pour un volume minimal de milieu
contenant ou non 200 HAU/ml de SeV. 24 heures apres l'infection, les cellules
ont été rincées au PBS froid, puis arrétées dans I'azote liquide et lysées dans un

tampon de lyse passive provenant de Promega (Madison, WI). 5 pl d'extraits
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cellulaires ont été utilisés pour l'analyse par le dual-luciferase activity kit selon les
instructions de la compagnie. Les valeurs obtenues pour la firefly luciférase ont
¢té normalisées par celles obtenues pour la renilla luciférase afin de controler

I’efficacité de transfection.

Production de protéines GST-IRF3 recombinantes

PGEX-4T-3-IRF3 (1-133)wt, IRF3 (1-133)K77R and IRF3 K87R (1-133) ont été
transformées dans des bactéries Escherichia coli, puis, suivant une induction a
l'isopropyl-b-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (1 mM pour 3 h a 37°C), ont été

purifiées a 1'aide d'une colonne d'agarose glutathione.



Chapitre I'V: Résultats

A)

Flag- IRF3
Myc-TBK1 + +
HA-CBP
IP Flag
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Blot Flag
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B)
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Flag-HDAC1: + +
Myc-CBP: + ] + +
- - i | €—Ac-cap
200 kDa
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IB Kac
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Ac-IRF3
! | HDAC6
IP Flag
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Figure 4: IRF3 est acétylé de facon basale et cette acétylation est modulable

par différents facteurs.

Des cellules 293T ont été transfectées par phosphate de calcium avec les constructions indiquées,
soit 250 ng de Flag-IRF3, 500 ng de Myc-TBKI, 750 ng de Myc-CBP et 750 ng de Flag-
HDACI/6. 48h post-transfection, les cellules ont été lysées et immunoprécipites a l'aide de billes
M2. L'élution a été accomplies par une compétition avec un peptide Flag et les éluats ont été

separés sur SDS-PAGE et analysés a l'aide d'un anticorps anti-lysine acétylées (Kac)

On observe d'abord une acétylation basale du facteur de transcription IRF3.
L’observation de 1’acétylation d’IRF3 par immunobuvardage refléte un faible
pourcentage de la quantité totale d'TRF3 immunoprécipitée. L'acétylation est
augmentée lorsque IRF3 est en présence de son co-facteur CBP. Cette
observation suggere que CBP, qui posséde un domaine HAT et par conséquent,
une activité acétyltransférase, acétyle le facteur de transcription. L'acétylation
d'IRF3 n'est plus observable lorsque le facteur de transcription est en présence de
sa kinase TBKI1 et on observe que les formes retardées sur gel, formes
phosphorylées d’IRF3, ne sont pas acétylées. Cette observation nous suggere que
l'acétylation est une modification post-traductionnelle basale et inhibitrice de la
protéine IRF3 et est antagonisée par la phosphorylation qui est quant a elle,
reconnue pour activer IRF3. En B), on observe que le signal d'acétylation basale
est également modulé a la baisse lors de la présence de HDACI1 et 6. Cette
observation est importante d'abord d'un point de vue technique puisque, dans le
méme essai, il est possible d’observer une induction et une diminution de
I’acétylation par la présence d’une HAT et de HDAC respectivement. Ce résultat
suggere également que les HDAC1 et HDACG6 ont la capacité de déacétyler IRF3,

du moins lors de leur expression ectopique.
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A)

sAL | NRKac | E I[GIIL

B)

Lysine/Conditions | IRF3 IRF3+CBP IRF3+TBKI IRF3+CBP+TBK
39 20% 33% 0% 0%

77 40% 33% 0% 25%

87 80% 17% 50% 66%

98 25% 0% 20% 0%

193 60% 33% 20% 0%

315 A déterminer 17% 0% 0%

366 40% 80% 40% 66%

409 0% 33% 0% 0%

Figure 5 : Identification par spectrométrie de masse des lysines acétyles sur

IRF3

En A) Des cellules 293T ont été transfectés avec les constructions Flag-IRF3, Flag-IRF3 + Myc-
TBK1, Flag-IRF3 + Myc-CBP ou Flag-IRF3 + Myc-TBKI1 + Myc-CBP avec ou sans [l’'inhibiteur
de déacétylase TSA (400 nM). Les cellules ont été lysées et 10 mg d’extrait cellulaire total a été
immunoprécipité a l’aide de billes M2. Les extraits ont été élués a l’aide de peptide Flag. Les
extraits ont été séparés par SDS-PAGE et le gel a été coloré par silver staining. Les bandes
principales ont été excisées et analysées par spectrométrie de masse. Les graphiques représentent
deux des huit sites d’acétylation détectés. En B) Tableau récapitulatif de six différentes analyses
par spectrométrie de masse. Les pourcentages représentent [’acétylation du résidus/la lecture du
résidu. Les résultats présentés sont ceux des résidus détectés au moins trois fois par

