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Implication de I’ubiquitination et de I’appareil de Golgi dans I’activation de TBK1 aprés
détection des ARNs viraux

Mots clés : Immunité Innée Antivirale, Interférons, PRR (Pattern Recognition Receptors), TBK1
(TANK-Binding kinase), Ubiquitination, Optineurine.

L’'immunité innée antivirale repose en grande partie sur la production des interférons de type I
(IFN-a/B) par les cellules infectées et les cellules immunitaires. Cette synthese résulte de la
reconnaissance de motifs viraux caractéristiques par des récepteurs cellulaires, parmi lesquels
les RIG-I-Like Récepteurs (RLR) et le Toll-Like Récepteur 3 (TLR3) détectent 'ARN viral
respectivement au niveau du cytosol et des endosomes. La signalisation induite par les RLRs et
TLR3 conduit a l'activation d’'IRF3 et de NF-xB, deux facteurs de transcription impliqués
respectivement dans la production d’IFN-a/f et de cytokines pro-inflammatoires. TBK1 (TANK-
Binding Kinase 1) joue un roéle essentiel dans l'immunité innée antivirale, de par la
phosphorylation du facteur de transcription IRF3, nécessaire a la production des IFNs de type 1.
Bien que de nombreuses études aient montré le role crucial de cette kinase dans la signalisation
antivirale, le processus entrainant son activation est encore mal déterminé a ce jour. Lors de cette
é¢tude nous avons démontré que suite a la stimulation du TLR3 et des RLRs, la forme active,
ubiquitinylée et phosphorylée, de TBK1 se relocalise au niveau de 1’appareil de golgi, grace a son
ubiquitination sur les résidus K30 et K401. Ce mécanisme implique la reconnaissance des chaines
d’ubiquitines associées a TBK1 par 1I’Optineurine (OPTN), permettant la formation d’un complexe
autorisant le rapprochement des molécules de TBK1 puis la trans-autophosphorylation au niveau de
I’appareil de Golgi. Au cours de ce travail nous avons également découvert qu’OPTN est la cible
d’une protéine virale, la protéine NS3 du BTV (Bluetongue Virus), qui neutralise son activité et
diminue ainsi 1’activation de TBK1 et la signalisation responsable de la sécrétion de cytokines
antivirales.

Ubiquitination and Golgi apparatus involvement in TBK1 activation after viral RNAs detection

Keywords : Antiviral Innate Immunity, Interferons, PRR (Pattern Recognition Receptors), TBK1
(TANK-Binding kinase), Ubiquitination, Optineurin.

Type-I interferons (IFN-a/B) production and release is a major event in innate antiviral immunity.
IFN production depends on the interaction between viral structures and their corresponding cellular
sensors. RIG-I-Like Receptors (RLRs) and Toll-Like Receptor 3 (TLR3) sense dsRNAs in the cytosol
and endosomes respectively. Stimulation of these receptors by their ligands promotes a signal
transduction leading to the activation of the transcription factors NF-kB and IRF3, and consequently
to the production of proinflammatory cytokines and Type I Interferons (IFN-I). TBK1 (TANK-
Binding Kinase 1), plays a crucial role in antiviral innate immunity, by phosphorylating the
transcription factor IRF3, required for the production of type I IFNs. Although many studies have
shown the critical role of this kinase in antiviral signaling, the molecular mechanism of its activation
are largely unknown. We report here the localization of the ubiquitinated and phosphorylated active
form of TBK1 to the Golgi apparatus after the stimulation of RLRs or TLR3, due to TBKI1
ubiquitination on lysine residues 30 and 401. The ubiquitin-binding protein optineurin (OPTN)
recruits ubiquitinated TBK1 to the Golgi apparatus, leading to the formation of complexes in which
TBKI1 is activated by trans-autophosphorylation. We also found that a viral protein binds OPTN at
the Golgi apparatus, neutralizing its activity and thereby decreasing TBK1 activation and downstream
signaling.
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1. Immunité innée antivirale

1. Vue d’ensemble de ’immunité innée

Toutes les espéces animales sont confrontées quotidiennement a un grand nombre de
micro-organismes potentiellement dangereux. Notre capacité¢ a éviter I’infection repose en
partie sur le systétme immunitaire adaptatif, qui se souvient de précédentes rencontres avec
des agents pathogénes spécifiques et les détruits lors d’un nouveau contact. Cependant, lors
d’une premicre exposition, 1’amplification clonale des lymphocytes naifs et leur
différenciation en cellules effectrices prennent plusieurs jours (3 a 5), alors que de nombreux
agents infectieux ont des temps de génération qui peuvent n’étre que de quelques dizaines de
minutes. Par conséquent nous nous appuyons sur notre systéme immunitaire inné, qui

. . . . . . . 1.2
intervient dans les heures, voire les minutes suivant I’infection ™ ~.

Les macrophages, cellules dendritiques (DC), cellules NK qui opérent en premicre ligne
de la réponse innée sont activés par des motifs moléculaires conservés au sein de différents
types de micro-organismes baptis€és PAMP (pathogen associated molecular pattern) par
Charlie Janeway’. Ces PAMPs sont caractérisés par trois propriétés : ils sont absents des
cellules de I’héte ; ils sont communs a de nombreuses espeéces de micro-organismes ce qui
permet de reconnaitre 1’énorme diversité des microbes par un nombre restreint de récepteurs ;
ils sont essentiels a la survie des pathogenes, ce qui limite 1’apparition de mutants échappant a
la reconnaissance. Dés 1989, C. Janeway a postulé I’existence de récepteurs, les pattern
recognition receptors ou PRRs reconnaissant ces structures et activant la réponse
immunitaire’. Il est maintenant établi que ces récepteurs sont également impliqués dans la
reconnaissance de molécules endogenes libérées par les cellules endommagées ou stressées,
appelées DAMPs pour Damaged associated molecular pattern. La liste de ces composants est
en constante augmentation. IIs comprennent notamment des acides nucléiques, des protéines

intracellulaires, composants de matrice extracellulaire et des lipides oxydés’ > *.

Les vertébrés ont développé un grand nombre de PRRs intra et extra celllulaires capables
de détecter la présence d’organismes pathogenes (Figure 1). A ce jour, cinq grandes familles
de récepteurs ont été identifiées : les récepteurs transmembranaires Toll-Like (TLRs) et
Lectine de type C (CLRs), les récepteurs cytoplasmiques de type NOD (NLRs), les récepteurs
RIG-I like (RLRs) et une grande famille de senseurs d’ADN (CDS) incluant les récepteurs
AIM2-like (ALRs)" >,
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Figure 1 : Les récepteurs de I'immunité innée (PRRs)

> Les TLRs

C’est vers la fin des années 90 que le premier récepteur Toll fut découvert chez la
mouche a fruits Drosophile, comme étant un récepteur de I’immunité permettant de lutter
contre les infections fongiques’. Des travaux ont ensuite mis en évidence chez les
mammiferes, une famille de récepteurs apparentés a Toll, les Toll Like Receptors (TLRs),
essentiels 4 I’immunité innée’. Les TLRs sont des protéines transmembranaires caractérisées
par des domaines extracellulaires contenant un nombre variable de répétitions riches en
leucine (LRR) pour la reconnaissance des ligands, un domaine transmembranaire et un
domaine cytoplasmique homologue a celui du récepteur de I’IL-1 (IL-1R), appelé Toll/IL-1R
ou domaine TIR permettant la transduction du signal®. Les TLRs sont exprimés
majoritairement sur les cellules immunes incluant les macrophages, les CD, les lymphocytes
B et certains types de lymphocytes T, mais ils sont également présents sur des cellules non-
immunes comme les fibroblastes et les cellules épithéliales. A ce jour, 12 membres de la
famille des TLRs ont été identifiés chez les mammiféres (10 chez ’homme et 12 chez la

souris)">’. Chaque TLR est capable de reconnaitre des PAMPs distincts ce qui leur confére



un large spectre de détection des pathogénes et fait de ces PRRs une barriére redoutable aux
infections'. La localisation cellulaire des TLRs est alors associée a la nature des ligands qu'ils
reconnaissent : ainsi, les récepteurs TLR 1, 2, 4, 5 et 6, exprimés a la surface des cellules,
reconnaissent des composés microbiens protéiques ou lipidiques. A l'inverse, les TLR 3, 7, 8

. . y e . R . 1
et 9 reconnaissent des acides nucléiques viraux a la surface des compartiments endosomaux
5,9

> Les CLRs

Les CLRs (C-type lectin-like receptors) sont des récepteurs transmembranaires exprimés,
mais non restreints, sur les cellules myéloides incluant les macrophages et les cellules
dendritiques. La caractéristique commune de ces recepteurs est de posséder au moins un
CTLD (C-type lectin-like domains). Pour la majorit¢ des CLRs fonctionnant comme des
recepteurs immuns, le CTLD lie des carbohydrates de maniere dépendante du calcium. Par
conséquent, ce domaine est plus communément appel¢ CRD (carbohydrate recognition
domain) plutét que CTLD'. Ces récepteurs jouent un role critique dans I’immunité anti-
fongique''. La reconnaissance des PAMPs exprimés en surface tels que les p-glucane et o-
Mannan, par les Dectin-1 et 2 respectivement, initie des réponses inflammatoires qui a leur
tour polarisent une réponse adaptative Th17, bénéfique pour la lutte et la clearance anti-
fongique'>. De plus, certains CLRs sont capables de détecter des ligands exposés ou alors
libérés par des cellules mourantes. Par exemple, Mincle et DGNR-1 sont impliqués
respectivement dans la reconnaissance de la SAP-130 et des filaments d’actine-F des cellules

. . 13, 14
necrotiques 314,

> Les NLRs

La famille des NLRs est constituée de récepteurs intracellulaires caractérisés par leur
structure tripartite. Leur organisation générale comprend 1) une région C-terminale riche en
LRR responsable de la reconnaissance du ligand; 2) un domaine central NOD/NACHT
permettant I’oligomérisation de la molécule; et 3) un domaine effecteur N-terminal impliqué
dans D’initiation de la signalisation et constitué de domaines d’interaction protéine-protéine.
Ces récepteurs sont classés en quatre sous-groupes NLRA, NLRB, NLRC et NLRP selon la
nature de leur domaine N-terminal correspondant respectivement & un domaine ATD (Acidic

Transactivation Domain), un domaine BIR (Baculovirus Inhibitor of apoptosis Repeat), un



domaine CARD (CAspase Recruitment Domaine) ou encore un domaine PYD (PYrin

1516 (Figure 2). Les NLRs sont capables d’orchestrer des réponses immunitaires et

Domain)
inflammatoires suite a la reconnaissance de motifs microbiens (flagelline, pepdidoglycane
bacterien...), et de signaux de danger (cristaux moléculaires, efflux de potassium, ATP, ROS
..)"". Une fois activés ils exercent différentes fonctions qui peuvent étre divisées en 4

catégories :

L’autophagie : NOD2 induit l'autophagie en recrutant ATG16L1 a la membrane
plasmique, afin d’éliminer les agents pathogénes'®.

- La transduction du signal : La reconnaissance de I'I[E-DAP et le MDP, par NOD1
et NOD2 respectivement, entraine ’activation de la voie de signalisation NF-kB et MAPK'”
. NLRP2 et NLRP4 agissent quant a eux comme des régulateurs négatifs de ces voies de
signalisation.

- L’activation transcriptionnelle : CIITA et NLRCS sont des transactivateurs de
I’expression des CMHs>" >,

- La formation d’inflammasommes : NLRP1, 2, 3, 6, 7, 12, NLRC4, et NAIP entrent

dans la composition de I’inflammasome. L’activation de celui-ci par différents stimuli conduit

au clivage de la caspase 1, autorisant la maturation de I'IL-1p*.
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Figure 2 : Structure et classification des NLRs'®

» Les RLRs et les CDS, senseurs d’ARN et d’ADN respectivement, feront

I’objet d’une description détaillée dans la suite de ce mémoire (partie [-3-3).

La stimulation de I’ensemble de ces récepteurs active alors des cascades de signalisation

qui induisent rapidement 1’expression de nombreux génes impliqués dans la réponse immune

et pro-inflammatoire. Ces voies de signalisation aboutissent notamment a [’activation des

facteurs de transcription IRFs et NF-kB, a I’origine de la production des IFNs de type I, et de

cytokines pro-inflammatoires, respectivement

1,2,24

. La synthése de ces différentes cytokines

orchestre alors la mise en place d’une réponse immune innée rapide mais également une

maturation des cellules immunitaires responsable de la réponse adaptative spécifique
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2. La réponse antivirale

Une fois I’invasion virale détectée dans la cellule par les différents PRRs impliqués dans
la reconnaissance des virus, la cellule répond a I’infection par le biais des différentes voies de
signalisation mises en place. Cette réponse antivirale est le résultat de I’activation de quatre
facteurs de transcription, les IRFs (IRF3, IRF7, IRF9) et NF-kB, aboutissant a la synthése des

IFNs et de cytokines pro-inflammatoires respectivement'” %,

1. Les facteurs de transcriptions clés

1) Les facteurs IRFs, clés des interférons

Les IRFs sont une famille de facteurs de transcription constitués de 9 membres : IRF-
1, -2, -3, -4 (également appelé PIP, LSIRF, ou ICSAT), -5, -6, -7, -8 (ou ICSBP), et -9
(ISGF3y). Chaque membres comprend un domaine de liaison a ’ADN (DBD) situé en N-
terminal, conservé au sein de la famille et comprenant 5 répétitions de I’acide aminé
tryptophane. Ce domaine reconnait des séquences d’ADN similaires, les ISREs contenant la
séquence consensus « 5’-AANNGAAA-3’ ». L’extrémité C-terminale, quant a elle, contient
des domaines d’activation et d’interaction avec d’autres facteurs de transcription et
cofacteurs : les domaines d’association aux IRFs IAD 1 et 2. Tous les IRFs, a I’exception des
IRF-1 et -2, possédent le domaine IADI, présentant une homologie de structure avec le
domaine Mad-hology 2 (MH2) de la famille des Smad®®?’.

Les membres de cette famille ont initialement été identifiés dans le cadre de la
recherche sur les IFNs de type 1, dont je parlerai plus amplement dans la partie suivante.
Depuis, de nombreux travaux ont permis de démontrer leur role dans la régulation de la
réponse immunitaire innée, du développement des différentes cellules du systéme
immunitaire et de I’oncogeneése.

Cependant, de nombreuses études ont été réalisées sur les IRF3 et IRF7 étant donné
que ceux-ci sont des régulateurs clés de I’induction de la transcription des IFNs de type I au
cours d’une infection virale®®?’. IRF3 est constitutivement exprimé, sous une forme latente,
dans le cytosol des cellules®. Les voies de signalisation activées suite a une infection virale,
aboutissent a la phosphorylation d’IRF3, au niveau de sa région C-terminale, puis a sa

30, 31, 32

dimérisation et enfin sa translocation dans le noyau . IRF7 est quant a lui, faiblement

exprimé dans les cellules mais rapidement induit apres la premicre vague d’IFNs de type |

33, 34,35

induite par I’infection virale . Des études de son promoteur, ont révélé la présence d’un

motif ISRE capable de lier le complexe ISGF3. La liaison des I[FNs de type I a leur récepteur
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spécifique conduit a 1’activation de ce complexe ISGF3, composé de IRF9, STAT-1 et -2,
responsable alors de I’induction du géne IRF7**** . Tout comme I’'IRF3, il réside sous
forme inactive dans le cytosol, et suite & une infection virale, est la cible de phophorylation
sur des résidus sérine en position C-terminale, conduisant a sa dimérisation et translocation
dans le noyau. IRF3 et IRF7 peuvent former des homo- ou hétérodimeéres et chacun d’eux agit
différemment sur les génes codant pour les IFNs de type I. Ainsi, IRF3 serait impliqué
préférentiellement dans I’activation du géne de ’IFNP et celui de I'IFNal, tandis que 'IRF7
active efficacement a la fois les IFNo et > °**°. Dans tous les cas, les homo- et hétéro-
dimeres migrent jusqu’au noyau ou ils forment un complexe avec les coactivateurs CBP/p300
et lient leur séquence d’ADN cible codant pour les IFN de type I.

Concernant les autres membres de cette famille, dans des conditions physiologiques
les IRF1 et -2 sont exprimés a faible niveau dans divers types cellulaires. Cependant apres
stimulation par une infection virale ou des facteurs immuns (TNFa, IL-6, IFNs), I’expression
d’IRF1 est considérablement augmentée. L’IRF1 et -2 agissent comme activateur et
répresseur de la transcription des génes des IFNs, respectivement’” *°. Contrairement & ces
deux facteurs de transcription, I’'IRF4 et -8 sont exprimés préférentiellement dans les cellules
hématopoiétiques. En présence d’IFNa, 1’expression d’IRF4 est fortement accrue alors que
celle de I’IRFS est induite par I’'IFNy plutdt que par les IFNs de type 1. Ces deux facteurs de

transcription sont impliqués dans la régulation de I’immunité cellulaire®”.

2) Le facteur de transcription NF-x B

Chez les mammifeéres, la famille des facteurs de transcription NF-xB est constituée de
cing membres: p65 (RelA), RelB, c-Rel, pl05/p50 (NF-xB1) et p100/52 (NF-xB2). Ces
protéines partagent en N terminal, un domaine conservé de 300 acides aminés appelé « Rel
homology domain » (RHD). Ce domaine contient des séquences nécessaires a la dimérisation,
la fixation a I’ADN, D’interaction avec les protéines IkB (Inhibitors of kB) ainsi qu’a la
translocation nucléaire des protéines NF-kB grice a une séquence signal spécifique NLS

(Nuclear Localisation Sequence)’®.

Les membres de la famille NF-kB ne sont transcriptionnellement actifs que sous forme
d’homo ou d’hétéro-dimeres. Le complexe p50/p65 est I’hétérodimere le plus abondant, il est
retrouvé au niveau de presque tous les types cellulaires®”.

Les protéines NF-kB peuvent étre divisées en 2 classes, différant par la séquence C-
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terminale en aval du domaine RHD. Les sous-unités RelA, RelB et c-Rel possédent un
domaine de transactivation « TAD » dont sont dépourvus les isoformes p50 et p52. Cette
différence structurale explique pourquoi les hétéro-ou homodimeéres contenant RelA, RelB et
c-Rel sont généralement des activateurs transcriptionnels, tandis que les complexes
homodimériques p50 et p52 se comportent le plus souvent comme des répresseurs de la
transcription des génes cibles™.

NF-«B joue son plus important role dans le systtme immunitaire en régulant
I’expression d’inducteurs et d’effecteurs agissant a différents stades des réponses immunes
inées et adaptatives *'. L’implication de NF-kB ne se limite pas au systéme immunitaire, il
intervient également dans le controle de la transcription de certains génes impliqués dans
divers processus cellulaires fondamentaux tels que la prolifération, la différenciation et la
survie cellulaire.

Etant donné sa grande capacit¢ a influencer I’expression de nombreux genes,
I’activation de NF-«B est finement régulée et cela a de multiples niveaux. D’une part,
I’activation de NF-kB est contrdlée par son interaction avec ses inhibiteurs de la famille des
IkBs ainsi que par les kinases spécifiques de ces protéines (IKKs). D’une autre part, un
certain nombre de modifications post-traductionnelles (phosphorylation, ubiquitination,
etc...) modulent également cette activité.

En D’absence de signaux extracellulaires spécifiques, les diméres NF-kB
potentiellement actifs sont séquestrés dans le cytoplasme suite a leur interaction avec les
protéines de la famille IxB, qui masquent leurs motifs NLS empéchant ainsi leur translocation
nucléaire et leur fixation a ’ADN ** *. Suite 4 un stress cellulaire ou a ’engagement
d’immunorécepteurs, deux voies de signalisation peuvent conduire a la libération et a
I’activation de ce facteur de transcription, appelées les voies canonique/classique et non
canonique/alternative respectivement. Cette dernieére, moins fréquemment observée et activée
par un nombre restreint de stimuli, joue néanmoins un role crucial dans le développement des
organes lymphoides responsables de la génération des lymphocytes T et B. Ces deux voies, de
manieres distinctes, aboutissent & une étape commune avec ’activation d’un complexe de
kinase IKK, permettant 1’activation du dimere RelA/p50 dans le cas de la voie canonique et

généralement du dimere p52/RelB pour la voie non canonique.
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2. Les interférons

Le phénomeéne d’interférence viral est connu depuis 1935. Cependant, 1’explication
n’est survenue qu’en 1957, quand Alick Isaacs et Jean Lindenmann ont démontré que les
cellules en contact avec un virus inactivé libéraient une substance soluble qui protégeait les
cellules saines d’une infection ultérieure. Ils découvrent alors la premicre cytokine, qu’ils
appelleront Interféron*”.

C’est un groupe de cytokines inductibles et sécrétées en réponse a divers stimuli,
ayant un role central au cours des réponses immunitaires antivirales. Ils induisent en effet, un
¢tat antiviral dans les cellules infectées et avoisinantes limitant ainsi la propagation du virus.
De plus, ils modulent les réponses immunitaires innées favorisant la présentation antigénique
et ’action des cellules NK, tout en limitant les voies pro-inflammatoires et la production de
cytokines. Enfin, ils participent a la mise en place d’une réponse immune adaptative en
stimulant la maturation des lymphocytes B et T et le développement d’une mémoire
immunologique® .

Les IFNs sont divisés en trois groupes sur la base de leurs propriétés physicochimiques
et biologiques, de leur séquence primaire, de leur localisation chromosomique et des
récepteurs membranaires spécifiques : les IFNs de type I (comprenant les IFNa, B, w, €, k),
I’IFN de type II ou ’IFN-y et les [IFN-A au nombre de trois appelés les IFN-like cytokines ou
IFN de type III%.

La signalisation engendrée par les différents IFNs fait intervenir les protéines JAK et
STAT. 1l existe 7 protéines STAT différentes (STAT 1,2,3,4,5a,5b,6) et 4 protéines JAK
(JAK 1,2,3 et Tyk-2), les différents membres de ces familles présentant des fonctions
distinctes en fonction du stimulus. Suite a la stimulation par les IFNs, les facteurs de
transcription cytoplasmiques STAT (STAT 1 et 2), sont phosphorylés sur un résidu tyrosine
par les JAKSs kinases (Notamment JAK 1, 2 et Tyk-2). Cette cascade de signalisation aboutit
alors a la transcription de nombreux génes inductibles par les IFNs, les ISGs, impliqués dans

de nombreux processus biologiques incluant la mise en place d’un état antiviral (Figure 3).

1) Les interférons de type I

Les interférons de type I regroupent 5 classes différentes, exprimées chez ’homme sur
le locus du chromosome 9 : 'IFN-a (lui-méme divisé en 13 sous-types), -B, -w, -¢, -k. Ils

forment une grande famille de cytokines qui contrdle le développement précoce des infections
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virales*®*’. La plupart des types cellulaires suite 4 une infection produisent de 'IFN-B, tandis
que les cellules hématopoiétiques, en particulier les cellules dendritiques plasmacytoides, sont
spécialisées dans la sécrétion de I'IFN-a. En revanche, les IFN-¢ et -k ne sont pas induits
suite a la stimulation de PRRs. Ils sont cependant exprimés de fagon constitutive par les
cellules épithéliales du tractus génital féminin et par les kératynocytes, respectivement™ ®.
L’IFN-x ne présente qu’une faible activité antivirale, I’'I[FN-¢ contribue quant a lui a la
protection contre les infections sexuellement transmissibles par le HSV-2 et Chlamydia
muridarum.

Les IFNs de type I classique (o et ) exercent leur fonction via des récepteurs
hétérodimériques se composant de deux sous-unités : IFNARI et IFNAR2. L’activation de
ceux-ci par les interférons induit la voie de signalisation JAKs/STATs. Une fois activées par
phosphorylation, les facteurs de transcription STAT1 et STAT2 forment un hétérodimere qui
s’associe ensuite avec le facteur IRF9 pour former un complexe tripartite appelé ISGF3. Ce
complexe pénétre dans le noyau ou il se fixe sur la séquence ISRE présente dans les
promoteurs de transcription d’une série de genes appelés ISG (IFN stimulated genes) (Figure

3).
2) Les interférons de type II

La famille des IFNs de type II est représentée par I’IFN-y, codé par un unique géne sur
le chromosome 12. Il est synthétisé par les lymphocytes T de la sous population Thl, les
lymphocytes T CDS et les cellules NK en réponse a la présentation d’agents microbiens et la
stimulation par I’IL-12. L’IFN-y est biologiquement actif sous forme d’homodimere et se fixe
sur son récepteur tétraédrique composé de deux chaines d’IFNy-R1 et de deux chaines
d’IFNy-R2. Ce complexe active alors la voie de signalisation JAK/STAT. Dans le noyau,
STAT!] se fixe sur les sites GAS au niveau des promoteurs des génes inductibles par I’'TFN-y™°
(Figure 3). Bien qu’il inhibe aussi la réplication virale, le mode d’action de I’'IFN-y différe des
autres types d’interférons. Il est un composant essentiel de I’immunité cellulaire car il stimule
la différenciation des macrophages. C’est un important immunomodulateur, étant responsable
de I’augmentation de la phagocytose, il active aussi les neutrophiles, il augmente I’effet
cytotoxique des cellules NK et il stimule 1’expression des molécules du CMH des classes I et

.. , . . 1
I ainsi que des molécules co-stimulatrices’".
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3) Les interférons de type 111

Il y a une dizaine d’années, I’'TFN-A est découvert par deux groupes indépendants™ >>.

Il forme la famille des interférons de type III, composée de 3 membres I’'IFN-A1, -A2, -A3
également appelés IL-29, IL-28A et IL-28B respectivement’> >, Récemment un quatriéme
sous groupe, I"'TFN-A4, a été décrit chez I’homme™. 11 est exprimé par une petite fraction de la
population en conséquence d’une mutation modifiant le cadre de lecture de la séquence
codante en amont du géne IFNL3. Celui-ci ne partageant que 29% d’homologie avec I’IFN-
A3, agit cependant par l’intermédiaire du méme récepteur afin d’établir une réponse
antivirale. Le récepteur de cette famille est un récepteur hétérodimérique constitué de deux
chaines : IFNLRI1, spécifique des IFN-A et ILIORB, partagée avec d’autres cytokines de la
famille IL-10. Bien qu’ils agissent avec un récepteur différent de celui des IFNs de type 1, ils
induisent une cascade de signalisations semblables et stimulent 1’expression des mémes ISGs
(Figure 3). La spécificité de la réponse aux IFNs-A proviendrait de 1’expression différentielle
de leur récepteur. Alors que la quasi-totalité des cellules expriment le récepteur des IFNs de
type I, I’expression du récepteur a I’IFN-A semble principalement restreinte aux cellules
épithéliales de I’organisme. L’IFN-A serait donc essentiellement impliqué dans la défense des
épithéliums contre I’entrée des virus™ *>°.

Type | IFN Type Il IFN Type Il IFN

IFNGR1

.
IFNAR1
IFN X IFN X
IFNAR2 IFNLR1 IL10R2
IFNGR2 Plasma membrane
Cytosol
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Figure 3 : Les interférons et leur signalisation®’
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3. Les cytokines pro-inflammatoires

L’une des conséquences de 1’activation des PRRs antiviraux est la production de

cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL-1p, I'IL-18, I’'IL-6, le TNFa et I’'TL-12.

Le géne codant pour I'IL-1P n’est pas exprimé constitutivement. En réponse aux
agents inflammatoires endogeénes ou exogenes, I'IL-1p est synthétisée en tant que pro-
cytokine (pro-IL-1B). L’IL18, appartenant a la famille de IL-1, est quant a elle
constitutivement exprimée par les cellules saines. Produites sous forme de précurseur inactif,
ces deux cytokines sont ensuite clivées par la caspase 1, au sein d’un complexe protéique
nomm¢ inflammasome’®.

L’IL-1 est I’'une des premieres cytokines a étre secrétée pendant les phases initiales de
I’inflammation. Générée au niveau des sites de lésion, cette cytokine intervient dans la
progression de l’inflammation et 1’expression de molécules d’adhésion sur les cellules
endothéliales vasculaires. Elle provoque ainsi I’infiltration de cellules inflammatoires et
immunocompétentes dans 1’espace extravasculaire. Elle stimule également la libération
d’autres cytokines (IL-6, TNF-a, IL-1a et IL-1P elle-méme), ainsi que d’autres facteurs
importants responsables de la croissance et la différenciation des cellules immunitaires (GM-
CSF et G-CSF). Elle favorise notamment 1’activation des lymphocytes, la différenciation des
lymphocytes Th17 et ’activation des cellules dendritiques®® > .

L’IL-18 quant a elle joue un réle clé dans la stimulation des lymphocytes T et la
libération d’IFN-y. Elle est impliquée dans la polarisation des lymphocytes Th1 et I’activation

des cellules NK>3 %% 60

L’activation de NF-kB, suite a I’engagement des PRRs lors d’une infection virale,
conduit a la transcription de geénes codant pour des cytokines pro-inflammatoires telles que
I’IL-6, le TNFa et I’IL-12. L’IL-6 est une cytokine pléiotropique, possédant de multiple
activités biologiques : elle stimule notamment la différenciation des cellules my¢loides et des
lymphocytes T, elle permet également la production de protéines de la phase aigué de

l’inflammation dans le foie®" ©

. Le TNFa exerce de multiples effets mais sa fonction
principale est de stimuler 1’expression de nombreuses molécules pro-inflammatoires incluant
les cytokines, les chimiokines, les molécules d’adhésion et les facteurs de croissance®. Tout

comme I'IL-1f et I'IL-6, il est responsable de 1’élévation de la température corporelle®.
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Enfin, ’'IL-12 stimule la production d'IFN-y et induit la différenciation des LT en Thl. En

outre, elle améliore les fonctions cytolytiques des cellules NK et T cytotoxiques®.

3. Reconnaissance des motifs viraux et voies de synthese des IFNs

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoires et donc dépendent étroitement
de la machinerie de biosynthése de I'hdte afin de se reproduire et se propager. La lutte pour la
survie entre le virus et 1'hote est ancienne et par conséquent les deux ont développé de
multiples stratégies pour antagoniser l'autre. Les mammiferes ont développé des mécanismes
de défense sophistiqués : la réponse immunitaire innée antivirale, possible grace a la détection
des PAMPs viraux par les récepteurs de I’immunité innée antivirale. Les virus ont quant a eux

acquis des stratégies pour échapper a cette réponse.

1. Les acides nucléiques, signature d’une infection virale

La détection de ces pathogeénes pose un réel défi pour I’hote, dans le sens ou a
quelques exceptions pres, les protéines virales sont trés variables, sans étre fonctionnellement
compromise par des mutations. La solution évolutive est alors que le systéme immunitaire
détecte souvent la partie la plus intrinséque d'un virus: ’acide nucléique formant son
génome. Ces génomes viraux existent sous forme d’ARN ou d'ADN, peuvent étre simple brin
ou double brin, et peuvent étre divisés en un ou plusieurs segments. Les acides nucléiques
sont essentiels a toute vie cellulaire et ne sont donc pas uniques aux virus. C’est pourquoi les
PRRs se basent sur deux critéres pour reconnaitre spécifiquement les acides nucléiques viraux
et non ceux de 1’hote.

Le premier, est basé sur la capacité intrinseque des senseurs d’ADN et/ou d’ARN a
reconnaitre non seulement la structure des acides nucléiques mais également des
caractéristiques biochimiques inhabituelles telles que des groupements fonctionnels, des
modifications post-transcriptionnelles, ou encore la longueur et dans certains cas la séquence,
qui sont divergentes entre les ARN viraux et cellulaires®.

En effet, les senseurs d’ARN sont capables de distinguer des molécules d’ARNdb
ayant une extrémité 5’ triphosphorylée non coiffée, modification spécifique des ARNs viraux,
induisant une réponse immune®. Un motif triphosphate, généré par des polymérases a ARN,

est initialement présent au niveau de I’extrémité 5’ de toutes molécules d’ARN, cependant
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chez les eucaryotes, suite a leur synthese, les molécules d’ARN sont modifiées par clivage,
coiffage ou modifications nucléosidiques, avant d’étre relachées dans le cytoplasme, ne
pouvant ainsi étre reconnues par les senseurs d’ARNSs viraux. Une récente publication indique
que les senseurs d’ARN sont ¢galement capables de reconnaitre des molécules d’ARNdb
ayant une extrémité 5’diphosphorylée, représentant alors le déterminant minimal de
reconnaissance de ses récepteurs’’. Ces ARNs sont présents chez certains virus, mais absents
des cellules non infectées, indiquant que la reconnaissance des 5'pp-ARN, comme celle des
5'ppp-ARN, agit comme un puissant moyen de discrimination entre le soi et non soi par
le systéme immunitaire inné.

Le mécanisme de méthylation joue également un réle clé dans cette discrimination. Le
TLRY reconnait les ADNs possédant des motifs CpG non-méthylés®. Or, le contenu en
dinucléotides CpG est plus ¢levé chez les microorganismes que chez I'ADN des vertébrés et
ces motifs sont hautement méthylés chez ces derniers en comparaison aux ADN bactériens ou
viraux. De plus, certaines molécules d’ARNsb du soi sont rendues non immunogeénes par
I’ajout d’un groupe 5-methylcytidine et 2°-O-methyl®, ou encore les molécules d’ARNm sont
coiffées en 5’ de methylguanosine, minimisant ainsi leur détection par les récepteurs de
I’immunité innée.

Le second critére utilisé par les PRRs pour reconnaitre spécifiquement certains acides
nucléiques est bas¢ sur la double capacité de I’hote a limiter ses propres acides nucléiques a
des emplacements spécifiques dans la cellule et a compartimentaliser la réponse immune. De
nombreux virus utilisent la voie endosomale comme porte d’entrée dans la cellule,
conditionnant ainsi 1’activation des TLRs endosomaux par les ARNsb viraux alors exposés,
suite 4 la dégradation des particules virales par acidification’>°. Les ARNsb cellulaires alors
présents dans le cytoplasme ne seront donc pas détectés par les TLRs; les senseurs
cytosoliques utilisent quant a eux les propriétés biochimiques particulieres des acides
nucléiques, pour les différencier. Les senseurs d’ADN, répondent aux génomes de particules
virales entrant, localisés en particulier au niveau des endosomes ou dans le cytoplasme,

I’ADN cellulaire étant normalement limité au noyau ou encore aux mitochondries.
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2. TLRs, sentinelles du réseau endosomal

1) Les TLRs antiviraux
» TLR2 et TLR4

Bien que connus pour reconnaitre des composants de la paroi et de la membrane
bactérienne, les TLRs présents a la surface cellulaire tels que le TLR2 et 4 sont également
capables de monter des réponses immunes contre certains agents pathogeénes viraux.
Cependant, en raison de leur localisation cellulaire, ils reconnaissent essentiellement des
protéines d'enveloppe virale ou des protéines virales libérées dans le milieu extracellulaire,
contrairement aux TLRs intracellulaires qui répondent aux acides nucléiques viraux.
Toutefois 1’activation de ces TLRs, aboutit uniquement a la production de cytokine pro-
inflammatoires et non d’IFNs de type I, impliquant une réponse inflammatoire plutot que la
mise en place d’une réponse antivirale spécifique.

Le TLR2 est impliqué dans la reconnaissance des glycoprotéines B et H du
cytomégalovirus humain®, les glycoprotéines gH / GL et gB du HSV’!, I"'UTPase de I'EBV ",
la protéine hémagglutinine du virus de la rougeole”, la proteine nsp4 du rotavirus’™, et les
protéines NS3 du virus de I"Hépatite C (VHC)". En outre, le TLR2 est également impliqué
dans la réponse aux infections par le virus de la vaccine, de la chorioméningite lymphocytaire,
de la varicelle et du zona, et le RSV (Respiratory Syncytial Virus), bien que les PAMPs
viraux reconnus par celui-ci n’ont pas été exactement identifiés’. Longtemps considéré
comme n’étant pas li¢ a la production d’IFNs de type I, une étude a découvert que le TLR2
contribuait a la production de ces cytokines dans les rates de souris infectées par le
cytomégalovirus™. En effet, une équipe a trouvé qu’une lignée de monocytes spécifiques
appelés monocytes inflammatoires était capable de détecter le virus de la vaccine et le
cytomégalovirus via le TLR2, conduisant a la synthése des IFNs de type 1. Ces auteurs ont
surtout montré que les souris déplétées en monocytes inflammatoires avant 1’infection par le
virus de la vaccine, se retrouvaient avec des titres ¢levés de virus dans le foie et les ovaires, ce
qui démontre le role essentiel de cette voie de signalisation inhabituelle du TLR2 dans ce type
cellulaire spécifique. Bien que le mécanisme précis ne soit pas défini, la production des IFNs
nécessite ’internalisation du TLR2, I’engagement de 1’adaptateur moléculaire Myd88 et
I’activation des facteurs de transcription IRF3 et 7.

Depuis I’¢tude décrivant le role du TLR4 comme senseur de la protéine de fusion F du
virus respiratoire syncitial, d’autres ont élargi la liste des virus pouvant étre reconnus par ce

recepteur. Ainsi un certain nombre de glycoprotéines virales se sont avérées agir comme des
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PAMPs : Celles du VSV (vesicular stomatite virus)’®, du virus Ebola’’, les protéines
d'enveloppe des rétrovirus murins MMTV (Mouse mammary tumor virus) et MMLV
(Moloney Murine Leukemia Virus)’, et ainsi de suite. Le prétraitement avec des ligands du
TLR4 protége les souris contre les infections par le virus influenza, le SRAS et le HSV-2,
suggérant que la signalisation du TLR4 peut induire une immunité protectrice antivirale’,
Cependant, dans le contexte d’une infection virale, les données quant au réle bénéfique pour
I’hote ou le virus de la signalisation TLR4 sont contradictoires et dépendent du virus étudié.
Ainsi, le TLR4 a un rdle protecteur contre les infections par le virus de la vaccine”” et du
RSV. En revanche, la signalisation médiée par le TLR4 semble favoriser la réplication du
MMTV chez la souris, la synthése d’IL-10 permettant au virus de persister indéfiniment™.
Une autre étude a suggéré qu’apres un challenge avec le virus inactivé de la grippe aviaire
H5N1, l'axe TLR4-TRIF-TRAF6 contribue au stress oxydatif et a une inflammation
préjudiciable du poumon. En conséquence du knock-down du TLR4 ou de TRIF, les souris ne
présentent pas de 1ésion pulmonaire aigué®'. Conformément & ce rapport, une étude a constaté
que les souris déficientes pour le TLR4 sont protégées contre 1'infection 1étale du virus de la

grippe HIN1 par rapport aux témoins®.

» TLR7/8

Ces TLRs sont membres de la famille des récepteurs intracellulaires, reconnaissant les
ARNs simple brin viraux (ARNsb). Le TLR7 et 8 sont notamment capables de détecter les
ARN5sb riches en guanine et uridine du génome du virus d’immunodéficience humaine (HIV),
du virus de la grippe, du virus de Sendai, du VSV, des coronavirus et flavivirus (HCV et virus
de la Dengue).

L’engagement du TLR7 en réponse aux ARNSsb, est critique pour la production des
IFNs de type I dans les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs), ou il s’exprime de facon
prédominante. Le TLR8 quant a lui entrainera principalement ’activation de NF-kB et par
conséquent I’expression de cytokines pro-inflammatoires dans les monocytes/macrophages et
les cellules dendritiques myeloides (mDCs).

Résident des endosomes, 1’engagement de ces récepteurs nécessite que les ARNsb
soient délivrés au niveau du compartiment endosomal. Trois voies ont été décrites. La voie
exogene, dépendante de I’endocytose et de la dégradation des virions médiée par les
protéases™. Cependant, pour les virus qui pénétrent par fusion membranaire, une seconde
voie existe. Les ARNsb cytoplasmiques sont alors transportés aux endosomes via le lysosome

lors de 1’autophagie. Des chercheurs ont récemment décrit une troisiéme voie, en démontrant
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que les cellules infectées par le VHC secretent des exosomes contenant I’ARN de ce virus,
lesquels transférent cet ARN immunostimulateur a des cellules spécialisées pour la
production d’IFN, les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) qui, en réponse, produisent

de PIFN®,

» TLR9

Le TLR9 reconnait les ADNs possédant des motifs CpG non-méthylés®. Ces
caractéristiques bien spécifiques sont déterminantes pour la dissociation entre I'ADN de I'hote
et celui étranger. En effet, le contenu en dinucléotides CpG est plus ¢élevé chez les
microorganismes que chez 'ADN des vertébrés et ces motifs sont hautement méthylés chez
ces derniers en comparaison aux ADN bactériens ou viraux. De plus, la compartimentalisation
du TLRY au niveau des endosomes facilite I’interaction avec les ADNs étrangers et diminue
donc le risque de rencontre avec I’ADN du « soi » empéchant ainsi le développement de
maladies auto-immunes.

Ce récepteur est principalement exprimé par les pDCs, et son engagement conduit a la
production des IFNs de type I et des cytokines pro-inflammatoires, de fagon identique aux
TLR7 et 8.

Des études ont démontré I'importance du TLR9 dans la reconnaissance de certains
virus @ ADN double brin tels que le MCMV, le HSV-1 et -2 et les poxvirus. Des mutations
dans le domaine extracellulaire du TLR9 abolissent sa capacité a reconnaitre les motif cCpG
aprés infection par le MCMYV. En outre, en réponse a ce méme virus, les pDC provenant de
souris knock-out pour le TLR9 sont incapables de monter une réponse IFN-o robuste®. De
méme, les souris présentant des altérations génétiques dans le géne du TLR9, ont perdu la
capacité a sécréter les IFN de type I, d'activer les cellules NK, et sont trés sensibles a
l'infection®. La reconnaissance, par le TLR9, des ARNsb est quant a elle moins certaine,

seulement quelques études ont suggéré un role de ce TLR dans la détection des parvovirus.

» TLR3
Exprimé au niveau de la membrane des endosomes des DCs conventionnelles, des
macrophages mais également en surface de certains fibroblastes et cellules épithéliales, ce
récepteur est impliqué dans la reconnaissance des ARNs bicaténaires (ARNdb)™. Ces ARNS,
véritables signature moléculaire, peuvent constituer le génome de virus ou sont produits en
tant qu’intermédiaire réplicatif au cour de leur cycle de vie. En tant que tel, le TLR3 est

capable de détecter les infections par des virus 8 ARNdb, a ARNsb et a ADN. La voie de
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signalisation du TLR3 est également stimulée par un analogue synthétique des ARNdb, le
Poly(I :C), utilisé dans la plupart des études comme agoniste de TLR3™. Des souris knock-out
pour le TLR3 ont ainsi montré une hypersensibilité aux infections du MCMV et HSV-2, avec

une forte réplication virale concomitante avec une incapacité a produire les IFNs de type I*>

% Des études similaires ont été réalisées avec des virus & ARN, démontrant ainsi
I’implication de ce récepteur dans la lutte contre PEMCV™, le Coxsackie B3 ou B4¥. Par
ailleurs, ’activation du récepteur TLR3 peut parfois conférer un effet adverse pour 1’hote et
participer a la pathogenése virale en provoquant notamment une réponse inflammatoire

exacerbée’.

2) Voies de signalisation en aval des TLRs

Les voies de signalisation activées par les TLRs suite a la liaison d’'un PAMP sont
généralement déterminées par le TLR et la protéine adaptatrice qui se lie au domaine
cytoplasmique du récepteur. Les deux adaptateurs clés sont Myd88 et TRIF™. La plupart des
TLRs, qu’ils soient a la surface de la cellule ou dans les endosomes se lient a Myd88. Par
contraste, le TLR3 lie I’adaptateur alternatif TRIF. Le TLR4 est quant a lui unique, car il peut
aussi bien lier Myd88 (quand il est dans la membrane plasmique, provoquant son endocytose)
que TRIF (quand il est dans les endosomes apres internalisation). Trois autres adaptateurs,
MAL (ou TIRAP), TRAM et SARM participent également a la signalisation en aval de ces
récepteurs’". Contrairement aux autres adaptateurs, SARM fonctionne comme un régulateur
négatif spécifique des voies de signalisation en aval du TLR3 et 4, en liant TRIF et inhibant
ainsi sa fonction’'. L’engagement de ces récepteurs initie des voies de signalisation activant

les voies NF-kB, MAPK et dans certains cas celle des IRFs (Figure 4).

a) Voie de signalisation dépendante de Myd88

Aprées activation, Myd88 est recruté via son domaine de transduction TIR au niveau
des diméres de TLRs ou dans la cas du TLR2 et 4, par I’intermédiaire de I’adaptateur MAL.
En effet, contrairement a MyD88, MAL posseéde un domaine de liaison pour un composé de
la membrane plasmique, le phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2). C’est via ce domaine
que MAL interagit avec PIP2, ce qui facilite le recrutement de MyD88 a la membrane™. Via
son domaine de mort (Death Domain, DD), Myd88 recrute alors la kinase associée au

récepteur de I'IL-1 (IRAK)-4”*. IRAK4 quant & elle active d’autres kinases de la famille
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IRAK : IRAKI et 2°>%. Ce complexe ainsi formé se dissocie alors de Myd88 et intéragit
dans le cytoplasme avec I’E3 ubiquitine ligase TRAF6. Apres sa dimérisation, TRAF6 va
catalyzer la formation de chaines de poly-ubiquitine de type K63 sur elle-méme et sur
IRAKI1, et c’est au niveau de ces chaines que se fera le recrutement des complexes kinase
TAK (constitué des kinases TAK1 (TGF-f-activated kinase 1), ainsi que des protéines TAB
1/2/3 (TAK1 binding 1/2/3)) et IKK*®°"%®. Cet ancrage permet 1’activation enzymatique du
complexe TAK par autophosphorylation®. Parallélement, un autre complexe kinase IKK est
recruté au niveau de ces chaines d’ubiquitine via sa sous-unit¢ NEMO'®. L’activation de ce
complexe nécessite la phosphorylation de sa sous-unité catalytique /KK par le complexe
TAK ou par trans-autophosphorylation. Le complexe IKK ainsi activé peut phosphoryler
I’inhibiteur de NF-kB IxBa permettant son ubiquitination de type K48 puis sa dégradation par
le protéasome. Les sous-unités NF-kB sont libérées et transloquent dans le noyau afin
d’activer la transcription de leurs génes cibles'®'. TAK1 est également responsable de la
phosphorylation de la MAP kinase kinase 6 (MKK6), conduisant ainsi a ’activation d’un
autre facteur de transcription AP-1 (dimére de Fos et Jun), permettant la synthése de

. 1,9,90
cytokines' **°.

En plus d’activer les voies NF-kB et MAPK par la voie dépendante de Myd88, les

TLRs endosomaux 7,8 et 9 déclenchent une voie activant les IRFs'" %

. Une fois engagé par
les TLRs, le complexe Myd88/IRAK4/TRAF6 active un complexe contenant
TRAF6/IRAK1/IKKo conduisant a la phosphorylation, dimerisation et la localisation
nucléaire d’IRF7'%% ', Ce facteur de transcription pourra alors activer la transcription des

geénes codant pour les IFNs de type 1.

b) Voie de signalisation dépendante de TRIF

Suite a la détection de ’ARNdb, le TLR3 recrute une autre molécule adaptatrice :
TRIF via une intéraction homotypique de leur domaine TIR respectif”’. Le TLR4, quant a lui
est également capable d’initier la voie de signalisation TRIF-dépendante, en plus de celle
dépendant de Myd88" > *°. Alors que le TLR3 peut s’associer directement avec TRIF, le
TLR4 requiert la présence de TRAM afin d’engager TRIF*’. Comme c’est le cas pour MAL,
TRAM s’associe €galement a la membrane plasmique. Cependant, contrairement & MAL,

104

cette interaction dépend de la myristoylation de son extrémité N-terminale ~". De plus, son
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activation est dépendante de sa phosphorylation par la protéine kinase Ce'®.

TRIF interagit directement, par son domaine C-terminal, avec la protéine TRAF6'* et
via son domaine N-terminal, avec la kinase RIP1 (receptor interacting protein 1). Cette
protéine, également impliquée dans 1’activation de NF-kB par les récepteurs au TNF, forme
un complexe avec TRAF6. Le complexe RIP1/TRAF6 ainsi formé active la kinase TAKI et
par conséquence 1’activation de NF-kB via une signalisation identique a MyDS8.

Par ailleurs, TRIF interagit avec TRAF3, pour activer les kinases TBK1 et IKKg'**'?,
L’activation de ces kinases nécessiterait 1’assemblage d’un imposant complexe, nomm¢ ici
TIAC (TBKI/IKKe activating complex), comprenant les protéines TANK, NAPI,
NEMO/IKKy et SINTBAD'® ' TBK1 et IKKze activées, phosphorylent alors les facteurs de
transcription IRF-3 et IRF-7 qui vont ainsi se dimériser et migrer dans le noyau pour activer la

transcription d’IFN-a/B en se fixant sur des séquences IRE/ISRE.
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Figure 4 : Voies de signalisation des TLRs antiviraux
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3. Détection des acides nucléiques viraux dans le cytosol

La stimulation des TLRs n’explique pas toutes les réponses antivirales innées. En
effet, une induction des molécules de costimulation CD80 et CD86 a la surface des DCs a été
observée en réponse au Poly(I :C) chez des doubles mutants MyD88 et TRIF KO pour
lesquels toute stimulation via les TLRs était abolie. De plus, le domaine des TLRs permettant
la reconnaissance des ligands est tourné vers le lumen des endosomes, les rendant
« aveugles » aux pathogénes ayant envahi le cytoplasme des cellules. En outre, la plupart des
cellules n’appartenant pas au systéme immunitaire, telles que les cellules épithéliales et les
fibroblastes qui tapissent la surface des muqueuses, zones sensibles aux infections,
n’expriment pas de TLRs mais peuvent néanmoins activer des réponses immunitaires innées
efficaces. Ces données ont permis de suggérer 1’existence de senseurs intracellulaires d’acides
nucléiques dont I’activation, indépendante des TLRs, aboutit également a la production d’IFN

de type 1 et de cytokines.

1) Reconnaissance des ARNs viraux par les RLRs

C’est par une approche fonctionnelle, via la recherche d’ADNc (ADN
complémentaire) capable d’activer un géne rapporteur placé sous le controle d’un promoteur
inductible par les IFNs de type I, que la protéine RIG-I (Retinoic acid-Inducible Gene I, ou
DDX58) a été identifiée''’. La recherche, dans les banques de données, d’autres protéines
possédant un domaine hélicase semblable a celui de RIG-I a permis d’identifier MDA-5
(Melanoma Differentiation-Associated protein 5, également nommé helicard ou IFIHI1) et
LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2), comme des PRRs cytoplasmiques d’acides
nucléiques et plus précisément des ARNSs viraux, appartenant a la famille des RLRs'"'".

Ces ARN hélicases partagent une forte homologie de séquence et de structure, incluant
un domaine central hélicase a ARN, ATP-dépendant (DEAD box hélicase/ATPase) et un
domaine régulateur en C-terminal (CTD)'"". En position N-terminal de RIG-I et MDA35, mais
pas celle de LGP2, on retrouve deux domaines CARD, domaines effecteurs traduisant le

. r s 111
signal lorsque la molécule est activée .

a) RIG-5 et MDAS : spécificité de ligands

Les deux hélicases, RIG-I et MDAS, répondent a I’analogue synthétique des ARNdb,
le Poly(I :C), mais avec des tailles différentes. MDAS reconnait de longs fragments (> 4kb)
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alors que RIG-I détecte préférentiellement de petits fragments (~300 bp), générés par

112 . e s . .,
. Du fait de cette spécificité, ces deux senseurs, sont impliqués dans

digestion enzymatique
la détection de virus différents'”. RIG-I est ainsi connu pour reconnaitre des virus de la
famille des Paramyxoviridae (virus de Sendai et virus de la maladie de Newcastle), des
Flaviridae (Virus de l’encéphalite japonaise et HCV) et la famille des Rhabdoviridae
(VSV)!1% 113114 "By effet, la surexpression de RIG-I permet aux cellules infectées par le VSV
de résister a des doses plus élevées de virus. Ces résultats ont été confirmés en utilisant des
fibroblastes isolés de souris dans lesquels le gene RIG-I était inactivé : ces cellules deviennent
plus susceptibles a une infection par le VSV et ne produisent pas d’IFN de type I apres
infection au virus de Sendai''®. MDAS reconnait quant a lui des virus de la famille des
Picornaviridae (Virus de la polio, EMCV)'!* 1.

En utilisant différentes approches, plusieurs groupes ont découvert que la
caractéristique moléculaire la plus importante pour la reconnaissance de I'ARN par RIG-I est
un groupe triphosphate & I'extrémité 5 '°* ''®. De plus, cette extrémité 5’ppp doit étre adjacente
a une région d'ARN double brin pour activer ce récepteur'' ''®. Enfin, RIG-I est capable de
détecter de petits ARNs aux extrémités 3’ phosphorylées (3’p) et 5° hydroxylées (5’OH),

produit du clivage d’ARNsb par I’endonucléase RNAse L'

. En effet, lorsque la 2’-5’-oligo
adénylate synthétase (OAS), protéine induite par I’interféron o/, est activée par des ARNdb
d’origine virale, elle polymérise ’ATP pour synthétiser des oligoméres appelés 2-5A. Les
molécules 2-5A activent une forme latente de 1’endoribonucléase RNase L qui, une fois
active, va dégrader les molécules d’ARNsb viraux. Lors d’une infection virale, les agonistes
physiologiques de ce récepteur peuvent étre donc le génome viral, des intermédiaires de
réplication, des transcripts viraux et des produits de clivage de la RNAse L.

Contrairement a RIG-I, les ligands de MDAS sont moins bien caractérisés. MDAS
fonctionnerait comme un senseur des longs ARNdb, tel qu’il peut étre activé par de longs
Poly(I :C)'"?. Supportant cette notion, une étude a identifié I’intermédiaire réplicatif du
picornavirus, un ARNdb de 7,5 kb, comme un ligand physiologique de MDA5'*. Toutefois
une étude antérieure a montré que '’EMCV et le virus de la vaccine, étaient capables de
produire des ARNs de haut poids moléculaire durant la réplication/transcription. Ces ARNs

composés 4 la fois d’ARNSsb et db, activeraient la production d’IFNs médiée par MDA5'*'.
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b) Le cas particulier de LGP2

LGP2 est une hélicase cytoplasmique capable de reconnaitre les ARNGdb,

122 ’
. Malgré une

indépendemment de leur longueur et de la présence d’une extrémité 5’ppp
haute affinité de liaison a I’ARN, I’absence d’un domaine CARD, essentiel a la transduction
du signal, implique une certaine controverse sur la fonction de ce récepteur. D’apres les
premicres études réalisées, la surexpression de LGP2 régule négativement 1’activation des
IFNs médiée par RIG-I suite a une infection par le virus de Sendai, et inversement son
inactivation chez des souris invalidées semble améliorer I’expression des IFNs'*. Sur la base
de ces résultats, et en 1’absence d’un domaine CARD, LGP2 a ét¢é initialement décrit comme
un régulateur négatif pour la signalisation RIG-I/MDAS. Plusieurs mécanismes peuvent
expliquer cette inhibition (Figure 5). Grace a sa capacité de liaison a I’ARN, LGP2 pourrait
entrer en compétition avec RIG-I et/ou MDAS5 pour la reconnaissance de leurs ligands'"'
(Figure 5A). Toutefois, des protéines LGP2 défectueuses pour la liaison a I’ARN peuvent

122 rot . .
. La compétiton pour la reconnaissance du ligand

toujours inhiber la signalisation RLR
n’explique donc pas I’effet inhibiteur de cette hélicase. Par ailleurs, LGP2 est capable de
s'associer a RIG-I, via une intéraction homotypique de leur domaine RD, et d'inhiber son
homodimérisation nécessaire & la transduction du signal'** (Figure 5B). Une étude indique
¢galement que LGP2 peut inhiber les réponses antivirales, indépendamment des ARNs ou
intermédiaires viraux, en intéragissant, de maniére CARD-indépendante, avec MAVS (Figure
5C). En effet, LGP2 entre en compétition avec une kinase pour la liaison avec MAVS,
inhibant ainsi la signalisation en aval de cet adaptateur moléculaire'>. Contrairement & ces
exemples de régulation négative par LGP2, un autre modéle de souris transgéniques ayant le
geéne LGP2 inactivé, a indiqué un rdle positif de cette hélicase pour la signalisation antivirale.
Ces souris sont en effet plus sensibles aux infections des Picoravirus (notamment 'EMCV et
le poliovirus), deux virus supposés étre reconnus par MDAS contrairement a RIG-I1'*°. Un
nombre croissant d’études soutien I’idée d’une synergie entre le senseur LGP2 et la protéine

de signalisation MDA5'’

. Une ¢étude en particulier, montre qu’a des concentrations
relativement faibles, LGP2 participe a I’activation de MDAS. Toutefois, a dose ¢élevée, cette
méme hélicase présente un role inhibiteur vis a vis de cette méme protéine (Figure 5D). Ainsi,
au début d’une infection, LGP2, présent en faible quantité, améliore la signalisation antivirale
médiée par MDAS, en facilitant et modulant les interactions MDAS/ARN. La progression de

I’infection et par conséquent la production d’IFN de type I, active I’expression de LGP2
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provoquant son accumulation dans la cellule. Ceci entraine une inhibition de la signalisation

., . ’ A 7 - 12
activée par MDAS, fournissant une boucle de rétrocontrdle négative'*®.
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Figure 5 : Hypothéses de régulation de la signalisation des RLRs par LGP2

c) Activation et signalisation en aval des RLRs

La surexpression du domaine N-terminal de RIG-I, contenant seulement les domaines
CARDs, induit constitutivement la production d’IFN-B. L hypothése émit est donc que ces
domaines sont séquestrés par des interactions intramoléculaires jusqu’a ce que le ligand
I’active, entrainant un changement de conformation, libérant ainsi les domaines de
signalisation. A partir d’études fonctionnelles et structurales, un modele d’activation a alors
¢té¢ proposé (Figure 6). En I’absence de ligand, ce senseur adopte une conformation auto-
inhibitrice, ou I’interaction intramoléculaire entre CARD?2 et le domaine hélicase empéche
tout signal d’étre transmis'*’. La reconnaissance du motif 5’ppp d'un ARNdb par le CTD de
RIG-I induit un changement de conformation ATP-dépendant, permettant la liaison du ligand

au domaine hélicase et la libération des domaines CARDs'*’.
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D’importants progrés ont également été réalisés quant a la compréhension du
mécanisme structurel de reconnaissance des ARNs par MDAS. Ce récepteur forme des
filaments en téte a queue sur les ARNdb, en utilisant des contacts proteine-proteine, lui
permettant de s’accumuler le long de cet acide nucléique, et ainsi former ces structures
particulieres (Figure 6) . La stabilité de ce filament est régulée par I’hydrolyse de 'ATP, qui
déclenche la dissociation de MDAS5 de ’ARNdb. Les domaines CARDs, se trouvant a
I’extérieur de ces filaments, peuvent s’oligomériser en une structure permettant I’activation de

. . . 131
la signalisation en aval'*'.
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Figure 6 : Structure et mécanisme d’activation des RLRs"*

Une fois activés, les RLRs se lient a une molécule mitochondriale adaptatrice, appelée
MAVS, via une interaction homotypique des domaines CARDs'** 3% 13> 136 Cette intéraction
conduit a la formation de larges agrégats de MAVS, agissant comme des Prions, capables de
produire des protéines MAVS endogénes en agrégat fonctionnel>’. Cette protéine peut alors

138

recruter via son domaine C-terminal, certains membres de la famille TRAF ~°. D’une part,

I’engagement de TRAF3 va permettre d’activer la protéine kinase TBK1 et son homologue
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IKKe. L’activation de ces kinases se fait par transphosphorylation et nécessite I’implication
de l’ubiquitination non dégradative dite K63 ainsi que 1’assemblage d’un complexe
comprenant les protéines NEMO, TANK, NAP1 et SINTBAD'* ', Le complexe de kinases
TBK1/IKKe, phosphoryle alors IRF3 et IRF7 induisant un changement de conformation, la
dimérisation et par la suite la translocation de ces facteurs de transcription dans le noyau
permettant la transcription des génes codant les IFN o/p"** ' (Figure 7). 1l est cependant
important de noter que désormais I’implication de TRAF3 dans la signalisation en aval de

MAVS est remise en cause, notamment par 1’équipe de ZJ Chen'**.

D’autre part,
I’engagement de TRAF6, qui complexé a la kinase TAK1 et aux protéines associées TAB2 et
3, conduit a I’activation du facteur de transcription NF-kB responsable de la production de

cytokines pro-inflammatoires'*> *° (Figure 7).
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Figure 7 : Voies de signalisation des RLRs
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2) Reconnaissance des ADNs viraux

De nombreuses études ont montré que 1’introduction d’ARNdb dans le cytosol des
cellules induit la production d’IFNs de type I indépendemment des TLRs, suggérant ainsi
I’existence de senseurs cytosoliques de ces acides nucléiques. C’est en 2007 qu’une équipe de
chercheurs décrit DAI (DNA-dependent activator of IRFs) comme le premier senseur capable
d’induire une réponse IFNs suite au recrutement et a I’activation de TBK1 et IRF3'*. Bien
que le recrutement et 1’activation d’IRF3, conduisant a 1’activation des IFNs, soit un fait
avéré, les voies de signalisation en amont sont restées méconnues jusqu’a la découverte de

I’adaptateur moléculaire STING.

a) Role central de STING dans le controle de la détection d’ADN

En paralléle des études qui ont conduit a la caractérisation des premiers senseurs
d’ADN putatifs, un nouvel adaptateur moléculaire, appelé STING, a été découvert en 2008'*'.
Cette protéine est ancrée, via 4 régions transmembranaires résidant dans sa région N-
terminale, dans le réticulum endoplasmique (RE) de cellules non stimulées'*'.

Mise a part I’activation du TLR9 par les CpG, peu de choses étaient connues quant a
la production des IFN de type I et des autres cytokines par les ADNs viraux et bactériens. Une
avancée importante est survenue quand il a été observé que les cellules dépourvues de
STING, étaient insensibles a la production de cytokines aprés une exposition a un large
¢ventail d’ADN (viral, plasmidique, génomique, apoptotique et nécrotique) ou a des agents
pathogenes tels que I’HSV-1 et listeria monocytogenes. Inversement, la surexpression de
STING, conduit a I’activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-kB et par conséquent a
la production des IFN de type I et de nombreuses cytokines, respectivement'* '*,

Le mécanisme par lequel cette protéine recrute TBKI1 afin d’activer IRF3 a été
déterminé bien que la fagon précise dont STING active NF-kB (probablement par IKKf),
reste & ce jour une question ouverte. La reconnaissance d’ADNdb, possible par un certain
nombre de senseurs, conduit a I’activation de STING. Une fois activée, elle va alors subir une
relocalisation du réticulum endoplasmique (RE) a I’appareil de Golgi, ou elle s’assemble en
structure ponctuée contenant la protéine kinase TBK1'**'* (Figure 8). L'extrémité carboxyle
de STING (CTT), contenant seulement 39 acides aminés, est nécessaire et suffisante pour

activer TBK1 et pour recruter IRF3 a TBK1'**,
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En plus de sa fonction de molécule signalisatrice, STING est capable de senser
certaines structures et d’induire une réponse IFNs. Ainsi, cette proteine s’associe avec des
seconds messagers dénommés, dinucléotides cycliques (CDNs), sécrétés par des bactéries
intracellulaires telle que Listeria Monocytogenes'* (Figure 8). Ces activateurs peuvent
prendre la forme de la Guanosine 3’5’ monophosphate cyclique (c-di-GMP) et de 1'adénosine
3'5'monophosphate cyclique (c-di-AMP). De plus, une étude récente suggere que STING peut
fonctionner directement comme un senseur d’ADN, avec une affinité moindre comparée a
cGas'*®. En outre, la reconstitution de cellules n’exprimant pas de fagon endogéne cette
proteine, restaure la production d’IFN-f en réponse aux CDNs mais non aux ADNdb,

suggérant ainsi que STING a elle seule ne permet pas la détection de I’ADN.

b) De multiples senseurs d’ADN putatifs

Depuis la découverte que I’ADN pouvait induire une réponse immunitaire via le
recrutement de STING, TBK1 et IRF3, en I’espace de quelques années, un nombre croissant

de récepteurs a été proposé comme participant a ce processus.

De maniére surprenante 1’une des premicres voies de détection d’ADN décrite
impliquait RIG-I et MAVS. En effet, I'ARN polymérase III (ARN Pol III) est capable de
transcrire des ADNdb riches en AT, tel que le Poly(dA:dT), en petits ARNs avec une
extrémité 5’ triphosphate, connus pour étre les ligands de RIG-I. Une fois ces ARNs détectés
par RIG-I, celui-ci active sa voie de signalisation, impliquant MAVS, et conduisant
notamment a la production des IFNs de type I'*'** (Figure 8).

Comme nous I’avons vu précédemment, plusieurs hélicases telles que RIG-I et
MDAS, ont été identifiées comme des senseurs d’acides nucléiques, mais DHX9 et DHX36
ont été les premieres impliquées dans la reconnaissance des ADNs cytoplasmiques dans les
cellules dendritiques plasmacytoides. DHX36 est ainsi associée a la production d’IFNa, via la
translocation nucléaire d’IRF7, en réponse a I’ADN CpG-A, tandis que DHX9 est importante
pour ’activation de NF-kB et par conséquent a la production du TNF-a et I'IL-6 en réponse a
I’ADN CpG-B'*. Une étude utilisant des knock-out pour Myd88, démontre que ces hélicases
initient leur signalisation en se liant au domaine TIR de cet adaptateur, aprés que toutes
réponses aux CpG-A et —B aient été abolies dans ces souris'*. Notons également que DHX9
est impliqué dans la reconnaissance des ARNdb dans les mDC depuis que le knock-down par

shRNA de cette hélicase montre sa nécessité dans la production d’IFN de type I et de
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cytokines pro-inflammatoires en réponse au Poly(I:C), au virus influenza A et au
réoviridae'”. Afin d'identifier l'implication d’éventuelles autres hélicases dans l'immunité
innée, le groupe de Yong-Jun Liu a effectué¢ un crible d’une banque de siRNA dirigés contre
59 membres de cette famille. Ils ont alors constaté une altération de la production des IFNs et
des cytokines pro-inflammatoires suite a la stimulation des DC murines ou des monocytes
humains, déficients pour DDX41, avec de I’ADNdDb et le virus HSV-1. Conformément a son
réle de senseur d’ADN, DDX41 intéragit avec STING et TBK1 pour une signalisation
optimale”®' (Figure 8). De plus il a été suggéré que DDX41 peut lier directement les
dinucléotides cycliques bactériens (CDNs), a savoir la Guanosine 3’5’ monophosphate
cyclique (c-di-GMP) et l'adénosine 3'S'monophosphate cyclique (c-di-AMP). Ces seconds
messagers agissent comme des PAMPs qui signalent la présence d'une infection bactérienne
intracellulaire et induisent donc une réponse IFN de type I. Suite a la liaison de ces CDNs,
DDX41 induit une réponse IFN via une signalisation dépendante de STING-TBK 1-IRF3'**,
IF116, protéine appartenant a la famille des PyHIN, s’est avérée jouer un role dans la
reconnaissance des ADNdb. Il a été montré que I’inhibition du senseur IF116 diminuait la
réponse IFN-B induite par de I’ADNdDb et par une infection par le HSV-1, alors que celle de
virus & ARN n’était pas modifiée'®. L’induction des IFNs nécessite 1’engagement de la
protéine adaptatrice STING et 1’activation subséquente de TBK1. Bien que ce senseur soit
principalement nucléaire, une partie du pool d’IFI16 se localise dans le cytoplasme lors d’une
infection virale ou bactérienne. Il a en fait été démontré qu’en fonction de 1’état d’acétylation
de sa séquence de localisation nucléaire, IF116 faisait la navette entre le cytoplasme et le

1 Dautre part, il est

noyau, deux compartiments ou il est capable de reconnaitre les ADNs
apparu qu’en réponse a une infection par le virus du sarcome de Kaposi, [FI16 pouvait médier
des réponses inflammatoires. L'infection conduit & une augmentation de la colocalisation
nucléaire d’IFI16 avec ASC, suivie par la migration de ces deux facteurs dans la région
périnucléaire'”®. Depuis sa capacité 4 induire I’inflammasome a été étendu a ’'HSV-1 et a
PEBV!56-157

Certaines protéines, connues pour jouer un role dans les réponses aux dommages a
I’ADN dans le noyau ont également été impliquées dans la reconnaissance des ADNs
cytosoliques. Ces protéines peuvent directement reconnaitre les ADNs viraux,
indépendamment de leur premier rdle, et/ou peuvent étre mobilisées pour stimuler une
réponse immune en réponse aux dommages de I’ADN cellulaire induit par les virus. La

protéine kinase dépendante de ' ADN (DNA-PK) est un complexe hétérotrimérique, composé

des protéines Ku 80 et Ku 70 et d'une unité catalytique, la DNA-PKcs. Bien qu’impliqué dans
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les processus de réparation d’ADN, ku70 joue également un role dans la détection des
ADN(db supérieurs a 500 pb, déclenchant ainsi la production d’IFN de type III IFN (IFNAL),
plutét que les IFN de type I, via I’activation d'IRF1 et -7"°%. Un an plus tard, a son tour la
DNA-PK a été identifiée comme un senseur d’ADN, en particulier dans les fibroblastes ou
associée a I’ADN dans le cytoplasme, elle initie une cascade de signalisation, impliquant
STING-TBK1-IRF3, conduisant a la production des IFN de type I. Fait intéressant, bien
qu’essentielle a I’activation d’IRF3 aprées stimulation par de I’ADN ou le virus de la vaccine,

159

la DNA-PK n’est pas requise pour I’activation du facteur de transcription NF-kB ", Tout

comme les protéines précédentes, Mrell, semble initier des réponses STING-dépendantes,
aprés stimulation par des ADN cytosoliques mais non aux virus & ADN tel que le HSV'®,
Enfin, Rad50, en plus de faire partie d’un complexe, composé de Mrel 1 et Nbs1, détectant les
cassures d’ADNdb, cette protéine est impliquée dans les réponses immunitaires apres
détection des ADNs. Dans ce cas de figure, apres infection par le virus de la vaccine, Rad50
transloque dans le noyau, ou il prend en charge I’ADN viral et initie une voie de signalisation

indépendante de STING, impliquant CARD9 et Bcl-10. Cela conduit a I’activation de NF-kB,
et plus particuliérement I’induction de I’ARNm de la pro-IL-1b'®" (Figure 8).

c) cQas, le senseur clé d’ADN exogene

Comme vu précédemment, un certain nombre de senseurs d'ADN putatifs ont été
décrits, avant l'identification de cGas (cyclic-GMP-AMP (cGAMP) synthase). Cependant, de
fagon universelle, aucun d'entre eux n’a été accepté comme le senseur d’ADN majeur. I reste
toutefois possible que chaque senseur alors décrit puisse fonctionner différemment en

fonction du type cellulaire, le niveau d'expression ou la séquence d'ADN.

En utilisant d’¢légantes stratégies de purification et reconstitution biochimiques, le
laboratoire de Zhijian James Chen, a identifi¢é un dinucléotide cyclique, le cGMP (cyclic-
GMP-AMP), comme un second messager généré par les cellules aprés la transfection d’ADN

ou aprés infection par des virus & ADN'®

. Des expériences de spectrométrie de masse
quantitatives couplées a des purifications biochimiques ont quant a elles permis d’identifier
cGas, comme senseur d’ADN, synthétisant cGAMP aprés reconnaissance de son ligand'®.
cGas, dans sa structure globale, ressemble a la proteine liant les ARNdb, OASI, avec
des modifications dans sa région de liaison aux nucléotides, spécifiant son affinité pour les

ADNdb plutét que les ARNdb'®* ', L’activation de ’enzyme se produit en réponse a la
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liaison de ’ADN a cGas, provoquant un changement de conformation, permettant I’acces des
substrats au niveau du site actif et par conséquent a la synthése de cGAMP. Le cGAMP ainsi
synthétis¢ est unique en son genre, puisqu’il contient deux liaisons phosphodiester
particulieres : I’'une entre le 2°’0OH du GMP et le 5’ phosphate de I’AMP et 1’autre entre le
3°OH de ’AMP et le 5’ phosphate du GMP, lui valant sont nom de 2°3’-cGAMP'%% 1¢7- 168,
D’importants éléments de preuves indiquent que cGas est le senseur d’ADN cytosolique,
longtemps recherché, activant STING par la synthése de 2’3’-cGAMP (Figure 8).
Premierement, des expériences biochimiques ont démontré que la protéine cGas purifiée est
capable de lier directement I’ADN'®. Deuxiémement, la surexpression de cette protéine
donne lieu a I’activation d’IRF3 et I’induction d’IFNs de type I, seulement dans les cellules
exprimant STING, avec un ordre de grandeur nettement supérieur a celui induit par les autres
senseurs d’ADN décrits précédemment163 . Troisiémement, cGas synthétise cGAMP, en vue
de I’activation de STING, uniquement en présence d’ADN. Le role essentiel de la synthése de
cGAMP est soutenu par le fait que la surexpression de mutants catalytiquement inactifs de
cGas, abolit la production d’IFNs de type I, en dépit de leur capacité a lier ’ADN'® 164167,
Quatriemement, cGas est une protéine cytosolique, et lie I’ADN dans ce méme compartiment.
Enfin, ’'importance de la signalisation cGas-cGAMP dans les défenses de 1’hdte a été validée

169.170° Notamment, les fibroblastes

par I’étude des cellules et des souris déficientes pour cGas
primaires et les macrophages issus de la moelle osseuse de souris Gas”™ sont incapables de
produire des IFNs de type I et toutes autres cytokines en réponse a I’ADN bactérien ainsi que
celui provenant de virus tels que le HSV-1, le virus de la vaccine'® ou le MHV68'"°, mais
répondent normalement a des virus & ARN tel que le virus de Sendai. C’est également le cas
des cellules présentatrices d’antigénes, les ¢cDCs et pDCs. En plus des virus a ADN, les
rétrovirus tel que le VIH, ayant pour génome des ARNsb, requi¢rent une rétro-transcription
de leur ARN en ADN pour propager leurs infections. Connus pour activer les réponses
immunes via IRF3, les senseurs reconnaissant ces virus ne sont cependant pas identifiés. Une
¢tude a alors démontré que I’infection par le VIH active cGas, conduisant a la synthése de
cGAMP, a I’activation de STING et par conséquent a la production d’IFNs de type I et de
cytokines. Les cellules primaires humaines (macrophages et DCs) infectées par des isolats
cliniques de VIH-1 produisent cGAMP dans des conditions permissives a la réplication virale,
soulignant la relevance clinique de la détection du VIH par cGas. Fait intéressant, les
inhibiteurs de la transcriptase inverse du VIH, et non ceux de l’intégrase, abolissent la
production d’IFNs, indiquant que le rétro-transcrit d’ADN est responsable de la stimulation

du systeme immunitaire. En outre, cGas est responsable de la détection d’autres rétrovirus
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comme le virus de la leucémie murine et le virus de I'immunodéficience simienne'”".
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Figure 8 : Voies de signalisation des senseurs d’ADN cytosoliques

d) Les inflammasomes

Alors que la plupart des PRRs engagent les voies classiques de la réponse
immunitaire, Martinon et Tschopp ont décrit en 2002, une voie alterne: la voie des
inflammasomes'"*.

Les inflammasomes sont des complexes supromoléculaires qui se forment dans le
cytosol, jouant alors un rdle central dans le maintien de la clairance de ce méme
compartiment. Ces complexes multimériques comprennent :

- un senseur appartenant a la famille des ALRs ou des NLRs
Le génome humain code pour 22 NLRs mais seulement NLRP-1,-3,-6,-7-12 et le complexe
NLRC4/NAIP ont été décrits comme participant a [’élaboration des inflammasomes.
Contrairement a la complexité structurale des NLRs (voir partie 1.1), la famille des ALRs,

composée de AIM2 et IFI16, comprend un domaine PYD et un domaine de liaison a

38



1I’ADNdb, HIN200.
- une protéine adaptatrice : ASC

- un zygomene inactif : la pro-caspase 1

L’activation des inflammasomes requiert la conjonction de 2 signaux.
Signal 1 = Priming
D’une maniére générale, ce stimulus peut inclure n’importe quels récepteurs dont la
signalisation conduit a 1’activation de NF-kB comme les récepteurs a 1’IL-1, les TLRs ou

2! L’activation de NF-kB permet

encore les récepteurs cytokiniques TNFR-1 et
d’augmenter a la fois la transcription de la pro-IL-1p, cette derniére n’étant pas exprimée de
facon constitutive, et dans certains cas celle de NLRP3, dont les niveaux de base sont

insuffisants pour la formation d’un inflammasome efficace (Figure 9).

Signal 2 : Signal d’activation

Les molécules activant de fagon spécifique les NLRs et/ou les ALRs, permettent alors
I’assemblage du complexe inflammasome, aboutissant a 1’activation de la caspase-1.

Les ALRs, via leur domaine HIN200, peuvent détecter directement les ADNdb. AIM?2
réconnait généralement les ADNdb cytosoliques de virus a ADN tels que le cytomegalovirus
murin et le virus de la vaccine, ainsi que celui des bactéries cytosoliques telles que
Francisella tularensis et Listeria monocytogenes' . En revanche, IFI116, situé dans le noyau,

détecte 'ADN du virus de I’Herpés associé au sarcome de Kaposi (KSHV)'™.

Contrairement aux ALRs, activés par I’intermédiaire des ADNdD, les activateurs de la
plupart des NLRs restent indéfinis. Pour NLRP3, un inflammasome largement étudié, un
grand nombre de molécules activatrices ont été identifiées. Elles incluent de nombreux
signaux de danger microbiens, chimiques ou endogenes. L’activation de ce récepteur peut
résulter de la présence de cristaux (cholestérol, acide urique), de particules (silice, amiante) ou
de protéines anormales (protéine amyloide, huntingtine). L’ATP extracellulaire (témoin d’un
stress cellulaire), les dérivés actifs de I’oxygene, les perturbations de I’homéostasie ionique
intracellulaire (K™ et Ca®), ou encore des dommages lysosomaux ou mitochondriaux peuvent
également entrainer I’activation de NLRP3'">'7® Les mécanismes d’activation (directe ou
indirecte) de ces divers signaux avec NLRP3 restent cependant peu clairs. Des avancées dans

ce domaine ont cependant été réalisées récemment, dans le cas de ’activation de NLRP3 par
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les ARNdb cytosoliques et les ARNs bactériaux. En effet une étude a identifi¢ DHX33,
comme senseur des ARNdb via son domaine hélicase. Elle interagirait ensuite avec NLRP3 et

e . . . 7 1
permettrait ainsi la formation du complexe inflammasome en réponse aux ARNs'”’|

Ce deuxiéme signal conduit a un changement conformationnel qui permet I’interaction
des récepteurs avec d’autres protéines du complexe de I’inflammasome. Le PRR interagit, le
plus souvent, avec la protéine adaptatrice ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD) qui sert de connecteur entre le récepteur et la procaspase-1.
L’oligomérisation de cette plateforme (PRR + ASC + procaspase-1) en heptameéres permet un
rapprochement conformationnel des procaspases-1 et entraine leur auto-activation par auto-
clivage. La caspase-1 activée convertit ensuite la pro-IL-1P et la pro-IL-18 en leurs formes
actives par clivage des pro-domaines, ce qui déclenche leur sécrétion (Figure 8).

De méme, la caspase-1, une caspase non apoptotique, déclenche la pyroptose, une

mort cellulaire de type nécrotique inflammatoire'”®

. La formation de pores dans la membrane
cellulaire conduit a une augmentation de la pression oncotique, un afflux d’eau intracellulaire
et un gonflement cellulaire. Il en résulte une lyse osmotique de la cellule et le relargage des
composants inflammatoires vers le milieu extracellulaire. Un tel processus semble
particulierement important lors des infections par des pathogenes intracellulaires. En effet, la
pyroptose permet une destruction précoce de la niche de réplication du pathogene (mort de la

cellule) et I’induction d’une inflammation locale, permettant de confiner I’infection.
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Figure 9 : Voies de signalisation des inflammasomes apres infection par les virus

II. Organites et immunité innée

1. Les organites comme plateforme de signalisation cellulaire

1. La mitochondrie

La mitochondrie est un organite unique, non seulement par sa structure a double
membranes, mais également parce qu’elle posséde son propre génome: un ADN
mitochondrial circulaire (ADNmt) codant pour des protéines essentielles pour la fonction
respiratoire des mitochondries. La mitochondrie participe également a de nombreux processus
cellulaires essentiels tels que lI'homéostasie du calcium, le recyclage de ’ADP en ATP
impliqué notamment dans la phosphorylation oxydative, 1'apoptose, la synthése des lipides et
des stéroides ainsi que dans la signalisation cellulaire'”. L'une des découvertes les plus
impressionnantes en ce qui concerne les nouvelles fonctions des mitochondries est leur
implication dans 1'immunité innée antivirale cellulaire. Soupconnées d'avoir évoluées a partir
d'une protéobactérie'™, leur réle nouvellement découvert dans la défense de la cellule hote
¢tait inattendu.

Un lien direct entre les mitochondries et la signalisation antivirale a d’abord été¢ mis en

¢vidence avec D’identification, par quatre groupes indépendants, de MAVS, comme un
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adaptateur moléculaire crucial pour la signalisation en aval des RLRs'*> 3% 135136 Sey] e
groupe de James Chen identifie MAVS comme une protéine mitochondriale, ancrée a la
membrane externe, et détermine que cette localisation est essentielle a sa fonction'?>. Des
¢tudes ultérieures ont clairement montré que la déficience de MAVS, générée chez des souris
Knock-Out ou par des protéases virales, abolit la production des interférons de type I et des
cytokines inflammatoires, soulignant alors l'importance du lien entre l'immunité innée
antivirale et les mitochondries'™" '*2,

MAYVS est composé de 3 domaines fonctionnels : un domaine CARD N-terminal, une
région centrale riche en proline et un domaine transmembranaire (TM) en C-terminal. Le
domaine transmembranaire de MAVS est extrémement intéressant et important pour son
ancrage a la membrane externe des mitochondries. La délétion de ce domaine prévient aussi
bien la localisation mitochondriale de MAVS mais également sa fonction'>> *°. Le VHC
utilise sa protéase NS3/4A pour cliver MAVS au niveau du résidu Cys-508, position
adjacente au domaine TM de MAVS, le dissociant des mitochondries et empéchant ainsi
l'induction de IFN-B'*’. De plus, ce domaine TM montre des similitudes avec ceux des
proteines mitochondriales membranaires comme Bcl-2, Bcel-xL et TOM20, et le
remplacement du domaine TM de MAVS par celui de I'une de ces proteines restaure la
localisation et la fonction de cet adaptateur'”. Ces données suggérent I’importance de ce
domaine pour la fonction de MAVS dans la signalisation antivirale ainsi que I’implication de
la localisation mitochondriale dans cette signalisation. Le domaine CARD de MAVS posséde
de fortes homologies de séquence avec les domaines CARDs des RLRs, permettant ainsi une
intéraction homotypique des senseurs cytosoliques avec cet adaptateur suite a une infection

virale'®*

. La région riche en proline, permet quant a elle I’interaction de MAVS avec les
membres de la famille TRAFs comme TRAF3 et TRAF6, impliqués dans la signalisation
conduisant a la production des IFNs de type I et des cytokines pro-inflammatoire,
respectivement'>® 1*%,

Récemment, plusieurs études, dont une issue de notre laboratoire, ont décrit un role de
la dynamique mitochondriale dans la régulation de la signalisation en aval des RLRs,
introduisant ainsi un nouveau niveau de complexité dans les réponses immunitaires antivirales
mitochondriales. Les mitochondries sont des organites dynamiques qui se déplacent, se
divisent et fusionnent continuellement. Les cellules eucaryotes présentent un réseau
mitochondrial filamenteux qui résulte d’un  équilibre dynamique entre deux forces

. . . 1 r r 7 -1 . LIS
antagonistes de fission et de fusion'””. Par conséquent, un déséquilibre de la fission conduit a

un allongement mitochondrial, alors qu’une altération de la fusion déclenche la fragmentation
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du réseau mitochondrial. Le contrdle de ce mécanisme est permis par des protéines de la
machinerie de fission/fusion des mitochondries : Drpl est nécessaire a la fission alors que les
proteines Opal et les Mitofusines 1 et 2 (Mfnl/Mfn2) sont essentielles a la fusion
mitochondriale'®> ¥ 187 18818 "Comme mentionné précédemment, plusieurs études ont décrit
un role de la dynamique mitochondriale dans la régulation de la signalisation en aval des
RLRs. Tout d’abord, il a ét¢ montré que la Mfn2 intéragit avec MAVS dans un complexe de
haut poids moléculaire, inhibant ainsi la signalisation en aval des RLRs"" (Figure 10). La
surexpression de la Mfn2 bloque I’activation d’IRF3 et NF-kB en aval de RIG-I, MDAS et
MAVS contrairement aux fibroblastes des souris Mfn2 * qui présentent une production
accrue d’IFN-B suite a une infection virale'”. Etonnamment, alors que Mfn2 apparait comme
un régulateur négatif dans la voie RLR, deux études indépendantes ont montré que son proche

homologue, Mfnl est un inhibiteur direct de MAVS™" %2

. Dans les deux cas, il a été rapporté
que MAYVS intéragit avec Mfnl, puis apres activation des RLRs, le complexe Mfnl/MAVS
régule soit la redistribution de MAVS le long des mitochondries ou I’allongement du réseau
mitochondrial (Figure 10). Il apparait donc que les protéines homologues Mfnl et Mfn2 ont
des rdles opposés dans l'immunité innée anti-virale, bien qu'elles partagent une fonction
similaire dans la fusion mitochondriale. La signalisation antivirale mitochondriale n’est pas
seulement régulée par la dynamique mitochondriale. En effet, une étude a démontré le rdole du
potentiel membranaire mitochondrial dans cette voie de signalisation'”. Les auteurs
observent que les cellules présentant un potentiel de membrane faible, ce qui est le cas des
cellules traitées avec le CCCP (un protonophore) ou les cellules déficientes pour Mfnl et
Mifn2, présente une réponse immune antivirale défectueuse. Alors que le rdle précis du
potentiel de membrane dans la signalisation de MAVS reste a déterminer, il a été suggéré que
la perte de potentiel pourrait empécher le réarrangement structural du complexe MAVS.