spectrométrie de masse.
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L’analyse par spectrométrie de masse a identifiée huit différentes lysines sujette a
I’acétylation sur le facteur de transciption IRF3 : K39, K77, K87, K98, K193,
K315, K366, K409. L’analyse par spectrométric de masse révele que tel
qu’observé par immunobuvardage, IRF3 est acétylé de facon basale et cette
acétylation est globalement diminuée lors de la présence de TBK1. Cependant,
contrairement au résultat d’immunobuvardage, la présence de CBP ne semble pas
augmenter de fagon significative 1’acétylation d’IRF3, a I’exception des résidus

en C-terminale (K315, K366, K409).
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Figure 6: La mutation de la lysine 87 affecte la capacité a transactiver son

promoteur.

Des MEF IRF3 -/- ont étés transfectées a la lipofectamine 2000 par 250 ng de rapporteur ISG54
et 100 ng de pLR-TK et complémentées par 25 ng de Flag-IRF3 de type sauvage (WT) ou muté en
K-R a différentes lysines. 16h post transfection, les cellules ont été infectées ou non par 200
HAU/ml de SeV. Les cellules ont ensuite été lysées dans un tampon de lyse passif et analysés par
essais luciférase. Les résultats représentent les valeurs normalisées par la venilla comme controle

interne de l'efficacité de transfection.

Nous avons muté les lysines acétylées, identifiées par spectrométrie de masse en

arginine, afin de déterminer si 1’acétylation de ces résidus joue un réle sur la
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régulation du facteur de transcription IRF3. En reconstituant des MEFs IRF3 -/- a
l'aide des différents mutants. L'absence d'IRF3 dans les MEF IRF3 -/- est notable
par l'absence de transactivation d'ISG54 lors de la présence de Sendai virus seul.
Des effets observables au niveau de la transactivation d'ISG54 sont présents pour
différents mutants. D'abord, le mutant K77R ne possede plus d'activité
transcriptionnelle.  Cette observation est prévisible puisque la lysine 77,
conservée dans la famille des IRF et situé en K75 sur IRF1 et K92 sur IRF7 forme
un lien direct avec I’ADN, tel qu’identifié par crystallographie sur IRF1
(Escalante et al, 1998), tout comme la K92 sur IRF7, un proche homologue
d’IRF3. Aussi, nous ne pouvons pas associer cet effet a I'acétylation sur la lysine
puisque que la lysine 77 forme probablement un lien direct avec 1I'ADN.
Egalement, la modification de la lysine 409 diminue le rapport firefly/renilla
(RLU1/RLU2), mais seulement en augmentant la valeur renilla, ce qui nous porte
a conclure que la transactivation du rapporteur ISG54 n'est pas réellement
affectée. Finalement la mutation de la lysine 87 en arginine affecte quand a elle la
transctivation du rapporteur ISG54. Cette lysine n'est pas conservée dans la
famille des IRF, mais est conservée sur la protéine IRF3 a travers les espéces.
Nous avons donc investigué a quel niveau la mutation de la lysine 87 affecte

l'activité du facteur de transcription IRF3.
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Figure 7: La capacité d'IRF3 a dimériser est a s'attacher a CBP n'est pas

altérée chez les différents mutants.

Des cellules 293T ont été transfectées par phosphate de calcium avec les constructions Flag-IRF3

indiquées. 16h post transfection, les cellules ont été mis en présence de SeV (200 HAU/ml) pour

une durée de 16h.

les cellules ont ensuite été lysées et séparés par gel natif en A) et

immunoprécipité avec un anticoprs-anti-CBP en B), puis séparés par SDS-PAGE. Les résultats

sont analysés par un anticorps anti-Flag.
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Afin de trouver le role de 'acétylation des lysines observées en spectrométrie de
masse, nous avons détaillés les différentes étapes menant a l'activation d'IRF3.
Suite a sa phosphorylation par la kinase TBKI, IRF3 se dimérise. Nous
observons en A ) par gel natif que la dimérisation des mutants d'IRF3 n'affecte
pas la capacité de la protéine a produire un homodimere, observable par la bande
supérieure. Nous avons ensuite immunoprécipité les différents mutants d'IRF3 a
l'aide d'un anticorps anti-CBP. Ceci nous apporte deux informations. D'abord,
CBP étant situé au noyau, sert d'ancre nucléaire a IRF3 qui, possédant un NLS et
un NES, se déplace entre le cytoplasme et le noyau de fagon basale . Seules les
formes activées d'IRF3, soit les extrait mis en présence de SeV, s'attachent a CBP
puisque ces derniéres transloquent au noyau pour exercer leur fonction
transactivatrice.  Ensuite, CBP étant un co-facteur essentiel a l'activité
transcriptionnelle d'IRF3, cet essai nous permer de déterminer si l'attachement au
co-facteur est préservée lorsque 1'acétylation ponctuelle des lysines est inhibée.
Aussi, nous n'observons pas de différence notable quant a la capacité des
différents mutants a se lier a CBP et suggérons donc que la mutation ponctuelle
des lysines en arginine ne joue un réle ni dans la dimérisation d'IRF3 ni dans

I'attachement au co-facteur CBP.
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Figure 8 : La mutation en K87R inhibe la capacité¢ d’IRF3 a s’attacher a
I’ADN.

Des cellules 293T ont été transfectées avec les constructions Flag-IRF3 et myc-TBKI tel
qu’indiquées pour 24 heures. Les cellules ont été lysés et 20 ug d’extrait cellulaire total a été
utilisé pour ’EMSA. Le gel a été exposé pour 16 heures. B) Différentes concentrations de

protéines recombiantes ont été utilisées selon le méme protocole que A).

En A) la sur-expression des différentes constructions d’IRF3 nous montre que la
protéine WT possede la capacité a se lier a 1’¢lément de réponse ISG15. Cette
capacité est induite par la présence de TBKI, la kinase activant IRF3. Nous
observons également que le mutant IRF3-K77R ne posséde plus la capacité a se
lier a son élément de réponse, résultat attendu puisque la lysine 77, conservée
dans la famille des IRF, se lie directement avec ’ADN. Enfin, nous observons
que IRF3-K87R perd également la capacité a se lier a son élément de réponse.
Afin de vérifier si la perte d’interaction avec I’élément de réponse est diie a une
perte d’inductibilité ou un perte de la capacité intrinséque du mutant a se lier a
ISG15, nous avons produit des protéines recombiantes de la partie N-terminale (1-
133) d’IRF3, obtenant ainsi uniquement le DBD d’IRF3. La forme sauvage de ce
mutant posseéde la capacité intrinséque de s’attacher a son ¢lément de réponse,
contrairement a IRF3 entier (1-427) qui se retrouve dans une forme latente fermée
en I’absence de stimulation. Aussi, nous observons que le mutant K87R perd la

capacité intrinséque de s’attacher a I’ADN.
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A)
[e 72 a3
hIRF4 55 KHAGKQDYNREEDAALFKAWALFKGKFREGIDKPDP————————— TRLRCALNKSN 105
hIRF8 41 KHAGKQDYNQEVDAS IFKAWAVFKGKFKEG-DKAEP————————— ATWKTRLRCALNKSP 90
hIRF9 43 KHAGKQDFREDQDAAFFKAWATFKGKYKEG-DTGGP === —==——— AVWKTRLRCALNKSS 92
hIRF5 48 RHATRHGPSQDGDNTIFKAWAKETGKYTEGVDEADP————————— AKWKANLRCALNKSR 98
hIRF6 41 KHATRHSPQQEEENTIFKAWAVETGKYQEGVDDPDP——======— AKWKAQLRCALNKSR 91
hIRF1 39 KHAAKHGWDINKDACLFRSWATHTGRYKAGEKEPDP————————— KTWKANFRCAMNSLP 89
hIRF2 39 MHAARHGWDVEKDAPLFRNRATIHTGKHQPGVDKPDP————————~ KTWKANFRCAMNSLP 89
hIRF7 45 KHFARKDLS-EADARIFKAWAVARGRWPPS SRGGGPPPEAETAERAGWKTNFRCALRSTR 103
hIRF3 39 KHGLRQDAQ-QEDFGIFQAWAEATGAYVPGRDKPDL————————— PTWKRNFRSALNRKE 88
x
B)
70 80

IRF3 protein- homo sapiens TGA YMPGRDKPDLP TWKRNFRSA
IRF3 protein- rattus norvegicus |S GAY TP GKDKPDL|S|TWKRNFRSA
IRF3 protein- bos taurus SGAYTPGKDKPDLPTWKRNTFRSA
IRF3 protein- sus scrofa SGAYTPGKDKPDLPTWKRNTFRSA
IRF3 protein- mus musculus SGAY TPGKDKPDV|SITWKRNPFRSA
SGAY T TPGKDKPDLPTWEKRNTFRSA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein

Figure 9 Alignement de séquence dans la famille des IRF.