Bien que les espéces réactives de 1'oxygeéne (ROS) puissent, a forte dose, étre déléteres
pour la machinerie cellulaire, ils sont également des seconds messagers essentiels dans
différentes voies de signalisation sensibles a 1’état rédox et en modulent un certain nombre.
Fait intéressant, les ROS ont été décrits a la fois comme des régulateurs positifs et négatifs de
la voie de signalisation initiée par les RLRs. Il a ét¢ notamment publi¢ que NOX2 (Enzyme
NADPH oxydase, principale source de la production de ROS avec la mitochondrie) et les
ROS sont nécessaires pour initier une réponse antivirale MAVS dépendante'*. Les auteurs de
cette ¢tude ont également démontré que la sous-expression de NOX2 est corrélée a une
diminution de I’expression de I’ARNm de MAVS sans affecter sa localisation mitochondriale,

prouvant ainsi que NOX2 est essenticlle pour I’expression de cet adaptateur’™®. ATGS
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(Autophagy-related gene 5), régulateur essentiel de 1’autophagie et de la mitophagie peut
inhiber la signalisation initiée par les RLRs. Iwasaki ef al. on en effet démontré qu’en réponse
a une infection par le VSV, les MEFs ATGS5 KO présentent des mitochondries
dysfonctionnelles, une augmentation de ROS mitochondriaux (mROS) et une amélioration de

la production des IFN de type I'”

. Le traitement, par des agents anti-oxydants, de ces mémes
cellules ainsi que des cellules primaires, réduit la génération d’IFNs a des niveaux de type
sauvage, suggérant que la production anormale de ROS potentialise, dans ces cellules, la
réponse RLR dépendante. En outre, I’augmentation des mROS via 1’exposition des cellules a
la roténone (inhibiteur de la chaine respiratoire) augmente la production des IFNs a la fois
dans les cellules sauvages et ATG5 KO. Par conséquent, la potentialisation de la réponse RLR
dépendante est probablement attribuable a 1’accroissement de mROS résultant de
I’accumulation de mitochondries endommagées. Le fait que I’induction de mROs potentialise
la réponse antivirale dans les cellules sauvages qu’ils sont des seconds messagers critiques
pour celle-ci. Par ailleurs, une autre étude a montré que la cytochrome oxydase (complexe IV
de la chaine respiratoire), plus précisément la sous-unit¢ COX5B, interagit avec MAVS afin
de réguler négativement la signalisation en aval de cet adaptateur'”. Alors que 1’engagement
de MAVS, conduit a I’augmentation de la production de mROS et de COXS5B, ce dernier
régule négativement la signalisation dépendante de MAVS en limitant la production de
mROS. Des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer quels acteurs de la
signalisation sont sensibles aux mROS, quels sont exactement leurs roles dans la signalisation
antivirale et enfin si les virus sont capables de manipuler les niveaux de mROS produits

pendant I’infection afin de contrdler la signalisation dépendante des RLRs
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Figure 10 : Dynamique mitochondriale et immunité innée antivirale'”’.

2. Le réticulum endoplasmique

Le RE est un ensemble de cavités closes communicantes entre elles. La forme de ces
cavités est trés variable (citernes aplaties, vésicules globuleuses et tubes contournés). Il se
présente en microscopie électronique sous deux formes différentes, correspondant a 2 aspects
fonctionnels, le réticulum endoplasmique rugueux (RER), couvert de ribosomes, en continuité
avec l'enveloppe nucléaire et le réticulum endoplasmique lisse (REL). En régle générale, le
RER intervient dans la synthése et la glycosylation de certaines protéines notamment les
protéines sécrétoires, lysosomiales et celles intégrées aux biomembranes. Le REL est quant a
lui impliqué dans la synthése de différents types de stéroides et de lipides selon le type
cellulaire, ainsi que dans la détoxification des cellules et le stockage du calcium. Le réticulum
endoplasmique joue également un réle majeur dans le contrdle de qualité des protéines. En
effet, il s’assure de 1’acquisition de la structure tertiaire de celles-ci. Ce repliement est en
grande partie di a la formation de ponts disulfures (Cys-S-S-Cys) et est controlé par des
protéines chaperones telles que BiP ainsi que par la calnexine et la calréticuline qui sont

insérées dans la membrane du RER. Si les protéines sont incorrectement ou non repliées, elles
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vont étre exportées vers le cytosol ou elles seront dégradées par le protéasome, ce processus
s’apelle ERAD (Endoplasmic-reticulum Associated Degradation)'”".

Un lien direct entre le RE et la signalisation antivirale a d’abord ét¢ mis en évidence
avec [l’identification de STING, comme un adaptateur moléculaire crucial pour la

. . . 141
signalisation en aval des senseurs d’ADN

. Les cellules dépourvues en STING, protéine
ancrée via 4 régions transmembranaires dans le réticulum endoplasmique (RE) de cellules non
stimulées, sont insensibles a la production de cytokines aprés une exposition a un large
¢ventail d’ADN ou a des agents pathogénes. Inversement, la surexpression de STING,
conduit a I’activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-kB et par conséquent a la

142 activation de

production des IFN de type I et de nombreuses cytokines, respectivement
ces facteurs de transcription et plus précisement d’IRF3, nécessite la translocation de STING
et son assemblage avec la kinase TBK1 pour une transduction optimale du signal. Apres la
détection d’ADNdb, STING se relocalise du RE a l'appareil de Golgi pour atteindre

finalement des structures ponctuées cytoplasmiques ou ’on retrouve TBK1'#* 1% T

e
blocage du transport de STING, génétiquement ou pharmacologiquement, empéche
I’expression des IFNs et des ISGs. En effet, 1'utilisation de la Bréfeldine A, et non la
chloroquine, bloque la translocation de STING, indiquant ainsi que cet adaptateur utilise les
vésicules golgiennes pour atteindre sa destination finale, les structures ponctuées du
cytosol'** .11 est connu qu’une séquence KDEL en C-terminal d’une proteine, est un
signal de rétention dans le RE. L’addition d’un peptide signal KDEL (mais non KKMP) a
I’extrémité C-terminale de STING réduit sa capacité a induire la production des IFNs. En
accord avec ce résultat, le surnageant de culture de cellules HEK293 transfectées avec la
forme sauvage de STING, mais non celui des cellules transfectées avec STING-KDEL,
supprime la réplication du HSV-1. L’ensemble de ces résultats, indique que le transfert de
STING est nécessaire a l'activation des événements en aval'®.

Une étude de notre laboratoire a démontré également un role du RE dans ’activation
de la voie NF-kB. Suite a I’activation de récepteurs antigéniques (BCR, TCR), de récepteurs
cytokiniques (TNFR, IL-1R) ou de récepteurs de I’immunité innée en réponse aux infections
(TLR3, -4, RLRs et NOD?2), le RE, via la Méthadérine (MTDH) recrute certains composants
ubiquitinylés, que 1’on a appelé TUCANs (Transmetteurs Ubiquitinylés Conduisant a
I’Activation de NF-kB) lors de la signalisation aboutissant a 1’activation de NF-kB. Le RE
servirait alors d’une plateforme de recutement, induisant ainsi la formation d’un signalosome,

pour permettre ’activation de NF-«kB*?.
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Suite a ces observations, un projet visant a évaluer la contribution des E3 ubiquitine
ligases en charge de relayer NF-kB au niveau des organites a été réalisé en effectuant le crible
d’une banque de siRNAs dirigés contre les 46 E3 ligases transmembranaires en utilisant
comme modele la signalisation du TNFR. Ce crible a permis d’identifier ’E3 ligase RNF121,

protéine localisée au niveau de I’appareil de Golgi, comme un régulateur positif de NF-xB*"".

2. La cellule et ses constituants, source de signaux de danger

Lorsque les tissus subissent une altération de leur intégrité associée a la mort de
cellules, ces derniers libérent des molécules que 1’on appelle signaux de danger (DAMP). La
majorit¢ des DAMPs, de nature variée, révélent une double vie. Comme molécules
intracellulaires, elles jouent un role dans I'homéostasie cellulaire, telles que les protéines liant
le calcium, les molécules chaperonnes ou les molécules stabilisant la chromatine. Elles
répondent aussi a quatre criteres : 1) elles sont libérées par les cellules en nécrose et retenues
par celles en apoptose; ii) elles induisent la réponse immunitaire innée et spécifique, la
réparation tissulaire et des altérations pouvant induire une transformation tumorale ; iii) elles
activent les voies de signalisation liées a l'inflammation et iv) elles sont relarguées dans le
milieu extracellulaire par des mécanismes sécrétoires non-conventionnels. Apres leur
relargage dans le milieu extracellulaire par les cellules actives ou nécrotiques, comme
indicateurs de dommage, d'infection ou d'inflammation, les DAMPs deviennent des signaux
de danger qui activent les cellules de I'immunité et de 1'endothélium vasculaire et jouent un

role dans le recrutement des cellules inflammatoires aux sites des dommages tissulaires.

1. Les signaux de danger d’origine cytoplasmique

» Les protéines de choc thermiques (HSP, Heat Shock Proteins)

En concentration physiologique, les HSPs agissent comme des chaperons moléculaires qui
aident au repliement des protéines naissantes ou mal-repliées, empéchant ainsi 1’aggrégation
de protéines™”. Cing familles de HSPs existent chez 1’homme, classées en fonction de leur
poids moléculaire, a savoir : HSP20, HSP60, HSP70, HSP90 et HSP100. Lors d’un stress
cellulaire, ces protéines normalement intracellulaires, peuvent se retrouver a la surface
cellulaire ou étre sécrétées dans le milieu extracellulaire et alors servir de DAMPs. Elles sont

impliquées dans I’activation du TLR2 et du TLR4 induisant alors une signalisation Myd8§8-
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dépendante conduisant notamment a I’activation du facteur de transcription NF-xB et a la

. . . . 20
production de cytokines pro-inflammatoires™".

» Les protéines S100

Il s’agit d’une famille de protéines de bas poids moléculaires liant le calcium. A ce jour, 25
membres ont ét¢ identifiés parmi lesquels SI00AS, S100A9, S100A12 sont reconnus comme
signaux de danger’. Comme les autres DAMPs, ces protéines présentent une double vie :
intracellulairement, elles ont un role dans le métabolisme de la migration cellulaire et du
cytosquelette. Apres libération dans I'espace extracellulaire, en raison de dommages
cellulaires ou a l'activation des phagocytes, elles deviennent des signaux de danger qui
activent les cellules immunitaires et 1'endothélium vasculaire. Une fois dans [’espace
extracellulaire, les protéines S100 peuvent activer de multiples récepteurs y compris le TLR4,

menant a I’activation de NF-kB**,

» L’acide urique

L’acide urique, soluble dans le milieu intracellulaire, précipite lorsqu’il est libéré dans le
milieu extracellulaire pour donner des cristaux d’acide urique’®. Ces cristaux sont capables
d’activer I’inflammasome NLRP3, entrainant la production d’IL-1 et d’IL-18°. En effet, les
macrophages murins déficients pour le récepteur a I’'IL-1 ou différents composants de
I’inflammasome tels que la caspase-1, ASC, et NLRP3 ne produisent plus de cytokines suite a
I’accumulation de cristaux d’acide urique et présentent une réduction de la réaction

inflammatoire?®®,

2. Les signaux de danger et organites cellulaires

1) Le noyau

HMGBI, est une protéine résidente du noyau cellulaire ou elle se lie aux nucléosomes et
facilite le repliement de I’ADN. Dans le milieu extracellulaire, HMGB1 peut exercer des
fonctions pro-inflammatoires. Cela se produit soit lorsqu’elle est libérée activement par un
mécanisme sécrétoire non conventionel lors de la stimulation par des médiateurs pro-

inflammatoires (par exemple, lipopolysaccharide, cytokines pro-inflammatoires, l'oxyde
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207:2% - Durant I’apoptose, HMGBI1 ne peut étre libérée

nitrique) ou passivement par nécrose
en raison de modifications post-transcriptionnelles de la protéine elle-méme ou de
modification stucturelle de la chromatine avec laquelle elle intéragit, ceci augmentant la
rétention nucléaire®”. Une fois sécrétée, passivement ou activement, cette protéine peut se lier
a différents PRRs, y compris le TLR2, le TLR4 et le récepteur RAGE permettant ainsi la

Lo Ligl . . . 209, 210
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires®”

. Le TLROY, a également ét¢ mentionné comme
possible récépteur de HMGBI, bien que cela reste controversé. La facilité de cette protéine a
former des complexes avec diverses molécules, y compris I’ADN, ligand connu du TLRO,
pose ainsi I’hypothése d’une liaison indirecte de HMGB1 au TLR9*'""*'2. De plus, HMGBI
exerce une activité chimiotactique envers les monocytes, les macrophages, les neutrophiles et
les cellules dentritiques ; il peut en outre favoriser I’activation, la migration et la maturation
de ces derniéres.

Cependant, il existe un débat sur les propriétés immunostimulatrices directes de
HMGBI ; Certaines études montrent que cette proteine, hautement purifiée, n'exerce pas de
propriétés pro-inflammatoires par elle-méme, mais que ses attributs sont dus a la formation de
complexes de HMGBI1 avec de I'ADN, des lipides, des lipopolysaccharides, ou encore des
cytokines®®. Ces complexes probablement trés inflammatoires stimuleraient alors la
production de cytokines par I’intermédiaire de leur liaison a certains récepteurs tels que les
TLRs ou les récepteurs cytokiniques. Le fait que d’autres études prétendent le contraire peut
étre expliqué par le fait que 1’état oxydatif de HMGB1, important pour la régulation de ses
fonctions, n’ai pas été pris en compte. Lorsque les trois résidus cystéine (C23, C45 et C106)
de HMGBI1 sont sous une forme réduite, HMGB1 présente des propriétés chimioattractives
mais non immunostimulatrices, sous leur forme oxydée cette protéine n’affiche alors plus ces

o 214
deux qualités

. Enfin, lorsque la C106 est réduite, tandis que C23 et C45 forment une liaison
disulfure intermoléculaire, HMGBI posséde cette fois des propriétés
immunostimulatrices®"”. Dans cet état intermédiaire, il se liera au récepteur RAGE et le TLR2
/ 4, conduisant a l'activation de la voie NF-kB et a la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires.

Deux autres classes de molécules nucléaires peuvent jouer le role de médiateurs
inflammatoires endogeénes apres leur translocation : I’ADN et les histones. Dans les cellules
des mammiféres, ces deux classes de molécules sont étroitement associées et forment ainsi le
nucléosome. Des études suggérent que, dans les milieux in vivo, la libération de molécules

nucléaires par des cellules apoptotiques et nécrotiques se produit de fagon similaire et que ces
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deux formes de mort cellulaire sont associées au relargage du contenu nucléaire et
cytoplasmique dans le sang.

En raison du réle de 'ADN comme antigéne cible dans certaines maladies auto-
immunes tel que le Lupus érythémateux disséminé, les propriétés immunitaires de ' ADN des
mammiferes ont été largement étudiées in vivo et in vitro. Ces études, menées sur plusieurs
décennies, ont montré que cet ADN, seul, ne présente pas d’activit¢é immunogéne
significative. Comme vu précédemment, notre ADN difféere des ADNs étrangers par leur
structure et leur séquence, notamment dii a certaines modifications biochimiques, pouvant
influer sur leur activité immunostimulatrice®. Bien que I'ADN des mammiféres seul soit
incapable d'induire des réponses in vitro lorsqu'il est mis en culture avec des cellules, il peut
néanmoins induire des réponses lorsqu'il est introduit par des agents a l’intérieur des
cellules’'®. Ces agents modifient le mode d'absorption de I’ADN dans la cellule et par
conséquent permettent l'accés a des récepteurs qui peuvent étre soit cytoplasmiques ou
endosomaux. Dans un sens, 'ADN nucléaire des mammiféres est un DAMP incomplet, bien
qu'il puisse acquérir une activité immunoactive via son interaction avec d’autres molécules,
facilitant I'absorption cellulaire.

Contrairement aux études avec 1'ADN, différents groupes indiquent que les histones
ont une activité immunitaire propre. Les concentrations élevées des histones dans le sérum ont
¢té¢ impliquées dans de nombreux processus physiopathologiques et dans la progression de
maladies telles que des maladies auto-immunes, des maladies inflammatoires et certaines
formes de cancer, les considérant alors comme des médiateurs potentiels de maladies
inflammatoires systémiques létales'’. La présence d’histones dans le milieu extracellulaire,
va alors initier des réponses inflammatoires via 1’activation des TLRs, notamment le TLR2, le

TLR4 et le TLRY, conduisant  la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires™* *'°.

2) Le réticulum endoplasmique

a) Le stress du réticulum endoplasmique favorise I’inflammation

De nombreuses situations perturbent la maturation protéique, induisant I’accumulation
de protéines mal repliées dans la lumieére du RE, produisant alors une situation de stress
appelée stress du RE. Tout comme les altérations du métabolisme, les infections virales
peuvent interférer avec les processus de maturation post-traductionnelle des protéines natives

et ainsi induire leur accumulation. Certains pathogenes intracellulaires intéragissent avec des
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organites, y compris le RE, afin d’établir leur niche et se répliquer, produisant de nombreuses

220 Cette accumulation oblige la cellule &

particules virales qui peuvent alors surcharger le RE
déclencher une réponse adaptative appelée « Unfolded Protein Response» (UPR) dont
I’objectif est de diminuer la quantité de protéines dans la lumiére du RE.

Suite & un stress, les cellules eucaryotes vont déclencher ’'UPR qui exerce trois
fonctions principales : I’adaptation, I’alarme et 1’induction de la mort cellulaire dans les cas
d’un stress prolongé. En résumé, cette réponse posséde deux composantes : la premicre
composante (traductionnelle) de I’'UPR est une répression rapide et intense de la synthése
protéique afin d’empécher I’arrivée d’autres protéines dans le RE et d’éviter ainsi la surcharge
de cet organite. La seconde (transcriptionnelle) consiste a synthétiser de nouvelles protéines
chaperonnes ou des « foldases » pour stimuler les processus de repliement et entrainer vers la
dégradation les protéines mal repliées. Dans les cas ou la situation de stress est trop intense ou
de trop longue durée et que ces deux composantes ne peuvent y remédier, la réponse UPR
déclenche des signaux d’alarme avec la génération d’une réaction inflammatoire médiée par
les voies NF-kB et JNK et la diminution d’expression de facteurs anti-apoptotiques comme la

protéine Bcl-2. Apres cette phase d’alarme, la cellule peut entrer en apoptose.

La réponse UPR est constituée de trois voies de signalisation impliquant trois
protéines transmembranaires : IREla (Inositol Requiring Enzyme la), le facteur de
transcription ATF6 (Activated Transcription Factor 6) et la protéine kinase PERK (Protein
kinase RNA (PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase)*!. Dans des conditions
physiologiques, la protéine chaperonne BiP, appartenant a la famille des protéines de choc
thermique (Heat Shock Protein), est liée aux domaines luminaux de ces trois médiateurs.
Lorsqu’un stress survient, BiP se lie aux protéines mal conformées qui se sont accumulées
dans la lumiére du RE et les dirige vers la voie ERAD (Endoplasmic-Reticulum Associated
Degradation) pour étre dégradées par le protéasome. Les protéines transmembranaires ainsi
libérées sont activées et entrainent l’activation de voies de régulation traductionnelle et

transcriptionnelle*'.

Bien que I’inflammation contribue a 1’induction du stress du RE, ce méme mécanisme
peut également favoriser I’inflammation en soi, en activant, par différentes voies, le facteur de
transcription NF-kB et la transcription des génes de I’inflammation. En absence de stimuli
inflammatoires, NF-kB est sous forme inactive dans le cytoplasme, li¢ & son inhibiteur (IkB)

exprimé de facon constitutive. En réponse au stress du RE, le domaine cytoplasmique de
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IREla se complexe avec IKK grace a la protéine adaptatrice TRAF2. Cette interaction
entraine la phosphorylation activatrice de IKK qui va elle-méme induire la phosphorylation
inhibitrice de IkBa. IkBa se dissocie alors de NF-kB, conduisant a la dégradation d’IkB par
le protéasome et a la translocation de NF-kB dans le noyau® (Figure 11). Le complexe
IRE10/TRAF2 permet également le recrutement de la kinase JNK, I’activation de la voie Akt
et la translocation de NF-kB suite a la phosphorylation d’IxB** (Figure 11).

Des chercheurs se sont intéressés a la contribution que pouvait avoir NOD1 et NOD2
dans les réponses inflammatoires du réticulum endoplasmique. Ils ont découvert que
I’induction d’un stress réticulaire par I’utilisation de la thapsigargine et du dithiothréitol,
déclenche une production d’IL-6 de fagon NODI1/2 dépendante’*. Physiologiquement,
I’inflammation provoquée par I’infection de Brucella Abortus, est également dépendante de
TRAF2, NOD1/2 et de RIP2 ; elle peut, de plus, étre réduite par un inhibiteur du stress
réticulaire ou d’IREla. L’association de NODI et NOD2 avec des réponses pro-
inflammatoires induite par la voie signalisation IRE1a/TRAF2 fournit un lien supplémentaire
entre immunité innée et inflammation induite par le stress du RE (Figure 11).

De plus, I’activation de PERK entraine la diminution de la traduction des ARNm et
réduit donc la synthése de IxB (Figure 11). Le ratio NF-kB/IkB est augmenté et NF-kB libre
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peut migrer dans le noyau™". L’activation de ATF6 active également la voie Akt/NF-kB par

, . . 22
un mecaniSme €ncore meconnu 5.

b) Diaphonie entre stress du RE et mitochondrie

Dans le RE, la formation de ponts disulfures est un des événements majeurs
conduisant au repliement correct des protéines. Ce mécanisme nécessite un environnement
oxydatif tel que le glutathion et des oxydoréductases comme la PDI**® **’. De plus, PDI
permet la réduction et le réarrangement de ponts disulfures incorrects en se fixant sur son
substrat permettant ainsi une modification de la liaison par une réaction d’isomérisation. La
protéine ERO1 (ER oxydation 1) permet de réoxyder PDI suite a sa réduction lors de la
formation de ponts disulfures, en transférant les électrons directement a I’oxygéne par une
réaction flavine dépendante, produisant ainsi des radicaux libres oxygénés (ROS) et du
glutathion oxydé (GSSG)****’. Une surcharge de protéines dans le RE peut donc conduire a
I’accumulation de ROS et de glutathion oxyd¢, constituant une source de stress oxydant et par

222, 226, 227

conséquence un stress du RE (Figurell). En réponse au stress du RE, les cellules

activent la réponse UPR pour limiter I’accumulation des ROS. L’activation de la voie PERK
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entraine la transcription sélective du facteur ATF4 ainsi que la phosphorylation de NRF2
(Nuclear factor-erythroid-derived 2 (NF-E2)-Related Factor 2) induisant la transcription de

\ . 228,22
génes anti-oxydants™® ¥, Les

ROS ainsi formés peuvent cibler les protéines chaperonnes et
les canaux calciques, tel que le récepteur de I'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3R), conduisant au
relarguage du calcium intracellulaire du RE. Il s'en suit un afflux de calcium dans la
mitochondrie responsable de la stimulation du métabolisme mitochondrial conduisant, entre

230
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autre, a une production accrue de RO (Figure 11). Les ROS mitochondriaux exacerbérent

alors la libération du calcium réticulaire.

Récemment une étude a identifié un mécanisme NLRP3-Caspase2 dépendant qui
relaie le stress du RE aux mitochondries favorisant ainsi l'inflammation, 'intégration de stress
cellulaire et I'immunité innée™'. Dans un modéle d’infection, le stress du RE ainsi engendré
active le médiateur IREla, qui permet entre autre le controle de la traduction de TXNIP,
protéine alors acheminée vers les mitochondries ou elle se lie a la thiorédoxine-2, défense
anti-oxydante, permettant d’augmenter les concentrations d'espéces réactives de 1'oxygeéne
mitochondriales. Cette augmentation promeut l'association de I’inflammasome NLRP3 avec
les mitochondries. NLRP3 activerait alors la caspase-2, qui a son tour cliverait le facteur pro-
apoptotique Bid, permettant 1’activation de Bax et Bad et la formation de pores dans la

membrane conduisant a la libération du contenu mitochondrial®' (Figure 11).
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Figure 11 : Stress du réticulum endoplasmique et inflammation

3) La mitochondrie

a) ADN mitochondrial

Les mitochondries véritables usine a ¢énergie, sont des organites uniques qui
proviennent de l'endosymbiose d'une a-protéobactérie'®®. La mitochondrie contient donc son
propre matériel génétique, I'ADN mitochondrial (ADNmt). Cet ADN, semblable a celui de
son ancétre bactérien, consiste en une boucle d’ADN circulaire a double brin, contenant des
motifs CpG non méthylés. Les études sur la reconnaissance de ’ADN bactérien par le
systtme immunitaire et notamment le TLR9, qui reconnait leur séquences CpG non-
méthylées, a permis d’¢lucider le réle de I'ADNmt dans I’activation du systéme immunitaire.
Les similitudes entre 1'ADN bactérien (bDNA) et 'ADN mitochondrial suggérent ainsi
qu'elles peuvent induire une réponse inflammatoire par des voies analogues™”. En effet,
comme avec I’ADN bactérien, ' ADNmt active la voie MAPK p38 par le biais des récepteurs
Toll-like 9 (TLR9) dans les leucocytes polynucléaires (PMN), induisant un phénotype

inflammatoire in vivo. De plus l'interaction entre le TLR9 et I’ADNmt active le facteur de
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transcription NF-kB permettant 1’augmentation de [’expression d'autres cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-q, I'IL- 6 et I'IL-1p*** (Figure 12).

Deux études distinctes ont montré que I’ADNmt, relargué dans le cytoplasme, joue un
role clef dans ’activation de I’inflammasome NLRP3. Nakahira et al. ont démontré que la
libération de I'ADNmt dépend de I’activation de NLRP3 et des espéces réactives de 1'oxygeéne
mitochondriales ; ainsi ’ADNmt amplifierait l'activation de 1’inflammasome aprés son

234
3 En revanche,

déclenchement initial (proposé ici comme étant la production de ROS)
Shimada et al. décrivent que la mort mitochondriale est une condition préalable a la libération
de I'ADNmt oxydé dans le cytoplasme, ou il se lie directement a NLRP3 pour activer
I’inflammasome™ (Figure 12). En outre, les cellules dépourvues d'ADNmt (généré par le
traitement au bromure d'éthidium) sont incapables d’activer NLRP3, soutenant ainsi un role
direct de 'ADN mitochondrial**. Fait intéressant, NLRP3 est nécessaire a la libération de
I'"ADNmt lors de l'activation inflammasome. Ceci suggeére que 'ADNmt agirait comme une
boucle de rétroaction positive, potentialisant l'activation de l'inflammasome NLRP3. En
revanche, un rapport récent, utilisant une série de modeles de souris génétiquement
déficientes, a montré que I'apoptose mitochondriale est inutile pour I'activation de
l'inflammasome NLRP3**°. Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour clarifier
I’implication de 1’apoptose mitochondriale dans 1’activation de I’inflammasome.

En plus d’intéragir avec les récepteurs précedemment décrits, ’ADNmt active
¢galement la voie de signalisation dépendante de STING (Figure 12). Une équipe a découvert
que la déficience, induite génétiquement ou lors de I’infection par le HSV, du facteur de
transcription mitochondriale A (TFAM) déclenche une perturbation de la stabilité de
I’ADNmt, se traduisant par la libération de 'ADNmt fragmenté qui recrute et active CGAS.
cGas activé va alors générer le second messager cGAMP et activer STING, permettant le
recrutement et 1’activation de TBKI, kinase responsable de 1’activation d’IRF3*’. Fait
intéressant, des études indiquent que 1’apoptose des cellules, médiée par Bax/Bak, conduisant
a I’activation des caspases inhibe la production des IFNs. Bax/Bak déclenchent la libération
de 'ADNmt, reconnu par cGas initiant la production d'IFN. En principe, Bax et Bak
n’induisent que la perméabilisation de la membrane externe, la question est donc comment
expliquer la libération de ’ADNmt. On pourrait plutdt concevoir une apoptose tardive avec
libération du contenu mitochondrial. Les caspases activées atténuent cependant cette

r 238, 239
réponse™"

. La mitochondrie joue donc un réle crucial pour déterminer si les cellules en
apoptose déclenchent des réponses inflammatoires suite a la reconnaissance de I’ADNmt ou

restent immunologiquement silencieuses via I’activation des caspases.
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En résumé, le stress mitochondrial induit par une infection, conduisant a la libération
de ’ADNmt, est un méchanisme évolutif bénéfique qui amplifie les réponses immunes suite a
I’invasion de pathogénes. Cependant, I'accumulation aberrante de DAMPs mitochondriaux et

la libération de I’ADNmt dans le cytosol peut alors provoquer des maladies inflammatoires.

b) Voies métaboliques de la mitochondrie

L’ATP, molécule appartenant a la famille des purines, est essentiel pour le transport de
I’énergie dans une cellule, bien qu’il posséde également de nombreuses fonctions de
signalisation. L’ATP peut étre libéré par les cellules endommagées ou par les cellules du
systeme immunitaire via les récepteurs PANX1 qui permettent sa libération dans le milieu
extracellulaire. Bien que I’ATP soit principalement synthétisé par les mitochondries, il peut
étre libéré par de multiples compartiments intracellulaires, y compris le cytoplasme, le RE et
la mitochondrie. Dans le milieu extracellulaire, I’ATP peut moduler les réponses immunes
telle que la sécrétion d’interleukine, sert de signal chimioattractant et permet d’activer les
cellules T. L’ ATP extracellulaire peut activer les récepteurs purinergiques, dont il existe deux
classes : les récepteurs P2Y couplés aux protéines G et les récepteurs P2X, protéines
transmembranaires qui forment des canaux ioniques. L'activation des récepteurs P2Y induit le
recrutement de neutrophiles, macrophages et cellules dendritiques au site d’inflammation®®.
D’autre part, la fixation réversible de I'ATP sur le récepteur P2X7, induit un changement de
conformation du récepteur : ce canal ionique transmembranaire est alors ouvert ce qui
entraine un influx de Ca®" et un efflux de K, induisant lactivation des MAPKs et de
I’inflammasome NLRP3, respectivement, conduisant a [I’initiation de cascades de
signalisation pro-inflammatoires™*'. L’activation du récepteur P2X7 conduit également a une
augmentation de 1’activit¢ de la NADPH oxydase responsable de la formation de ROS,
conduisant & la maturation de la caspase-1 et de I'IL-1p ***** (Figure 12).

Méme si la chaine de transport d'électrons est un procédé de production d'ATP, les
especes réactives de l'oxygene (ROS) sont alors générées comme sous-produits de ces
réactions, faisant ainsi de la mitochondrie la principale source de ROS. Diverses conditions de
stress, y compris [’augmentation des taux métaboliques, 1'hypoxie, ou des dommages
membranaires, induisent une augmentation de la production mitochondriale de ROS pouvant
amorcer l'apoptose. Pour enquéter sur la possible implication des mitochondries dans
l'activation de I’inflammasome, une équipe a induit artificiellement la production de ROS

dans les mitochondries en bloquant les enzymes clés de la chaine respiratoire®**. Ils ont alors
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montré que l'inhibition des complexes I ou IIl de la chaine respiratoire mitochondriale,
provoque l'activation de l'inflammasome NLRP3, que l'inhibition de 1’autophagie/mitophagie,
qui entraine une présence prolongée des ROS mitochondriaux, conduit a l'activation
spontanée de I’inflammasome et enfin que NLRP3 et ASC colocalise avec la mitochondrie en
présence d’activateurs de I’inflammasome. Ces données suggerent alors que les ROS

244 . .
3 . Les mitochondries

mitochondriaux sont capables d'activer I’inflammasome NLRP
peuvent montrer une excitabilit¢ anormale aux effets des ROS exogénes, répondant aux
¢lévations anormales de leur concentration par un accroissement de leur production en ROS,
appelé RIRR pour ROS-induced ROS release™.

Le calcium (Ca®™") est un second messager jouant un role essentiel dans la régulation
de multiples voies de signalisation au sein des cellules. Des flux aberrants en Ca*" peuvent
donc entrainer des événements cellulaires catastrophiques, entrainant les cellules a déployer
des stratégies pour controler les niveaux de calcium intracellulaires®*®. En particulier, les
mitochondries qui jouent un role central dans la régulation des niveaux de calcium en
acceptant le Ca”" libéré par le RE. Il y a cependant un seuil de concentration calcique intra-
mitochondrial qui ne peut étre dépassé¢ sans mettre en route de nouveaux mécanismes
pathologiques, y compris un disfonctionnement de la mitochondrie. Le calcium joue un role
clé dans la régulation des fonctions de cet organite notamment dans la transmission des

signaux transmitochondriaux®*’.

De ce fait, au dela d’une certaine concentration, 1’ion
calcique influx sur la production de ROS en augmentant le métabolisme de la mitochondrie
(cycle de Krebs et stimulation de la NO synthase) et donc pouvant ainsi conduire a
I’activation de ’inflammasome, comme nous ’avons vu dans le paragraphe précédent™*. Il
influx également 1’ouverture d’un canal de la membrane mitochondriale interne dénommé
PTP (Permeability Transition Pore) responsable d’un gonflement et la rupture de la membrane

mitochondriale externe.
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Figure 12 : La mitochondrie comme activateur de la réponse immune

III. Ubiquitination et Immunité

Les fonctions cellulaires de la plupart des protéines sont régulées par des modifications
post-traductionnelles (PTM). Ces PTM étant inductibles et réversibles, elles permettent aux
cellules de répondre dynamiquement a des stimuli externes en modulant les voies de
signalisation intracellulaires. Parmi les PTM les mieux étudiés on retrouve la

phosphorylation, 1’acétylation et I’ubiquitination.

1. Le systeme ubiquitine

1. Ubiquitine et cascade enzymatique

En 1980, Avram Hershko et Aaron Ciechanover en collaboration avec Irwin Rose

démontreérent qu'une chaine polypeptidique thermostable, alors appelée facteur protéolytique—
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1 ATP dépendant, pouvait étre conjuguée aux protéines, uniquement en présence d'ATP, qui

roor o) S 7 7 - 247,248,249, 250
par cet événement étaient désignées pour la dégradation®’- 4% 2% 23

. Plus tard, ce facteur fut
assimilé a une petite protéine de 76 acides aminés déja identifiée par Goldstein et ses
collégues sous le terme d'ubiquitine (en raison de son expression ubiquitaire)”'. Depuis, une
multitude de travaux a été dédice a cette petite molécule et a la description de son implication
dans les différents processus physiologiques.

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui consiste en ’attachement
covalent d’une molécule d’ubiquitine sur une protéine cible. L attachement de I’ubiquitine se
fait via une liaison isopeptidique qui se met en place entre le résidu glycine se trouvant a
I’extrémité C-terminale (G76) de la molécule d’ubiquitine et un résidu Lysine de la protéine
cible. Cette réaction implique I’action séquentielle de trois enzymes : une enzyme d’activation
(E1), une enzyme de conjugaison (E2) et une ligase (E3)*> > (Figure 13).

Depuis sa découverte, en 1981, I’ubiquitin-activating enzyme 1 (UBE1) a longtemps été
considérée comme étant I'unique enzyme responsable de 1’activation de 1’ubiquitine.
Toutefois, de récents travaux ont caractérisé d’autres protéines ayant les mémes propriétés
qu’UBEI, notamment UBA6 (Ubiquitin-like modifier activating enzyme 6) et UBE1L2

(Ubiquitin-activating E1-Like protein 2)>* >

. En présence d'ATP, I'enzyme E1 (ubiquitin-
activating enzyme) active l'ubiquitine par un mécanisme complexe qui conduit a la formation
d'une liaison thiol-ester riche en énergie entre la glycine C-terminale de 'ubiquitine et une
cystéine du site actif de E12°% 228,

A ce jour, une quarantaine d’enzymes E2 (également appelées enzymes de conjugaison)
ont été recensées> " >, Elles partagent toutes un motif catalytique conservé d’environ 150
acides aminés appelé domaine UBC (Ubiquitin Conjugating domain), mais peuvent différer
par leurs extensions N- et C- terminales afin de faciliter certaines interactions spécifiques
avec différentes E3 ligases. Les molécules d’ubiquitine activées sont recrutées au niveau de la

cystéine de leur site actif UBC via une liaison thioester covalente®®' 22

. Lorsqu’elles sont
liées a certaines E3 ligases, les E2 peuvent catalyser directement le transfert de la molécule
d’ubiquitine sur le substrat ou sur les résidus lysine de 1’ubiquitine elle-méme, permettant

260, 263, 264

ainsi la poly-ubiquitination . Bien que le choix du substrat implique les E3 ligases, ce

sont les E2 qui seraient déterminantes lors de la sélection du type d’ubiquitination et qui
controlent de ce fait le devenir des protéines cibles 2% 26> 2.

La derniére étape dans la cascade d’ubiquitination, catalysée par les E3 Ubiquitine-
ligases, corrrespond au recrutement spécifique du substrat et au transfert de ['ubiquitine sur

cette proteine substrat. L’E3 ligase est impliquée aussi bien dans la catalyse de la premicre
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molécule d’ubiquitine au substrat que dans la liaison des autres molécules d’ubiquitine
successives permettant la synthése d’une chaine de poly-ubiquitination, lorsque cela est
requis. Il existe un trés grand nombre d’E3 ligases identifiées (environ 700) et certainement
beaucoup d’autres non identifiées >, Il existe différents types d’enzymes E3 que 1’on peut
regrouper en 2 classes, selon le mécanisme de transfert de 1’ubiquitine vers le substrat. Dans
le cas des enzymes monomériques a domaine HECT (« Homologous to E6-AP C-terminus »),
elles prennent physiquement en charge 1’ubiquitine et la transportent ensuite sur la protéine
cible (Figure 13). En revanche, les enzymes E3 a motif « RING finger » jouent un rdle
d’adaptateur permettant le rapprochement entre le substrat et I’ubiquitine portée par I’enzyme

E2 (Figure 13).

Ublqumn

(&)

Figure 13 : Cascade de liaison de I’'ubiquitine’®
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2. Les différents type d’ubiquitination

La conjugaison de l'ubiquitine sur le substrat se produit généralement au niveau des
résidus lysine mais d’autres acides aminés peuvent recevoir cette molécule, notamment la
thréonine, la cystéine et la sérine®®’. Tout substrat peut étre étiqueté avec une seule molécule
d’ubiquitine, c’est la mono-ubiquitination, ou par une chaine d’ubiquitine plus ou moins
longue résultant en la poly-ubiquitination du substrat (Figure 14). De plus, la mono-
ubiquitination peut avoir lieu sur une seule lysine ou sur différents résidus lysine conduisant a

une multiple mono-ubiquitination ou multi-ubiquitination®®” %,

Lys

POW Ly Substrate

Mono Ub  Multimono Ub Poly Ub

Figure 14 : mono-, multimono- ou poly-ubiquitination®®

La molécule d’ubiquitine contient sept résidus lysine (Lys ou K), et chacun d’entre
eux peut accueillir une molécule d’ubiquitine lors de la formation des chaines de poly-
ubiquitine. De plus, le résidu méthionine (Met ou M) se trouvant a I’extrémité N-terminale
peut également recevoir les molécules d’ubiquitine, donnant lieu a des ubiquitinations dites
linéaires. De ce fait, huit types de chaines de poly-ubiquitine peuvent é&tre formées
correspondant aux huit sites receveurs : K6, K11, K29, K27, K33, K48, K63 et M1 ; et c’est
selon le résidu impliqué dans la formation des chaines de poly-ubiquitine que sera déterminé
le devenir de la protéine cible®®™ 227 (Figure 15).

Les ubiquitinations les mieux caractérisées a ce jour sont les chaines de type K48 et
K63, dans lesquelles une molécule d’ubiquitine est liée au niveau de sa G76 a la lysine 48 et
63 de 'ubiquitine suivante, respectivement. Ces différentes ubiquitinations engendrent des
processus cellulaires différents. Les chaines de type K48 sont généralement reconnues par le
protéasome, conduisant a la dégradation du substrat, mécanisme utilisé pour le turn-over des

/e 2 269, 2
protéines dans la cellule**® %% 27

(Figure 15). En revanche, les chaines de type K63 ne
déclenchent pas la dégradation par le protéasome, mais jouent un réle important dans les

voies de signalisation, en stabilisant les substrats ou en agissant comme plateforme pour la
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formation de complexes mutimériques de signalisation (Figure 15). Plus précisément,
I’'ubiquitination de type K63 favorise la multimérisation des protéines de signalisation,
induisant ainsi leurs états actifs, permettant le recrutement de partenaires d'interaction
supplémentaires et, finalement conduisant a la transduction du signal. En outre, elle peut
conduire a la formation de complexes de signalisation actifs par le recrutement de partenaires
possédant des domaines de liaison a l'ubiquitine (UBDs) qui reconnaissent les protéines
ubiquitinylées™® 2™ Tout comme les chaines de type K63, 1’ubiquitination linéaire régule

269, 270, 271

positivement les événements de signalisation cellulaire . Les fonctions des autres

chaines de poly-ubiquitine sont beaucoup plus énigmatiques™® *’°. Le traitement avec des
inhibiteurs du protéasome conduit & un enrichissement non seulement de chaines de type K48
mais également des types K11, K29 et K33 suggérant un réle dans la dégradation des

protéines. L’ubiquitination de type K11 serait ainsi impliquée spécifiquement dans la

269, 270, 272

dégradation des protéines régulant le cycle cellulaire . Enfin, les chaines de type K6

A <7 \ 269, 2
semblent étre liées aux dommages a I’ADN>*27°,

Substrate protein

Cell signalling events in o) 3 e‘z‘

DNA damage response ,
and cytokine signalling W\ H_ ,

Figure 15 : Les types d’ubiquitination et leurs fonctions”
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3. Réversibilité de I’ubiquitination : la déubiquitination

L’ubiquitination est une réaction réversible grace a I’action d’enzymes appelées
déubiquitines ligases ou déubiquitinases (DUBs), capables d’hydrolyser les liaisons
isopeptidiques entre les molécules d’ubiquitine au sein des chaines de poly-ubiquitine ou
entre I’ubiquitine et la protéine cible*’* ",

Une étude in silico menée par Nijman et ses collaborateurs a permis de déterminer une
centaine de DUBs codées par le génome humain, qui peuvent étre classées selon leur
mécanisme catalytique, en deux familles : les protéases a cystéine et les métalloprotéases. La
famille des protéases a cystéine se décompose en 5 sous-groupes distincts par la structure et la
séquence de leur domaine catalytique : les protéases spécifiques de 1’ubiquitine (USP), les
hydrolases des ubiquitine en C-terminal (UCH), les protéases otubain (OTU), les protéases de
la maladie de Machado Joseph (MJD), les protéines induites par la protéine chimiotactique
des monocytes (MCPIP)*’®*"" (Figure 16). La famille des métalloprotéases ne contient quant
a elle que le seul groupe des protéases JAMM (JAB1I/MPN/Mov37)*’® ?"".  Les USPs
constituent la plus grande partie des DUBs, avec environ 60 membres. Elles sont caractérisées
par deux motifs courts et conservés, les « boite histidine » et « boite cystéine » contenant les
résidus impliqués dans la protéolyse de I'ubiquitine. La fixation de I’ubiquitine engendre un
changement conformationnel les rendant actives et ce mécanisme est spécifique de

*’8 Les UCHs, au nombre de 4 chez ’homme, fonctionnent comme les USPs et

I’ubiquitine
semblent plus spécifiques des petites protéines ubiquitinylées, car elles posseédent une boucle
exigué qui empéche la catalyse de longues chaines de poly-ubiquitine. Les 14 OTUs,
identifiés par homologie de séquence avec la protéine de la drosophile ofu, possédent au sein
de leur site catalytique, actif de maniére constitutive, un résidu asparagine, en plus des résidus
cystéine et histidine, ce qui leur confére leur spécificité”””. Les MIDs ont été identifiées suite
a I’étude de I’ Ataxin-3, qui montre une triade catalytique au site actif comparable aux autres
DUBEs, bien que le domaine catalytique de la protéine soit différent. C’est I’instabilité d’une
répétition nucléotidique CAG dans le gene Ataxin-3 a I’origine de la maladie neurologique
appelée maladie de Machado-Joseph qui leur a valu leur nom. La fonction normale d’Ataxin-
3 consistant a effectuer un contrdle qualité « ubiquitine dépendant » des protéines®’. Au sein
des DUBs, la famille des MCPIPs est la seule des protéases a cystéine a étre dépourvue d’une
« boite histidine » dans son domaine catalytique. Elle présente un domaine riche en prolines
au niveau de son extrémité C-terminale, un domaine conservé CCCH de type doigt de zinc

dans sa région centrale et une extrémité N-terminale conservée, les deux dernicres régions
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276, 281 r
76,281 [ es JAMMSs, hautement conservées au

étant importantes pour son activité catalytique
cours de 1’évolution, forment la seule famille de DUBs a activité métalloprotéase a zinc ; 12
membres ont été a ce jour identifiés chez ’homme. Elles sont recrutées au cours du trafic

, . . r 282
vésiculaire et du recyclage des récepteurs™".