Les DBD des différentes membres de la famille des IRF chez I’humain est démontrée en A) les
hélices a2 et 3 sont soulignées. Un alignement de séquence d’IRF3 chez différentes espéeces est

observé en B)

On observe en A) un alignement de la région DBD a travers la famille des IRF. 1l
est important de noter que la lysine 77 est la seule lysine conservée dans le DBD a
travers les IRF 1-9. En B), on observe que la lysine 77 ainsi que la lysine 87 sont
des lysines qui sont conservées sur le facteur de transcription IRF3 chez

différentes espéces.
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Chapitre V: Discussion

A travers les différents résultats présentés, nous avons démontré la premiére
caractérisation a ce jour de I’acétylation du facteur de transcription IRF3. En
effet, bien que I’acétylation fut démontré in vitro (Suhara et al, 2002), nous avons
non seulement été les premiers a démontrer cette acétylation dans un modele
cellulaire, mais par dessus tout, nos avons identifi¢ un résidu dont 1’acétylation
affecte de fagon cruciale la fonction de la protéine. Notre étude posséde aussi la
force d’une identification par spectrométrie de masse de plusieurs résidus pouvant
étre acétylé et ces résultats constituent €galement une innovation dans notre

domaine d’étude.

Bien sir, notre étude comporte également des limitations, soit inhérentes aux
techniques employées, soit des faiblesses au niveau de la modélisation des
processus de régulation du facteur de transcription IRF3. Nous discuterons donc

ici de ces limites et des perspectives envisageables pour y pallier.

D’abord, a la figure 1, on peut observer que la surexpression de CBP augmente
I’acétylation d’IRF3 en immunobuvardage. Nous attribuons cette augmentation
au fait que CBP, possédant un domaine acétytransférase, est la HAT qui acétyle le
facteur de transcription IRF3. Cette association est intuitive puisque CBP est un
co-facteur reconnu d’IRF3, est nécessaire a I’activation de 1’holocomplexe et a été
démontré comme ayant la capacité in vitro d’acétyler IRF3 (Suhara et al, 2002).
Nous n’avons cependant pas démontré dans notre étude la spécificité de la HAT
pour son substrat. Egalement, nos résultats de spectrométrie de masse démontrent
pas que la surexpression de CBP augmente 1’acétylation d’IRF3, ce qui pourrait
suggérer que CBP n’est pas la HAT impliquée. Aussi, une avenue intéressante a
explorer serait de mesurer 1’acétylation de IRF3 dans des cellules CBP-/- ou dans

des cellules o ’expression de CBP est diminuée par siARN. Egalement, il serait
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intéressant d’observer par immunobuvardage si la surexpression de d’autres HAT

connues tel que PCAF et GCNS5 ont la capacité d’acétyler IRF3.

Ensuite, a la figure 3, nous avons démontré dans des cellules MEF IRF3-/- que la
capacité de transactiver le promoteur ISG54, un élément de réponse ISRE, est
affectée par la mutation en arginine de la lysine 87. Cette technique a I’avantage
d’éliminer tout effet possible d’IRF3 endogéne et a été une méthode d’analyse de
choix pour nous. Cependant, ces essais luciférase constituent notre seule
validation de I’incapacité¢ du mutant K87R a transactiver un élément de réponse
ISRE. Il serait donc recommandable que ce résultat soit pallié¢ par d’autres essais,
dont un immunobuvardage des protéines ISG54 et ISG56 dans des MEF IRF3 -/-
reconstituées a 1’aide du mutant. Aussi, il serait envisageable d’apporter un
aspect plus fonctionnel a I’impact de la mutation de la lysine 87 en arginine en
testant si la complémentation de cette construction dans des MEF IRF3-/- affecte

la survie des cellules face a une infection virale.

Une limitation majeure de I’ensemble de notre étude est I’emploi exclusif de la
surexpression d’IRF3. En effet, il est possible que le profil d’acétylation de la
protéine endogene difféere du profil observé, particulierement au niveau
I’acétylation d’IRF3 au niveau basal. Toutefois, il est & noter que nos résultats
d’immunobuvardage corrélent avec nos résultats de spectrométrie de masse quant
a l’effet de TBK1 sur I’acétylation d’IRF3, ce qui renforce grandement notre
hypothése de la régulation dynamique de I’acétylation du facteur de transcription.
Pour contourner un effet possible de la surexpression, deux méthodes sont
envisageables. D’abord, isoler la protéine endogeéne par immunoprécipitation.
L’observation de [D’acétylation de la protéine endogeéne est toutefois
techniquement plus ¢élaborée que 1’observation en surexpression. En effet, un défi
majeur dans cette démarche est I’immunoprécipitation d’une grande quantité de
protéine de 55kDa sans I’interférence des chaines lourdes d’anticorps. Lors de la
sur-expresion des protéines Flag-IRF3, I’emploi de billes M2 et ’¢lution par

compétition avec un peptide Flag a été employé pour ne pas masquer le signal
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d’acétylation. Il faudrait donc développer un protocole pour lier de fagon
covalente des anticorps IRF3 a des billes contenant des protéines A et élaborer
une élution efficace qui permettrait 1’isolation d’une bonne quantit¢ d’IRF3
endogéne. Un désavantage majeur de I’emploi de la liaison covalente de
I’anticorps anti-IRF3 aux billes est I’emploi d’une grande quantité¢ d’anticorps
anti-IRF3, un produit onéreux et limitant. Pour contourner ce probléme, il est
possible de complémenter des MEFs IRF3-/- avec une construction Flag-IRF3
jusqu’a I’obtention d’un niveau d’expression similaire a I’endogéne en comparant
le niveau d’expression par immunobuvardage a des MEF IRF3 +/+. Ces résultats
pourraient nous informer de [’acétylation d’IRF3 a une concentration plus

physiologique que dans un systeme d’expression ectopique.

Une limitation possible de I'immnobuvardage est la disponibilité de 1’épitope
pour I’anticorps. En effet, la présence de TBK1 entraine une activation et un
changement de conformation d’IRF3 qui pourrait masquer 1’épitope que reconnait
I’anticorps anti-Kac. Cette limitation expliquerait pourquoi la présence de TBK1
inhibe en immunobuvardage le signal d’acétylation d’IRF3. Néanmoins, grace
aux résultats concomitants de spectrométriec de masse, nous croyons que
I’immunobuvardage nous permet bel et bien d’observer une diminution du niveau
d’acétylation d’IRF3 et non une diminution de la disponibilité¢ de 1’épitope pour
I’anticorps anti-Kac. Par contre, il est possible que 1’expression ectopique de
CBP modifie la conformation d’IRF3 ce qui permet une plus grande une plus
grande disponibilité des résidus acétylés et par conséquent, une augmentation du
signal d’acétylation en immunobuvardage. Nous suggérons aussi qu’une
inhibition de I’expression de CBP par siARN et une mesure de I’acétylation de

IRF3 permettrait de contourner ce probléme.

Perspectives

Nos travaux sur ’acétylation du facteur de transcription IRF3 s’inscrivent dans un

plus large contexte de 1’étude du role de 1’acétylation dans I’immunité innée. En
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effet, de nombreuses études se sont penchés au cours des derniéres années sur
I’implication de cette modification post-traductionnelle dans la famille des IRF et
dans la réponse interféron en général. Nous discuterons ici de trois études
intimement liées a notre sujet d’intérét, leurs conclusions pertinentes a notre
¢tude, I’impact qu’entrainent ces conclusions sur nos hypothéses et les legons

qu’il est possible d’en tirer.