Catalytic

T Zn fnger

- DNA/RNA binding
@ Ubiquitin-like

& DUSP

- UBA

l @ Other

e\

lJf‘n’-,J

Figure 16 : Classification des DUBs humaines®’®

Le mécanisme déterminant la spécificité de chaque famille de DUBs a un certain type
d’ubiquitination n’a pas encore été ¢élucidé. Toutefois, des analyses fonctionnelles et
structurales indiquent que les USPs et les OTUs sont spécifiques de chaines de type K48, K63
et K11, alors que les MJDs et JAMMSs ne reconnaissent que les chaines de type K63.
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Les DUBs sont essenticlles a différentes fonctions cellulaires”™”. D’une part, le
processus de déubiquitination participe a la maturation des molécules d’ubiquitine,
synthétisées sous forme de précurseurs associé€s a des protéines ribosomales, desquelles elles
doivent étre dissociées afin de devenir fonctionnelles. D’autre part, ce processus est
déterminant pour le recyclage de 1’ubiquitine et I’initiation du processus de protéolyse, qui
nécessite le clivage préalable de leur étiquette Ub avant d’étre dégradée. Par ailleurs, il a été
montré que la déubiquitination des protéines possédant un polymére K48 inférieur a quatre
molécules d’ubiquitine permettait de les sauver de la dégradation. La déubiquitination est
¢galement indispensable au bon fonctionnement du protéasome 26S impliqué dans la
protéolyse des protéines ubiquitinylées. En effet, les DUBs permettent de protéger la sous-
unit¢ 26S du protéasome des polymeéres d’ubiquitine libres qui pourraient entrer en
compétition avec des protéines ubiquitinylées et inhiber ainsi leur dégradation. Enfin, les
DUBs peuvent agir de manicre plus spécifique sur des protéines ubiquitinylées en modulant
leur activation et étre ainsi a 1’origine de I’arrét ou de I’initiation de la transduction de la
signalisation®’®

A linstar des autres protéases, la régulation des DUBs est finement contrélée afin de
prévenir le clivage de substrats inappropriés. A ce titre, la majorité des DUBs, notamment les
USPs et UCHs, sont synthétisées sous forme inactive, et ce n’est qu’apres leur association
avec une molécule d’ubiquitine qu’elles acquiérent une conformation catalytiquement
compétente. Des niveaux de régulations supplémentaires peuvent étre mis en jeu pour
contrdler leur activité catalytique, telles que des régulations transcriptionnelles ou des
modifications post-traductionnelles susceptibles d’affecter 1’activation, la localisation ou la

demi-vie des DUBs.

2. L’ubiquitination comme régulateur de I’immunité
1. Régulation des différents PRRs et de leur adaptateur moléculaire

1) Les TLRs et leurs adaptateurs Myd88 et TRIF

L’ubiquitination de type K48 permet la régulation subtile des TLRs et de leurs protéines
signalisatrices associées, agissant alors comme une boucle de rétro-controle négative,

empéchant 1’activation prolongée du systéme immunitaire inné.
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Triad3 A, est une E3 ubiquitine ligase qui se lie et ubiquitinyle plusieurs membres de la
famille TLRs*®. Initialement identifi¢ comme un partenaire du TLRY par un systéme de
double-hybride chez la levure, des analyses plus détaillées ont montré qu’il intéragissait
¢galement avec le TLR3, -4 et -5. La surexpression de Triad3A conduit a la poly-
ubiquitination de type K48 et a la dégradation des TLR4 et -9, et dans une moindre mesure
celle du TLR3 et -5. Conformément a ceci, la surexpression de Triad3A inhibe la capacité de
signalisation de ces TLRs (Figure 17). Des études ultérieures ont indiqué que Triad3A peut
¢galement jouer un rdle en aval de ces PRRs et des RLRs, en ciblant deux molécules clés de
la signalisation : RIP1 et TRAF3** 2% (Figure 17 et 18).

C’est lors de stimulations par le TGF-f, qu’il a ét¢ découvert que le niveau
d’expression de ’adaptateur MyD88 est également étroitement régulé par l'intermédiaire de
cette ubiquitination®®’. Des études ultérieures ont montré que les E3 ubiquitine ligases Smurf
1 et 2 se lient a MyD88, interaction dépendante de Smad6, et conduisent a l'ubiquitination et
la dégradation de MyD88, limitant ainsi la réponse inflammatoire induite par la signalisation
des TLRs*™ (Figure 17).

Nrdp1 est une E3 ligase qui conduit a la dégradation de MyD88, mais présente un role
plus complexe dans la signalisation des TLRs. Outre son action de polymérisation de chaine
de type K48 sur Myd88 (Figure 17), Nrdpl agit comme un régulateur positif sur TBK1 et sa
signalisation associé¢e®’ (Figure 18). Ainsi, la double activit¢ de Nrdpl coordonne la
signalisation d'un bras de la réponse TLR, tout en amortissant 1'autre bras de cette voie.

Pour enrayer la signalisation du TLR3, TRIF est la cible d’une ubiquitination
dégradative de type K48 par I’E3 ubiquitine ligase WWP2**’. Suite a la stimulation du TLR3
par le Poly(I :C), les macrophages issus de la moelle osseuse de souris déficientes pour
WWP2 affichent des niveaux d'TFN-B, de TNFa et d’IL-6 augmentés (Figure 17).

Enfin, plusieurs groupes ont démontré que 1’ubiquitination de type K63 de la protéine
proximale IRAKI1 est nécessaire pour la signalisation en aval, consistant au recrutement de
TAK1 et NEMO au niveau du complexe TRAF6*" 2> 2% 1] existe cependant une divergence
quant a ’enzyme responsable de ce phénoméne : bien que plusieurs études indiquent que les
membres de la famille des E3 ligases Pellino sont responsables de I’addition des chaines de
poly-ubiquitine d’IRAK1**> **_ d’autres ont suggéré I'impliquation de TRAF6 dans ce
processus™ ' (Figure 17). Par ailleurs, lors du recrutement de RIP1 au niveau du complexe

TLR3-TRIF, Pellino 1 polymérise les chaines d’ubiquitine K63 de cette protéine, permettant

66



alors le recrutement de TAK1 et NEMO et par conséquent 1’activation de NF-kB***

17).

(Figure

2) les RLRs et I’adaptateur MAVS

a) Activation via I’ubiquitination de type K63

Au cours des derniéres années, il est devenu évident que I’ubiquitination de type K63
joue un role crucial dans la promotion de la signalisation des RLRs. Des expériences de
spéctrométrie de masse et des analyses biochimiques ont montré que les domaines CARDs de
RIG-I sont ubiquitinylés par TRIM25, E3 ligase inductible par les IFNs et appartenant a la
famille des protéines a motif tripartite (TRIM)*”. Cette étude montre que suite a une
infection virale, TRIM25 se lie via son domaine SPRY au premier domaine CARD de RIG-I ;
son activité E3 ubiquitine ligase Iui permet alors de conjuguer des chaines de poly-ubiquitine
de type K63 sur le résidu K172 du deuxiéme domaine CARD du senseur”". Ces chaines
permettent alors I’interaction de RIG-1 avec MAVS, comme en témoigne les mutations du
résidu K172 ainsi que celles du gene trim25, les deux réduisant considérablement
I’'ubiquitination de RIG-I ainsi que son interaction avec MAVS™> *° Des études
fonctionnelles dans des fibroblastes embryonnaires murins (MEF) déficients pour TRIM25
montrent un défaut de production des IFNs de type I suite a une infection par le VSV ainsi
qu’une forte augmentation des cellules infectées. A noter, qu’avec ou sans expression
ectopique de TRIM2S5, aucune ubiquitination des domaines CARDs de MDAS a été
détectée™ (Figure 17).

RNF135 (également appelée Riplet et REUL) est une autre E3 ligase responsable de la

297,298 ’ . .
7298 Des études in vivo

polymérisation de chaines de poly-ubiquitine de type K63 sur RIG-I
ont confirmé I'importance de cette enzyme dans 1’activation de ce senseur : les souris
déficientes pour RNF135 produisent moins d’IFNs et présentent une sensibilité accrue aux

infections par le VSV par rapport aux souris sauvages® .

Cependant, certains détails
mécanistiques, notamment les résidus et les domaines cibles de l’ubiquitination restent
incertains. Alors qu’une étude suggeére que Riplet est responsable de 1’ubiquitination des
domaines CARDs*"’, d'autres ont démontré que les cibles de cette enzyme sont des résidus

298 . 7
% Dans ce dernier cas, une étude a

lysines présents dans le domaine C-terminal de RIG-I
¢galement propos¢ un model d’activation de RIG-I via cette ubiquitination : lorsque le
domaine CTD de ce senseur s’associe & I’ARN viral, RNF135 polymerise alors des chaines

d’ubiquitine sur le domaine RD de RIG-I entrainant alors son interaction avec 1’E3 ubiquitine
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ligase TRIM25. L’ubiquitination de RIG-I par cette seconde enzyme permet son
oligomérisation et son association avec 1’adaptateur MAVS®? (Figure 17).

Une étude récente a mis en évidence une troisieme E3 ubiquitine ligase, TRIM4,
impliquée dans la régulation de la transduction du signal de RIG-I. La surexpression de
TRIM4 conduit a une augmentation de l'induction des IFNs aprés infection par le virus de

Sendai, un paramyxovirus, connu pour étre détecté par RIG-I*"!

. Une analyse plus détaillée a
indiqué que TRIM4 interagit avec RIG-I et entraine son ubiquitination de type K63 sur les
résidus K154, K164, K172 des domaines CARDs. Cependant, le role physiologique et la
contribution de cette ubiquitination dans I’immunité innée antivirale doit encore étre
déterminé (Figure 17). Un autre mécanisme de régulation a récemment été découvert et
implique les granules de stress antiviraux (avSGs)’">. L’E3 ligase MEX3C se lierait a 'ARN
viral, entrainant ainsi son interaction avec RIG-I a I'intérieur des avSGs. Cette é¢tude a indiqué
que les résidus K48, K99 et K169 de RIG-I sont ubiquitinilés par MEX3C, augmentant la
production des IFNs. Bien que cette ¢tude renforce 1'hypothése que la localisation
subcellulaire de RIG-I peut étre importante pour la détection d'ARN viral, le role exact de
avSGs dans la signalisation immunitaire innée reste incertaine.

Malgré la capacité des chaines de poly-ub de type K63 libres de s’associer a RIG-I,
une étude structurale de ce senseur a prouvé que les chaines d’ubiquitine covalentes

. J . . 30
permettent une meilleure stabilisation du senseur actif*".

L’ubiquitination de type K63 de RIG-I étant cruciale pour son activité, en réponse a
une infection virale, il n’est pas surprenant que plusieurs DUBs est été identifiées pour
contrecarrer cette modification. Au moins trois DUBs différentes sont impliquées dans
l'inhibition de la signalisation médiée par RIG-I, via la suppression des chaines d'ubiquitine :
CYLD (discuté dans la partie III, 2, 3) , USP21 et USP3. USP21 interagit avec RIG-I a la fois
dans les cellules non infectées et lors des infections par le VSV et le SeV. Cette interaction
conduit a la déubiquitination et par conséquent & la diminution de la production des IFNs>*,
Plus récemment, une étude a démontré qu’USP3 intéragissait également avec RIG-I et
présentait le méme effet que USP21°”. Fait intéressant, cette étude a également montré un
effet régulateur négatif de USP3 sur l'activité de MDAS; cependant, le mécanisme précis par
lequel USP3 affecte l'activit¢é de MDAS reste incertain, étant donné le rdle évasif de
I’ubiquitination activatrice de type K63 de MDAS.

Enfin, ’adaptateur MAVS, présente une ubiquitination du résidu K500 de type K63,

cependant I’enzyme qui en est responsable n’a pas encore été identifiée’*® (Figure 17).
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b) Ubiquitination dégradative de type K48

Parce que la production de cytokines et d’IFNs de type I, suite & une infection virale,
doit étre controlée pour éviter des effets secondaires nocifs a la cellule, la régulation négative
de RIG-I est indispensable. Arimoto et ses collaborateurs ont montré que I’E3 ubiquitine
ligase RNF125 induit ['ubiquitination de type K48 puis la dégradation de RIG-I, agissant
alors comme une boucle de retrocontrdle negative en régulant les niveaux de ce senseur’ .
Cette étude souligne qu’RNF125 n’est pas spécifique de RIG-I puisqu’elle intéragit, dans une
moindre mesure, avec MDAS5 et MAVS®’. A noter que cette ubiquitination dégradative est
contrecarrée par USP4, qui stabilise les niveaux de RIG-I permettant ainsi la prolongation de
I’induction des IFNs. Apres infection virale, les niveaux d’USP4 diminuent, démontrant que
cette protéine permet la régulation de 1’état d’équilibre de RIG-I*® (Figure 17).

Le LUBAC, composé des E3 ligase HOIL-1L et HOIP, utilise deux mécanismes
distincts pour réguler négativement la signalisation médiée par RIG-1. D’une part, le LUBAC
induit I'ubiquitination du domaine C-terminal de TRIM2S5, conduisant a sa dégradation
protéasomale®”. D’autre part, le domaine NZF (Npl4 zinc finger) de HOIL-1L entre en
compétition avec TRIM25 pour la liaison & RIG-I’®. Cependant, le groupe de ZJ Chen a

138
1%, Au vue

montré que le LUBAC, entre leurs mains, n’a pas de role négatif sur la voie RIG-
de cette divergence, d’autres études sont nécessaires notamment pour comparer I’impact de
I’extinction de chacun des trois composants du LUBAC sur la signalisation de MAVS
puisque certaines publications ont suggéré que bien que ces protéines soient associées, elles
sont différenciellement impliquées dans des fonctions distinctes.

MDAS est régulée de maniére négative par une autre E3 ubiquitine ligase, TRIM13°'°.
La surexpression de cette enzyme inhibe la signalisation médiée par MDAS. En outre, les
souris TRIM13 -/-, suite a une infection par ’EMCYV, présentent des niveaux élevés d’IFNs
de type I comparés aux souris WT. Cette étude n’a pas examinée spécifiquement
I’ubiquitination de MDAS par TRIM13; cependant comme cette enzyme posséde un domaine
RING fonctionnel, il est probable que le mécanisme de régulation décrit ci-dessus implique
I’ubiquitination dégradative (Figure 17).

1 .
37 mais leur

L’aggrégation de MAVS est un élément clé de la signalisation des RLRs
régulation commence seulement a étre clarifiée. En plus d’ubiquitinyler RIG-I et renforcer
son interaction avec MAVS, notre laboratoire a montré que TRIM25 ubiquitinyle cet

311

adaptateur sur les résidus lysines 7 et 10 et induit sa protéolyse partielle” . Il a alors été

proposé¢ que MAVS sert de plateforme qui permet 1’assemblage d’un complexe de
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signalisation comprenant NEMO et TBKI1. La dégradation partielle de MAVS par le
protéasome libérerait alors le complexe de signalisation dans le cytosol, permettant ainsi la
phosphorylation d’IRF3 par TBK1°"'. Plus récemment, les lysine 7 et 500 se sont révélées
étre ubiquitinylées par MARCHS, E3 ubiquitine ligase mitochondriale, qui dissout
efficacement les aggégats de MAVS en les ciblant spécifiquement pour la dégradation’'
(Figure 17).

La dégradation compléte de MAVS est alors exercée indépendemment par les E3
ubiquitine ligases RNF125, RNF5, AIP4 (Atrophin 1 Interacting Protein 4; également appelé
ITCH) et Smurf 1 et 2°'331% 31331 RNFS5 intéragit avec le domaine C-terminal de MAVS en
ciblant spécifiquement les résidus K362 et K461 pour catalyser des chaines d’ubiquitine de
type K48, aboutissant a sa dégradation protéasomale, en réponse a une infection virale®'.
Absent des mitochondries, AIP4 est spécifiquement recruté lors d’une infection virale par
PCBP2, permettant alors I’ubiquitination des résidus K371 et K420, En outre, AIP4 inhibe
I’ensemble des cascades de signalisation mises en place par les différents PRRs en
ubiquitinylant cIAP1, responsable de ’activation de TRAF3 et TRAF6, entrainant alors sa
dégradation lysosomale. Enfin, Ndfipl (NEDD4 family—interacting protein 1) se lie 8 MAVS
et recrute Smurf 1, facilitant 1’ubiquitination de sites encore inconnus au sein de MAVS*"
(Figure 17).

Fait intéressant, TRIM44 lutte contre 1’ubiquitination dégradative de MAVS®". Sa
surexpression conduit a une meilleure stabilit¢ de MAVS et a une augmentation de la
production des IFNs de type I, en supprimant I'ubiquitination de MAVS, médi¢e par
PCBP2/AIP4. 1l convient de noter que TRIM44 est une protéine TRIM atypique : dépourvue
du domaine RING finger, elle posséde a la place un domaine ZF-UBP, se trouvant
généralement chez les DUBs de la famille USP. D'autres études sont donc nécessaires pour
définir le mécanisme précis par lequel TRIM44 stabilise MAVS, et en particulier si son

activité¢ de DUB joue un rdle dans la régulation de 1’adaptateur (Figure 17).

3) Ubiquitination de STING

L’ubiquitination joue un réle primordial dans la fonction de signalisation de STING.
Initialement, deux E3 ubiquitines ligases, TRIM56 et TRIM32, ont été décrites comme
régulant positivement ’activation d’IRF3 médi¢e par STING’'®>". Suite a I’induction des
IFNs, TRIMS56 intéragit avec STING et polymerise des chaines d’ubiquitine de type K63,

facilitant la dimérisation de ce dernier et son association avec TBK1°*'®. De méme, TRIM32
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s’associe avec STING au niveau des mitochondries et du RE, favorisant 1’activation de la
signalisation en aval’’’. Récemment Wang et ses collaborateurs ont proposé un modéle
inattendu quant au mécanisme de recrutement de TBK1 au niveau de STING®. En réponse a
la stimulation de I’ADN cytoplasmique, AMFR (autocrine motility factor receptor), E3 ligase
résidente du RE, intéragit avec STING, mécanisme dépendant Insigl (insulin-induced gene 1)
et conjuge des chaines d’ubiquitine de type K27. TBK1 se lie alors sélectivement aux chaines
de type K27, et non a celle de type K63, s’intégrant ainsi au signalosome formé par STING.
Des études fonctionnelles ont alors révélé que 1’inhibition de 1’une de ces protéines ou le
knock out d’un de ces geénes abolit la production d’interféron et nuit considérablement aux
défenses de I’hdte contre les infections au HSV-1** (Figure 17).

Plusieurs E3 ubiquitine ligases, ayant un role négatif dans la régulation de la signalisation
dépendante de STING, ont été également identifiées. RNFS5 se lie a STING et conjugue des
chaines de poly-ubiquitine de type K48 sur son résidu K150, ayant pour conséquence sa

21 RNF26, favorise quant & lui la polymérisation de chaines

dégradation protéasomale
d’ubiquitine de type K11 sur le résidu K150 de STING, également cible de RNF5°*. Cette
ubiquitination entre donc en compétition avec celle de type K48, stabilisant la protéine.

22 . .
3322 Ainsi au cours de

RNF26 facilite également la dégradation autophagique d’IRF
I’infection virale, RNF26 favorise la signalisation antivirale en protégeant STING de la
dégradation, en phase plus tardive, RNF26 sert de rétrocontréle negatif en induisant la
dégradation d’IRF3°*. Enfin, la dégradation ubiquitine dépendante de STING est également
médiée par TRIM30a, enzyme induite lors de I’infection par le HSV-1 dans les cellules

dendritiques®> (Figure 17).
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Figure 17: Régulation par Ubiquitination des différents PRRs et leurs adaptateurs

2. Régulation par ’ubiquitination de la signalisation en aval des PRRs

Bien que les TLRs, les RLRs et cGas utilisent des protéines adaptatrices distinctes, la
signalisation en aval de celles-ci converge vers des molécules de signalisation communes, la
famille des E3 ubiquitine ligases TRAFs (TRAF2, -3, -5 et -6) et les kinases TBK1 et IKKEe,

conduisant a I’activation des facteurs de transcription IRF3/7 et NF-kB.

1) Ubiquitination de type K63 et activation des protéines kinases

L’une des premicres fonctions de 1’ubiquitination de type K63 a été décrite pour
Iactivité transductrice de TRAF6>**. L’engagement des récepteurs associés a Myd88 et
MAVS, conduit au recrutement de ’E3 RING ubiquitine ligase TRAF6, qui génére des

chaines de poly-ubiquitination de type K63, essentielles pour le recrutement et I’activation
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des complexes TAK1/TAB et IKK. Il a ét¢ démontré que TRAF6 catalyse sa propre
ubiquitination et des chaines libres de type K63*****. Cette ubiquitination joue un double
role, en stabilisant le taux de TRAF6 et en servant d’échaffaudage pour le recrutement de
TAB2, qui recrute et active a son tour TAK1**®. L’ubiquitination est également responsable
du recrutement de NEMO, qui a son tour recrute IKKa et IKKf, ce dernier pouvant alors étre
phosphorylé par TAK 1'% (Figure 18).

L’activation d’IRF3, autre versant de 1’engagement de TRIF et MAVS suite a la
stimulation des RLRs et certains TLRs, conduit au recrutement de I’E3 RING ubiquitine
ligase TRAF3. Tout comme TRAF6, TRAF3 est capable de s’auto-ubiquitinyler, processus
dépendant de I’enzyme E2, Ubc5>*’. Les chaines de poly-ubiquitine de type K63 ainsi
formées permettent le recrutement de NEMO, qui se lie alors a un complexe comprenant les
protéines TANK et TBKI1 / IKKe. Une fois activée, TBK1 phosphoryle IRF3 et IRF7,
induisant la transcription des ISGs (Figure 18).

Au moins trois E3 ubiquitine ligases ont été identifiées pour 1’'ubiquitination de type
K63 de TBKI, autre cible importante de ce processus. Une analyse protéomique globale des
composants de 'immunité innée chez I’homme, a désigné Mind Bomb 1 et 2 (MIB1/2)
comme responsable de I'ubiquitination de TBK1 sur les résidus K69, K154 et K372. Une
analyse détaillée a alors montrée que 1’ubiquitination de TBK1 par les MIBs est critique pour
le recrutement de NEMO et la réponse antivirale, suite & la détection des ARNs viraux™®. Il
semblerait que MIB2 se lie au niveau d’une région trés conservée entre les acides aminés 438-
442 de MAVS, motif essentiel pour I’ubiquitination de TBK1 par cette E3 ligase®*’. Des
expériences de siRNAs dirigés contre TRAF3 ont permis de souligner I’implication de cette

derniére dans la poly-ubiquitination et I’activation de TBK1/IKKg>*°

. Enfin, il semblerait que
I’E3 ubiquitine ligase Nrdpl, favorise I’expression des IFNs de type I, au détriment des
cytokines pro-inflammatoires. Nrdpl ubiquitinyle et active TBK1 suite a 1’engagement de
TRIF, simultanément, elle polymérise des chaines d’ubiquitine de type K48 sur Myd8S,
régulant négativement I’activation de NF-kB**’. Récemment, une analyse structurelle a
révélée que I'ubiquitination de type K63 sur les résidus K30 et K401 de TBKI1 est requise

pour son activité enzymatique®' (Figure 18).
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2) Ubiquitination de type K48 et modulation de la transcription des génes
antiviraux

Dans les macrophages, TRAF6 est ubiquitinylé par TRIM38 et empéche ainsi
I’activation excessive de NF-kB**%. Triad3A, connue pour son role dans la dégradation des
TLRs, induit également Iubiquitination de type K48 de TRAF3**®. Cette enzyme cible donc
de multiples protéines impliquées dans le signalisation immune, afin de down-réguler
I’expression des génes antiviraux médiée par IRF3 (Figure 18).

En outre, I’ubiquitination de type K48 de TBKI1, observée tardivement aprés une
infection virale, favorise la dégradation par le protéasome de cette kinase et met donc fin a la
transduction du signal en aval de celle-ci. En effet, il a été montré que 1’E3 ubiquitine ligase
DTX4 est recrutée, via NLRP4, au niveau de TBK1 induisant I’ubiquitination de la kinase au
niveau du résidu K670, conduisant finalement a la dégradation de TBK1°**. De méme, TRIP
(TRAF-interacting protein), régule négativement les niveaux cellulaires de TBK1 en se liant
directement a cette enzyme et en tant que E3 ubiquitine ligase promeut la polymérisation de
chaines de type K48>** (Figure 18).

Les IRFs font partie des protéines les plus étroitement régulées de la voie de
signalisation conduisant a la production des IFNs de type I par un set de modifications post-
transcriptionnelles, y compris 1’ubiquitination. L’infection virale induit 1’expression de
certaines E3 ubiquitine ligases, notamment RBCK1 (RBCC protein interacting with PKCI ;
que ’on connait également sous HOIL-1 Heme-oxidized IRP2 ligase-1, une sous-unité¢ du
LUBAC), responsable de 1’ubiquitination de type K48 d’IRF3 et par conséquent de sa
dégradation par le protéasome, agissant alors comme une boucle de rétrocontrole négative
quant a la transcription de génes induits par ce facteur de transcription®. Une étude récente a
identifiée TRIM26 comme 1’enzyme conjuguant des chaines de poly-ubiquitines de type K48
sur les résidus Lys70 et 87, déclenchant ainsi la dégradation de la forme active et nucléaire
d’IRF3**°. En outre, IRF3 activé subit une phosphorylation sur le résidu Ser339, favorisant
ainsi I’interaction du peptidyl-prolyl cis/trans isomerase NIMA-interacting 1 (Pinl), protéine
nucléaire favorisant la dégradation d’IRF3*’. L’E3 ubiquitine ligase alors recrutée par Pinl
reste inconnue, cependant la localisation nucléaire de TRIM26, fait d’elle un candidat
potentiel. L’enzyme TRIM21 est décrite a la fois comme un régulateur positif, en agissant
comme un compétitieur de I’isomérase Pinl pour la liaison a I’IRF3, inhibant ainsi son
ubiquitination et sa dégradation et comme régulateur négatif via son activité E3 ubiquitine
ligase ciblant alors IRF3*****_ Elle modifierait également IRF7 aprés I’activation du TLR7

ou 9, bien que les sites accepteurs d’ubiquitination de ces deux facteurs de transcription
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restent inconnus>-*

. Enfin, FoxOl1 (forkhead box protein O1), regulateur de la signalisation de
I’insuline, se lie a IRF3 et favorise sa dégradation par le recrutement d’une E3 inconnue.
Cette protéine régule également négativement la transcription d’IRF7°* (Figure 18).
L’ubiquitination dégradative K48 est quant a elle essentielle pour I’activation de NF-
KkB. Suite a ’activation de cette voie, les IkBs sont phosphorylés par le complexe kinase IKK.
Cette phosphorylation génére un motif dégron reconnu par un complexe d’E3 ligase appelé
SCF via une protéine a motif conservé « F-Box » appelée BTrCP. Le SCF contient ¢galement
la protéine Cullin 1 (Cull), une protéine adaptatrice, SKP1 (S-phase kinase-associated protein
1) ainsi qu’une E3 ligases ROC1 (Regulator of cullins 1). L’E3 ligase ROCI1, appelée
également RBX1 (RING-box protein 1), est a I’origine du recrutement d’une enzyme E2 pour
catalyser la poly-ubiquitination de type K48 d’IxB phosphorylé. Ainsi, IkB phosphorylé et
ubiquitinylé est sélectivement dégradé par le protéasome 26S, libérant ainsi le facteur de

transcription NE-xB*! (Figure 18).

3) Régulation de la protéine NEMO

. . 7 <. 100
En accord avec de nombreuses ¢tudes, NEMO est crucial pour la réponse antivirale

19 L’activation de NEMO, suite 4 sa polyubiquitination de type K63, est essenticlle a

I’activation du complexe IKK et a la transduction du signal en aval'®.

En 2010, Arimoto et ses collaborateurs ont montré que ’activation des facteurs de
transcription IRF3 et NF-kB, dépend de la liaison d’un polymére de poly-ubiquitine de type
K27 sur NEMO, catalysée par 1’E3 ubiquitine TRIM23***,

Une étude ultérieure a démontré que NEMO est également modifié par des chaines
d’ubiquitine de type K29, catalysées par TRAF7. Ce marquage conduit quant a lui a la
dégradation lysosomale de NEMO™®.

Cette protéine est également la cible, sur les résidus K285 et K309, d’une
ubiquitination linéaire, catalysée par le LUBAC. Cette ubiquitination conduit a la stabilisation
des complexes TAKI/TAB et IKK due au recrutement de TAB2***. Cependant,
I’'ubiquitination linéaire de NEMO réprime la réponse médi¢e par RIG-I/MAVS. NEMO
ubiquitinylé, intéragit avec TRAF3 , perturbant ainsi le complexe MAVS-TRAF3, essentiel

’ .. 4
pour la réponse antivirale®*’

. D’autres études ont montré que NEMO, via son motif UBAN, se
lie & des chaines d’ubiquitine linéaires, indépendamment de sa propre ubiquitination®*®. Des

¢tudes plus détaillées, seront cependant nécessaires pour comprendre 1’interaction dynamique
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de ces mécanismes de régulation ubiquitine dépendents qui modulent les réponses antivirales

et pro-inflammatoires médiées par NEMO (Figure 18).
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Figure 18 : Régulation par ubiquitination de la signalisation en aval des PRRs

3. Régulation de ’immunité innée antivirale par les DUBs

» CYLD
Cette protéine ubiquitaire a été initialement identifiée comme le produit d’un geéne
suppresseur de tumeur impliqué dans une maladie génétique, la cylindromatose®*’. Elle a par
la suite été décrite comme étant impliquée dans la régulation de nombreuses voies
notamment : NF-«B, la voie des MAPK et la signalisation antivirale. Cette protéine comprend

un domaine catalytique de type USP qui lui permet de cliver les chaines de poly-ubiquitine de

type K63.
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L’association directe de CYLD avec NEMO favorise la déubiquitination de ce dernier
induisant ainsi 1’abolition de I’activation de NF-kB. Cette association permet également a
CYLD d’utiliser NEMO comme site d’ancrage lui permettant I’accés aux chaines de poly-
ubiquitine de type K63 liées a certaines protéines clés de la signalisation, telles que TRAF2,
TRAF6 et RIP1**® (Figure 18).

Une expression ectopique de CYLD, inhibe la signalisation aboutissant a 1’activation
d’IRF3 et la production d’IFN de type I induite par RIG-1, a I’inverse sa délétion stimule cette
méme réponse. En effet, CYLD est capable de retirer les chaines de poly-ubiquitine de type
K63 de RIG-I ainsi que de la kinase TBK1, responsable de la phosphorylation et I’activation

d’IRF3, aboutissant ainsi a I’inhibition du signal>*-**° (Figure 17 et 18).

> DUBA
Des expériences de siRNAs visant a identifier des régulateurs négatifs de la production
des IFNs de type I ont permis de caractériser la déubiquitinase A appelée DUBA, appartenant
a la famille des OTUs. Ainsi 1’absence de 1’expression de cette enzyme augmente la réponse
interféron aux PRRs, alors que sa surexpression I’abroge. D’autres expériences ont clairement
démontré que son substrat est TRAF3. DUBA clive sélectivement les chaines de poly-
1351

ubiquitine de type K63 de TRAF3, dissociant alors son interaction avec la kinase TBK
(Figure 18).

» OTUBI et OTUB2
Les déubiquitinases OTUBI1 et OTUB2, membres de la famille OTU, sont également
impliquées dans la régulation négative de la signalisation antivirale. En effet, ces deux
enzymes interagissent avec TRAF3 et TRAF6, E3 ubiquitine ligase requises pour ’activation

d’IRF3 et de NF-kB respectivement, et induisent leur déubiquitination®** (Figure 18).

> A20
Il s’agit de I'une des DUBs les plus étudices et les mieux caractérisées. A20 est une
protéine cytoplasmique induite par NF-«B sur lequel elle exerce un rétrocontréle négatif. A20
a la particularité de contenir a la fois un domaine OTU, en position N-terminale, lui conférant
son activité de déubiquitinase, ainsi qu'un domaine en doigts de zinc, a son extrémité C-

terminale, lui conférant une activité E3 ligase.
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Au cours de I’activation du TNF-R, le domaine OTU de A20, catalyse la dissociation
des chaines de poly-ubiquitine de type K63 de la kinase RIP1. D’autre part, elle favorise via
son domaine a doigts de zinc, I’ubiquitination de type K48 de RIP1 induisant sa dégradation
par le protéasome’. Fait intéressant, A20 est essentiel pour limiter 1’ubiquitination de
TRAFG6 apres stimulation des TLRs, mettant fin a I’activation de NF-kB suite au recrutement
de Myd88 et TRIF*>*. Parce que TRAF6 et RIP1 sont impliqués dans I’activation de NF-kB
suite a la stimulation des TLRs, il est possible qu’A20 puisse ¢également moduler
I’ubiquitination et déubiquitination de RIP1 apres I’engagement de ce récepteur (Figure 18).

En réponses aux infections virales, des expériences ont prouvé que la surexpression
d’A20, inhibe non seulement 1’activation de NF-kB mais également celle des promoteurs
ISRE et IFNp, soutenant ainsi son implication dans un rétro controle négatif visant a contenir
la réponse antivirale®>*****’_ Suite a la stimulation du TLR3 et a I’infection par le virus de la
maladie de NewCastle, Saitoh et ses collaborateurs ont démontré ’interaction d’A20 avec les
kinases TBK1/IKK-¢ et son role dans I’inhibition de 1’activation d’IRF3*. Des études
supplémentaires ont alors offert un mécanisme moléculaire supplémentaire : en réponse a une
infection virale, A20, TAX1BP1 et ABIN1 forment un complexe protéique qui va alors
perturber I’interaction entre TBK1 et TRAF3, interférant ainsi avec ’activit¢ E3 ubiquitine
ligase de TRAF3 et 1’activation de TBK1?*" ***. Cependant, I’étude menée par Lin et ses
collaborateurs montre que la surexpression de A20 abolit complétement ’activité d’un geéne
rapporteur ISRE, en réponse a la surexpression d’une forme constitutivement active de RIG-I
(ARIG-I), mais partiellement ou pas du tout apres surexpression de TRIF et TBKI,
respectivement. Ces résultats semblent montrer qu’A20 est plus fortement et spécifiquement
impliqué dans la régulation négative des RLRs et que cette action a lieu en amont de la kinase

TBK, contrairement a la régulation de la signalisation des TLRs>> (Figure 18).
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Description du projet

79



L’immunité innée antivirale repose en grande partie sur la synthése et la sécrétion des
interférons de type I (IFN-o/B) par les cellules infectées et les cellules immunitaires. Ces
dernieéres expriment des récepteurs invariants : les PRRs (Pathogen Recognition Receptors)
qui reconnaissent, d’une part, des molécules aux motifs structuraux trés conservés appelées
PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern), essentielles a la survie et la pathogénicité
des microorganismes et d’autre part les DAMPs (Damage/Danger Associated Molecular
Pattern), conséquences métaboliques de I’inflammation et des infections. Parmi ces
récepteurs, les RIG-I-like Récepteurs (RLRs) et le Toll-Like Récepteur 3 (TLR3) détectent
I’ARN viral respectivement au niveau du cytosol et des endosomes déclenchant ainsi la
cascade de signalisation conduisant a [D’activation d’IRF3 et de NF-xB, facteurs de
transcription impliqués dans la production d’IFN-o/f et de cytokines pro-inflammatoires
respectivement.

L’activation de NF-kB suite a ’engagement de ces immunorécepteurs requiert la mise
en place de larges signalosomes formés suite au recrutement de différents adaptateurs au
niveau des récepteurs engagés. Ces adaptateurs subissent des ubiquitinations non-dégradatives
au niveau desquelles se fera le recrutement de complexes nécessaires pour la transduction du
signal. Nous avons démontré dans un précédent travail que ces protéines ubiquitinylées
s’accumulent au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) via la protéine
réticulaire Métadhérine (MTDH) qui assure la propagation du signal NF-xB. Grace a des
expériences de mutagénése dirigée, nous avions démontré que l’ubiquitination est un
prérequis nécessaire a 1’adressage de ces protéines au RE.

L’objectif de mon travail de thése fut donc de vérifier si un tel relais membranaire
s’applique également au cours de la voie d’activation d’IRF3 aboutissant a la production des
IFNs de type I et quels sont les mécanismes moléculaires participant a 1’activation de ces
protéines ubiquitinylées. Pour cela, nous utilisons des modeles de cellules HEK293T, de
HeLa et de MEFs infectées par du virus Sendai, dont I’ARN simple brin est reconnu par
I’hélicase RIG-I, ou bien des cellules HEK293T-HATLR3 stimulées par 1’analogue
synthétique de I’ARN double brin viral, le poly(I :C). Nous avons remarqué que les voies de
signalisation initiées en aval des RLRs et du TLR3 aboutissent & une accumulation de la
forme ubiquitinylée de TBK1, kinase impliquée dans la phosphorylation d’IRF3, au niveau
d’une fraction dite des membranes lourdes, contenant 1’ensemble des organites
intracellulaires. Bien que I’ubiquitination de I’E3 ubiquitine ligase TRAF3 soit requise pour la
transduction du signal, nous n’avons observé aucune accumulation de sa forme ubiquitinylée

au niveau des membranes lourdes. Ceci suggere alors I’implication d’un relais
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endomembranaire, en aval de TRAF3, pour une transduction optimale du signal aboutissant a
la production des IFNs de type I. Mes travaux se sont alors concentrés sur 1’étude de
I’activation de TBK1. Dans cette optique nous avons, a ’aide de différents fractionnements
cellulaires et de la microscopie confocale, cherché a identifier 1’organite mis en jeu lors du
relais endomembranaire impliquant TBK1. A partir du constat que 1’activation de TBK1
passait par son adressage a 1’un des organites de la cellule, la suite du travail a consisté en la
recherche et la caractérisation de I’élément capable de recruter et in fine d’activer TBKI1 au
niveau de celui-ci, permettant alors la phosphorylation d’IRF3 et par conséquent la production

des IFNs de type L.

En résumé, ce projet devrait permettre de mieux comprendre I’activation de TBKI,
kinase avec un role clef dans 'immunité innée mais également impliquée dans certains
cancers. Par extension, cette é¢tude va permettre de mieux comprendre comment la cellule

infectée produit une réponse antivirale efficace contre les virus 8 ARN, via les IFNs de type .
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Résultats
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THE GOLGI APPARATUS ACTS AS A PLATFORM FOR TBK1
ACTIVATION AFTER VIRAL RNA SENSING

Pourcelot M, Zemirli N, Silva Da Costa L, Loyant R, Garcin D, Vitour D, Munitic I, Vazquez
A, Arnoult A

L’immunité innée antivirale repose en grande partie sur la synthése et la sécrétion des
interférons de type I (IFN-o/B) par les cellules infectées et les cellules immunitaires. Ces
dernieéres expriment des récepteurs invariants : les PRRs (Pathogen Recognition Receptors)
qui reconnaissent des molécules aux motifs structuraux trés conservés appelées PAMP
(Pathogen Associated Molecular Pattern), essentielles a la survie et la pathogénicité des
microorganismes. Parmi ces récepteurs, les RIG-I-like Récepteurs (RLRs) et le Toll-Like
Récepteur 3 (TLR3) détectent I’ARN viral respectivement au niveau du cytosol et des
endosomes déclenchant ainsi la cascade de signalisation conduisant a 1’activation d’IRF3 et
de NF-kB, facteurs de transcription impliqués dans la production d’IFN-o/p et de cytokines
pro-inflammatoires respectivement.

De récents travaux dans notre laboratoire suggerent un role critique des organites et
plus particuliérement du réticulum endoplasmique (RE), dans I’activation de NF-kB au cours
de I'immunité innée et adaptative (Alexia et al., 2013). Ce relais membranaire semble
concerner spécifiquement les protéines ubiquitinylées impliquées dans la transduction du
signal aboutissant a I’activation de NF-kB. Ces données nous ont encouragé a étudier si un tel
relais membranaire pouvait également exister lors de I’activation d’IRF3, aboutissant a la
production des IFNs de type 1. Pour ce faire nous avons tout d’abord examiné la localisation
cellulaire des protéines ubiquitinylées impliquées dans cette voie de signalisation.

Cela nous a conduit a observer que les voies de signalisation initiées en aval des RLRs
et du TLR3 aboutissent & une accumulation de la forme ubiquitinylée de TBKI1, kinase
impliquée dans la phosphorylation d’IRF3, au niveau d’une fraction dite des membranes
lourdes, contenant I’ensemble des organites intracellulaires. Bien que 1’ubiquitination de I’E3
ubiquitine ligase TRAF3 est requise pour la transduction du signal, nous n’avons pas observé
d’accumulation de sa forme ubiquitinylée au niveau des membranes lourdes. Ceci suggére
alors I’implication d’un relais endomembranaire, en aval de TRAF3, pour une transduction
optimale du signal aboutissant a la production des IFNs de type L.

Suite a la stimulation des RLRs et du TLR3, les différentes expériences de
fractionnement cellulaire et d’immunofluorescence ont montré une accumulation de TBK1

ubiquitinylée et phosphorylée au niveau de I’appareil de Golgi. In vitro, il apparait que la
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fraction enrichie en appareil de Golgi de cellules infectées induit fortement la
phosphorylation d’IRF3 recombinant en comparaison a la fraction enrichie en mitochondrie.
Ce résultat confirme ainsi que la forme active de TBK1 est localisée au niveau de I’appareil
de Golgi et non aux mitochondries contrairement a ce que 1’on pouvait penser.

Il a été montré que ’ubiquitination K63 de TBK1 sur les résidus lysine 30 et 401 est
primordiale pour son activation et donc pour la signalisation. Aprés confirmation que le
double mutant pour ces lysines perd la capacité a induire la production d’IFNs de type I, nous
avons démontré que celui-ci présente un défaut d’agrégation au niveau de I’appareil de Golgi,
nous indiquant alors que l’ubiquitination de TBK1 est un pré-requis nécessaire a son
adressage au Golgi.

Une étude récente a proposé que les chaines d’ubiquitine associées a TBK1 étaient
reconnues par des « senseurs » afin de permettre le rapprochement des molécules de TBK1
pour la trans-autophosphorylation de la kinase. Optineurine (OPTN), nous est apparut comme
un candidat probable puisque en plus de posséder un Ubiquitin-Bindind Domain (UBD), elle
est localisée au niveau de I’appareil de Golgi. Les différentes expériences de
bioluminescence, de biochimie, d’absorbance et de biologie moléculaire, réalisées dans des
lignées cellulaires et dans des cellules issues d’un modéle murin, ont montré qu’en 1’absence
d> OPTN JI’activation d’IRF3 et par conséquent la production des IFNs de type I était
fortement diminuée. De plus, en son absence, TBKI1 présente un défaut d’agrégation au
niveau de I’appareil de Golgi. Ces observations ainsi que le fait que la forme de TBK1
présentant un défaut d’ubiquitination n’interagit quasiment plus avec OPTN nous a permis de
proposer un mod¢le ou la stimulation des RLRs et du TLR3 suite & une infection virale
conduit a I'ubiquitination en K63 de TBK1. OPTN, au niveau de I’appareil de Golgi, agirait
alors comme un senseur de cette protéine via ses chaines d’ubiquitines, permettant ainsi sa
dimérisation et sa transautophosphorylation. Une fois activée TBK1 peut alors phosphoryler
IRF3 et permettre ainsi la production des IFNs de type 1.

Enfin nous avons pu mettre en évidence 1I’importance d’OPTN dans la régulation des
réponses antivirales, grace a 1’étude de la protéine Non Structural 3 (NS3) du BlueTongue
Virus (BTV), qui interagit avec OPTN et entraine alors une diminution d’interaction entre

TBKI et cette méme protéine, conduisant in fine a une diminution de production des IFNs de

type L.
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Background: After viral infection and the stimulation of some pattern-recognition receptors, TANK-binding kinase |
(TBK1) is activated by K63-linked polyubiquitination followed by trans-autophosphorylation. While the activated
TBK1 induces type | interferon production by phosphorylating the transcription factor IRF3, the precise molecular

mechanisms underlying TBK1 activation remain unclear.

Results: We report here the localization of the ubiquitinated and phosphorylated active form of TBK1 to the

Golgi apparatus after the stimulation of RIG-I-like receptors (RLRs) or Toll-like receptor-3 (TLR3), due to TBK1 K63-linked
ubiquitination on lysine residues 30 and 401. The ubiquitin-binding protein optineurin (OPTN) recruits ubiquitinated TBK1
to the Golgi apparatus, leading to the formation of complexes in which TBK1 is activated by trans-autophosphorylation.
Indeed, OPTN deficiency in various cell lines and primary cells impairs TBK1 targeting to the Golgi apparatus and its
activation following RLR or TLR3 stimulation. Interestingly, the Bluetongue virus NS3 protein binds OPTN at the Golgi
apparatus, neutralizing its activity and thereby decreasing TBK1 activation and downstream signaling.

Conclusions: Our results highlight an unexpected role of the Golgi apparatus in innate immunity as a key subcellular

gateway for TBK1 activation after RNA virus infection.

Abbreviations: BMDM, Bone marrow derived macrophages; IFN, Interferon; IRF3, Interferon regulatory factor (IRF)-3;
ISREs, IFN-stimulated response elements; MEF, Murine embryonic fibroblast; NF-kB, Nuclear factor-kappaB; PBS, Phosphate
buffered saline; PRRs, Pattern-recognition receptors; RLRs, RIG--like receptors; TLRs, Toll-like receptors; WT, Wildtype

Background

The innate immune response is the first line of defense
against microbial pathogens, including viruses. After
infection, the replication of a virus within host cells gener-
ates molecular signatures known as pathogen-associated
molecular patterns. The antiviral immune response is
dependent on germline-encoded pattern-recognition re-
ceptors (PRRs), which sense the presence of viral nucleic
acids and trigger a series of signaling pathways leading to
the rapid production of pro-inflammatory cytokines and
type I interferons (IFNa/IFN) [1, 2]. Once secreted, type
I IFNs stimulate the transcription of IFN-stimulated genes
to prevent the virus from spreading and to activate the
adaptive immune response [3]. The loss of type I IFN
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signaling leads to severe immunodeficiency with a high
susceptibility to viral infection [4].

The various classes of PRRs involved in virus detection
include endosomal Toll-like receptors (TLRs), cytosolic
DexD/H-box retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like
receptors (RLRs) and cytosolic DNA receptors [1, 2]. All
antiviral PRRs induce type I IFN expression, but the
signaling components involved differ between PRRs.
However, one common feature of all these signaling
pathways is the recruitment of adaptor proteins to form
a scaffold with the cellular ubiquitin ligases TRAFs. For
instance, viral dsRNA in endosomes is detected by
TLR3, whereas viral RNA in the cytosol is detected by
RLRs, leading to the recruitment of TRIF and MAVS
(this protein being anchored in the mitochondrial outer
membrane), respectively. With the assistance of TRAFs
and through polyubiquitination, these two adaptors then
activate two cytosolic protein kinase complexes, one

© 2016 Arnoult et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
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consisting of the ‘non-canonical’ inhibitor of nuclear
factor kB kinase (IKK)-related TANK binding kinase 1
(TBK1) or its close homolog IKKe, associated with vari-
ous adaptor proteins, and the other containing IKKa,
IKKB, and NEMO [1, 5, 6]. The IKK complex activates
NE-«kB, promoting the production of pro-inflammatory
cytokines, and NF-«B activation requires the degradation
of cytoplasmic inhibitors. By contrast, the transcription
factors IRF3 and IRF7 are directly activated in the cyto-
plasm through TBK1-mediated phosphorylation, leading
to their dimerization, translocation to the nucleus and
the initiation of type I IFN production [3, 7].

TBK1 is a key regulator of type I IFN production. In-
deed, the loss of TBK1 has a profound impact on type I
IFN induction after viral infection [7-9]. TBK1 is consti-
tutively expressed and TBK1 deficiency is embryo-lethal,
due to the occurrence of high levels of hepatic apoptosis,
a phenotype very similar to that of IKKP-deficient mice
[10]. TBK1 activity is regulated by phosphorylation of the
serine 172 residue within the classical kinase activation
loop. The mechanisms of TBK1 activation are not clearly
understood. Genetic and pharmacological inhibition
studies have indicated that TBK1 can be activated by IKK]
but that activation by trans-autophosphorylation is more
likely [11, 12]. Post-translational modifications of some ly-
sine residues of TBK1 through the addition of K63-linked
polyubiquitin chains have been shown to be required for
TBK1 activation and type I IFN production after viral
infections [13, 14]. Moreover, it has been suggested that
TBK1 autoactivation is dependent on the subcellular loca-
tion of TBK1, with various adaptor proteins each directing
TBK1 to discrete signaling complexes for different cellular
responses [12, 15, 16].

We report here the targeting of ubiquitinated TBK1 to
the Golgi apparatus after RLR or TLR3 stimulation,
through interaction with optineurin (OPTN), an ubiquitin-
binding adaptor protein [17]. OPTN senses the K63-linked
polyubiquitin chains on TBK1, triggering the formation of
TBK1-OPTN complexes, in which TBK1 is activated by
trans-autophosphorylation. TBK1 then phosphorylates
IRF3 to promote type I IFN production to establish an
antiviral response. Interestingly, the Bluetongue virus NS3
protein neutralizes OPTN activity at the Golgi apparatus,
thereby decreasing TBK1 activation and downstream sig-
naling. Our observations thus reveal an unexpected new
function of the Golgi apparatus in innate immunity.

Results

The active form of TBK1 localizes to the Golgi apparatus
after RLR or TLR3 activation

We recently reported that ubiquitinated transmitters in-
volved in NF-kB activation accumulate at the surface of
the endoplasmic reticulum [18]. This raised questions as
to whether some endomembranes might also act as sites
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of accumulation for ubiquitinated transmitters involved
in activation of the transcription factor IRF3. To explore
this hypothesis, murine embryonic fibroblasts (MEFs)
were infected with Sendai virus to stimulate the RLR sig-
naling pathway. Differential centrifugation was then used
to separate the different membrane fractions, as indi-
cated in Additional file 1A. With this approach, while a
significant proportion of TBK1 was found in the cyto-
solic fraction (S25), unexpectedly, the ubiquitinated and
phosphorylated active form of TBK1 (p-TBK1%'7%) was
detected mostly in the Golgi-enriched fraction (P25), and
this TBK1 activation was associated with the phosphoryl-
ation of its substrate IRF3 (Fig. 1a). Immunofluorescence
confirmed that IRF3 was activated, as it was translocated
to the nucleus after infection (Fig. 1b). TBKI staining
was not affected by RLR activation (Fig. 1c), whereas
p-TBK1°'72 was detected at the Golgi apparatus (Fig. 1d
and Additional file 1B), but not at mitochondria (Fig. 1e).
Similarly, the infection of HeLa cells with Sendai virus led
to a detection of the active form of TBK1 at the Golgi
apparatus (Additional file 2A—E). TBK1™~ MEFs con-
firmed the specificity of the used antibody raised against
p-TBK1°'72 (Fig. 1f) and, at later time points post-infection,
we observed that the active form of TBK1 accumulates very
close to the Golgi apparatus, at the centrosome (Additional
file 1D and E). Importantly, RLR activation promoted the
Ké63-linked polyubiquitination of TBK1, as previously
reported (Additional file 2F) [13].

For further confirmation of the presence of the active
form of TBK1 at the Golgi apparatus after RLR stimulation,
cell fractions from control or infected cells were separated
on Optiprep gradients to yield fractions enriched in Golgi
apparatus, endoplasmic reticulum, or mitochondria. Un-
modified TBK1 was detected in multiple fractions, whereas
the ubiquitinated and phosphorylated protein was essen-
tially limited to fractions enriched in the Golgi protein
syntaxin-6 (Fig. 1g). p-TBK1°'7? was also detected, using
discontinuous density gradients, in Golgi membranes iso-
lated from Sendai virus-infected cells (Additional file 1C).

Finally, to demonstrate that the active form of TBK1
was mostly located at the Golgi apparatus but not at the
mitochondria after RLR stimulation, increased concen-
trations of mitochondria- (P5) or Golgi-enriched (P25)
fractions of control or Sendai virus-infected cells were
incubated with recombinant IRF3 in the presence of
ATP. The mitochondria-enriched fraction of infected
cells triggered the phosphorylation of recombinant IRF3,
but this phosphorylation was significantly weaker than
that observed with the Golgi-enriched fraction, in which
most of the p-TBK1°'7? was found (Fig. 1h). Our results
are consistent with the reports that TBK1 does not sedi-
ment in the high molecular weight fractions together
with the prion-like aggregates of MAVS at the mito-
chondria in response to Sendai virus infection [19, 20].
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Within the endosomes, viral dsRNA is detected by
TLR3, and the activation of this PRR leads to TBK1 acti-
vation after recruitment of the TRIF adaptor [2]. We
therefore investigated whether active TBK1 was also
found at the Golgi apparatus after TLR3 stimulation.
HEK293 cells stably expressing HA-tagged TLR3 were
stimulated with poly(l:C), an analog of viral dsSRNA, and
then differential centrifugation was performed to
separate the various membrane fractions, as in Additional

file 1A. As observed after RLR stimulation, the ubiquiti-
nated and phosphorylated active form of TBK1 was mostly
present in the Golgi-enriched fraction (Fig. 2a). Immuno-
fluorescence studies confirmed the presence of active TBK1
at the Golgi apparatus but not at the endosomes after
TLR3 stimulation (Fig. 2b, c). Optiprep gradients further
demonstrated that p-TBK1°7? was concentrated in the
Golgi-enriched fraction (Fig. 2d) and that this fraction
could phosphorylate recombinant IRF3 in vitro (Fig. 2e).
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untreated or stimulated with poly(l:C) (10 ug/mL) for 30 or 60 minutes. Cells were then fractionated as described in Additional file 1A, and samples
were analyzed by immunoblotting with antibodies against the indicated proteins. EEA1, kinectin, LAMP2, GAPDH, syntaxin-6, and VDAC served as
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GST-IRF3 in the presence of ATP. The degree of IRF3 phosphorylation was determined by immunoblotting

Thus, regardless of the viral pathogen-associated molecular
pattern sensing location, i.e. cytoplasmic RLR or endosomal
TLR, the active form of TBKI is localized at the Golgi
apparatus.

Potent RLR activation triggers TBK1 targeting and
aggregation at the Golgi apparatus

After RLR stimulation, TBK1 activation is initiated at the
mitochondria through the essential adaptor MAVS [2, 6].
However, active TBK1 was detected at the Golgi apparatus
following Sendai virus infection suggesting the targeting
of TBK1 to this organelle. This redistribution of TBK1
was further studied by stimulating RLRs in MEFs by trans-
fection with poly(I:C), which is sensed in the cytosol by

RIG-I or melanoma differentiation-associated gene-5, in a
size-dependent manner [21]. Interestingly, transfection
with low- or high-molecular weight poly(l:C) for 2 hours
triggered a TBK1 aggregation at the Golgi apparatus
(Fig. 3a). TBK1 staining was lost in TBK1™~ MEFs
(Fig. 3b) confirming the specificity of the anti-TBK1 anti-
body and this TBK1 aggregation was also detected with
another antibody raised against the kinase (Additional
file 3A). TBK1 aggregation was associated with the nuclear
translocation of IRF3 (Fig. 3¢c) and these aggregates do not
co-localize with the autophagosomes (data not shown).
Interestingly, 4 hours after poly(I:C) transfection, TBK1 ac-
cumulated at the centrosome, which is surrounded by the
Golgi apparatus next to the nucleus (Additional file 3B, C).
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TBKI1 aggregation was completely inhibited by transfection
with poly(L:C) in MAVS™~ MEFs but not in STING™~
MEFs (Fig. 3d), STING being a crucial adaptor involved in
cytosolic DNA sensing pathways anchored in the endo-
plasmic reticulum [22].

After the transfection of cells with poly(I:C), p-TBK1*'7>
was first detected at the Golgi apparatus (Fig. 3e) next at
the centrosome (Additional file 3D and E) as observed
during Sendai virus infection. Finally, as expected, the
TBK1 aggregates consisted of the phosphorylated and
ubiquitinated active form of the kinase (Fig. 3f, g and
Additional file 4).

Ubiquitination targets TBK1 to the Golgi apparatus for
activation

The K63-linked polyubiquitination of TBK1 on lysines 30
and 401 is required for the activation of this kinase [14].
Thus, whereas the overexpression of wildtype (WT) TBK1
led to activation of the kinase through trans-autophospho-
rylation, TBK1 activation was impaired after overexpres-
sion of the TBK1¥3ORKI0IR g ble mutant (Fig. 4a). The
expression of a kinase-inactive mutant (K38M mutant) as
a positive control did not trigger TBK1 activation (Fig. 4a).
Consistent with these findings, significantly weaker stimu-
lation of the IFNB promoter was observed in luciferase
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assays after the overexpression of TBK1'3°R/K40IR thap

with WT TBKI1, and the promoter was not activated with
TBK1***™M (Fig. 4b). Interestingly, NF-kB activation was
not weaker with the polyubiquitination mutant than for
the WT, whereas this activation was prevented with the
kinase-inactive mutant (Fig. 4b).

Following our detection of ubiquitinated active TBK1
at the Golgi apparatus, we hypothesized that the target-
ing of TBK1 to the Golgi apparatus might be impaired
in the absence of ubiquitination. We tested this hypoth-
esis by reconstituting TBK1~/~ MEFs with WT or mu-
tant TBK1 constructs (Fig. 4c), and then investigating
TBK1 aggregation after transfection with poly(I:C). Stimu-
lation triggered TBK1 aggregation in cells reconstituted
with WT TBKI, but this aggregation was significantly

impaired with the K30R/K401R polyubiquitination mutant
(Fig. 4d). In parallel, the expression of the IRF3 target gene
IFNBI was analyzed. Transfection with poly(I:C) increased
IFNBI mRNA levels in cells reconstituted with WT
TBK1, but this response was abolished with the poly-
ubiquitination mutant (Fig. 4e), as previously described
[14]. We also reconstituted TBK1~~ MEFs with the
kinase-inactive mutant. TBK1 aggregation was unaffected
(Fig. 4d), but the transcriptional response was completely
inhibited (Fig. 4e). Thus, TBK1 polyubiquitination on
conserved lysines 30 and 401 targets TBK1 to the Golgi
apparatus in a process linked to the phosphorylation of
the Serl72 residue in the kinase activation loop after
dimerization [14]. These observations are consistent with
the hypothesis developed from findings for structural
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studies concerning the key role of cellular localization in
the activation of TBK1 [12].

OPTN is required for optimal TBK1 activation after RLR or
TLR3 stimulation

A structural study has also suggested that the binding of
polyubiquitin chains triggers the higher-order oligo-
merization of TBK1-adaptor complexes, resulting in the
trans-autophosphorylation and activation of the kinase
[11]. As observed after RLR or TLR3 stimulation, the ubi-
quitinated and phosphorylated active form of TBK1 was
detected at the Golgi apparatus. This suggested that an
adaptor of ubiquitinated TBK1 was present at this organ-
elle to promote the activation of TBK1. We identified
optineurin (OPTN) as a likely candidate for this role.
Indeed, this protein has an ubiquitin-binding domain
(UBD) and a C-terminal ubiquitin-binding zinc finger
(ZF), and is located at the Golgi apparatus [17, 23]. It has
also been reported to be required for optimal TBK1
activation [24-28]. Immunofluorescence studies with
three different antibodies against OPTN confirmed that a
part of this protein is located at the Golgi apparatus
(Additional file 5A), as previously reported [17, 23].
Moreover, OPTN was also detected in isolated Golgi
membranes (Additional file 1C). Following infection with
Sendai virus, leading to RLR activation, an increase in the
association of TBK1 with OPTN was detected (Fig. 5a)
and p-TBK1°'7* was found in complex with OPTN in the
Golgi-enriched fraction (Additional file 5B).

We then carried out assays on HEK293T cells with a
luciferase reporter under the control of the IFNf pro-
moter or driven by three copies of an NF-«kB enhancer.
We found that stimulation of the IFNB promoter after
RLR activation is impaired in cells in which OPTN ex-
pression was knocked down with two different siRNAs,
whereas NF-kB activation was unaffected (Fig. 5b).
These results were confirmed with three other OPTN
siRNAs (Additional file 6A). As a control, NEMO ex-
pression was knocked down, as this protein activates
both the NF-«B and IRF signaling pathways downstream
from MAVS [29] and its loss inhibited both pathways
(Fig. 5b). Biochemical studies in both HEK293T and
HeLa cells confirmed that transfection with siRNAs
against OPTN impairs TBK1 activation and subsequent
signaling after RLR stimulation, but has no effect on the
NF-kB and ERK pathways (Additional files 6B and C).
The infection of OPTN siRNA-transfected cells with an-
other RNA virus, such as the vesicular stomatitis virus,
to activate the RLRs, yielded similar results (Additional
files 6D and E). Similarly, OPTN silencing in MEFs
impaired TBK1 activation and IRF3 phosphorylation
without altering NF-kB or ERK signaling after Sendai
virus infection (Fig. 5c). Importantly, TBK1 aggregation
at the Golgi apparatus after poly(I:C) transfection was

Page 7 of 17

prevented by the silencing of OPTN (Fig. 5d). This sug-
gests that OPTN senses ubiquitinated TBK1 at the Golgi
apparatus and promotes its activation, because the ubi-
quitination of TBK1 is required for its targeting to this
organelle (Fig. 4).

OPTN expression was also abolished with CRISPR/
Cas9 technology in HeLa cells and the cells were then
infected with Sendai virus. As expected, the IRF3 signal-
ing pathway was decreased in OPTN knockout cells,
whereas the NF-kB and ERK pathways were not (Fig. 5e).
Consequently, smaller amounts of IFNJ were produced
and secreted, but no effect was observed on the NF-xB
target IL-6 (Fig. 5f—i). Finally, the lack of OPTN did not
affect the K63-linked polyubiquitination of TBK1 after
RLR stimulation (Additional file 7).

As ubiquitinated active TBK1 was uncovered at the
Golgi apparatus after TLR3 stimulation (Fig. 2), we also
explored the possible involvement of OPTN in TBK1 ac-
tivation downstream from this PRR. Hence, an increased
association between OPTN and TBK1 was detected after
TLR3 stimulation (Fig. 5j). We then silenced OPTN, and
both luciferase assays and immunoblots showed that
knocking down the levels of this protein selectively
inhibited the IRF3 signaling pathway (Fig. 5k, 1 and
Additional file 6F).

OPTN insufficiency impairs TBK1 activation after RLR or
TLR3 stimulation in primary cells
For further confirmation of the requirement of OPTN
for TBK1 activation, we used primary cells from mice in
which both the UBD and ZF domains of OPTN had
been deleted (OPTN*"°T) [27]. The truncated protein
was produced in smaller amounts than the WT protein,
allowing to investigate the effects of both defective Ub
binding and OPTN insufficiency [27]. First, primary
MEFs were infected with Sendai virus. OPTN*"°T MEFs
displayed weaker TBK1 activation than WT MEFs, to-
gether with lower levels of phosphorylation of IRF3, with
no effect on ERK or NF-kB signaling (Fig. 6a). Con-
firming these observations, levels of JFNBI mRNA and
of IFNP release were lower in the OPTN*"°T MEFs,
whereas the production and secretion of IL-6 were un-
affected (Fig. 6b—e). Furthermore, consistent with OPTN
being required for recruiting ubiquitinated TBK1 to the
Golgi apparatus, significantly less TBK1 aggregation was
observed with the mutated OPTN (Fig. 6f). Finally, the
comparison of WT and OPTN*°T bone marrow derived
macrophages (BMDM) stimulated with poly(I:C) also
confirmed that OPTN positively regulates TBK1 activa-
tion and downstream signaling after TLR3 stimulation
without influencing NF-«B or ERK signaling (Fig. 6g—k).
Together, our results suggest that OPTN recruits, at
the Golgi apparatus, ubiquitinated TBK1 downstream
from both RLRs and TLR3 in order to promote TBK1
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Fig. 5 OPTN silencing impairs TBK1 activation after RLR or TLR3 activation. a HEK293T cells were either left unstimulated or infected with Sendai virus
(SeV) for 6 and 8 h. Cell lysates (Lys.) were subjected to immunoprecipitation (IP) with an antibody against OPTN. Samples were then analyzed by
immunoblotting with antibodies against the indicated proteins. b HEK293T cells were transfected with a control non-specific siRNA (NS) or with two
individual OPTN-specific siRNAs (OPTN A and OPTN B) or a NEMO-specific siRNA. The cells were then transfected, 48 h later, with an IFNf promoter
reporter or with a NF-kB reporter and the Renilla luciferase gene as an internal control. Then, 24 h after transfection, cells were either left unstimulated
(Unstim) or infected with Sendai virus (+ SeV) for 7 h. Luciferase assays were performed and the results were normalized against Renilla luciferase activity.
The data shown are means + SD from three independent experiments. ****P < 0.0001 versus the NS siRNA-transfected cells (Student’s t test). RLU, relative
luminescence units. ns, not significant. € MEFs were transfected with a control non-specific siRNA (NS) or with two individual OPTN-specific SiRNAs (OPTN
1 and OPTN 2) or a NEMO-specific siRNA. Then, 72 h later, cells were either left unstimulated or infected with SeV for 6 or 8 h. Cell lysates were analyzed
by immunoblotting with antibodies against the indicated proteins. * Indicates non-specific bands. d MEFs were transfected with a control non-specific
SIRNA (NS) or with two individual OPTN-specific siRNAs (OPTN 1 and OPTN 2). Then, 72 h later, cells were either left untreated (MOCK) or transfected with
high molecular weight poly(1:Q) (5 ug/mL) for 4 h (trPoly(:C)). TBK1 aggregation was assessed by immunofluorescence staining and counting of the
aggregates. The data shown are means + SD from three independent experiments (300 cells were counted per condition). **0.001 < P < 0.01 versus the
NS siRNA-transfected cells (Student’s ¢ test). @ WT or OPTN KO Hela cells were infected with SeV for the indicated times. Cell lysates were then analyzed
by immunoblotting with antibodies against the indicated proteins. * Indicates a non-specific band. f-i WT or OPTN KO Hela cells were infected with SeV
for the indicated times. IFNBT and I-6 mRNA levels were then assessed by RT-gPCR with normalization against GAPDH (f, g), or the production of IFN3
and IL-6 was analyzed by ELISA in the cell supernatant (h, i). The data shown are means + SD from three independent experiments (analysis of variance
and comparison with WT Hela cells in Student’s t test). ns, not significant; AU, arbitrary unit. j HEK293T cells stably expressing TLR3 (HEK293-TLR3) were
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the Renilla luciferase gene as an internal control. Then, 24 h after transfection, cells were either left unstimulated (Unstim) or stimulated with poly(l:C)
(10 pg/mL) for 7 h. Luciferase assays were performed and the results were normalized against Renilla luciferase activity. The data shown are means + SD
from three independent experiments (analysis of variance and comparison with the NS siRNA-transfected cells in Student’s t test). ns, not significant.
| HEK293-TLR3 cells were transfected as in (k). Then, 72 h later, cells were either left unstimulated or stimulated with poly(l:C) (10 ug/mL) for
30 or 60 minutes. Cell lysates were then analyzed by immunoblotting with antibodies against the indicated proteins
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activation and a signaling pathway resulting in the pro-
duction of type I IFNs.

The NS3 protein of the Bluetongue virus targets OPTN to
dampen IRF3 signaling
Viruses have developed a battery of different strategies for
overcoming the very sophisticated defense mechanisms of
infected hosts. During the course of pathogen—host co-
evolution, viruses have acquired an ability to inhibit the
innate immune response by targeting host proteins [30].
Our results suggested that OPTN is important for TBK1
activation after RLR or TLR3 activation. We therefore hy-
pothesized that there might be viral proteins capable of
neutralizing the activity of OPTN, thereby preventing it
from performing its function in innate immunity.
Non-structural protein 3 (NS3) of the Bluetongue
virus, a dsRNA virus, has been localized to the Golgi

apparatus and shown to specifically modulate the type I
IEN signaling pathway [31, 32]. We confirmed that NS3
expression led to the detection of this protein at the
Golgi apparatus (Fig. 7a) and that, in luciferase assays,
NS3 affected the stimulation of the IFNP promoter but
not NF-kB activation after RLR stimulation (Fig. 7b).
Accordingly, NS3 expression decreased the phosphoryl-
ation of both TBK1 and IRF3 (Fig. 7c). As NS3 was
targeted to the Golgi apparatus and decreased TBK1 ac-
tivation, we then hypothesized that NS3 binds to OPTN
to prevent it from activating TBK1. Immunoprecipita-
tion experiments demonstrated that NS3 binds to OPTN
(Fig. 7d) and, in cells expressing NS3, the association be-
tween OPTN and TBK1 was impaired after viral infec-
tion (Fig. 7e), accounting for the lower levels of TBK1
activation observed (Fig. 7c). Finally, TBK1 aggregation
was inhibited in the presence of the viral protein,
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confirming its ability to neutralize the activity of OPTN
(Fig. 7f). Thus, the fact that OPTN is targeted by a viral
protein to dampen type I IEN signaling reinforces our
findings that OPTN is an important effector in TBK1
activation.

Discussion

Viral RNAs in endosomes are detected by TLR3, whereas
those in the cytosol are detected by RLRs [2]. The stimula-
tion of either of these PRRs leads to TBK1 activation and
this kinase plays a crucial role in innate antiviral immunity
through the phosphorylation of IRF3, which is required
for the production of type I IFNs [7-9]. However, the pre-
cise molecular mechanisms underlying TBK1 activation
are unclear. Surprisingly, after the stimulation of cells with

IL-1B or TNFa, after mitophagy induction or in cancer
dependent on KRAS signaling, TBK1 is phosphorylated
whereas IRF3 is not [25, 26, 33, 34]. It has been therefore
suggested that TBK1 autoactivation and substrate specifi-
city are both dependent on the subcellular distribution of
TBK1, with various adaptor proteins each directing TBK1
to discrete signaling complexes for different cellular re-
sponses [12, 15, 16]. Consistent with this hypothesis, we
observed that the active form of TBK1 is present at the
Golgi apparatus after the stimulation of RLRs or TLR3,
and that its substrate, IRF3, is phosphorylated. In the case
of mitophagy, p-TBK1®'"* is recruited to depolarized
mitochondria without IRF3 phosphorylation [25]. No sig-
nificant accumulation of active TBK1 was detected at the
Golgi apparatus after the treatment of cells with IL-1p or
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TNFa (data not shown), further suggesting that the pres-
ence of p-TBK1%'7? at the Golgi apparatus is a prerequisite
for the phosphorylation of IRF3 by this kinase.

A recent study has elegantly demonstrated that the
adaptor proteins MAVS and TRIF (but also STING) har-
bor conserved domains that are phosphorylated by IKKp
and/or TBK1 in response to stimulation [34]. Phosphor-
ylated adaptor then binds to a positively charged surface
of IRF3, thereby recruiting this transcription factor for
its phosphorylation and activation by TBK1 [34]. While
localized at the Golgi apparatus, active TBK1 does have
the possibility to phosphorylate either MAVS or TRIF to
promote IRF3 recruitment and ensuing activation of this
transcription factor. Indeed, mitochondria (where MAVS
anchors) and endosomes (where TRIF is recruited after
TLR3 stimulation) through their dynamics or through
their trafficking, respectively, are always in close proximity
to the Golgi apparatus therefore permitting TBK1 to
phosphorylate the adaptor proteins, a process required for
IRF3 activation [34]. IFR3 phosphorylation around the
Golgi apparatus, an organelle bordering the nucleus where
this transcription factor migrates after activation, therefore
reduces the possibility of IRF3 to meet phosphatases or E3
ubiquitin ligases that negatively regulate signaling.

A K63-linked polyubiquitination on lysines 30 and 401
is required in the process of TBK1 activation to permit
this kinase to phosphorylate IRF3 [13, 14]. Our demon-
stration that this ubiquitination leads to the targeting of
TBK1 to the Golgi apparatus for activation suggests that
the ubiquitination sites of TBK1 (this kinase possesses
more than 50 lysine residues conserved between humans
and mice) might affect the subcellular distribution of this
protein and the resulting signaling. It would be interesting
to determine whether TBK1 is ubiquitinated after mito-
chondrial depolarization and, if so, on which lysine resi-
dues, for its targeting and activation at the mitochondria
for mitophagy, as recently described [25, 26].

One key finding of this study is that ubiquitinated TBK1
is sensed by OPTN at the Golgi apparatus, promoting its
trans-autophosphorylation after RLR or TLR3 stimulation.
The binding of the K63-linked polyubiquitin chains on
TBK1 to the UBD of OPTN probably triggers the
oligomerization of TBK1-OPTN complexes, resulting in
trans-autophosphorylation and TBKI1 activation, as previ-
ously suggested [11] (Additional file 8). OPTN therefore
appears to be a positive regulator of TBK1 activation
through its polyubiquitin binding activity, as previously
described [24, 27]. However, two other studies have sug-
gested that OPTN negatively regulates TBK1 activation
after RNA virus infection [35, 36]. We currently have no
explanation for this discrepancy. Indeed, OPTN silencing
with multiple siRNAs in HEK293T, HeLa cells, or MEFs,
and OPTN knockout with CRISPR/Cas9 technology in
HeLa cells, MEFs, and BMDMs from OPTN-deficient
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mice clearly demonstrated an important role of this
adaptor in TBK1 activation after RLR and TLR3 stimula-
tion. Consistent with the involvement of OPTN in TBK1
activation, it has recently been reported that OPTN, again
through its polyubiquitin binding activity, is required for
TBK1 activation in response to mitochondrial depolar-
ization [25, 26]. Moreover, during the preparation of this
manuscript, a study reported that osteoclast precursors
from OPTN mutant mice produced abnormally low levels
of IFN in response to RANKL [37]. Additionally, another
study reported that BMDM from OPTN ™'~ mice displayed
impaired IRF signaling and low levels of type I IEN pro-
duction in response to poly(:C) [28]. Finally, further
evidence for the involvement of OPTN in TBK1 activation
is provided by our finding that the NS3 protein of the
Bluetongue virus targets OPTN at the Golgi apparatus,
decreasing TBK1 activation and the resulting IRF3 signal-
ing. Thus, this RNA virus prevents OPTN from activating
TBK1 as part of a strategy to modulate the innate immune
response to facilitate its replication after infection.
Consistent with this finding, other viruses have evolved
strategies for targeting the adaptor proteins involved in
TBK1 activation. The Vaccinia virus protein C6 binds
TBK1 adaptor proteins (TANK, NAP1, and SINTBAD),
thereby inhibiting the activation of IRF3 and IRF7 [38],
and the Gn protein of hantaviruses disrupts the formation
of TBK1 complexes, thereby blocking downstream re-
sponses [39].

In addition to acting as a sensor for ubiquitinated TBK1
at the Golgi apparatus for the kinase activation, OPTN
has also been reported to be a substrate of TBK1. Indeed,
phosphorylation of the Ser177 residue of OPTN by TBK1
increases the association of OPTN with LC3 during xeno-
phagy for the clearance of cytosolic Salmonella and the re-
striction of intracellular bacterial proliferation [40]. Two
independent studies have reported that RNA polymerase
III detects DNA of viral or bacterial origin in the cyto-
plasm and induces type I IFNs via the RLR pathway [41,
42]. 1t therefore seems possible that stimulation of the
RLR pathway after bacterial infection promotes TBK1 ac-
tivation by OPTN at the Golgi apparatus and that, on the
one hand, p-TBK1°'"? triggers the production of type I
IFNs and, on the other, the active kinase phosphorylates
OPTN to induce the xenophagy of the invading bacteria.

OPTN is associated to Golgi apparatus through an
interaction with Rab8 and the interacting domain of
OPTN is localized between amino acids 141-209, com-
prising therefore Ser177 [43]. After TBK1 activation, the
phosphorylation of OPTN [40, 44] may disrupt the asso-
ciation between OPTN and Rab8, therefore allowing
TBK1-OPTN complexes [44] to leave the Golgi mem-
branes to phosphorylate MAVS or TRIF at the mito-
chondria or endosomes, respectively, for IRF3 activation
[34]. Our observation that p-TBK1°'7? accumulates at
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the centrosome at late time points after RLR activation
strongly suggests that the active kinase is released from
the Golgi membranes after its initial frans-autophospho-
rylation at this organelle.

Other adaptors, such as NAP1 or SINTBAD, have
been reported to be involved in TBK1 activation during
innate antiviral immunity [45, 46]. We found that, like
OPTN, both NAP1 and SINTBAD were partially local-
ized at the Golgi apparatus (Additional file 5C), provid-
ing further evidence for a critical role of this organelle in
TBK1 signaling during innate immunity. Further studies
are required to determine whether and how these
adaptors act in concert at the Golgi apparatus to
promote TBK1 activation. Indeed, the weak but never-
theless present, IFN- response in OPTN-deficient cells
suggests that factors other than OPTN contribute to
TBK1 activity.

Conclusions

At the Golgi apparatus, we propose that, after RNA viral
sensing, OPTN recruits ubiquitinated TBK1 via its UBD,
leading to the trams-autoactivation of this kinase for the
production of type I IFNs after IRF3 phosphorylation
(Additional file 8). Our recent report that the Golgi-
anchored E3 ubiquitin ligase RNF121 is a new player in
the signaling leading to NF-«B activation [47] suggests
that the Golgi apparatus, in addition to its other known
roles, acts as a hub for the formation and/or maturation
of signalosomes, leading to activation of the IRF3 and
NF-kB signaling pathways. It remains to be determined
whether other signaling pathways are relayed by the
Golgi apparatus.

Methods
Cell culture and reagents
HEK293T and HeLa cells were obtained from ATCC.
MEFs and HEK293T cells stably expressing TLR3 were ob-
tained from Invivogen (San Diego, CA, USA). STING ',
MAVS™", and TBK1 =~ MEFs were kindly provided by
Dr. Glen Barber (Department of Cell Biology and Sylvester
Comprehensive Cancer Center, University of Miami School
of Medicine, Miami, USA), Dr. Jurg Tschopp (Department
of Biochemistry, University of Lausanne, Epalinges,
Switzerland), and Dr. Katherine Fitzgerald (Division of
Infectious Diseases, University of Massachusetts Medical
School, Worcester, USA), respectively. Primary MEFs
isolated from WT or OPTN*°T mice were donated
by Dr. Ivana Munitic. All cells were cultured in standard
conditions. Bone marrow cells from WT or OPTN*°T
mice were allowed to differentiate in complete DMEM
supplemented with 20 % M-CSF-conditioned medium for
6-7 days.

The TLR3 agonist Poly(I:C) was obtained from Invivogen.
The Sendai virus H4 strain and the vesicular stomatitis
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virus mutant strain used to infect cells (multiplicity of
infection = 5) and to stimulate the RLRs were provided by
Dr. Dominique Garcin. Complexes between low or high
molecular weight poly(I:C) and the transfection reagent
Lyovec (Invivogen) were also used to activate RLRs.

Subcellular fractionation

For subcellular organelle fractionation, cells were mechan-
ically disrupted with a 27G1/2 syringe (BD Biosciences,
East Rutherford, NJ, USA) in H60 buffer (20 mM HEPES
pH 7.9, 1.5 mM MgCl,, 60 mM KCl) supplemented with
protease inhibitor cocktail (Thermo Scientific, Illkirch,
France). Samples were centrifuged at 1000 x ¢ to remove
the nuclei and unbroken cells. The supernatant (S1) was
centrifuged at 5000 x g for 5 minutes, to precipitate heavy
organelles (P5). The supernatant (S5) was further centri-
fuged at 10,000 x ¢ for 10 minutes to generate S10 and
P10. S10 was centrifuged at 25,000 x g for 20 minutes to
obtain the cytosolic fraction (S25) and P25. Each pellet
was resuspended in lysis buffer and analyzed by immuno-
blotting. Discontinuous Optiprep gradients were used to
separate the fractions, as previously described [18]. Isola-
tion of Golgi membranes was performed using a Golgi
isolation kit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) accord-
ing to the manufacturer’s instructions.

In vitro IRF3 phosphorylation assays

Cells were disrupted in hypotonic buffer (10 mM Tris/
HCI pH 7.5, 10 mM KCl, 0.5 mM EGTA, 1.5 mM
MgCl,, plus protease inhibitor cocktail); 5 to 15 pg of P5
or P25 in resuspension buffer (20 mM HEPES-KOH
pH 7.4, 10 % glycerol, 0.5 mM EGTA, and protease in-
hibitor cocktail) were mixed with 1 pg of recombinant
GST-IRF3 (Abnova, Taipei City, Taiwan) and reaction
buffer (20 mM HEPES-KOH pH 7.0, 2 mM ATP, 5 mM
MgCl, and protease inhibitor cocktail) at 30 °C. The
mixture was then cleared by centrifugation and the
supernatant was used for immunoblotting.

Immunofluorescence

Cells were grown on coverslips. They were fixed by incuba-
tion in 4 % paraformaldehyde in phosphate buffered saline
(PBS) for 10 minutes, and then permeabilized by incuba-
tion with 0.15 % Triton X-100 in PBS for 15 minutes. Non-
specific binding sites were blocked by incubating cells in a
solution of 2 % BSA in PBS for 1 hour. The cells were then
incubated for 1 hour at room temperature or overnight at
4 °C with the primary antibodies. They were washed three
times, for five minutes each, in PBS and were then incu-
bated for 1 hour with the specific Alexa Fluor-conjugated
secondary antibodies (Invitrogen, Life Technologies, Grand
Island, NYY, USA). Nuclei were stained with DAPI (Sigma)
and cells were again washed three times with PBS. Images
were acquired with a Leica SP5 confocal microscope (Leica
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Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped with a 63x oil
immersion fluorescence objective.

DNA transfection and plasmids

HEK293T cells were transfected using Fugene 6 (Promega,
Madison, WI, USA), according to the manufacturer’s
instructions. pcDNA-Myc-TBK1***™ and pcDNA-Myc-
TBK1"ORKIOIR  yere obtained by PCR-directed mu-
tagenesis from pcDNAMyc-TBK1. pLEX-TBK1, pLEX-
TBK1***™, and pLEX-TBK1*****IR ere kindly provided
by Dr. Michael Eck (Department of Cancer Biology, Dana-
Farber Cancer Institute, Boston, USA). Finally, plasmids
encoding NS3-GFP and OPTN-Flag were kindly donated
by Dr. Damien Vitour and Dr. Ivana Munitic, respectively.

Protein extraction, immunoprecipitation and
immunoblots

Cells were lysed in lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4,
150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 2 mM EDTA, 2 mM
sodium pyrophosphate, 25 mM p-glycerophosphate,
1 mM sodium orthovanadate) supplemented with prote-
ase inhibitor cocktail (Thermo Scientific), and the debris
were removed by centrifugation at 10,000 x ¢ and 4 °C.
Protein concentration was determined with a micro
BCA kit (Thermo Scientific). For immunoprecipitation,
the samples were precleared with protein-G-Sepharose
beads (Roche) for 30 minutes before immunoprecipita-
tion with 2.5 pg antibodies and additional protein-G-
Sepharose beads at 4 °C for 2 hours. Samples were then
boiled in SDS sample buffer (Novex, San Diego, CA, USA)
containing 10 % B-mercaptoethanol (Sigma Aldrich) and
resolved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. The
cells were lysed and their ubiquitin conjugate content was
analyzed at room temperature in denaturing conditions
(8 M urea, 0.1 M NaH,PO,, 10 mM Tris-HCI pH 8, 1 %
Triton X-100, 1 % NP-40, 20 mM imidazole). Immunoblot
analysis was performed with specific antibodies and the
antigen—antibody complexes were visualized by che-
miluminescence (Immobilon Western, Merck Millipore,
Billerica, MA, USA).