Dans la premiere étude, Caillaud et al. démontrent 1’acétylation du facteur de
transcription IRF7, un proche homologue d’IRF3. Cette acétylation est présente
de facon basale lors de la sur-expression d’IRF7 et est augmentée lors d’une
infection virale. A I’aide de différents mutant de délétion, le groupe identifie la
lysine 92 comme étant le seul résidu acétylé sur IRF7. La mutation en K92R
annihile la capacité d’IRF7 a transactiver le rapporteur IFNa6 en essai luciférase
et empéche I’attachement a la sonde ISG15 en EMSA. Suspectant un lien direct
entre la lysine 92 et I’ADN, le groupe substitue les acides aminés entourant la
lysine 92, créant ainsi le mutant IRF7GTTR. La lysine 92 sur IRF7 est une lysine
conservée a travers la famille des IRF et se retrouve sur la position 77 sur IRF3.
Sur le mutant IRF7 GTTR, les acides aminés entourant la lysine 92 ont été
remplacés par les acides aminés entourant la lysine 77 d’IRF3, selon les séquence
homologues IRF3 (75-78) : TWKR et IRF7 (90-93) : GWKT. La rationnelle
derniére cette mutation étant que, (i) la région adjacente a la lysine acétylée
confere une spécificité a la HAT impliquée et que (ii) PCAF n’acétyle pas IRF3
selon leurs résultats d’immunobuvardage et ne reconnait donc plus la séquence
modifié¢ sur le mutant IRF7 GTTR. Par conséquent, le groupe stipule que le
mutant IRF7 GTTR n’est plus acétylé par PCAF sur la lysine 92. Aussi, le
groupe démontre une diminution de [’acétylation du mutant GTTR en
immunobuvardage comparé a la forme sauvage, bien qu’il ne démontre pas une
diminution de I’acétylation du mutant K92R. De plus, le mutant GTTR s’attache
toujours a I’ADN en EMSA et posséde une capacité augmentée a transactiver le
promoteur IFNa6. Finalement, le groupe démontre que ce mutant forme un lien

plus stable avec la sonde ISG15 que IRF7 de type sauvage et conclue que
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I’acétylation en K92 joue un rdle inhibiteur qui désengage IRF7 de L’ADN,
contrdlant ainsi de fagon négative 1’activation de genes cibles (Caillaud et al,

2002).

Il est évident que cette étude constitue un pilier majeur de nos travaux di au fait
(i) de la proche homologie entre IRF3 et IRF7, (ii) de I’identification de lysines
acétylées dans le DBD et (iii) du role inhibiteur de cette acétylation dans la
régulation du facteur de transcription. Aussi, cette étude nous permet d’expliquer
la difficulté obtenue a observer une diminution de I’acétylation sur les différents

mutants ponctuels de lysine en arginine.

Myc-CBP

Flag-IRF3: wT K77R K87R  K193R  K315R  K366R  K409R

Ac-IRF3

IP Flag
IB Kac

e . " O | e— accwr

IP Flag
IB Flag

3% WCE
IB Flag

Figure 10 : Acétylation des mutants ponctuels d’IRF3.

Des cellules 293T ont été transfectées par phosphate de calcium avec les constructions indiquées,
soit 250 ng de Flag-IRF3 et 750 ng de Myc-CBP. 48 heures post-transfection, les cellules ont été
lysées et immunopreécipitées a l’aide de billes M2. L’élution a été accomplie par une compétition
avec un peptide Flag et les éluats ont été séparés par SDS-PAGE et analysés a ['aide d’un

anticorps anti-lysines acétylées (Kac). N=1I

Egalement, il est intéressant de noter le groupe conclu que la lysine 92, servant

a solidifier les liens entre le complexe de transcription et le promoteur, subit une
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neutralisation de sa charge positive par I’acétylation ce qui a pour conséquence de
diminuer la capacit¢ d’IRF7 de s’attacher a ’ADN.  Cette conclusion décrit
parfaitement nos résultats et par conséquent, il serait for intéressant de muter le
contexte de la lysine 87 sur IRF3 afin de diminuer 1’acétylation de ce résidu.
L’approche de mutation du contexte de la lysine 92 avait été reprise pour muter le
contexte de la lysine 77 par un ancien membre du laboratoire, Dre. Annie Bibeau-
Poirier, créant le mutant IRF3 T75GR78T (résultat non publi¢). Ce mutant, en
essai in vitro, pouvait s’attacher a la sonde ISGG15, mais ne transactivait
toutefois plus le promoteur ISG56 en essai luciférase. Cependant, contrairement a
la lysine 77, la lysine 87 n’est pas conservée dans la famille des IRF. Aussi, il
serait possible de simplement muter les acides aminés adjacents a la lysine 87 en
alanine, un acide aminé neutre, afin de mesurer I’acétylation de ce mutant par
immunobuvardage, ’attachement a I’ADN par EMSA et la transctivation de
genes cibles par essais luciférase. Enfin, comme pour IRF7, nous observons une
acétylation basale d’IRF3 et proposons donc que la lysine 87 doit étre déacétylée
pour s’attacher a son promoteur. Ceci souleve I’'implication de HDAC, ce qui

nous porte a I’analyse d’une seconde étude.

En 2006, Nusinzon et Horvath ont démontré I’implication des HDAC dans la
régulation de la réponse IFN-B. Le groupe démontre d’abord qu’un traitement a
la TSA, un inhibiteur connu des HDAC, inhibe la production de IFN-f, suggérant
que la déacétylation est un processus essentiel a cette réponse. A 1’aide d’un
siRNA screen contre les HDAC de 1 a 10, le groupe identifie trois HDAC
impliquées dans la régulation du geéne d’interféron béta, soit la HDACI et 8 qui,
lorsque inhibée par siARN, augmente la transactivation des PRDI/III et PRDII,
les constituants de I’élément de réponse IFN- dépendant d’IRF3 et de NF-kB
respectivement.  Contrairement aux HDACI1 et HDACS, HDACS6, troisiéme
HDAC identifiée par le groupe, diminue la réponse interféron lorsque inhibée,
mais uniquement pour I’élément de réponse PRDI/III. Les auteurs éliminent la
possibilité que cet effet soit di a I’acétylation du facteur de transcription IRF3 par

deux expériences. D’abord, les auteurs démontrent que la translocation nucléaire
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d’IRF3 n’est pas affectée par un traitement a la TSA. Ensuite, les auteurs
montrent que le traitement a la TSA n’affecte pas ’attachement a la chromatine
d’IRF3 par chromatin IP. Enfin, les auteurs concluent qu’une balance de
I’activit¢ des HDAC1, HDAC6 et HDACS est nécessaire pour une activation
optimale du promoteur de IFN- (Nusinzon & Horvath, 2006).

L’étude de Nusinzon et Horvath nous a permis d’identifier HDAC6 comme une
HDAC potentiellement impliquée dans la voie IRF3. Aussi, bien que les auteurs
concluent que I’acétylation du facteur de transcription n’est pas en jeu, nous
croyons plutot que cette conclusion est basée sur trop peu d’évidence. En effet, la
seule expérience du groupe dans cette direction a été la chromatin IP en présence
de TSA, un inhibiteur pharmacologique. Aussi, nous pouvons argumenter qu’une
inhibition partielle d’HDAC6 par la TSA dans cet essai pourrait justifier
I’attachement a I’ADN d’IRF3. 1l est aussi a noter que le groupe n’a pas fait
d’immunoprécipitation de chromatine en présence de siARN contre HDACG6, ni
regardé  Dattachement d’IRF3 a I’ADN en EMSA. Nos essais
d’immunobuvardage actuels nous suggerent qu’en expression ectopique, HDAC6
a la capacité de déacétyler IRF3, quoique cette propriété soit également partagée
jusqu’a un certain degré par HDACI1. Par contre, nous trouvons fort intéressant la
spécificité suggérée d’HDAC6 dans la voie IRF3 et suggérons, pour la suite de
nos travaux, d’inhiber par stARN HDACG6 et observer par EMSA, une méthode
fort sensible, si I’attachement a I’ADN d’IRF3 est modulé. Enfin, le groupe
démontre de facon fort intéressante 1’implication dynamique des processus
d’acétylation et de déacétylation dans la réponse interféron et nous suggere qu’un

équilibre complexe régit I’activation de ce promoteur.

Finalement, la derni¢re étude présentée est celle de Suhara et al. qui suggere que
CBP/p300 sont indispensable a 1’attachement de I’holocomplexe contenant IRF3
a son promoteur et, de facon plus pertinente a notre sujet d’étude, montre une

acétylation in vitro de IRF3 par p300 suite a une infection virale et suggere
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qu’IRF3 a besoin d’étre acétylé pour coopérer avec p300 et interagir avec I’ADN.
Le groupe a en effet surexprimé une construction GST-IRF3 dans des 1929, puis
infectées les cellules au NDV. GST-IRF3 a ensuite été isolé par GST pull-down
et les complexes précipités ont été incubé avec de [*Clacetyl-CoA, puis séparé
par SDS-PAGE et analysé par immunobuvardage a 1’aide d’anticorps anti-GST et
anti-p300. Le groupe suggere également qu'une forme monomérique d’IRF3 ne
peut étre acétylé par la protéine recombinante p300 en présence de ['*Clacetyl-

CoA , quoique ces résultats ne soit pas montrés (data not shown).