Antibodies

The primary antibodies used for immunoblotting were
rabbit monoclonal anti-TBK1 (Abcam, Cambridge, UK,
Abcam Cat# ab40676 RRID:AB_ 776632, 1:5000 dilution),
rabbit monoclonal anti-phosphorylated TBK1 (phospho
S172) (Abcam Cat# ab109272 RRID:AB_10862438, 1:2000),
rabbit monoclonal anti-phosphorylated TBK1 (phospho
S172) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, Cell
Signaling Technology Cat# 5483P RRID:AB_10693472,
1:2000), rabbit monoclonal anti-IRF3 (Cell Signaling
Technology Cat# 4302S RRID:AB_1904036, 1:5000), rab-
bit monoclonal anti-phosphorylated IRF3 (phospho S386)
(Abcam Cat# ab76493 RRID:AB_1523836, 1:5000), rabbit
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monoclonal anti-phosphorylated IRF3 (phospho S$396)
(Cell Signaling Technology Cat# 4947S RRID:AB_823547,
1:2000), mouse monoclonal anti-MAVS (Enzo Life
Sciences, Farmingdale, NY, USA, Enzo Life Sciences Cat#
ALX-804-847 RRID:AB_10539976, 1:2000), rabbit poly-
clonal anti-TRAF3 (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA, Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-1828
RRID:AB_2209427, 1:1000), rabbit polyclonal anti-HA
(Sigma-Aldrich Cat# H6908 RRID:AB_260070, 1:2000),
rabbit polyclonal anti-TRIF (Cell Signaling Technology
Cat# 4596S RRID:AB_2256555, 1:2000), rabbit polyclonal
anti-GAPDH  (Sigma-Aldrich Cat# G9545 RRID:AB_
796208, 1:20000), rabbit polyclonal anti-KTN (Santa Cruz
Biotechnology Cat# sc-33562 RRID:AB_2133047, 1:10000),
mouse monoclonal anti-LAMP2 (Santa Cruz Biotechnology
Cat# sc-18822 RRID:AB_ 626858, 1:10000), mouse mono-
clonal anti-EEA1 (BD Biosciences, East Rutherford, NJ,
USA, BD Biosciences Cat# 610456 RRID:AB 397829,
1:10000), rabbit monoclonal anti-Syntaxin6 (Cell Signaling
Technology Cat# 2869S RRID:AB_2196500, 1:5000), rabbit
polyclonal anti-VDAC (Millipore Cat# AB10527 RRID:AB_
10806766, 1:10000), mouse anti-glutathione-S-transferase
(BD Biosciences Cat# 554805 RRID:AB_395536, 1:2000),
mouse monoclonal anti-Lys-63 specific (Millipore
Cat# 05-1313 RRID:AB_1587585, 1:500), mouse mono-
clonal anti-actin (Sigma-Aldrich Cat# A3853 RRID:
AB_262137, 1:10000), rabbit polyclonal anti-optineurin
(Abcam Cat# ab23666 RRID:AB_447598, 1:5000), rabbit
polyclonal anti-optineurin (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA, Cayman Chemical Cat# 100000 RRID:AB_
10078198, 1:4000), mouse monoclonal anti-optineurin
(Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-166576 RRID:
AB_2156554, 1:2000), mouse anti-IKKy (NEMO) (BD
Biosciences Cat# 611306 RRID:AB_398832, 1:2000), rabbit
polyclonal anti-ERK1/2 (Cell Signaling Technology Cat#
9102 RRID:AB_330744, 1:5000), mouse monoclonal
anti-phosphorylated ERK1/2 (Cell Signaling Technology
Cat# 9106 RRID:AB_331768, 1:2000), rabbit polyclonal
anti-IkBa (Cell Signaling Technology Cat# 9242 L
RRID:AB_823540, 1:5000), mouse monoclonal anti-
phosphorylated-IkBa (Cell Signaling Technology Cat#
9246 L RRID:AB_226714, 1:2000), mouse monoclonal anti-
GFP (Roche Molecular Biochemicals, Basel, Switzerland,
Roche Cat# 11814460001 RRID:AB_390913, 1:2000),
mouse monoclonal anti-GM130 (BD Biosciences Cat#
610822 RRID:AB_398141, 1:4000), and mouse monoclo-
nal anti-giantin (Abcam Cat# ab37266 RRID:AB_880195,
1:2000).

The primary antibodies used for immunofluorescence
were rabbit monoclonal anti-phosphorylated TBK1 (phos-
pho S172) (Abcam Cat# abl109272 RRID:AB_10862438,
1:500 dilution), rabbit monoclonal anti-phosphorylated
TBK1 (phospho S172) (Cell Signaling Technology Cat#
5483P RRID:AB_10693472, 1:250), mouse monoclonal
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anti-IKKe/TBK1 (Cayman Chemical Cat# 13929 RRID:
AB_10679144, 1:500), rabbit monoclonal anti-TBK1
(Abcam Cat# ab40676 RRID:AB_776632, 1:500), rabbit
monoclonal anti-IRF3 (Cell Signaling Technology Cat#
4302S RRID:AB_1904036, 1:500), rabbit polyclonal anti-
IRF3 (Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-9082 RRID:
AB_2264929, 1:500), mouse monoclonal anti-GM130
(BD Biosciences Cat# 610822 RRID:AB 398141, 1:1000),
mouse monoclonal anti-cytochrome ¢ (BD Biosciences
Cat# 556432 RRID:AB_396416, 1:1000), mouse mono-
clonal anti-EEA1 (BD Biosciences Cat# 610456 RRID:
AB_397829, 1:500), mouse monoclonal anti-ubiquitin
(Millipore Cat# ST1200-100UG RRID:AB_2043482, 1:200),
mouse monoclonal anti-giantin (Abcam Cat# ab37266
RRID:AB_880195, 1:1000), rabbit polyclonal anti-optineurin
(Abcam Cat# ab23666 RRID:AB 447598, 1:500), rabbit
polyclonal anti-optineurin (Cayman Chemical Cat# 100000
RRID:AB_ 10078198, 1:500), mouse monoclonal anti-
optineurin (Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-166576
RRID:AB_2156554, 1:500) rabbit polyclonal anti-AZI2
(NAP1) (Abcam Cat# ab65242 RRID:AB_1140792, 1:500),
rabbit monoclonal anti-SINTBAD (Cell Signaling Tech-
nology Cat# 8605S RRID:AB_10839270, 1:100), rabbit
polyclonal anti-giantin (Abcam Cat# ab24586 RRID:AB_
448163, 1 :400), mouse monoclonal anti-mouse pericen-
trin (BD Biosciences Cat# 611815 RRID:AB_399295,
1:400) and a rabbit polyclonal anti-pericentrin (Abcam
Cat# ab4448 RRID:AB_304461, 1:400).

The primary antibodies used for immunoprecipitation
were mouse monoclonal anti-optineurin (Santa Cruz
Biotechnology Cat# sc-166576 RRID:AB_2156554), mouse
monoclonal anti-GFP (Roche Cat# 11814460001 RRID:
AB_390913), and rabbit monoclonal anti-TBK1 (Abcam
Cat# ab40676 RRID:AB_776632).

Luciferase assay

HEK293T cells were co-transfected with 50 ng of a con-
struct encoding firefly luciferase under the control of
NE-«kB or the IFN-B promoter, and 10 ng of the Renilla
luciferase pRL-TK plasmid (Promega). The transfections
were performed using Fugene 6 (Promega), in accord-
ance with the manufacturer’s instructions. Transfected
cells were collected and luciferase activity was assessed
in the dual-luciferase reporter assay (Promega), on a
Fluorostar Optima machine (BMG Labtech, Ortenberg,
Germany). Each experiment was carried out in triplicate,
with firefly fluorescence units normalized with respect
to Renilla luciferase fluorescence units.

Retroviral transduction of MEFs

Recombinant retroviruses were produced by the transient
transfection of HEK293T cells with the different pLEX-
TBK1 plasmids and plasmids containing a cDNA encod-
ing retroviral packaging gene. Supernatants were collected
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48 h after transfection, filtered through a 0.45-nm filter
and concentrated with PEG-IT (Cell Signaling). After in-
fection, cells were selected in puromycin (1 pug/mL) and
further passaged in culture.

Transfection with siRNA

HEK293T cells were transfected by the calcium phosphate
precipitation method, whereas HeLa cells and MEFs were
transfected with the Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen,
Life Technologies), according to the manufacturer’s
instructions. siRNAs were used at a final concentration of
20 nM. Control non-specific siRNAs and the specific
siRNAs were purchased from Sigma-Aldrich. The siRNAs
used were: OPTN 1 (5° GCUUCAAGAGGCACACAC
AdTdT 3’), OPIN 2 (GUUUGAGAUGCAAAGCAAA
dTdT), mNEMO (GCGAGUUCAACAAGCUGAAJTAT),
OPTN A (GAGUCAUGAGAAUGAGAAAATAT), OPTN
B (CCAUGAAAGGGAGAUUUGAJTAT), OPTN C (CC
AAAGAAAGAGUUUCAGAdTAT), OPTN D (GAAAG
CAUGCUAUCAGAAAATAT), OPTN E (CCAAGAAUU
ACUUCGAACAJTAT), and hNEMO (GAGUCGUUGG
AGGCUGCCACUAAGATAT).

CRISPR/Cas9

OPTN knockout was achieved in HeLa cells with
CRISPR/Cas9 technology, by optineurin double nickase
plasmid transfection (Santa Cruz) and puromycin selec-
tion, according to the manufacturer’s protocol.

Real-time quantitative PCR

RNA was extracted from cells in RLT lysis buffer and
purified with the QIAGEN RNeasy Mini kit, according
to the manufacturer’s protocol. RNA quality was
checked by measuring the ratio of optical densities at
260 and 280 nm. Total RNA (1 pg) was used for cDNA
synthesis with a Revert Aid H minus First Strand DNA
Synthesis kit (Fermentas, Villebon-sur-Yvette, France).
¢DNA was then amplified by PCR with a LightCycler
480 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), using SYBR
Green (Fast Start DNA Master SYBR- Green I; Roche
Applied Science, Roche Diagnostics). Specific primers
were used for IL-6, IFNB1, or GAPDH (as the house-
keeping gene), under the following conditions: 95 °C for
15 minutes, 40 cycles of 94 °C for 15 s, and at 55 °C for
30 s, then 72 °C for 30 s. Specific primers were designed
with the Universal Probe Library System (Roche Applied
Science). The sequences of the primers used were as
follows: hIL-6 (Forward: GAAAGTGGCTATGCAG
TTTGAA, reverse: GAGGTAAGCCTACACTTTCCA
AGA), hIFNB1 (CGACACTGTTCGTGTTGTCA, GAA
GCACAACAGGAGAGCAA), hGAPDH (AGCCACA
TC GCTCAGACAC, AATACGACCAAATCCGTTGA
CT), mIL-6 (GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA,
CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA), mIFNB1 (CAC
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AGCCCTCTCCATCAACTA, CATTTCCGAATGTTCGT
CCT), and mGAPDH (AGCTTGTCATCAACGGGAAG,
TTTGAT GTTAGTGGGGTCTCGQ). Results are expressed
as 2P, where Cp is the cycle threshold number. Dis-
sociation curves were analyzed after each run, for each
amplicon, to assess the specificity of quantification with
SYBR Green.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The concentrations of IFN-B and IL-6 released into the
cell culture medium were determined by ELISA, with
the Verikine IFN-PB kit (PBL Assay Science, Piscataway,
NJ, USA) and the Quantikine IL-6 kit (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) for human or mouse cells, ac-
cording to the manufacturer’s protocol.

Statistical analysis

We carried out ¢ tests with Tukey’s post hoc analysis to
assess the statistical significance of differences (Prism
GraphPad Software), and the P values obtained are indi-
cated in the figure legends. Differences were considered
to be significant if P<0.05. ****P <0.0001, ***P < 0.001,
**0.001 < P<0.01, *0.01 <P<0.05. ns, not significant.
The data shown in each histogram are the means + SD
from three independent experiments.

Additional files

Additional file 1: p-TBK1°'"? |ocalizes to the Golgi apparatus then
migrates to the centrosome after RLR activation. (A) Scheme of the
subcellular fractionation procedure for obtaining the various membrane
fractions in Figs. 1a, 2a, and Additional file 2A. (B) MEFs were either left
unstimulated (control) or infected with Sendai virus (SeV) for 6 h (+ SeV).
p-TBK1°'"? staining was then analyzed by immunofluorescence. The Golgi
apparatus was identified by labeling with an antibody raised against giantin.
Scale bars, 10 um. On the right, enlargement of the framed zone in the
overlay. (O) Isolated Golgi membranes from uninfected or SeV-infected MEFs
were analyzed by immunoblotting with antibodies against the indicated
proteins. ® Corresponds to the p-TBK1 detection from a previous immunoblot.
(D) MEFs were either left unstimulated (control) or infected with SeV for 6 or
9h (+ SeV). p-TBK1°'”? staining was then analyzed by immunofluorescence.
The Golgi apparatus was identified by labeling with an antibody raised
against GM130. Scale bars, 10 um. On the right, enlargement of the framed
zone in the overlay. (E) MEFs were either left unstimulated (control) or
infected with SeV for 9 h (+ SeV). p-TBK1°'" staining was then analyzed by
immunofluorescence. The centrosomes were stained with an antibody raised
against pericentrin. Scale bars, 10 um. On the right, enlargement of the
framed zone in the overlay. (PDF 759 kb)

Additional file 2: The active form of TBK1 localizes to the Golgi apparatus
after RLR stimulation. (A) HeLa cells were either left unstimulated or infected
with Sendai virus (SeV) for 6 or 8 h. Cells were then fractionated as described
in Additional file 1A, and samples were analyzed by immunoblotting with
antibodies against the indicated proteins. EEAT, kinectin, LAMP2, GAPDH,
syntaxin-6, and VDAC served as loading and purity controls for endosomes,
the endoplasmic reticulum, lysosomes, the cytosol, the Golgi apparatus, and
mitochondria, respectively. (Ub)n, polyubiquitin. * Indicates non-specific
bands. (B-E) Hela cells were either left unstimulated (control) or infected
with SeV for 6 h (+ SeV). The indicated proteins were then analyzed by
immunofluorescence staining. The Golgi apparatus was labeled with an
antibody against GM130, whereas the mitochondria were identified by
immunostaining for cytochrome c. Scale bars, 10 um. On the right,
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enlargement of the framed zone in the overlay. (F) Hela cells were either
left unstimulated or infected with SeV for 6 or 8 h. Cell lysates (Lys.) were
then subjected to immunoprecipitation (IP) with an antibody against TBK1.
Samples were then analyzed by immunoblotting with antibodies against
the indicated proteins. * Indicates non-specific bands. (PDF 2378 kb)

Additional file 3: Transfection of MEFs with poly(l:C) triggers TBK1
accumulation at the centrosome at late time points. (A) MEFs were either
left untreated (MOCK) or transfected with LMW poly(I:C) (5 pg/mL) for 4 h
(trPoly(l:C)). TBK1 staining was then analyzed by immunofluorescence.
The Golgi apparatus was labeled with an antibody against GM130,
whereas TBK1 was detected with a rabbit monoclonal antibody. Scale
bars, 10 um. (B-E) MEFs were either left untreated (MOCK) or transfected
with HMW poly(l:C) (5 ug/mL) for 4 h (trPoly(l:C)). The indicated proteins
were analyzed by immunofluorescence staining with specific antibodies.
The Golgi apparatus was labeled with an antibody against GM130,
whereas centrosomes were labeled with an antibody against pericentrin.
Scale bars, 10 um. On the right, enlargement of the framed zone in the
overlay. (PDF 1624 kb)

Additional file 4: The p-TBK1°'"2 in aggregates is ubiquitinated. MEFs
were either left untreated (MOCK) or transfected with HMW poly(1:C)

(5 pg/mL) for 4 h (trPoly(1:C)). The indicated proteins were analyzed by
immunofluorescence staining with specific antibodies. Scale bars, 10 um.
(PDF 338 kb)

Additional file 5: OPTN, NAP1 and SINTBAD are present at the Golgi
apparatus where OPTN is in complex with active TBK1 after RLR activation.
(A, O) The indicated proteins were analyzed by immunofluorescence with
specific antibodies in Hela cells. Anti-OPTN (a), rabbit polyclonal anti-OPTN
from Cayman Corp; anti-OPTN (b), rabbit polyclonal anti-OPTN from Abcam;
anti-OPTN (c), mouse monoclonal anti-OPTN from Santa Cruz. The Golgi
apparatus was stained with a mouse monoclonal anti-GM130 antibody or
with a rabbit polyclonal anti-giantin antibody. Scale bars, 10 um. (B) HEK293T
cells were either left unstimulated or infected with Sendai virus (SeV) for 6 and
8 h. Golgi-enriched fractions were then subjected to immunoprecipitation
(IP) with an antibody against OPTN. Samples were then analyzed by
immunoblotting with antibodies against the indicated proteins. * Indicates
non-specific bands. (PDF 1007 kb)

Additional file 6: OPTN silencing impairs IRF3 signaling after RLR or
TLR3 activation. (A) HEK293T cells were transfected with a control
nonspecific siRNA (NS) or with five individual OPTNspecific sIRNAs
(OPTN A, B, C, D and E) or a NEMO-specific siRNA. The cells were then
transfected, 48 h later, with an IFNB promoter reporter or with a NF-kB
reporter and the Renilla luciferase gene as an internal control. Then, 24 h
after transfection, cells were either left unstimulated (Unstim) or infected
with Sendai virus (+SeV) for 7 h. Luciferase assays were performed and
the results were normalized against Renilla luciferase activity. The data
shown are means + SD from three independent experiments (analysis of
variance and comparison with NS siRNA-transfected cells in Student's
t-test). RLU, relative luminescence units. ns, not significant. (B) HEK293T
cells were transfected with a control nonspecific siRNA (NS) or with two
individual OPTN-specific siRNAs (OPTN A and OPTN B) or a NEMO-
specific siRNA. Then, 72 h later, cells were either left unstimulated or
infected with Sendai virus (SeV) for 6 or 8 h. Cell lysates were analyzed
by immunoblotting with antibodies against the indicated proteins.

* indicates nonspecific bands. (C) As in (B) but with Hela cells. (D)
HEK293T cells were transfected with a control nonspecific siRNA (NS) or
with two individual OPTN-specific siRNAs (OPTN A and OPTN B) or a
NEMO-specific siRNA. Cells were either left unstimulated (Unstim) or
infected with VSV (+VSV) for 7 h. Luciferase assays were performed and
the results were normalized against Renilla luciferase activity. (E) As in (B)
but HEK293T cells were infected with VSV. (F) HEK293T-TLR3 cells were
transfected as in (A). Cells were either left unstimulated (Unstim) or
stimulated with poly(l:C) (10 pg/ml) for 7 h. Luciferase assays were then
performed. (PDF 703 kb)

Additional file 7: OPTN deficiency does not affect TBK1 ubiquitination.
WT or OPTN knockout Hela cells were either left unstimulated or infected
with Sendai virus (SeV) for 6 or 8 h. Cell lysates (Lys.) were subjected to
immunoprecipitation (IP) with an antibody against TBK1. Samples were then
analyzed by immunoblotting with antibodies against the indicated proteins.
° Corresponds to OPTN detection from a previous immunoblot. (PDF 392 kb)



dx.doi.org/10.1186/s12915-016-0292-z
dx.doi.org/10.1186/s12915-016-0292-z
dx.doi.org/10.1186/s12915-016-0292-z
dx.doi.org/10.1186/s12915-016-0292-z
dx.doi.org/10.1186/s12915-016-0292-z
dx.doi.org/10.1186/s12915-016-0292-z
dx.doi.org/10.1186/s12915-016-0292-z

Pourcelot et al. BVIC Biology (2016) 14:69

Additional file 8: Working model. After infection, viral RNAs are sensed
by RIG-I in the cytosol or TLR3 in the endosomes. The corresponding
adaptors, MAVS and TRIF, trigger the formation of specific signalosomes
leading to the ubiquitination of TBK1. At the Golgi apparatus, OPTN
recruits ubiquitinated TBK1 via its UBD, leading to the trans-autoactivation
of this kinase. Activated TBK1 then phosphorylates IRF3, leading to the
production of type | IFNs. (PDF 912 kb)
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Lors d’une infection virale, les ARN viraux endocytés sont détectés par le TLR3
tandis que ceux synthétisés et libérés dans le cytoplasme des cellules infectées sont reconnus
par les RLRs. La stimulation de 1’'un ou I’autre de ces récepteurs conduit a ’activation de
TBKI, kinase jouant un rdle essentiel dans I’immunité innée antivirale, par la phosphorylation
du facteur de transcription IRF3, nécessaire a la production des IFNs de type 1. Cependant, les
mécanismes moléculaires sous-jacents de I’activation de TBK1 ne sont pas clairs.

L’objectif de mon travail de theése fut de comprendre le mécanisme d’activation de
cette voie de signalisation antivirale. De précédents résultats au laboratoire avaient permis de
mettre en évidence un relais endomembranaire lors de 1’activation du facteur de transcription
NF-kB au cours de 'immunité innée et antivirale. De plus, ce relais membranaire semblait
concerner spécifiquement les protéines ubiquitinylées de cette voie de signalisation®”’. Ainsi
mon travail de thése a consisté a vérifier si un tel relais membranaire s’appliquait également
au cours de la voie d’activation de TBKI, et quels étaient les mécanismes moléculaires

d’activation des protéines impliquées dans ce potentiel relais.

Localisation de TBK1 au niveau de ’appareil de Golgi

TBKI1 est une sérine / thréonine kinase ayant une fonction clé dans plusieurs voies de
signalisation cellulaire, y compris la réponse immunitaire innée, I'élimination des bactéries
par autophagie et, dans des conditions physiologiques, la croissance et la prolifération
cellulaire™” *®. TBK1 est composée d'un domaine kinase (KD) hébergeant son activité
catalytique et de trois domaines accessoires : un domaine analogue a l'ubiquitine (ULD), un
domaine de dimérisation (DD) et un petit motif d'interaction protéique, en position C-

terminale appelé (AB) motif (Figure 19).

SSD CTD
407 713

1 308 383 658

. Kinase Domain . Ubiquitin-Like Domain . Coiled Coil

SSD : Scaffolding/Dimerisation Domain CTD : C-Terminal Domain

Figure 19 : Structure de TBK1
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De maniére surprenante, suite a une stimulation des cellules avec I’'IL-1f ou le TNFa,
aprés induction de la mitophagie ou dans les cancers dépendant de KRAS, TBKI1 est

1,362 64 ror o . .
3361.362.363.36% 11 3 donc été suggéré que l'auto-activation de

phosphorylé contrairement a IRF
TBK1 et sa spécificit¢ de substrat sont toutes les deux dépendantes de la distribution
subcellulaire de TBK1, avec diverses protéines adaptatrices, chacune dirigeant TBK1 vers des
complexes de signalisation distincts donnant lieu a différentes réponses cellulaires®” **> 3%,
Conformément a cette hypothése, nous avons observé que suite a la stimulation des RLRs et
du TLR3, la forme active (phosphorylée et ubiquitinylée) de TBK1 est présente au niveau de
I’appareil de Golgi, et que son substrat IRF3 est phosphorylé. Des publications ultérieures
observent quant a elles une accumulation de TBK1 au niveau de MAVS, a la mitochondrie,

64 . .
%% Nous n’avons actuellement aucunes explications pour cette

aprés une infection virale
divergence. En effet, suite a ces observations, en plus de nos expériences de fractionnements
cellulaire et d’immunofluorescence présentés dans [’article, nous avons, grace a un kit
commercial, isolé les mitochondries ou nous ne retrouvons pas de TBK1 actif. De plus, nous
ne constatons pas d’interaction entre MAVS et TBK1 ou encore MAVS et IRF3, comme cela
avait pu étre décrit. Enfin, suite a une réaction in vitro, il apparait que la fraction enrichie en
appareil de Golgi de cellules infectées induit fortement la phosphorylation d’IRF3 en
comparaison a la fraction enrichie en mitochondrie. Ce résultat confirme ainsi que la forme
active de TBKI1 est localisée au niveau de 1’appareil de Golgi et non aux mitochondries
contrairement a ce que 1’on pouvait penser. En effet malgré une initiation du signal au niveau
de ces derniéres, avec le recrutement de 1’adaptateur MAVS, un relais endomembranaire au
niveau de I’appareil de Golgi est ensuite nécessaire pour une activation optimale de la voie de
signalisation.

Dans le cas de la mitophagie, p-TBK1 est recrut¢ au niveau des mitochondries

) . . .
3%2. Aucune accumulation significative de la forme

dépolarisées sans phosphorylation d’IRF
active de TBK1 n’a été détectée au niveau de l'appareil de Golgi aprés traitement des cellules
avec I'[L-1B ou TNFa, suggérant, en outre, que la présence de p-TBK1 au niveau de
l'appareil de Golgi est une condition sine qua non pour la phosphorylation d’ IRF3.

D’autres recherches sont nécessaires pour déterminer pourquoi la présence de la forme
phosphorylée de TBK1 au niveau de I’appareil de Golgi est requise pour promouvoir la
phosphorylation d’IRF3. La localisation au niveau de cet organite, limitrophe du noyau,
pourrait constituer un atout pour la signalisation. En effet, une fois activée par TBK1, IRF3

transloque dans le noyau. La réalisation d’un tel processus loin du noyau, augmenterait les

chances de rencontre avec des phosphatases ou E3 ubiquitine ligases, qui réguleraient

112



négativement la signalisation.

La présence de la forme active de TBK1 au niveau de l'appareil de Golgi pourrait
¢galement conduire a la stimulation de la voie sécrétoire, via la phosphorylation de substrats
spécifiques, permettant la libération des interférons de type I et les cytokines pro-
inflammatoires produites aprés stimulation des PRRs. En effet, I'utilisation combinée de
I’immunoprécipitation et de la spéctrométrie de masse a permis d’identifier une interaction
entre TBK1 et Sec5, I’un des constituants d’un complexe octamérique appelé exocyste®®’. Ce
complexe permet notamment [’arrimage de vésicules intracellulaires au niveau de la
membrane plasmique. Du fait de ces constatations, nous avons émis 1’hypotheése que TBK1
pourrait phosphoryler Sec5 et ainsi réguler ce complexe. Nos résultats préliminaires suggerent
que Sec5 serait vraisemblablement phosphorylé sur des résidus tyrosines et thréonines. La
possibilité que TBKI1 puisse intervenir dans la régulation des voies de sécrétion nous est
¢galement apparue lors de nos expériences d’immunofluorescence ou, plus tardivement au
cours de I’infection, nous avons remarqué que le marquage de p-TBK1 apparaissait dans une
région périnucléaire proche de I’appareil de Golgi. Dans les cellules de mammiféres la
position du Golgi est corrélée a celle des microtubules puisque leur dépolymérisation par des
agents chimiques (colchicine, nocodazole) entraine une dispersion du Golgi. C’est pourquoi
nous avons supposé que TBKI1 pourrait s’accumuler plus précisément au niveau du
centrosome, ce que nous avons a ce jour vérifié. Or, une étude qui vient d’étre publiée montre
que la perturbation du centrosome est corrélée & une diminution de la sécrétion de I’IL6 et
I’IL10, suggérant ainsi un réle critique de cet organite pour la production cytokinique®®. Il
faudrait maintenant établir un lien entre ces différentes constatations pour éventuellement
découvrir un nouveau role de TBK1 dans les voies sécrétoires et ajouter un nouveau degré de

complexité des réponses immunes.

Certaines études ont également rapporté que d'autres adaptateurs, tels que NAP1 ou
SINTBAD, sont impliqués dans l'activation de TBK1 durant les réponses antivirales'® *%,
Nous avons constaté que, comme OPTN, NAP1 et SINTBAD sont partiellement localisés au
niveau de l'appareil de Golgi, fournissant une preuve supplémentaire du role critique de cet
organite lors de I'immunité innée. D'autres études sont nécessaires pour déterminer si ces
adaptateurs agissent de concert avec l'appareil de Golgi pour promouvoir l'activation de
TBK1 et si tel est le cas, par quels mécanismes. En effet, I’observation d’une faible

production d’IFN-B mais néanmoins présente dans les cellules déficientes pour OPTN
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suggere que des facteurs autres qu’ OPTN contribuent a l'activité de TBK1 ou que cette
réponse partielle dépend de 1’activité de IKKe, qui contrairement a TBK1 n’interagit pas avec
OPTN. Il serait intéressant d’établir la proportion relative des différents complexes de TBK1,
si ils sont activés sélectivement par différents ligands et s’il peut exister un effet synergique

entre eux.

Ubiquitination de TBK1

L’ubiquitination joue un rdle central dans la transmission des signaux nécessaires a
I’activation des réponses innées antivirales. Les protéines, ciblées notamment par
I’ubiquitination de type K63, sont capables par la suite de se livrer & de nouvelles interactions
protéiques avec des molécules contenant des domaines de liaison a 1’ubiquitine (UBD),
contribuant ainsi a la formation d’un signalosome fonctionnel. Plusieurs protéines, y compris
TANK, RIG-I, MAVS et TRAF3 sont sujettes a 1’ubiquitination de type K63, lors de
I’activation des voies de signalisation initiées en aval des RLRs et du TLR3. Récemment il a
été démontré que l’ubiquitination K63 joue un rdle essentiel au cours de 1’activation de
TBK1**"% Une étude de 2012 a révélé I'importance des résidus Lysine 69, 154 et 372 pour
1’ubiquitination de cette protéine’*®. D’un point de vue structurel, il semble peu probable, pour
deux des résidus décrits, qu’ils soient sujets a des modifications. La Lys154 forme des
interactions structurelles clés et est quasi universellement conservée parmi toutes les protéines
kinases. Une modification de ce résidu pourrait alors perturber le repliement du domaine
kinase. La Lys372 est I'un des résidu les plus variables des séquences de TBKI1 et [KKe, et
l'accés & ce résidu semble étre entravée dans le dimére de TBK1%'. Aprés réalisation de
mutants de TBK1 pour ces lysines (simples ou doubles mutants) par mutagénese dirigée, nous
avons réalisé¢ des expériences de luciférase a 1’aide d’un vecteur exprimant la luciférase sous
le controle du promoteur de I’'IFN. Contrairement aux résultats attendus, ces mutants étaient
toujours capable d’induire la production d’IFNs de type I, suggérant ainsi que d’autres résidus
lysines sont impliqués dans I’ubiquitination nécessaire a ’activation de TBK1.

Dans un contexte de transformation cellulaire et de signalisation immunitaire, Zhou et
al. ont étudié le role essentiel de la polyubiquitination K63 dans la régulation d’TKKe>"". Fait
intéressant, les deux résidus essentiels pour polyubiquitination d’IKKe, la Lys30 et la Lys401,
sont conservés chez son homologue TBKI1. L’équipe du Dr. Eck, démontre alors que

I’'ubiquitination des Lys30 et Lys401 de TBKI est essentielle pour son activité.
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Structurellement ces deux résidus se trouvent sur des faces opposées des monomeéres mais
sont a proximité dans le cadre du dimére catalytiquement actif de TBK1°*'.

Nous avons ainsi confirmé que 'ubiquitination des Lys30 et Lys401 est essentielle
pour I’activit¢ de TBK1; Tout d’abord la surexpression du double mutant ne conduit pas a
I’activation de la kinase par trans-autophosphorylation, suggérant ainsi que ’ubiquitination
est directement requise pour l'activation de TBKI. De plus la mutation de deux sites
d’ubiquitination perturbe la signalisation conduisant a la production de I'lFN-B. Le role
mécanistique de cette ubiquitination n’a cependant pas été ¢élucidé jusque la. Nous
démontrons ici que cette ubiquitination conduit a I’adressage de TBK1 au niveau de I’appareil
de Golgi pour une activation optimale, suggérant ainsi que les sites d'ubiquitination de TBK1
(cette kinase possede plus de 50 résidus lysine conservés entre I'homme et la souris) peuvent
affecter la distribution subcellulaire de la protéine et la signalisation qui en résulte. Il serait
notamment intéressant de déterminer si TBKI1 est ubiquitinylée aprés la dépolarisation
mitochondriale, et, le cas échéant, sur quels résidus lysine, pour son adressage et une
activation & la mitochondrie pour la mitophagie, tel que décrit récemment’®>>%.

Il a été proposé que les E3 ubiquitine ligases Mind Bomb (MIB1 et MIB2) sont
impliquées dans ’ubiquitination K63 de TBK1 afin de permettre son activation” ***, Or
entre nos mains et dans nos modeles, I’extinction de MIBI et MIB2 n’affecte pas
I’'ubiquitination et donc l’activation de TBKI1 apres stimulation des RLRs ou du TLR3,
suggérant I’implication d’autres E3 ubiquitine ligases dans le processus d’ubiquitination de
TBKI1. Nous envisageons donc d’identifier ces E3 ubiquitine ligases par spectrométrie de
masse. Il serait en effet intéressant, une fois identifiées, de confirmer que leur extinction,

conduit a la diminution de ’activation de TBK1 et notamment a un défaut d’adressage de

TBKI1 au niveau de I’appareil de Golgi.

Optineurine et NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB régule I’expression de pléthore de génes, impliqués
dans divers processus physiologiques notamment la prolifération et la survie cellulaire,
I’inflammation ainsi que les réponses immunes’ '. Il n’est donc pas surpprenant qu’une
dérégulation de ce facteur de transcription soit a 1’origine de multiples pathologies telles que
le cancer et les maladies auto-immunes, inflammatoires et neurodégénératives. Par

conséquent une fine régulation de NF-kB est nécessaire au maintien de 1’homéostasie.

115



Optineurine (OPTN), également appelée NRP (NEMO Related Protein), présente plus
de 53% d’homologie avec la sous-unité régulatrice du complexe IKK « NEMO » (Figure 20).
Malgré cette forte similitude, OPTN n’est pas retrouvée dans le méme complexe de
signalisation du récepteur au TNF qu’ IKKf et NEMO et son expression ne peut compenser
I’absence de ce dernier dans la voie de signalisation du TNF d’une lignée cellulaire pré-B*"2.
Cependant, plusieurs études suggérent qu’OPTN serait un régulateur négatif de la voie NF-kB
stimulé par le TNF-a. En effet, Zhu et ses collaborateurs proposent qu’en aval de la
stimulation du TNFR, OPTN inhibe I’activation de NF-kB en rentrant en compétition avec
NEMO pour la liaison aux chaines d’ubiquitine de type K63 catalysées sur RIP1°7. L’effet
inhibiteur d’OPTN pourrait également s’exprimer via son interaction avec les DUBs. Il a été
rapporté qu’OPTN servirait d’adaptateur permettant ainsi la liaison de CYLD et A20 a leurs
substrats ubiquitinylés afin d’inhiber 1’activation de NF-kB en aval de la stimulation du
TNFR’™. Fait intéressant, I’expression d’OPTN est elle-méme régulée par NF-kB en réponse
au TNF, suggérant alors qu’elle pourrait faire partie d’un mécanisme de rétrocontrole négatif
de cette voie de signalisation’”>. Un autre indice qu’OPTN inhiberait I’activation excessive de
NF-«B est survenu lors de I’étude de deux maladies neurodégénératives humaines, la sclérose

latérale amyotrophique (SLA) et le glaucome primitif a angle ouvert’’®

. Un nombre important
de mutations d’OPTN associées a une neurodégénération, sont soit d’importantes délétions de
la région C-terminal ou des mutations ponctuelles de I’'UBD, suggérant ainsi que I’absence de
liaison a I’ubiquitine est un mécanisme physiopathologique majeur.

Dans un premier temps, Ashwell et ses collaborateurs ont montré que le domaine
UBD, intact, ’OPTN conférait la capacité¢ d’inhiber I’activation de NF-xB in vitro®"". 1ls ont
ensuite étudié le role d’OPTN dans la signalisation du TNFR et celle d’autres récepteurs dans
un modele murin dans lequel ’OPTN WT a été remplacé par un mutant dépourvu du domaine
UBD. La délétion de la partie C-terminale de cette protéine conduit a une sous-expression de
la protéine tronquée, permettant d’étudier ’effet de sa sous-expression. Bien que le
développement des différentes cellules immunitaires dépend de NF-kB, aucune modification
de la cellularité ou d’auto-immunité n’a été retrouvée chez ces souris. De plus, suite a la
stimulation des lymphocytes T par le TCR, des macrophages et des CD par l'intermédiaire du
TNFR ou du TLR4, et des LB via le TLR4 ou le CD40, aucun signe d’altération de
l'activation NF-kB n’a été observé, argumentant fortement contre un role d’OPTN dans la
régulation de ce facteur de transcription’’’. Ces résultats suggérent que les données in vitro

étaient probablement un artefact de surexpression plutot qu’une démonstration qu’OPTN était
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un régulateur négatif de NF-«B, les effets « off-target » n’étant pas rares pour les protéines
liant 1’ubiquitine. Enfin, bien qu’exprimé dans tous les types cellulaires, il n’est pas
impossible qu’OPTN présente des fonctions « cellules spécifiques », qui ne sont peut &tre
observables que dans certains neurones ou cellules gliales.

Nos travaux semblent confirmer les résultats obtenus par 1’équipe d’ Ashwell. En effet,
I’extinction d’OPTN par siRNA dans différentes lignées cellulaires (HEK293T, HeLa et
MEF) ou par la technologie des Crisp/Cas9 dans des HeLa ne semble pas affecter I’activation
du facteur de transcription NF-xB d’un point de vue protéomique, transcriptomique et
sécrétoire, ce apres stimulation des RLRs et du TLR3. Effectivement, dans les cellules ou
I’expression d’OPTN est éteinte, nous n’avons observé aucune modification quant a la
phosphorylation IkBa, qui entraine sa dissociation du facteur de transcription NF-«xB,
traduisant ainsi son activation. La phosphorylation de cet inhibiteur étant un pré-requis a sa
dégradation, celle-ci ne présente donc aucune variation. De plus, dans ces mémes cellules nos
expériences de RT-qPCR et d’ELISA montre que la quantité d’IL-6 produite et sécrétée est
inchangée, I’'IL-6 étant la principale cytokine produite suite a 1’activation de NF-xB. La
confirmation de I’ensemble de ces résultats dans les MEF et les BMDM provenant du modele
animal de I’équipe du Dr Ashwell, indique qu’OPTN ne joue aucun role clé dans la régulation
de la signalisation conduisant a I’activation de NF-kB.

En accord avec ces résultats, une trés récente étude, utilisant des souris OPTN knock-
out et leurs cellules, montre que I’OPTN ne joue pas un role majeur dans la signalisation NF-
kB*"®. Suite a4 I’activation du TNFR et des TLRs, son absence n’a aucune incidence sur
I’activation de ce facteur de transcription, ni sur I’induction de l’expression des genes

inflammatoires associée a son activation, in vivo et ex vivo.
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Figure 20 : Structures d’OPTN et NEMO
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OPTN, régulateur positif de la voie IFN

Le premier article suggérant une fonction d’OPTN au cours d’une réponse
immunitaire antivirale montre I’association de cette protéine avec la kinase TBK1°”". Depuis
le r6le d’OPTN dans ’assemblage du signalosome de cette kinase a été abordé dans plusieurs
études, avec des résultats contradictoires.

L’équipe de Mankouri a tout d’abord constaté que suite a une infection virale, la
surexpression d’OPTN dans des cellules HEK293-hTLR3 inhibe, tandis que son extinction

transitoire promeut la production d’IFNs de type I’™

. Ces résultats suggérent alors qu’OPTN
est un régulateur négatif de I'activation de TBK1. L’une des hypothéses émise est qu’au vu de
sa forte homologie avec NEMO, OPTN pouvait alors agir comme inhibiteur compétitif de
celui-ci. Cependant, deux modéles murins congus pour supprimer la capacit¢ d’OPTN a se
lier a I’ubiquitine, 1’'un portant une mutation ponctuelle dans I’'UBD (OptnD477N) et I’autre
dépourvu de la région C-ter, incluant 'UBD et ZF (Optn470T), affirme le contraire en
soutenant que la capacité d’OPTN a se lier a I’ubiquitine est nécessaire pour une régulation
positive de TBK1. En particulier, dans les macrophages (BMDM) et les cellules dendritiques
(BMDC) issus de la moelle osseuse, de ces deux modéles animaux, OPTN est nécessaire a
une activation optimale de TBK1 et par conséquent a la sécrétion des IFNs apres stimulation
du TLR-3, -4 et -9°"" %! Compte tenu des derniers résultats in vivo, il semblait que le role
d’OPTN dans la régulation de TBK1 soit établi, cependant une étude menée par 1’équipe du
Dr. Weil réitére un role négatif possible d’OPTN dans un modele d’infection virale dans des
HeLa. En outre cette étude a proposé un nouveau mécanisme dans lequel OPTN recrute la
déubiquitinase CYLD au niveau de TBK1 permettant la déubiquitination de cette kinase et
son inhibition®**. Etant donné qu’OPTN interagit avec un grand nombre de protéines
cellulaires, et que son expression est induite suite a la stimulation des cellules, il est possible
que cette protéine participe a d’autres voies de régulation et qu’elle présente différentes
activités a des temps différents apres stimulation. En outre, compte tenu des écarts entre les
résultats in vivo et in vitro, il est possible que OptnD477N et Optnd70T, qui, comme la
plupart des mutations trouvées chez les patients présentant une ALS son incapables de se lier
aux chaines d’ubiquitine, agissent de mani¢re dominante négative.

Dans notre laboratoire, 1’extinction d’OPTN par siRNA, dans différentes lignées
cellulaires humaines (HEK293, HelLa) et murines (MEF) conduit a une diminution de la

phosphorylation et donc de 1’activation de TBK1 et de la signalisation en aval, corrélée avec
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la diminution de la production des IFNs de type I. Contrairement aux études précédentes
utilisant également cette technologie, nous concluons qu’OPTN est un régulateur positif de
cette voie de signalisation. Il a été suggéré que la divergence des résultats pouvait s’expliquer
par une perte de spécificité de la signalisation causée par la surexpression d’un de ces acteurs
ou par un effet off-target de siRNA, conduisant a des conclusions éronnées de la part des
équipes utilisant ces techniques. Pour notre part, pour éliminer tout doute quant a un possible
effet off-target de nos siRNAs, nous avons également éteint I’expression d’OPTN par la
technologie des Crispr/Cas9. De méme que précédemment, le knock-out d’OPTN conduit a
une diminution de D’activation de la voie IFN et ce d’un point de vue protéomique,
transcriptionel et sécrétoire. Cependant, cette technologie n’est pas a 1’abri d’effets off-target,
c’est pourquoi il aurait été intéressant de réaliser un rescue de notre modéle afin de démontrer
de fagon clair que I’effet observé est uniquement du & OPTN. Toutefois, 1’utilisation de
cellules primaires (BMDM et MEF) provenant d’un modele murin déficient pour OPTN
démontre clairement un réle primordial de cette adaptateur dans 1’activation de TBK1 apres
stimulation du TLR3 et des RLRs.

Enfin, deux études viennent conforter nos observations, I'une rapporte que les
précurseurs d’ostéoclastes de souris mutantes pour OPTN produisent des niveaux
anormalement bas d’ IFNf en réponse a RANKL ; 1’autre, qu’en réponse au Poly(I :C), les
BMDM provenant de souris OPTN-/- présentent une altération de la voie IRF conduisant a

une faible production des IFNs®"® %,

OPTN, senseur des chaines d’ubiquitine de TBK1

Le premier article suggérant une fonction d’OPTN au cours de la réponse antivirale
montre que I’extrémité N-terminale de cette protéine peut se lier 8 TBK1°”. Ce site de liaison
localis¢ entre les résidus 1-127 peut vraisemblablement étre restreint aux résidus 78-121
d’OPTNh, site hautement homologue au domaine de liaison de TBK1 avec trois autres
protéines adaptatrices, a savoir TANK, NAP1 et SINTBAD, également impliquées dans
I’activation d’IRF3 et NF-kB. Cependant, il a été suggéré que I’interaction entre OPTN et

0 1 . ..
380,381 " Ceci est en contradiction

TBKI1 était constitutive et indépendante de 1’ubiquitination
avec le modele de régulation dynamique de TBK1 dans lequel la stimulation par des PAMPs
conduit au recrutement, via des protéines adaptatrices, de la kinase inactive au sein d’un
signalosome, entrainant de ce fait une forte concentration locale de celle-ci et a son activation

par trans-autophosphorylation®. Nous avons démontré que suite & une stimulation du TLR3
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ou des RLRs, un recrutement de TBK1 est observé au niveau d’OPTN, et cela a également
confirmé par une récente publication’. Cette interaction inductible suggére que la fonction
de protéine échafaudage d’OPTN précede le recrutement de TBK1. En outre, 1’'ubiquitination
de type K63 des lys30 et 401 de TBKI est un pré-requis pour son activation et OPTN
contrairement a NAPI et SINTBAD, posséde des sites de liaison & 1’ubiquitine®’,
Effectivement, de mani¢re semblable a NEMO, OPTN posséde dans sa partie C-terminale
deux domaines de liaison a 1’'ubiquitine composés d’'un domaine UBAN (Ubiquitin-Binding
regions of ABIN proteins and NEMO) ainsi que d’un domaine en doigt de zinc (ZF, Zinc
finger) lui conférant la capacité de se lier aux chaines d’ubiquitine de type K63 et M1°7%?%
(Figure 20). De plus, une publication a décrit le role primordial de ’'UBD d’OPTN pour une
activation optimale de TBK1 et la production d’IFN**!. De ce fait, il a été proposé que des
adaptateurs, possédant un UBD, pouvaient reconnaitre les chaines d’ubiquitine associées a
TBK1 déclenchant ainsi une oligomérisation supérieure de la kinase entrainant finalement sa

trans-autophosphorylation®®® (Figure 21).
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Figure 21 : Modéle d’activation de TBK1%*¢
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Compte tenu des observations et du modéle précédent, nous avons émis I’hypothese
qu’OPTN pourrait reconnaitre les chaines d’ubiquitine associées a TBKI, via son UBD.
Aprés co-transfection d’OPTN-Flag et des différentes constructions de TBKI1, une
immunoprécipitation d’OPTN a été réalisée. Nous avons alors constaté une diminution
significative de D’interaction entre OPTN et TBKI1 lorsque celui-ci présente un défaut
d’ubiquitination (Figure 22). De plus un défaut d’agrégation de TBK1 au niveau de I’appareil
de Golgi est observé dans ces mémes conditions. Il semblerait donc qu’OPTN recrute, via son

UBD, TBK1 ubiquitinylé, au niveau de I’appareil de Golgi.