Ce résultat contredit notre hypothése qu’IRF3 est acétylé de fagon basale et que
cette acétylation diminue suite a une activation. Cependant, en observant la
méthodologie du GST-pull down, on peut suggérer qu’une acétylation basale peut
étre perdue a travers une lyse et des lavages dans un tampon ne contenant pas de
TSA, élément que nous avons di développer dans notre propre protocole.
Egalement, étant donné que nos résultats d’immunobuvardage et nos résultats de
spectrométrie de masse, une technique dotée d’une trés grande sensibilité,
suggerent une acétylation basale, nous demeurons confiant face a nos propres
observations. Enfin, comme le groupe stipule que 1’acétylation d’IRF3 suit une
cinétique particuliere lors d’une infection virale, il aurait été intéressant de
regarder I’évolution de ’acétylation dans une cinétique d’infection virale plutot

qu’a un point donné.

Elaboration d’un modéle

A travers les différents résultats présentés, nous avons démontré que 1’acétylation
est une modification post-traductionnelle importante dans la régulation du facteur
de transcription IRF3. A travers 1’immunobuvardage et la spectrométrie de
masse, nous avons observé une acétylation basale d’IRF3 et une diminution de
cette acétylation lors de la présence de la kinase TBK1. FEgalement, par nos

résultats d’immunobuvardage et tenant compte du travaille d’autres groupes de
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recherche, nous croyons que CBP est la HAT qui acétyle IRF3. Aussi, nous
suggérons qu’en substituant la lysine pour une arginine par mutagéneése dirigée,
nous mimons 1’acétylation de la lysine en lui retirant sa charge positive, tout en
conservant la structure du résidu. Par conséquent, nous suggérons que la perte
d’affinité pour I’ADN observée en EMSA du mutant K87R mime une perte
d’affinité de la protéine IRF3 lorsqu’elle est acétylée sur la K87 pour son

promoteur.

Pour la suite des travaux, nous devrons démontrer les conséquences d’une perte
d’acétylation sur la régulation d’IRF3. En tenant compte du travail d’autres
groupes de recherche, nous proposons d’investigué le role de 1’acétylation sur
IRF3 par les mécanismes suivants (i) mutation des résidus entourant la lysine 87,
(i1) inhibition des HDAC6 par siARN et (iii) inhibition de CBP par si ARN.
Sommes toute, en nous basant sur nos résultats, nous émettons I’hypothése que
I’acétylation est une modification post-traductionnelle basale et inhibitrice d’TRF3
et que la désacétylation du facteur de transcription est nécessaire a son activation

compléte.

Modéle

IRF3 est une protéine latente et cytoplasmique en 1’absence d’infection virale.
Cependant, IRF3 posséde un NLS et un NES et de fagon basale, transloque entre
le noyau et le cytoplasme, bien qu’elle ne s’accumule pas au noyau en 1’absence
d’activation. Aussi, nous suggérons que lors de cette translocation basale, IRF3

est acétylé par CBP, son co-facteur nucléaire.
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Figure 11: Acétylation d’IRF3 dans le cytoplasme et le noyau.

Des cellules 293T ont été transfectées au phosphate de calcium avec les constructions indiquées,
soit 500 ng de Flag-IRF3 et 1 mg de Myc-TBK1. 48 post-transfection, les cellules ont été lysées
avec un protocole d’extraction cyto-nucléaire. Les extraits ont ensuite été immunoprécipités avec
des billes M2 et élués par une compétition avec un peptide Flag. Les éluats ont été séparés par

SDS-PAGE et analysés a l’aide d’un anticorps anti-lysines acétylées (Kac). N=I.

Ce résultat nous suggeére que la déacétylation d’IRF3 se produit avant la
translocation au noyau et donc, dans le cytoplasme. Ce résultat correle
parfaitement avec notre hypothése de I’implication d’HDAC6 dans la
déacétylation d’IRF3, puisque cette HDAC est située principalement au

cytoplasme.
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Figure 12: Modé¢le proposé.

De facon basale, IRF3 transite entre le cytoplasme et le noyau. Dans le noyau, IRF3 est acétylé
par CBP, ce qui inhibe le facteur de transcription au repos. Suite a une infection virale, la kinase
TBK1 phosphoryle IRF3 en C-terminale. Une HDAC, possiblement HDACG6, déacétyle IRF3 afin
de permettre l'interaction avec I’ADN et la transactivation de geénes cibles. Le modéle proposé
suggere qu’IRF3 est acétylé de facon latente et phosphorylé lorsqu’activé, mais I’hypothése d une

forme intermédiaire a la fois acétylée et phosphorylée demeure possible dans ce modéle.
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