OPTN-Flag

IP Flag

Lys.

Figure 22 : OPTN, senseur des chaines d’ubiquitine de TBK1
Des cellules HEK293T ont été co-transfectées par les plasmides OPTN-Flag et les différentes
constructions de TBK1. Les lysats cellulaires ont alors été soumis a une immunoprécipitation avec un
anticorps dirigé contre [’étiquette Flag. Les échantillons ont ensuite été analysés par western blot

avec les anticorps dirigés contre les protéines indiquées.

Nous sommes désormais dans la mesure de compléter le modele d’activation de
TBKI : Suite a une infection virale, I’engagement des PRRs et de leurs adaptateurs déclenche
une cascade de signalisation menant notamment a 1’ubiquitination de TBK1. OPTN reconnait
alors, via son UBD, les chaines d’ubiquitine associées a TBK1 ayant pour conséquence le
recrutement de TBK1 au niveau de 1’appareil de Golgi conjointement & son oligomerisation
aboutissant finalement a sa trans-autophosphorylation. Une fois totalement activée, cette

protéine peut alors exercer son role de kinase en phosphorylant IRF3 (Figure 23).
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Figure 23 : Mécanisme d’activation de TBK1 suite a I’activation des RLRs et du TLR3

Les résultats actuels suggerent que ni I’extrémité N-terminale, ni I’'UBD seuls sont
suffisants pour cette interaction, soutenant ainsi un modele de liaison bi-partite entre OPTN et
TBK1°*"** : 1’interaction en N-terminale étant encore renforcée lors de ’ubiquitination de
TBKI. II est possible que cette interaction bi-partite permette un mécanisme de rétro-action
positif entre ces deux protéines, comme récemment proposé¢ lors de la mitophagie ou la
phosphorylation d’OPTN par TBK1 sur les résidus S473 et S513 augmente sa liaison aux

mitochondries ubiquitinylées, qui & son tour amplifie 1’activation de TBK 1%

OPTN, cible de la protéine NS3 du BTV

Le systéme interféron est une mécanique antivirale puissante et complexe qui permet
de circonscrire la propagation virale avant la mise en place d’une réponse immune spécifique.

Les virus ont su pour la plupart co-évoluer avec ce systéeme en développant des stratagémes
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originaux afin d’échapper a cette réponse. Ils ont notamment sélectionné une grande diversité
de mécanismes pour contrecarrer la voie IFN a la fois au niveau de son induction et de ses
effecteurs, témoignant ainsi de I’importance physiologique de cette voie.

Dans le cadre de nos travaux, nous avons découvert que la protéine NS3 du BTV
(BlueTongue Virus) cible OPTN au niveau de I’appareil de Golgi, diminuant ainsi I’activation
de TBKI1 et la signalisation résultante.

Le BTV ou virus de la fievre catarrhale appartient a la famille des Reoviridae et au
genre Orbivirus. Dix segments d’ARNdb constituent le génome viral qui code pour sept
protéines structurales (VP-1 a -7) et cinq protéines non structurales (NS1 a NS4 et NS3A)**’.
Ce virus est connu depuis de nombreuses années pour étre un puissant inducteur des
interférons de type I dans de nombreux modeles in vitro et in vivo provenant de tissus et
d’especes variés. L'implication de RIG-I et MDAS dans la synthése d'IFN-B au cours de
l'infection par le BTV a récemment été démontrée®™. Cependant d'autres PRRs pourraient
contribuer a ce processus dans certaines cellules ou espéces. Une étude récente, a en effet
montré que le BTV infecte a la fois les pDCs et cDCs ovines mais induit la production d'IFN-
o/ uniquement dans les pDCs via un mécanisme qui requiert la maturation des endosomes en
absence de réplication virale®®. Ils démontrent également que le BTV active la voie de
signalisation des IFN-o/p dans les pDCs via MyD88, ainsi que via les kinases PKR et JINK>%.
C’est résultats indiquent 1’existence de réponses cellulaires différentes entre les cellules
immunes et non immunes. Ainsi, au cours des premiers stades de l'infection, une forte
production systémique d'IFN-a/f et d'autres cytokines serait induite dans des cellules
présentatrices d'antigénes spécialisées (principalement des pDCs) par un mécanisme RLR-
indépendant qui requiert la réplication virale, puis dans les principales cellules cibles de
l'infection, telles que les cellules endothéliales, des PRRs distincts répondent aux produits de
la réplication du BTV afin d'induire une réponse antivirale locale.

L’équipe du Dr. Damien Vitour a observé une réduction significative de ’activité
luciférase (sous le controle du promoteur IFN) dans des cellules infectées avec le BTV-8
démontrant par 1a méme la capacité du virus a bloquer la voie des RLRs>. Afin d’évaluer
quelle(s) protéine(s) virale(s) pouvaient étre a 1’origine de cet effet inhibiteur, 1’effet de
chaque protéine du BTV-8 a été évalué sur ’activation du promoteur IFN-f} apres stimulation
par RIG-I. De facon intéressante, 1’activation du promoteur IFN-f était drastiquement affectée
par la surexpression de la protéine NS3**°. Notre intérét pour cette protéine est survenu
lorsque nous avons appris qu’elle se localisait au niveau de I’appareil de Golgi, fait que nous

avons vérifi¢ par immunofluorescence. Apres avoir contrdlé qu’entre nos mains 1’expression
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de NS3 conduisait également a une diminution de I’activit¢ du promoteur interféron (test
luciférase) et par conséquent a une diminution de la phosphorylation et de 1’activation de
TBKI1 et IRF3, nous avons pu émettre 1’hypothése que 1’action de NS3 se situait au niveau
d’OPTN. En accord avec ce postulat, des expériences avaient montré que NS3 interférait avec
la voie de signalisation des RLRs en amont des kinases TBK1/IKKg et au niveau ou en aval
de MAVS. En effet, les protéines MAVS, TBKI, IKKe et IRF3-5D (une forme
constitutivement active d’IRF3) ont été surexprimées comme activateurs du promoteur IFN-f.
Alors que l'action de TBK1, IKKe et IRF3-5D n’était pas ou peu affectée par NS3, ce dernier
était en revanche capable de bloquer l'activation du promoteur IFN-B médiée par MAVS™.
Nous avons alors entrepris de réaliser des expériences d’immunoprécipitation qui démontrent
une interaction entre OPTN et NS3. OPTN et TBK1 forment un complexe de signalisation qui
conduit notamment a la production des IFN de type I. Puisque NS3 interagit avec OPTN et
perturbe les réponses menées par TBK1 nous avons alors pensé que NS3 pourrait interférer
dans I’interaction OPTN-TBKI1. Suite a une infection virale, nous avons donc réalisé des
expériences d’immunoprécipitation en présence ou en absence de NS3. Dans les cellules
exprimant NS3, une forte diminution de I’interaction entre OPTN et TBKI1 est observée,
suggérant ainsi que cette protéine virale bloque I’interaction de TBK1 avec OPTN. Nous
avons enfin établi que les cellules exprimant NS3 présentent un défaut d’agrégation de TBK1
au niveau de I’appareil de Golgi. Ainsi NS3 inhibe la formation du complexe OPTN-TBKI,
suite @ un défaut de recrutement de TBK1 au niveau de son adaptateur. Il serait maintenant
important de définir les domaines d’interactions entre NS3 et OPTN. Pour cela, il serait
nécessaire d’évaluer la capacité de NS3 a interagir avec une protéine OPTN déficiente soit
pour sa partiec N- ou C-Terminale, afin de déterminer si cette protéine virale entre en
compétition avec le domaine de liaison de TBK1. Dans le cadre de nos expériences, nous
avons exprimé une protéine NS3 taggée, il conviendrait donc de réaliser des infections avec
des souches de BTV pour ensuite confirmer que, dans ce cas 13, nous observons toujours une
diminution de I’interaction de TBK1 avec OPTN et un défaut d’agrégation de celui-ci au
niveau de I’appareil de Golgi. Lors de nos expériences de luciférase en présence de NS3, nous
n’observons pas une inhibition de 1’activation du promoteur IFN, mais plutot une diminution
significative, suggérant ainsi que NS3 n’est en soi pas suffisant pour inhiber complétement la
réponse immune. En effet, il a été récemment démontré que la protéine NS4, protéine
nucléaire serait un antagoniste des IFN’s et un facteur déterminant de la virulence virale™'. On
pourrait alors utiliser des souches de BTV normales ou délétées pour NS3, NS4 ou les deux

afin d’observer un possible effet synergique mais également vérifier qu’en absence de NS3,
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un retour de I’interaction entre OPTN et TBK1 est possible. A noter qu’il faudrait vérifier que
ce mécanisme d’échappement s’applique dans d’autres types cellulaires.

Le fait qu’OPTN soit ciblée par une protéine virale pour diminuer la production des
IFN de type I renforce nos constatations selon lesquelles OPTN est un effecteur important
dans l'activation de TBK1. Conformément a cette constatation, d’autres virus ont développé
des stratégies ciblant les protéines adaptatrices impliquées dans l'activation de TBK1. La
protéine C6 du virus de la vaccine se lie aux protéines adaptatrices, TANK, NAP1 et
SINTBAD, inhibant ainsi l'activation d’IRF3 et d’IRE7°"* et la protéine Gn des hantavirus
perturbe quant a elle la formation des complexes TRAF3-TBK1, bloquant ainsi la réponse en

1393

aval’”. Il n’est pas impossible que d’autres virus, qui comme le BTV possédent une de leur

protéine au niveau de 1’appareil de Golgi puissent également utiliser cette stratégie.

Quand est-1l de I’activation d’IRF3 ?

Au cours de cette étude nous avons démontré qu’OPTN recrute TBK 1, via ses chaines
d’ubiquitine, au niveau de ’appareil de Golgi ou la kinase pourra alors s’activer par trans-
autophosphorylation. Cependant nous n’avons pas exploré comment IRF3, substrat de TBK1,
atteint ce complexe de signalisation ainsi formé pour étre a son tour activé.

Une ¢étude publiée récemment atteste avoir découvert un mécanisme général
d’activation de ce facteur de transcription, via les protéines adaptatrices MAVS, STING et
TRIF**. Aprés leur stimulation, chaque adaptateur recrute et active la kinase TBK1, qui va
alors les phosphoryler, en retour, au niveau d’un motif consensus. Une fois phosphorylé, ces
adaptateurs recrutent a leur tour IRF3, via un domaine conservé de reconnaissance des
phosphoprotéines, permettant son activation par TBK1. IRF3 va alors se dissocier et se
dimériser avant de transloquer dans le noyau pour induire la production des IFNs>®*.

Bien que localisé au niveau de I’Appareil de Golgi, il est tout a fait possible que la
forme active de TBK1 puisse phosphoryler les adaptateurs décrit ci-dessus afin de favoriser le
recrutement et 1’activation d’IRF3. En effet, les mitochondries (ou est ancré MAVS) et les
endosomes (ou est recruté TRIF apres stimulation du TLR3) par le biais, respectivement, de
leur dynamique ou leur traffic, sont continuellement a proximité de 1’appareil de Golgi,
permettant ainsi a TBK1 de phosphoryler les protéines adaptatrices, processus qui semble
nécessaire a I’activation d’IRF3.

En plus d’étre, au niveau de I’appareil de Golgi, un senseur des chaines d’ubiquitine

de TBKI1, OPTN a également été décrite comme un substrat de TBK1. En effet, sa
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phosphorylation sur le résidu Ser177 par TBK1 augmente son association avec LC3 lors de
I’autophagie de Salmonella conduisant a une restriction de la prolifération bactérienne
intracellulaire®®. OPTN est associée a I’appareil de Golgi via Rab8, or leur domaine
d’interaction (141-209) inclut la S177. Apreés activation de TBKI1, la phosphorylation
d’OPTN pourrait alors perturber son association avec Rab8, permettant alors aux complexes
TBKI1/OPTN de quitter les membranes golgiennes qui pourrait de ce fait phosphoryler MAVS
ou TRIF a la membrane des mitochondries ou des endosomes, respectivement.

Les adaptateurs MAVS, STING et TRIF, tout comme IRF3 sont phosphorylés par
TBKI1 au niveau d’un motif concensus. Bien qu’OPTN soit également phosphorylée par cette
méme kinase sur la S177, ce résidu sérine ne fait pas partie d’un tel motif. Cette observation
ainsi que celle d’une absence d’intéraction entre OPTN et IRF3 nous conduit & penser que
cette phosphorylation n’est pas un signal de recrutement d’IRF3 au niveau des complexes
OPTN/TBKI1. Cette hypothése est corroborée par I’observation au cours de I’infection, de
I’accumulation de p-TBK1 au niveau des centrosomes a des temps tardifs, suggérant ainsi que
la kinase activée est libérée des membranes golgiennes apres son activation initiale au niveau

de cet organite.

Quand est-1l des autres voies de signalisation dépendante de TBK1 et OPTN ?

TBK1 et OPTN sont des protéines multifonctionnelles. Fait intéressant, elles forment
une entité¢ fonctionnelle non seulement lors de la signalisation de la réponse immune mais
¢galement lors de 1’autophagie. Une fois phosphorylée par TBK1 sur le résidu S177, OPTN
devient un adaptateur autophagique permettant le rapprochement entre LC3, composant des
membranes autophagosomales et les cibles de I’autophagie telles que Salmonella, des

r re . . . 62 5
agrégats de protéines ou encore les mitochondries endommagées®®* %%

. En particulier, lors
de la dépolarisation de la mitochondrie, 1’activation et la localisation de TBK1 au niveau de
cet organite, dépend de son interaction avec OPTN et la capacité de celle-ci a se lier aux
chaines d’ubiquitine au niveau mitochondrial’®®>. A son tour, la fonction d’OPTN durant la
mitophagie dépend de I’activité kinase de TBK1. En effet, la phosphorylation de la S473
¢largie la capacit¢ d’OPTN a reconnaitre de multiples chaines d’ubiquitine qui en
combinaison avec celle des résidu S177 et S513 favorise le recrutement et la rétention du

complexe OPTN/TBK1 au niveau de la mitochondrie®*®

. De plus, des mutations de TBK1
empéchant son interaction avec OPTN ont récemment été découvertes chez des patients

atteints de SLA et les résultats préliminaires suggerent que ces mutations causent une
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déficience fonctionnelle de TBK1 dans I’autophagie plutét que lors de la signalisation®’,
Nous ne savons pas, a ce jour, si il existe une diaphonie entre autophagie/mitophagie et les
voies de signalisation conduisant a la production des IFNs et/ou si certaines de ces ressources,
telles qu’OPTN sont limitées. Il est également possible que les deux événements soient
spatialement et/ou temporellement distincts et que D’interaction inductible d’OPTN avec
différentes protéines permette une distinction entre les différents éveénements cellulaires.
Notamment, la phosphorylation d’OPTN sur le résidus S177 par une autre kinase, Polo-like
kinase 1 (Plkl), provoque la dissociation d’OPTN avec Rab8, autorisant sa translocation
nucléaire ou elle s’associe a MYPT]I, qui en retour antagonise ’activité de Plk1 et permet la
division cellulaire®®. 11 est donc probable que d’autres mécanismes de régulation soient en
place pour transduire efficacement les signaux spécifiques d’OPTN, qui peut apparemment
subir des modifications post-traductionnelles similaires méme lorsqu’elle exerce des fonctions

différentes.

Quand est-1l d’IKK¢, I’homologue de TBK1 ?

La sérine/thréonine kinase IKKe est a la fois un régulateur de 1'immunité innée et un
oncogene qui est amplifié et surexprimé dans environ 30% des cancers du sein. IKKe favorise
la transformation maligne par l'activation de la signalisation NF-kB. En outre, les cancers du
sein qui abritent des amplifications dans le géne IKBKE dépendent de 1’expression de la
protéine pour leur survie. Bien que partageant 65% d’homologie de séquence avec TBK1, ces
deux protéines présentent certaines différences qui ont leur importance. La délétion du géne
de TBK1 conduit a une 1éthalit¢ embryonnaire au 15°™ jour en raison de I’activation de
I’apoptose, induite par le TNF, dans le foie, alors que les souris déficientes pour IKKe sont
viables. Les raisons de cette différence phénotypique sont encore incertaines mais peut
refléter en partie 1’expression différentielle de ces deux protéines. En effet, alors que TBK1
est constitutivement exprimée dans la plupart des cellules, IKKe est inductible,
majoritairement, dans les cellules immunitaires®”. En outre, il est possible que ces deux
protéines aient des fonctions non redondantes dans d’autres voies de signalisation que celles
citées ci-apres. IKKe et TBK1 sont malgré tout similaires dans leur capacité a phosphoryler
d’une part I’inhibiteur de NF-xB, IkBa et d’autre part les facteurs de transcription IRF3 et
IRF7 responsables de la production des IFNs de type 1. La question qui se pose alors est s’ils

ont pour autant le méme mécanisme d’activation ? Au cours de nos travaux, nous avions tout

127



d’abord observé que I’extinction d’IKKe, par siRNA, n’affectait que trés peu la production
d’IFN contrairement a celle de TBK1. La double extinction de ces deux protéines conduit par
contre a une inhibition de la réponse IFN. Il a également été démontré que la surexpression
d’IKKe, contrairement a celle d’un mutant dead kinase, pouvait restaurer 1’activation d’IRF3,
dans des cellules déficientes pour TBK1 témoignant ainsi d’une redondance entre ces deux
protéines*’. Malgré tout, certaines preuves semblent indiquer que le mécanisme d’activation
de ces deux protéines différe. Lors de nos travaux de recherche nous avons observé que lors
d’une infection virale, la forme active de TBK1 s’accumule dans un premier temps au niveau
de I’appareil de Golgi pour ensuite plus tardivement se localiser au niveau des centrosomes.
Bien que nous n’ayons pas vérifi¢ la localisation d’IKKe, il semblerait que suite a une
infection virale elle soit directement recrutée au niveau du réseau mitochondrial, via MAVS,
cela nécessite cependant des investigations supplémentaires®”’. Dans un contexte de
transformation cellulaire et de signalisation immunitaire, Zhou ef al. ont démontré qu’ IKKe
était ubiquitinylé sur les résidus K30 et K401°’. Dans le cadre de ma thése, nous avons
démontré que I'ubiquitination de TBK1 sur ces méme résidus permettait son recrutement, via
OPTN, au niveau de I’appareil de Golgi ou il peut alors se trans-autophosphoryler. Il
semblerait cependant que se ne soit pas le cas pour IKKe puisque aucune interaction entre
OPTN et cette kinase n’est observée par immunoprécipitation®'. De plus dans des BMDM
OPTN"*"™ o la forme sauvage d’OPTN est remplacé par un mutant incapable de se lier aux
chaines d’ubiquitine, une diminution de I’activation de TBK1 est observée contrairement a
celle de son homologue, en réponse au LPS, confirmant ainsi qu’OPTN n’est pas impliqué

dans Dactivation d’IKKg*®!

. Lors de leur étude, Zhou et al ont néanmoins montré que
I’'ubiquitination d’IKKe est essentielle a son activité kinase. En effet, le double mutant pour
les lysines 30 et 401 se lie toujours a CYLD mais est incapable de le phosphoryler, lui
permettant alors d’exercer sa fonction de déubiquitinase. Il présente également un défaut de
recrutement d’IKKf et NEMO.

Contrairement a TBK1, trés peu de choses sont connues sur 1’activation d’IKKe, il
serait donc intéressant de comprendre quels sont les mécanismes engagés, quelle est

I’importance relative de cette kinase dans D’activation des IFNs et la complexité de

fonctionnement du complexe TBK1/IKKe.
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Conclusion

Pris dans leur ensemble, nos résultats apportent de nouvelles évidences quant a
I’implication des organites dans la transduction de la signalisation, et illustrent également la
complexité de D’activation de la kinase TBKI, ¢lément clé de la réponse antivirale,
notamment via le processus d’ubiquitination.

Le systéme interféron est une mécanique antivirale puissante et complexe qui permet
de circonscrire la propagation virale avant la mise en place d’une réponse immune spécifique.
L’apport de découvertes fondamentales quant a 1’activation de cette machinerie ouvre des
perspectives intéressantes en termes de retombées thérapeutiques et/ou vaccinales. En effet,
une stratégie antivirale consisterait a utiliser des agonistes des PRRs ou des activateurs des
différents protagonistes de la voie IFN, notamment TBK1, pour soutenir cette réponse. Cette
connaissance approfondie des voies de signalisation permet également la découverte de
nouveaux stratagemes développés par les virus pour esquiver nos réponses antivirales. On
peut donc imaginer cibler les protéines virales qui bloquent la voie IFN afin de restaurer la
signalisation et son action antivirale.

Outre son rdle dans I'immunité innée, une signalisation dérégulée de TBKI1 est
associée a une transformation oncogénique. En effet, il a été montré que TBK1 est impliquée
dans la transformation cellulaire induite par Ras et la kinase AKT, dont la signalisation est
importante dans la survie cellulaire, est un substrat direct de TBKI1. Ainsi suite a la
découverte que [D’interaction d’OPTN avec TBKI1 est inductible, dépendante de
I’ubiquitination et essentielle pour I’activation de cette kinase, I’inhibition de ce complexe
pourrait étre une cible intéressante pour les réponses ou TBK1 est hyperactivée comme dans
certaines maladies auto-immunes ou certaines formes de cancer.

En plus de I’implication d’OPTN, de nouvelles causes génétiques de la SLA ont été
découvertes, notamment TBK1. Le complexe que forme ces deux protéines est alors devenu
une cible d’étude intriguante pour cette maladie neurodégénérative. Au vue de I’importance
du complexe TBKI/OPTN dans différentes fonctions cellulaires, il est nécessaire de
comprendre les mécanismes impliquant ces deux protéines et éventuellement leur connexion,

qui aidera sans aucun doute & mieux cerner les causes de la SLA.
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activation via the
mitochondrial E3 ligase

Mulan

Zemirli N, Pourcelot M, Ambroise G, Hatchi E, Vazquez A,
Arnoult D.

The FEBS journal 2014, 281(14): 3095-3112.

131



£FEBS

Journal

EDITOR'S CHOICE

Mitochondrial hyperfusion promotes NF-kB activation via
the mitochondrial E3 ligase MULAN

Naima Zemirli'23*, Marie Pourcelot"?**, Gorbatchev Ambroise'?3, Emeline Hatchi'?3,

Aimé Vazquez'?® and Damien Arnoult

1,2,3

1 INSERM, UMR_S 1014, Hopital Paul Brousse, Villejuif, France

2 Université Paris-Sud P11, Orsay, France

3 Equipe Labellisée Ligue contre le Cancer, Villejuif, France

Keywords
mitochondrial dynamics; MULAN; NF-«xB;
SIMH; TRAF2

Correspondence

D. Arnoult, INSERM, UMR_S 1014, Hopital
Paul Brousse, Villejuif 94800, France

Fax: + 33 (0)1 45 59 53 43

Tel: + 33 (0)1 45 59 60 38

E-mail: damien.arnoult@inserm.fr

*These authors contributed equally to this
work

(Received 28 March 2014, revised 25 April
2014, accepted 13 May 2014)

doi:10.1111/febs.12846

Mitochondria are dynamic organelles with a morphology resulting from
the balance between two opposing processes: fusion and fission. Little is
known about the function of mitochondrial fusion, beside its role in the
maintenance of mitochondrial DNA. We report here that enforced mito-
chondrial hyperfusion, due to the expression of a dominant-negative
mutant of Drpl or of MARCHS, promotes NF-xB activation in a TAKI-
and IKK-dependent manner, through the mitochondrial E3 ubiquitin ligase
MULAN. The capability of MULAN to activate NF-kB depends on its
RING domain and on the E3 ubiquitin ligase TRAF2. Under physiologi-
cal conditions, stress-induced mitochondrial hyperfusion (SIMH) is also
accompanied by NF-«xB activation, and the prevention of SIMH or the
knockdown of MULAN impairs NF-kB activation. During SIMH, MU-
LAN forms a complex with TRAF2 and modulates its ubiquitylation, sig-
nifying that TRAF2 may serve as an ubiquitylated transmitter of NF-kB
signaling in this pathway. Our results suggest that mitochondria, through
their dynamics, convert stress signals into a cell response leading to NF-«kB
activation.

Structured digital abstract
e TRAF?2 physically interacts with MULAN by anti bait coip (View interaction)

Introduction

Mitochondria are dynamic organelles that continually
move, fuse and divide [1]. Mammalian cells maintain
the shape of their mitochondria through a balance
between the opposing processes of mitochondrial
fusion and fission. This dynamic behavior is essential
for normal mitochondrial function and contributes to
fundamental processes, such as development, cell death
and aging [2]. The protein machinery regulating mito-
chondrial fission and fusion is now well characterized
[1]. In mammalian cells, dynamin-related protein 1

Abbreviations

(Drpl), hFis, mitochondrial fission factor, MiD49 and
MiD51 are required for mitochondrial fission [3-6].
Mitofusin 1 (MFN1), mitofusin 2 (MFN2) and optic
atrophy 1 (OPAL1) are essential for the fusion of mito-
chondria [7,8]. Drpl, MFNI1, MFN2 and OPAI are
dynamin-related GTPases [1].

Mitochondrial fission and fusion seem to be essen-
tial for mouse development and for neuronal survival
and function in mice and humans, but little is known
about the physiological role of mitochondrial

ActD, actinomycin D; CHX, cycloheximide; Drp1, dynamin-related protein 1; IFN, interferon; IKK, inhibitor of NF-xB kinase; IxB, inhibitor of
NF-xB; MEF, mouse embryonic fibroblast; MFN1, mitofusin 1; MFN2, mitofusin 2; mtDNA, mitochondrial DNA; OPAT1, optic atrophy 1;
SIMH, stress-induced mitochondrial hyperfusion; siRNA, short interfering RNA; TNF, tumor necrosis factor.
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Mitochondrial hyperfusion triggers NF-«xB activation

dynamics in cell function and survival [1,2]. Mitochon-
drial fission is required for the selective elimination of
depolarized mitochondria [9] and it occurs during
apoptosis [10]. Fission of the mitochondrial network
due to impaired mitochondrial fusion is often associ-
ated with bioenergetic defects due to a loss of mito-
chondrial DNA (mtDNA) [2]. Mitochondrial fusion is
therefore required for mtDNA maintenance, probably
because it allows mtDNA exchange between mitochon-
dria. It has also been reported that mitochondria hy-
perfuse in cells exposed to stresses inhibiting protein
synthesis, and this stress-induced mitochondrial hyper-
fusion (SIMH) has been proposed to constitute an
adaptive response to stress [11].

The transcription factor NF-xB is activated by
many inducers, including moderate stresses [12,13].
Each inducer is recognized by a receptor at the cell
surface or within the cell, and its binding triggers a
specific signaling pathway leading to NF-xB activa-
tion. Each pathway involves the organization of
signaling protein complexes, the formation of poly-
ubiquitin chains acting as binding agents on specific
transmitters and the action of kinases [12-14]. Never-
theless, all these complexes have a point in common:
they recruit and activate, through specific ubiquitylated
transmitters, the inhibitor of NF-xB (IxB) kinase
(IKK) complex, which consists of two catalytic kinas-
es, IKKa and IKKp, and the regulatory subunit
NEMO (also known as IKKy). IKK then phosphory-
lates the inhibitory IkB proteins, promoting their
Lys48 (K48)-linked ubiquitylation and proteasomal
degradation [12-14]. NF-xB dimers subsequently enter
the nucleus, where they initiate the transcription of
their target genes, including genes encoding antiapop-
totic proteins or proinflammatory cytokines.

Here, we report that hyperfusion of the mitochon-
drial network (e.g. due to the expression of a domi-
nant-negative form of Drpl or of MARCHS, or
stresses inhibiting protein synthesis) promotes NF-xB
activation through the mitochondrial E3 ubiquitin
ligase MULAN. Thus, mitochondrial dynamics con-
vert stress signals into a prosurvival response via NF-
kB activation.

Results

Enforced mitochondrial hyperfusion promotes
NF-kB activation

We searched for new signals emanating from the
mitochondrion and leading to NF-«xB activation. We
unexpectedly found that the expression of a dominant-
negative form of Drpl (Drpl®***) a mediator of
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mitochondrial fission [2], not only promoted a highly
interconnected mitochondrial network (referred to here
as mitochondrial hyperfusion), as reported in previous
studies [15,16], but also triggered NF-xB activation, as
shown by assessing NF-xB-driven luciferase reporter
activity (Fig. 1A). By contrast, Drpl expression had
no effect on mitochondrial morphology or NF-kB.
For confirmation that mitochondrial hyperfusion did
indeed lead to NF-kB activation, we also expressed a
mutant form of the mitochondrial E3 ubiquitin ligase
MARCHS5 (MARCH5"Y) which has also been
reported to promote mitochondrial hyperfusion by
altering the subcellular trafficking of Drpl [17].
MARCHS overexpression had no effect on the overall
organization of the mitochondrial network, but the
cells expressing MARCHS5"*Y had a highly intercon-
nected mitochondrial network and displayed NF-xB
activation (Fig. 1A). Mitochondrial hyperfusion seems
to promote NF-kB activation selectively, because the
expression of Drpl®¥¥* or MARCHS5"W did not
stimulate the expression of interferon (IFN)f-, inter-
feron-stimulated response element-, NFAT-, AP1- or
p53-dependent reporter genes (Fig. 1A and data not
shown). As a control, expression of the mitochondrial
adaptor MAVS, which is involved in antiviral innate
immunity [18], promoted both NF-«kB activation and
IFNB promoter activity (Fig. 1A) although it triggered
aggregation of the mitochondrial network (data not
shown) [19]. Finally, confirming the activation of NF-
kB in response to mitochondrial hyperfusion, nuclear
translocation of the p65 NF-kB subunit was observed
in cells with a highly interconnected mitochondrial net-
work after their transfection with constructs encoding
Drp1%34 or MARCH5"Y (Fig. 1B).

We then explored the signaling pathway involved in
NF-kB activation in response to mitochondrial hyper-
fusion, by knocking down the expression of several
key proteins of the NF-kB pathway with specific short
interfering RNAs (siRNAs) (Fig. 2). Knocking down
the expression of different members of the IKK com-
plex (the catalytic kinases IKKao and IKKP and the
regulatory subunit NEMO [20]) inhibited mitochon-
drial hyperfusion-induced NF-xB activation (Fig. 1C).
The IKK complex is activated by phosphorylation of
the IKKp subunit by the kinase TAK1 [14]. Thus, in
the absence of TAKI1, but not of RIP1, NIK, IKKeg or
TBKI1, other kinases reportedly involved in some NF-
kB signaling pathways [13], NF-«B activation was
hampered following transfection with constructs
encoding mutant forms of Drpl and MARCHS
(Fig. 1D).

NF-kB activation requires the nondegradative K63-
linked polyubiquitylation of key transmitters. These

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS
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Fig. 1. NF-xB activation triggered by mitochondrial hyperfusion. (A) HEK 293T cells were transfected with either an IFNB promoter reporter
or with an NF-kB reporter, together with the Renilla luciferase gene as an internal control. The cells were also transfected with an empty
vector (EV) or with a plasmid encoding MARCH5, MARCH5™3W, Drp1, Drp1®®* or MAVS. Luciferase assays were performed 24 h after
transfection and the results were normalized against Renilla luciferase activity. The data shown are means + SD from three independent
experiments (analysis of variance by Student’s ttests). ns, not significant; RLU, relative luminescence units. Mitochondrial morphology is
shown, together with the levels of the protein encoded by the genes used for transfection. (B) Hela cells were transfected with a plasmid
encoding Drp1¥®®* or MARCH5™3"W. Mitochondrial morphology and the nuclear translocation of the p65 NF-kB subunit were assessed by
immunofluorescence methods, 16 h later. Arrows indicate the transfected cells. (C-E) HEK 293T cells transfected with a control nonspecific
siRNA or with the indicated siRNAs, were also transfected 48 h later with an NF-kB reporter and with an empty vector (EV) or with a
plasmid encoding MARCH5™W or Drp1%®4, to promote mitochondrial hyperfusion. Luciferase assays were performed 24 h after the
second transfection and the results were normalized against Renilla luciferase activity. The data shown are the means + SD from three
independent experiments. ****P < 0.0001 with respect to cells transfected with the control siRNA (ANOVA). ns: not significant.

stimulus-specific ubiquitylated transmitters of NF-kB
signaling serve as a platform for the recruitment and
activation of the IKK complex [13,14]. Several
E3 ubiquitin ligases are involved in their ubiquityla-
tion. In several pathways leading to NF-kB activation,
TRAF2, TRAF3 or TRAF6 is responsible for catalyz-
ing the polyubiquitylation of the transmitters of NF-
kB signaling [13,14]. In our model, we found that

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS

TRAF2 was mainly required for a proper mitochon-
drial hyperfusion-induced NF-«xB activation (Fig. 1E).

We recently reported that a relay through metadher-
in, an endoplasmic reticulum-anchored protein, was
required for an optimal NF-kxB activation during
innate and adaptive immunity [21]. Interestingly, this
endoplasmic reticulum relay also seems to be involved
in mitochondrial hyperfusion-induced NF-xB activation,
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Fig. 2. Efficiency of the used siRNAs. HEK 293T cells were transfected with a control nonspecific siRNA or with the indicated siRNAs.
Knockdown of the targeted protein was assessed 72 h later, by immunoblotting cell extracts. Tubulin was used as a loading control.

because metadherin knockdown hampered NF-«B acti-
vation after the transfection of cells with constructs
encoding the mutant forms of Drpl and MARCHS
(data not shown).

Mitochondrial hyperfusion-induced NF-xB
activation is dependent on MULAN

As mentioned above, some E3 ubiquitin ligases are
involved in the polyubiquitylation of the transmitters
of NF-xB signaling, transducing the information lead-
ing to NF-xB activation. We therefore hypothesized
that mitochondrial dynamics might be linked to NF-
kB via the involvement of a mitochondrial E3 ubiqu-
itin ligase in this process. There are 46 genes encod-
ing for E3 ubiquitin ligases with at least one
transmembrane domain in the human genome [22],
but only four of these enzymes are localized at the
mitochondria in normal conditions: MARCHS,
TRIM59, MULAN and RNF144b [23]. We assessed
whether knocking down the expression of any of
these E3 ligases inhibited NF-kB activation after the
induction of mitochondrial hyperfusion. Only the
absence of MULAN decreased NF-kB activation in
response to the expression of Drpl®®4  or
MARCH5"W (Fig. 3A and data not shown), sug-
gesting that this E3 ubiquitin ligase is involved in
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Interestingly, MULAN (mitochondrial ubiquitin ligase
activating NF-xB, also called MAPL [24]) has been
reported to promote NF-kB activation after transfec-
tion [22,25]. MULAN consists of two predicted trans-
membrane domains and a C-terminal RING finger
domain exposed to the cytosol, which is critical for
ubiquitin transfer activity [22]. It has been suggested
that MULAN regulates mitochondrial dynamics [22],
but, in our hands, the loss of MULAN resulted in
no obvious changes to the morphology of the mito-
chondrial network (Fig. 4). The RING domain of
MULAN resembles those of c-IAPs [26], and c-IAPs
are known to participate in the polyubiquitylation of
the transmitter RIP1, to propagate NF-xB activation
following TNFRI1 stimulation [27,28]. As previously
reported [22,25], MULAN specifically triggered NF-
kB activation (Fig. 3B) and the ability of MULAN
to activate this transcription factor was dependent on
the catalytic activity of its RING domain, because
the MULANS*“ mutant gave significantly lower
levels of NF-kB activation (Fig. 3B). Indeed, based
on the available RING finger protein structure
[29,30], replacement of the Cys339 residue with an
alanine was predicted to prevent Zn>" coordination,
thereby impeding the overall function of the RING
domain.
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Fig. 3. Involvement of MULAN in mitochondrial hyperfusion-induced NF-kB activation. (A) HEK 293T cells were transfected with a control
nonspecific siRNA or with siRNAs against MAVS or MULAN. The cells were then transfected, 48 h later, with a NF-kB reporter and with
the Renilla luciferase gene as an internal control, and with either an empty vector (EV) or with a plasmid encoding MARCH5™3W or
Drp1%®A to promote mitochondrial hyperfusion. Luciferase assays were performed 24 h after transfection and the results were normalized
against Renilla luciferase activity. The data shown are means + SD from three independent experiments. RLU, relative luminescence units.
*xxxP < (0,0001 versus cells transfected with the control siRNA (ANOVA). ns, not significant. (B) HEK 293T cells were transfected with
either an IFNB promoter reporter or with an NF-kB reporter, together with the Renilla luciferase gene as an internal control. The cells were
also transfected with either an empty vector (EV) or with a plasmid encoding MULAN or MULANC33®A  Luciferase assays was performed
24 h after transfection and the results were normalized against Renilla luciferase activity. The data shown are means + SD from three
independent experiments (Student’s t-test). (C-E) HEK 293T cells transfected with a control nonspecific siRNA or with the indicated siRNAs
were also transfected 48 h later with an NF-kB reporter and with an empty vector (EV) or with a plasmid encoding MULAN. Luciferase
assays were performed 24 h after the second transfection and the results were normalized against Renilla luciferase activity. The data
shown are means + SD from three independent experiments. ****P < (0.0001, ***P < 0.001 versus cells transfected with the control
siRNA (ANOVA). ns, not significant.
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mitochondrial morphology was then evaluated on the basis of immunofluorescence.

We explored the signaling involved in the NF-«xB
activation triggered by MULAN, by knocking down
the expression of genes encoding several proteins of
the NF-xB pathway with specific siRNAs. MULAN
appeared to require the E3 ubiquitin ligase TRAF2,
TAKI1 and IKK to induce NF-kB activation (Fig. 3C—
E), as observed after expression of the Drpl®*¥* or
MARCH5"WY mutant to promote mitochondrial hy-
perfusion (Fig. 1C-E). Together, our results suggest
that enforced mitochondrial hyperfusion triggers NF-
kB activation through the E3 ubiquitin ligases MU-
LAN and TRAF2, and through the canonical pathway
involving the TAK1-IKK axis [13].

MULAN and TRAF2 are required for the
antiapoptotic function of Drp1%%®A and
MARCH5H43W

The expression of Drpl®¥** or MARCHS5"W pre-
vents mitochondrial fission after an apoptotic signal,
but it also inhibits cytochrome ¢ release and cell death
[15,31]. Although it is hotly debated [32], it has been
proposed that mitochondrial fission is essential for
mitochondrial outer membrane permeabilization and
downstream cytochrome ¢ release [10,15]. Moreover,

expression of the dominant-negative form of Drpl has
been reported to prevent Bax activation in response to
nitric oxide in neurons [33]. Importantly, the expres-
sion of Drp1%*** or MARCHS5"*Y promoted NF-kB
activation (Figs 1 and 5A), and this transcription fac-
tor induces the expression of antiapoptotic genes such
as those encoding Bcl-X;, XIAP or FLIP (Fig. 5B)
[34]. This suggests that Drpl®¥** and MARCH5"+W
may prevent apoptosis through NF-kB activation and
the downstream expression of antiapoptotic genes.

We then assessed the antiapoptotic activity of
Drpl®3¥ or MARCHS"WY in control nonspecific,
MULAN- or TRAF2-specific siRNA-transfected cells,
because the knockdown of MULAN or TRAF2
expression prevents NF-kB activation after transfec-
tion with the mutant constructs (Figs 1E and 3A). In
Drpl¥¥A. or MARCHS5"*W-transfected cells, the
inhibition of Bax activation and the apoptosis follow-
ing treatment with staurosporine were significantly
impaired when the expression of MULAN or TRAF2
was knocked down (Fig. 5C,D). These observations
suggest that the capability of Drpl®** and
MARCH5"W to prevent apoptosis is linked at least
partly to their roles in activating NF-kB due to the
mitochondrial hyperfusion that they induce.

Fig. 5. The knockdown of MULAN or TRAF2 expression prevents the anti-apoptotic effects of Drp1%®®* and MARCH5"W. (A) Hela cells
were transfected with vector encoding YFP or with a plasmid encoding YFP-tagged MARCH5™3W or YFP-tagged Drp1®®* to promote
mitochondrial hyperfusion. Twenty-four hours later, NF-kB activation was assessed with the detection of p-lkBa by immunoblotting cell
extracts. Actin was used as a loading control. (B) HelLa were transfected as in (A). Twenty-four hours later, the expressions of Bcl-X, FLIP,
XIAP and p65/RelA were assessed by RT-gPCR and normalized to GAPDH. The data shown are means + SD from three independent
experiments. ***P < 0.001, **0.001 < P < 0.01, *0.01 < P < 0.05 versus cells transfected with the empty vector (Student’s t-test). ns, not
significant. (C) HelLa cells were transfected with a control nonspecific siRNA or with siRNAs against MULAN or TRAF2. The cells were
transfected 48 h later, with a vector encoding YFP or with a plasmid encoding YFP-tagged MARCH5™W or YFP-tagged Drp1*®®4. Then,
24 h later, cells were left untreated or were treated with staurosporine (2 pum) for 8 h in the presence of zZVAD-fmk to prevent apoptosis.
The percentage of the YFP-positive cells displaying Bax activation was then assessed on the basis of immunofluorescence using a Bax
antibody (clone 6A7) that only recognizes the active form of Bax [42]. The data shown are the means + SD from three independent
experiments, with 300 cells per condition. ****P < 0.0001, ***P < 0.001, **0.001 < P < 0.01 versus cells transfected with the control
siRNA (ANOVA). ns, not significant. (D) As in (C) but with the percentage of apoptotic nuclei in the YFP-positive cells determined by
Hoechst staining.
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NF-kB activation is associated with stress-
induced mitochondrial hyperfusion

It has been reported that mitochondria hyperfuse and
form a highly interconnected network in cells exposed
to a number of stress stimuli preventing protein syn-
thesis, such as cycloheximide (CHX), actinomycin D
(ActD) and UV irradiation (UV-C); this process was
named ‘stress-induced mitochondrial hyperfusion’
(SIMH) [11]. We investigated whether this SIMH was
accompanied by NF-«xB activation. UV-C is known to
promote NF-kB activation [35]. We investigated
whether treatment with ActD or CHX could promote
both SIMH and NF-kB activation. As initially
reported [11], treatment with ActD or CHX induced
SIMH, and this mitochondrial hyperfusion was also
associated with NF-kB activation, as indicated by the
nuclear translocation of the p65 NF-kB subunit
(Fig. 6A). As previously described [11], morphological
changes in the mitochondria were first detected 2-3 h
after the induction of stress, and this process became
stronger with time, peaking at 6-9 h with the forma-
tion of highly interconnected mitochondria (Fig. 6B).
The nuclear translocation of p65 occurred concomi-
tantly with mitochondrial hyperfusion (Fig. 6B). Simi-
lar results were obtained for cells treated with ActD
(data not shown). The occurrence of mitochondrial
hyperfusion in the absence of protein synthesis (CHX
is a reversible inhibitor of translation, whereas ActD
prevents transcription) ruled out the possibility of the
highly interconnected mitochondrial network being
formed as a consequence of the transcriptional activity
of NF-kB. Finally, the slow degradation of the NF-xB
inhibitor IxBa after treatment with CHX confirmed
that mitochondrial hyperfusion was associated with
NF-kB activation (Fig. 6C).

We then investigated the possible role of SIMH in
the observed activation of NF-kB. For this purpose,
we investigated NF-kB activation in OPAl-deficient
cells, comparing the results obtained with those for
wild-type cells, because OPA1 has been shown to be
required for SIMH [11]. As previously described [11],
SIMH did not occur in OPA1—/— mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) after treatment with CHX for few
hours (Fig. 7A), but nuclear translocation of the p65
NF-kB subunit was also found to be partially inhib-
ited, as demonstrated by comparison with wild-type
MEFs (Fig. 7A,B). Moreover, the slower degradation
of IxBa in OPAl1—/— than in wild-type MEFs con-
firmed the requirement of SIMH for an optimal NF-
kB activation (Fig. 7C). The lack of OPAl had no
effect on the rapid activation of NF-xB after tumor
necrosis factor (TNF)a treatment (Fig. 8), suggesting
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that the molecular machinery responsible for NF-kB
activation was not affected in these cells. Finally, con-
firming that NF-xB activation was decreased in SIMH
incompetent cells after CHX treatment, the expression
of Bcl-Xi, the resistance to staurosporine-induced
apoptosis (after a period of recovery to get rid of the
inhibitory effect of CHX on the protein synthesis) and
the secretion of the NF-xB target gene TNFao were
reduced in the OPA1—/— MEFs in comparison with
wild-type MEFs (Fig. 7D-F).

MULAN is involved in NF-kB activation during
SIMH

Because mitochondrial hyperfusion-induced NF-xB
activation is dependent on MULAN (Fig. 3), we
hypothesized that this E3 ubiquitin ligase might be
required for the NF-kB activation detected during
SIMH (Fig. 6). The antibody directed against MU-
LAN that we obtained did not cross-react with murine
MULAN. We therefore knocked down MULAN lev-
els by transfecting HEK 293T cells with specific siR-
NAs. We then assessed the impact of MULAN loss on
NF-xB activation following CHX treatment. As in
MEFs, CHX treatment in HEK 293T cells promoted a
slow activation of NF-kB, as demonstrated by moni-
toring the degradation of IxBa (Fig. 9A). This degra-
dation was delayed in MULAN siRNA-transfected
cells (Fig. 9B). The impact of MULAN silencing on
NF-xB activation was also assessed by investigating
the nuclear translocation of the p65 NF-kB subunit.
MULAN siRNA-transfected cells displayed lower lev-
els of nuclear translocation for p65 than control cells
(Fig. 9C-E). SIMH took place after CHX treatment in
cells displaying MULAN knockdown, whereas NF-xB
activation was impaired (Fig. 9C,D), suggesting that
MULAN plays a role downstream from SIMH in NF-
kB activation. Finally, to confirm a role of MULAN
in NF-kB activation during SIMH, we observed that
the expression of Bcl-X;, the resistance to stauro-
sporine-induced apoptosis and the secretion of TNFa
were diminished in MULAN siRNA-transfected cells
after CHX treatment (Fig. 9F-H).

Because TRAF2 was found to be required for the
activation of NF-xB by MULAN (Fig. 3E), we
hypothesized that these two E3 ubiquitin ligases are
part of the same complex, promoting NF-xB activa-
tion, during SIMH. We then immunoprecipitated
TRAF2 and demonstrated a time-dependent recruit-
ment of MULAN after the induction of SIMH
(Fig. 10A) suggesting that these two proteins integrate
the same complex after SIMH induction. When OPAL
expression was knocked down to suppress SIMH, the
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Fig. 6. Stress-induced mitochondrial hyperfusion is accompanied by an activation of NF-xB. (A) Wild-type MEFs were either left untreated
(UT) or were exposed to 3 pg-mL~" actinomycin D (ActD) or 10 um cycloheximide (CHX) for 9 h. The nuclear translocation of the p65 NF-kB
subunit and mitochondrial morphology [mitochondria stained with anti-(cytochrome c)lgl were assessed by immunofluorescence.
Representative images are shown, with the boxed areas enlarged on the right. (B) Quantification, over time, of MEFs exposed to 10 um
CHX and with very long, connected, tubular (hyperfused) mitochondria (upper histogram) or with nuclear p65 (lower histogram). (C) Wild-
type MEFs were exposed to 10 um CHX. Cell extracts were then analyzed by immunoblotting, to assess the degradation of IkBa at various

time points. Tubulin was used as a loading control.

association between TRAF2 and MULAN was
impaired (Fig. 10B), indicating a requirement for mito-
chondrial network fusion for the formation of a
TRAF2-MULAN complex to ensure NF-kB activa-
tion. Finally, the level of ubiquitylation of TRAF2
was investigated during SIMH, in the presence and the
absence of MULAN. In cells transfected with MU-
LAN siRNA, TRAF2 was significantly less ubiquity-
lated than in control cells after the induction of
SIMH, suggesting a role for MULAN in the polyubig-
uitylation of TRAF2 in this pathway (Fig. 10C).

Discussion

The activation of pro-apoptotic Bcl-2 members, such
as Bax or Bak, in response to strong stress signals pro-
motes mitochondrial outer membrane permeabiliza-
tion. This leads to the release into the cytosol of

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS

mitochondrial apoptogenic factors, such as cyto-
chrome ¢, which triggers caspase activation, leading to
apoptosis [36]. By contrast, following moderate stress
responses of various types, leading to protein synthesis
inhibition, cells undergo SIMH and become more
resistant to apoptosis [11]. It has been suggested that
the increase in mitochondrial ATP production that
accompanies SIMH constitutes an adaptive prosurvival
response to stress [11], but our findings suggest that
SIMH also stimulates an antiapoptotic pathway
involving NF-kB activation, because this transcription
factor induces the expression of antiapoptotic genes,
such as those encoding Bcl-X;, XIAP or FLIP [34].
Indeed, we found that SIMH was associated with NF-
kB activation, and that mitochondrial dynamics and
NF-kB were linked via the mitochondrial E3 ubiquitin
ligase MULAN, for which a knockdown of expression
was shown to inhibit SIMH-induced NF-kB activation.
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Fig. 7. The inhibition of SIMH impairs NF-kB activation. (A) WT or OPA1—/— MEFs were either left untreated (UT) or were exposed to
10 um CHX for 9 h. Nuclear translocation of the p65 NF-kB subunit and mitochondrial morphology were assessed by immunofluorescence.
Representative images are shown, with the boxed areas enlarged on the right. (B) WT or OPA1—/— MEFs were either left untreated or
exposed to 10 pm CHX for 6, 7 or 8 h. Nuclear extracts were then analyzed by immunoblotting, to evaluate nuclear translocation of the p65
NF-xB subunit. The nuclear protein PARP served as a loading control. The pixel intensity of each band was quantified using imaGEJ software
and the ratio p65/PARP was calculated and represented in arbitrary units (AU). (C) WT or OPAT—/— MEFs were exposed to 10 um CHX. The
degradation of IkBa was then assessed in cell extracts, by immunoblotting at different time points. Tubulin was used as a loading control.
(D) WT or OPA1—/— MEFs were either left untreated or exposed to 10 uv CHX for 9 h. Bcl-X expression was then measured by RT-gPCR
and normalized to GAPDH. The data shown are means + SD from three independent experiments. ***P < 0.001 versus the WT cells
(Student’s ttest). ns, not significant. (E) WT or OPA1—/— MEFs were either left untreated or exposed to 10 um CHX for 8 h. The cells were
then washed with NaCl/P; and incubated in fresh medium for a 18 h period of recovery. Next, cells were treated with 2 pum staurosporine
(STS) for 14 h. In all cases, the cells were harvested and stained with annexin V FITC for flow cytometric analysis. The data shown are
means + SD from three independent experiments. ****P < 0.0001, **0.001 < P< 0.01 versus WT cells (Student’s ttest). ns, not
significant. (F) WT or OPA1—/— MEFs were either left untreated or exposed to 10 um CHX for 9 h. The cells were then washed with NaCl/
P; and incubated in new medium. The secretion of TNFa was measured by ELISA 18 h later. The data shown are means + SD from three
independent experiments. **0.001 < P < 0.01 versus WT cells (Student’s t-test). ns, not significant.

Nevertheless, although we have determined that NF- protein synthesis is likely not only dependent of the
kB activation is linked to SIMH, the overall NF-xB SIMH. For instance, UV treatment has been reported
activation as a consequence of stress stimuli preventing to promote SIMH [11] and NF-xB activation in part
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Nuclear extracts were then analyzed by
immunoblotting, to evaluate nuclear
translocation of the p65 NF-kB subunit.
The nuclear protein PARP served as a
loading control.

through MULAN (our unpublished data), but DNA
damage is also well known to promote NF-«xB activa-
tion through ATM and a post-translational modifica-
tion of NEMO [37]. Similarly, ActD or CHX
treatment that triggers SIMH probably also promotes
NF-kB activation independently of the mitochondrial
dynamics and MULAN, explaining therefore the fact
that, in OPA1—/— cells or after MULAN knockdown,
the modulation in NF-xB activation is modest.
MULAN is anchored in the mitochondrial outer
membrane [22,26] and has been reported to promote
NF-kB activation when overexpressed [22,25]. We
show here that the ability of this protein to promote
NF-kB activation is dependent on its RING domain.
Because the RING domain of MULAN resembles
those of IAPs [26] and c-IAPs are important effectors
of NF-kB activation through the promotion of poly-
ubiquitylation for the transmitters of the NF-«B path-
way [27,28], MULAN probably regulates the
activation of this transcription factor in a similar way.
Following TNFRI1 activation, c-IAPs and TRAF2/5
induce the polyubiquitylation of RIP1, and the ubiqu-
itin chains linked to RIP1 play a key role in IKK acti-
vation by the kinase TAKI1 [13,14]. In our hands,
MULAN required TRAF2 to activate NF-xB in a
TAK1- and IKK-dependent manner. However,
whereas TRAF2 co-immunoprecipitated with MU-

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS

OPA1 —/—

LAN during SIMH, it remains unclear whether MU-
LAN binds directly to TRAF2 or whether MULAN
and TRAF2 form a complex with a transmitter of the
NF-xB pathway, as for the RIP1/c-IAPs/TRAF2 com-
plex, following TNFR1 stimulation [13,14].

SIMH and the ensuing activation of NF-kB result
from stress signals inhibiting protein synthesis (UV-C,
CHX, ActD, etc.). The transcriptional activity of NF-
kB is thus impaired in these conditions. Nevertheless,
cells exposed to this stress signal for prolonged periods
eventually die by apoptosis (indeed, UV-C, CHX and
ActD are known to be good inducers of apoptosis).
This implies that the prosurvival effect of SIMH, due
to increases in ATP production [11] or NF-«xB activa-
tion (this study), is effective only for brief periods of
stress. More prolonged periods of exposure to stress
instead result in apoptosis. Finally, one interesting
question that remains unanswered concerns the way in
which the inhibition of protein synthesis is ‘sensed’
within the mitochondria to promote SIMH.

Based on our results, we propose the following
working model (Fig. 10D). After a moderate stress
leading to protein synthesis inhibition (UV, CHX,
ActD, etc.), SIMH takes place, promoting MULAN
activation. The resulting hyperfusion of the mitochon-
drial network involves OPA1 and the mitochondrial
inner membrane protein SLP-2, a member of the
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SPFH family (prohibitin/stomatin/flotillin/Hflk) of
putative scaffolding proteins, as previously reported
[11]. Tt remains unclear how SIMH activates MULAN,
and this aspect merits further exploration. MULAN
then triggers the polyubiquitylation of a transmitter of
the NF-kB pathway. The TAK1/TABs and IKK com-
plexes are recruited to the polyubiquitin chains. TAK1
phosphorylates IKKf, which in turn, promotes NF-xB
activation by inducing the phosphorylation and pro-
teasome degradation of IxBa. Free NF-xB dimers then
migrate into the nucleus to exert their transcriptional
effects. The ubiquitylated transmitter of this NF-xB
signaling pathway may be TRAF2, which we found to
interact with MULAN and to be less ubiquitylated in
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the absence of MULAN during SIMH. TRAF2 func-
tions as a polyubiquitylated transmitter of the NF-xB
pathway in B cells, following engagement of the
TNFR family member CD40 [38], providing support
for the idea that TRAF2 may act as a polyubiquitylat-
ed transmitter during SIMH.

It was recently shown that, during autophagy, mito-
chondria elongate, are spared from degradation and
sustain cell viability [39]. The reported mitochondrial
elongation during autophagy seems to be similar to
the mitochondrial hyperfusion observed when protein
synthesis is blocked, suggesting that MULAN may be
activated during autophagy. Interestingly, there seems
to be a link between the NF-«B signaling pathway and

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS
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Fig. 9. Involvement of MULAN in NF-kB activation during SIMH. (A) HEK 293T cells were exposed to 10 um CHX. The degradation of lkBa
was then assessed in cell extracts by immunoblotting at different time points. Tubulin was used as a loading control. (B) HEK 293T cells
were transfected with a control nonspecific siRNA or with siRNAs raised against MULAN. Then, 72 h later, the cells were either left
untreated or treated with 10 um CHX for 6 or 9 h. Cell extracts were then analyzed by immunoblotting, as indicated. Tubulin was used as a
loading control. * indicates a probable nonspecific band. (C) HEK 293T cells were transfected with a control non specific siRNA or with a
siRNA against MULAN. Then, 72 h later, the cells were either left untreated (UT) or exposed to 10 um CHX for 9 h. Mitochondrial
morphology and nuclear translocation of the p65 NF-kB subunit were assessed by immunofluorescence. Representative images are shown,
with the boxed areas enlarged on the right. The pixel intensity of the nuclear signal of p65 in 50 cells in each condition was quantified using
IMAGEJ software in (D). ***P < 0.001, versus cells transfected with the control siRNA. ns, not significant; AU, arbitrary unit. (E) HEK 293T
cells were transfected for 72 h with a control non specific siRNA or with a siRNA against MULAN. Nuclear extracts were then analyzed by
immunoblotting, to evaluate nuclear translocation of the p65 NF-kB subunit after exposure to 10 um CHX for 6, 7 and 8 h. The nuclear
protein PARP served as a loading control. The pixel intensity of each band was quantified using imaGeJ software and the ratio p65/PARP was
calculated and represented in arbitrary units (AU). (F) HEK 293T cells were transfected with a control non specific siRNA or with a siRNA
against MULAN. Seventy-two hour later, the cells were either left untreated or exposed to 10 um CHX for 9 h. Bcl-X| expression was then
measured by RT-gPCR and normalized to GAPDH. The data shown are means +£ SD from three independent experiments.
**0.001 < P<0.01 versus cells transfected with the control siRNA (Student's ttest). ns, not significant. (G) HEK 293T cells were
transfected with a control non specific siRNA or with a siRNA against MULAN. Then, 72 h later, the cells were either left untreated or
exposed to 10 um CHX for 8 h. Then the cells were washed with NaCl/P; and incubated in fresh medium for a 18 h period of recovery.
Next, cells were treated with 2 pum staurosporine (STS) for 14 h. In all cases, the cells were harvested and stained with annexin V FITC for
flow-cytometric analysis. The data shown are means + SD from three independent experiments. ***P < 0.001, **0.001 < P < 0.01 versus
cells transfected with the control siRNA (Student’s ttest). ns: not significant. (H) HEK 293T cells were transfected with a control non
specific siRNA or with a siRNA against MULAN. Then, 72 h later, the cells were either left untreated or exposed to 10 um CHX for 9 h. The
cells were then washed with NaCl/P; and incubated in new medium. The secretion of TNFa was measured by ELISA 18 h later. The data
shown are means + SD from three independent experiments. **0.001 < P < 0.01 versus cells transfected with the control siRNA
(Student’s t-test). ns, not significant.

the induction of autophagy, because constitutively
active IKK subunits have been shown to stimulate
autophagy and to transduce multiple signals operat-
ing in starvation-induced autophagy, including the
phosphorylation of AMPK and JNK [40]. The
involvement of MULAN in autophagy, through its
capability to activate NF-xB, should thus be explored

Protein extraction and immunoblot analysis

Cells were lysed in lysis buffer (20 mm Tris/HCl pH 7.4,
137 mm NaCl, 2 mm EDTA, 1% Triton X-100, 2 mm
sodium pyrophosphate, 10% glycerol, 25 mm B-glycero-
phosphate, 1 mM sodium orthovanadate) supplemented
with Complete protease inhibitor mixture (Roche Molecu-
lar Biochemicals, Meylan, France). After incubation on ice

further.

In conclusion, our results shed light on a new func-
tion of mitochondria in the activation of the transcrip-
tion factor NF-kB, as a result of SIMH, via the
E3 ubiquitin ligase MULAN. Our findings demon-
strate that, over and above their role in bioenergetics
and cell death, mitochondria are also organelles
responsible for the sensing of stress signals and their
conversion into biological responses.

Experimental procedures

Cell culture and reagents

MEFs and HEK 293T cells were cultured in standard con-
ditions. HEK 293T cells were purchased from the Ameri-
can Type Culture Collection (Manassas, VA, USA).
OPAl1—/— and the corresponding wild-type MEFs [41]
were provided by D.C. Chan (Division of Biology, Califor-
nia Institute of Technology, Pasadena, CA, USA). CHX,
ActD and staurosporine were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS

for 10 min, a soluble extract was obtained by centrifuga-
tion at 11 000 g for 10 min at 4 °C. The lysate (20 ug) was
boiled in SDS sample buffer and resolved by SDS/PAGE.
Immunoblot analysis was performed with specific antibod-
ies and the antigen—antibody complexes were visualized by
chemiluminescence (Immobilon Western, Merck Millipore,
Billerica, MA, USA).

Subcellular fractionation

For immunoblot analysis of the nuclear translocation of
p635, 5-10 x 10° cells were washed with 1x NaCl/P; and
incubated for 5 min at 4 °C in 200 uL buffer A (10 mm
Hepes pH 7.4, 10 mm KCI, 0.1 mm EDTA, 0.1 mm EGTA,
1 mm dithiothreitol, 1 mm NazVO4, 1 mm NaF and Com-
plete protease inhibitor cocktail). Plasma membranes were
solubilized by incubation with 12.5 pL of 10% Igepal
(Sigma) for 5 min at 4 °C. Nuclei were collected by centri-
fugation at 600 g and washed twice with buffer A. Nuclear
proteins were then extracted by incubation with 30 pL buf-
fer B (20 mm Hepes pH 7.4, 400 mm NaCl, 1 mm EDTA,
1 mm EGTA, 1 mm dithiothreitol, 1 mm NazVOy4, 1 mMm
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Fig. 10. MULAN and TRAF2 integrate the same complex during SIMH. (A) HEK 293T cells were either left untreated or exposed to 10 um
CHX for 4 or 8 h. Cell lysates (Lys) were subjected to immunoprecipitation (IP) with an antibody raised against TRAF2 or with a control IgG.
Samples were then analyzed by immunoblotting with antibodies against the indicated proteins. ° IgG heavy chains. * probable non specific
band. (B) HEK 293T cells were transfected for 72 h with a control non specific siRNA or with a siRNA against OPA1. Cells were then
treated as in (A). ° IgG heavy chains. * probable non specific band. C, HEK 293T cells were transfected for 72 h with a control non specific
siRNA or with a siRNA against MULAN, then treated and analyzed as in (A). ° IgG heavy chains. * probable non specific band. Ub,,
polyubiquitylation; D, working model, see discussion for description.

Proteasome degradation

NaF, and Complete protease inhibitor cocktail), with shak-
ing. Nuclear extracts were cleared by centrifugation at
13 000 g and analyzed by immunoblotting.

Antibodies

The primary antibodies used for immunoblotting were as
follows: mouse monoclonal anti-(Drpl/DIpl) (BD Biosci-
ence, Franklin Lakes, NJ, USA, clone §8; 1 : 4000 dilution),
mouse monoclonal anti-(Cardif/MAVS) (Alexis Biochemi-
cals, San Diego, CA, USA, clone Adri-1; 1 : 5000), rabbit
polyclonal anti-(MULAN/MAPL) (kindly provided by Dr
H.M. McBride, Montreal Neurological Institute, McGill
University, Montreal, Canada; 1 : 5000), rabbit polyclonal
anti-MARCHS5 (kindly provided by Dr R.J. Youle, NIH/
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NINDS, Bethesda, MD, USA; 1 : 2000), mouse monoclo-
nal anti-tubulin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA, clone 10DS8; 1 : 5000), rabbit polyclonal anti-
IkBa (Cell Signaling Technology, Danvers, USA; 1 : 5000),
rabbit polyclonal anti-p65 (Santa Cruz Biotechnology,
C-20; 1 :5000), anti-PARP (BD
Biosciences, clone C2-10; 1 :4000), mouse monoclonal
anti-TRAF2 (Santa Cruz Biotechnology, clone F-2;
1 : 5000), mouse monoclonal anti-OPA1 (BD Biosciences,
clone 18; 1:5000), mouse monoclonal anti-ubiquitin
(Santa Cruz Biotechnology, clone P4D1; 1 : 1000), rabbit
polyclonal anti-NIK (Santa Cruz Biotechnology, H-248;
1 : 1000), mouse monoclonal anti-(IKKy/NEMO) (BD Bio-
sciences, clone C73-764; 1 : 2000), rabbit polyclonal anti-
TRAF3 (Santa Cruz Biotechnology, H-122; 1 : 1000),

mouse monoclonal

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS
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mouse monoclonal anti-TRAF6 (Santa Cruz Biotechnology,
clone D—10; 1 : 5000), rabbit polyclonal anti-TAK1 (Cell
Signaling Technology; 1 : 2000), mouse monoclonal anti-
IKKa (BD Biosciences, clone B78-1; 1 2000), mouse mono-
anti-IKKf (BD Biosciences, F18-1875;
1 : 2000), mouse monoclonal anti-RIP1 (BD Biosciences,
clone 38/RIP; 1 : 4000). The antibody used for the immuno-
precipitation of endogenous TRAF2 was a mouse monoclo-
nal anti-TRAF2 Ig (Santa Cruz Biotechnology, clone F-2).
The primary antibodies used for immunofluorescence micros-
copy were rabbit polyclonal anti-p65 (Santa Cruz Biotechnol-
ogy, C-20; 1:500), mouse monoclonal anti-cytochrome ¢
(BD Biosciences, clone 6H2.B4; 1 : 800) and mouse mono-
clonal anti-Bax (clone 6A7; 1 : 200; Sigma-Aldrich).

clonal clone

Transfections and plasmids

HEK 293T and HeLa cells were transfected using Fugene 6
(Promega, Madison, WI, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. The various plasmids used, encoding
Drpl, Drp1®3¥4 MARCH5, MARCH5"Y MULAN or
MULANS*4 were kindly provided by R.J. Youle.

Luciferase assays

Cells were plated in 24-well plates. On the second day, cells
were cotransfected with 200 ng of the plasmid of interest
and 50 ng of a construct encoding firefly luciferase under
the control of the IFNB promoter or driven by three copies
of an NF-kB enhancer, and 10 ng of the Renilla luciferase
pRL-TK plasmid (Promega). Transfected cells were col-
lected and luciferase activity was assessed in the Dual-lucif-
erase reporter assay (Promega), on a Fluorostar Optima
machine (BMG Labtech, Ortenberg, Germany). Each
experiment was carried out in triplicate. For each sample,
the number of firefly luciferase luminescence units was
divided by the number of Renilla luciferase luminescence
units to obtain the number of relative luminescence units
(RLU).

Immunoprecipitation

Cell lysates were prepared in lysis buffer C (50 mm Tris/
HCI, pH 7.5, 140 mm NaCl, 5 mm EDTA, 5% glycerol,
1% Triton X-100, and 1% Nonidet P-40) supplemented
with Complete protease inhibitor cocktail and incubated on
ice for 20 min. Soluble proteins were subjected to immuno-
precipitation with an anti-TRAF2 (2 pg-mL™"), or mouse
anti-IgG serum as a control. An aliquot of the total lysate
was included as a control. After incubation for 1 h, 20 pL
of equilibrated protein G—agarose beads (Roche Molecular
Biochemicals) were added. The mixture was incubated for
1 h to allow immunoprecipitation to occur. The beads were
then washed three times with buffer C. Immune complexes
were resolved by SDS/PAGE and immunoblotted.

FEBS Journal 281 (2014) 3095-3112 © 2014 FEBS
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Immunofluorescence microscopy

Cells grown in LabTek (Fisher Scientific, Illkirch, France)
chambers were fixed by incubation for 10 min in 4% para-
formaldehyde, and then permeabilized by incubation with
0.15% Triton X-100 in NaCl/P; for 15 min. The cells were
then incubated for 1 h in blocking buffer (2% BSA in
NaCl/P;) and then with the primary antibodies. The cells
were washed three times, for 10 min each, in NaCl/P;, then
incubated for 1 h with Alexa Fluor secondary antibodies.
Nuclei were counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylin-
dole (Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Images
were acquired with a Leica SP5 confocal microscope (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) equipped with a x63 oil
immersion fluorescence objective.

Small interfering RNA (siRNA)

For the downregulation of proteins, we transfected
HEK 293T cells for 72 h, with siRNA oligomers at a final
concentration of 20 nM, by the calcium phosphate precipi-
tation method. HeLa cells were transfected with siRNAs
(20 nm) using oligofectamine (Life Technologies). We pur-
chased the specific siRNAs and the control nonspecific siR-
NA from Sigma Aldrich. The references of the siRNA
oligomers used are as follows: MULAN a (SASI_HsO1_
00083230), MULAN b (SASI_Hs01_00083231), MAVS a
(SASI_Hs01_00128708), MAVS b (SASI_Hs01_00128711),
NIK a (SASI_Hs01_00141408), NIK b  (SASI_Hs01_
00141410), IKKy/NEMO a (SASI_Hs02_00321554), IKKy/
NEMO b (SASI_Hs02_00321555), IKKa a (SASI_HsO01_
00206922), IKKo b (SASI_Hs01_00206923), IKKp a (SASI_
Hs01_00156170), IKKB b (SASI_Hs01_00156172),
TRAF2 a (SASI_Hs01_00095954), TRAF2 b (SASI_Hs01_
00095956), TRAF3 a (SASI_Hs02_00335396), TRAF3 b
(SASI_Hs02_00335397), TRAF6 a (SASI_Hs01_00116390),
TRAF6 b (SASI_Hs01_00116391), RIP1 a (SASI_Hs01_
00071803), RIP1 b (SASI_Hs01_00071805), TAKI1 a
(SASI_Hs01_00234777), TAK1 b (SASI_Hs01_00234778),
IKKe a (SASI_Hs01_00107520), IKKeb (SASI_Hs01_
00107521), TBK1 a (SASI_Hs01_00062066), TBKI1 b
(SASI_Hs01_00062067) and OPA1 (SASI_Hs01_00152069).

Real-time quantitative PCR

RNA was extracted from cells using RLT lysis buffer and
purified using a QIAGEN RNeasy Mini kit according to
the manufacturer’s protocol. RNA quality was checked by
measuring the ratio of optical densities at 260 and 280 nm.
A total of 1 pg of total RNA was used for cDNA synthesis
using a Revert Aid H minus First Strand DNA Synthesis
kit (Fermentas, Villebon-sur-Yvette, France). cDNA was
amplified by PCR with a LightCycler 480 (Roche Diagnos-
tics) using SYBR Green (Fast Start DNA Master SYBR-
Green I; Roche Applied Science, Roche Diagnostics).
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Specific primers were used for Bcl-Xp, XIAP, FLIP, p65/
RelA, or the mean value GAPDH as housekeeping gene,
under the following conditions: 95 °C for 15 min, 40 cycles
at 94 °C for 15 s and at 55 °C for 30 s, then 72 °C for
30 s. Specific primers were designed by Universal Probe
Library System (Roche Applied Science). The sequences of
the primers used are as follows: hBcl-X; (Forward: AG
CCTTGGATCCAGGAGAA, reverse: AGCGGTTGAA
GCGTTCCT); mBcl-Xp (CTGGCTAGGAGCCCTTCAG,
AGGGATGAGACAGGCCAAG); hFLIP (TCCTGAA
CAGTACTATTTCGTGTGA, AGCATGAGATATAAAA
TGAAAAGAAGG); hXIAP (TTTTGGGACATGGATA
TACTCAGTT, AGCACTTTACTTTATCACCTTCACC),
p65/RelA (TCATGAAGAAGAGTCCTTTCAGC, GGAT
GACGTAAAGGGATAGGG); hGAPDH (AGCCACATC
GCTCAGACAC, AATACGACCAAATCCGTTGACT);
mGAPDH (AGCTTGTCATCAACGGGAAG, TTTGAT
GTTAGTGGGGTCTCG).

Results were expressed as 272P, where Cp is the cycle
threshold number. Dissociation curves were analyzed after
each run for each amplicon to assess the specificity of the
quantification when using SYBR Green.

Assessment of apoptosis by flow cytometry

Phosphatidylserine exposure was detected using Annexin V
FITC kit (Life Technologies) according to the manufac-
turer’s instructions. After apoptosis induction, Annexin V
labeling was measured using an Accuri flow cytometer.

ELISA

Cells were plated in 24-well plates at a cell density of
2 x 10° cells per well. Eighteen hours after CHX treat-
ment, supernatants of cells were collected and ELISA assay
was performed following the manufacturer’s protocol
(Quantikine ELISA, mouse or human TNFa, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA).

Statistical analysis

Two-way ANOVA tests with post hoc Tukey’s analysis
were used to assess the statistical significance of differences
(GRAPHPAD PRISM software), and P-values are indicated in
the figure legends. In some cases, as indicated data were
compared in Student’s #-tests. Differences were considered
to be significant if P < 0.05. ****P < 0.0001, ***P < 0.001,
**0.001 < P <0.01, *0.01 <P < 0.05. ns, not significant.
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Abstract

Background: The nuclear factor kB (NF-kB) family members regulate several biological processes as cell proliferation
and differentiation, inflammation, immunity and tumor progression. Ubiquitination plays a key role in NF-kB activation
and the ubiquitylated transmitters of the NF-kB signaling cascade accumulate in close proximity to endomembranes.

Findings: We performed an unbiased siRNA library screen targeting the 46 E3 ubiquitin ligases bearing
transmembrane domains to uncover new modulators of NF-kB activation, using tumor necrosis factor-a (TNF-a)
receptor (TNFR) stimulation as a model. We report here the identification of a new Golgi Apparatus-resident protein,
RNF121, as an enhancer of NF-kB promoter activity through the catalytic function of its RING domain. From a molecular
standpoint, while knocking down RNF121 did not alter RIPT ubiquitination and IKK activation, the proteasomal
degradation of IkBa was impaired suggesting that this E3 ubiquitin ligase regulates this process. However,
RNF121 did not directly ubiquitinate IkBa While they were found in the same complex. Finally, we discovered
that RNF121 acts as a broad regulator of NF-kB signaling since its silencing also dampens NF-kB activation following
stimulation of Toll-Like Receptors (TLRs), Nod-Like Receptors (NLRs), RIG-I-Like Receptors (RLRs) or after DNA damages.

Conclusions: These results unveil an unexpected role of Golgi Apparatus and reveal RNF121 as a new player involved

in the signaling leading to NF-«B activation.

Keywords: NF-«B, Ubiquitination, E3 ubiquitin ligase, Golgi apparatus, Innate immunity

Findings

The transcription factor NF-kB plays pivotal roles in the
regulation of a plethora biological processes, including
cell proliferation and differentiation, innate and adaptive
immunity, inflammation and tumor progression [1,2].
NF-«B is a homo or heterodimer constituted with sub-
units belonging to the Rel family and the NF-kB dimers
are sequestered in the cytosol by a member of the In-
hibitor of kB (Ixb) family [2,3].

NF-kB is activated by many inducers. Each inducer is
recognized by a receptor at the cell surface or within the
cell, and its binding triggers a specific signaling pathway
leading to NF-«B activation [2,3]. Each pathway involves
the organization of signaling protein complexes, the for-
mation of polyubiquitin chains acting as binding agents
on specific transmitters and the action of kinases [4,5].
Nevertheless, all these complexes have a point in common:
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they recruit and activate, through specific ubiquitylated
transmitters, the inhibitor of NF-kB (IkB) kinase (IKK)
complex, which consists of two catalytic kinases, IKKa and
IKKp, and the regulatory subunit NEMO (also known as
IKKy) [6]. IKK then phosphorylates the inhibitory IkB
proteins, promoting their Lys** (K**)-linked ubiquitination
and proteasomal degradation [7]. NF-kB dimers subse-
quently enter the nucleus, where they initiate the transcrip-
tion of their target genes, including genes encoding
pro-inflammatory cytokines or anti-apoptotic proteins [1].

As we recently reported an accumulation of the ubi-
quitylated transmitters leading to NF-«B activation to
the endomembrane fraction [8], we set up a siRNA
screen with two oligoribonucleotides against each of the
46 membrane spanning E3 ubiquitin ligases [9] (Additional
file 1) to uncover new regulators of NF-«B activation, using
tumor necrosis factor—a (TNF-a) receptor (TNFR) stimu-
lation as a model. Indeed, engagement of TNEFR promotes
a rapid NF-kB activation through the recruitment to
the receptor of the adaptor protein TRADD together
with the E3 ubiquitin ligases c-IAPs and TRAF2, which

© 2014 Zemirli et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain
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are responsible for catalyzing the polyubiquitination of
the kinase RIP1 that acts as a specific ubiquitylated
transmitter for this pathway [10]. The impact of the
knock down of the 46 membrane spanning E3 ubiqui-
tin ligases was assessed in a gene reported assay and si-
lencing of the key regulator of TNFR-mediated NF-«xB
TRAF2 was used as a control (Figure 1A, B; see Additional
file 2 for detailed Methods description). Among the top
hits was RNF121 (Figure 1A). RNF121 is part of a chromo-
somal band (11q13) that may contain a high penetrance
gene for breast cancer [11]. We then used two additional
siRNA sequences against RNF121 and confirmed that
TNFR-mediated NF-kB activation was decreased, further
validating the results from our initial screen (Figure 1C).
Interestingly, the enforced expression of RNF121 activated
NF-«B and NF-«B activation following TNER stimulation
was potentiated in a dose dependent-manner (Figure 1D).
RNF121 specifically triggered NF-kB activation because it
did not stimulate the expression of IFNfB-, ISRE-, NFAT-,
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AP1- or p53-dependent reporter genes (data not shown).
The ability of RNF121 to activate NF-kB was dependent
on the catalytic activity of its RING domain, because the
RNF121*2¢22°A mutant gave significantly lower levels of
NF-kB activation (Figure 1E). Based on the available RING
finger protein structure [12,13], the replacement of the
cys-226 and 229 residues with an alanine was predicted to
prevent Zn>* coordination, thereby impeding the overall
function of the RING domain as assessed by the level of
auto-ubiquitination (Figure 1F).

RNF121 is a 327 amino acids protein with a RING do-
main, and six transmembrane domains that have reported
to anchor the protein at the endoplasmic reticulum (ER)
in the nematode [14] (Figure 2A). Accordingly, both
ectopically expressed and endogenous RNF121 were
detected in fractions enriched with intracellular organ-
elles (Figure 2B and C). Next, analysis of the cellular
localization of RNF121 by immunofluorescence showed that
Myc-tagged or endogenous RNF121 specifically co-localized
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Figure 1 Participation of RNF121 in TNFR-mediated NF-kB activation. (A) NF-kB reporter luciferase assay screen of a siRNA library targeting
46 transmembrane E3 ubiquitin ligases (2 siRNAs/target) in HEK293T cells. Cells were stimulated with TNFa (10 ng/ml) for 6 hrs and fold activation
compared to non-specific (NS) siRNA-treated cells was calculated. Red and green histograms indicate siRNA against RNF121 and TRAF2, respectively.
TRAF2 was used as a positive control. (B) Cell extracts from HEK293T cells transfected as in (A) were analyzed by immunoblot as indicated. (C) HEK293T
cells transfected with a control non-specific (NS) siRNA or with siRNAs against RNF121 (RNF127 a or b), were also transfected 48 hrs later with an NF-kB
reporter. 24 hrs later, the cells were either left unstimulated or were stimulated with TNFa (10 ng/ml) for 6 hrs and then were analyzed by luciferase
assay. The results were normalized against Renilla luciferase activity [analysis of variance (ANOVA)]. ns: not significant. RLU, Relative Light Units. Inset:
Immunoblotting analysis of the knockdown of RNF121 by the specific siRNAs. (D) NF-kB reporter luciferase assay in HEK293T cells transfected
with increasing concentrations (200 or 500 ng) of a Myc-tagged plasmid coding for RNF121 and left unstimulated (left panel) or stimulated with TNFa
(1 ng/ml) for 6 hrs (right panel) [analysis of variance (Student’s t-tests)]. (E) NF-kB reporter luciferase assay in HEK293T cells transfected with 200 ng of a
Myc-tagged plasmid coding for RNF121 or for the mutant RNF121<%2522%* and left unstimulated (left panel) or stimulated with TNFa (10 ng/ml) for 6
hrs (right panel) [analysis of variance (Student’s t-tests)]. (F) HEK293T cells were transfected with a Myc-tagged plasmid coding for RNF121 or for the
mutant RNF121%2922 24 hrs |ater, cell extracts were analyzed by immunoblotting. (Ub),, indicates poly-ubiquitylated species.




Zemirli et al. Cell Communication and Signaling 2014, 12:72 Page 3 of 7

http://www.biosignaling.com/content/12/1/72

-

A D

l RING domain

Nuclei +
Myc-RNF121

Golgi
Apparatus

Kk

! 226 276 327\ Mutations (C226-229A)

Transmembrane domain

Nuclei +
RNF121

Golgi
Apparatus

Myc-RNF121
s s
I O

RNF121 s —38 kD

GAPDH | s —37 kD
Calnexin ‘ —90 kD

Ny

F RNF121

GAPDH [ —37 kD

camnexin [N — 90 kD

Nuclei +
Golgi Apparatus

Figure 2 RNF121 is a Golgi Apparatus-anchored E3 ubiquitin ligase. (A) Scheme showing the main domains of RNF121. The mutations used
in Figure 1E and 1F are also indicated. (B) HEK293T cells were transfected with a Myc-tagged plasmid coding for RNF121. 24 hrs later, crude heavy
membranes (HM) and cytosolic (Cyt.) fractions were analyzed by immunoblotting as indicated. Calnexin and GAPDH served as purity controls for
the HM or cytosolic fraction respectively. (Ub), indicates poly-ubiquitylated species. (C) Crude heavy membranes (HM) and cytosolic (Cyt) fractions
from HEK293T were analyzed by immunoblotting as indicated. (D) Hela cells were transfected with a Myc-tagged plasmid coding for RNF121. 24 hrs

bar : 20 um.

later, the localization of myc-RNF121 was investigated by immunofluorescence. GM130 was used as a marker for the Golgi Apparatus. Nuclei were
stained with DAPI. Representative images are shown, with the boxed areas enlarged on the right. (E) Analysis of the localization of endogenous
RNF121 in Hela cells by immunofluorescence. (F) Hel.a were transfected with a control nonspecific SIRNA or with a siRNA raised against RNF121.

72 hrs later the Golgi Apparatus morphology was examined. As a control, Hela cells were treated with Brefeldin A (Bref. A) (50 ng/ml) for 3 hrs. Scale

with the Golgi Apparatus (Figure 2D and E). Finally, while
RNF121 appeared to be anchored in the Golgi Apparatus,
silencing of this protein did not seem to affect the
morphology of this organelle unlike a Brefeldin A treat-
ment (Figure 2F), and the cell viability was not significantly
modified (data not shown).

While RNF121 and RNF175 are close homologs
(Additional file 3A), silencing of RNF175 had no overt
effect on TNFR-mediated NF-kB activation (Additional
file 3B) suggesting a specificity of RNF121 in this path-
way. Next, as for RIP1, RNF121 silencing impaired the
secretion of the cytokine IL-8, a target gene of NF-kB
[1], further confirming the participation of RNF121 in
TNFR-mediated NF-kB activation (Figure 3A). RNF121
silencing also sensitized cells to TNFa-mediated cell
death (Additional file 4) confirming again the involve-
ment of RNF121 in NF-kB activation as NF-kB pro-
tects from TNFa-mediated cell death through the
expression of anti-apoptotic proteins [1]. Because ubi-
quitination of RIP1 is the central event in TNFR sig-
naling [4,5,10], we next investigated whether RNF121

silencing impacts this process. Immunoprecipitation of
the TNFR indicated that RIP1 ubiquitination is not
altered when RNF121 was knocked down (Figure 3B)
and the accumulation of ubiquitylated RIP1 in the heavy
membrane fraction was not impeded [8] (Figure 3C).
Unexpectedly, RIP1 deubiquitination in RNF121-silenced
cells seemed to be delayed (Figure 3C). Nevertheless and
as expected, cell fractionation experiments showed re-
duced p65/p50 NF-kB dimer levels in nuclear fractions
from RNF121-silenced cells (Figure 3D) and the decreased
relocation of p65 into the nuclei was confirmed by con-
focal microscopy (Figure 3E and F). These observations
were in agreement with the finding that the proteasomal
degradation of IkBa was hampered (Figure 3C, G, H and
Additional file 5). Nevertheless, as for the MAPKs extra-
cellular signal-regulated kinase (ERK), IxBa phosphoryl-
ation was not inhibited when RNF121 was knocked down
(Figure 3@) in accord with the observation that activation
of the IKK complex was not reduced either (Figure 3H).
Together, these results suggested that RNF121 is likely im-
plicated in the control of the proteasomal degradation of
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). Cells were then either left untreated or

IkBa. Accordingly, ectopic expression of RNF121 acceler-
ated IxBa degradation following TNFa exposure (Figure 3I).
Immunoprecipitation of endogenous RNF121 demonstrated
that both proteins are in the same complex (Figure 3J) and a
pool of IkBa co-localized with RNF121 (Additional file 6).
However, RNF121 did not seem to induce the ubiquitination
of IkBa (Additional file 7A and B) likely because both pro-
teins did not directly interact (Additional file 7A and C).

As RNF121 seemed to regulate IkBa degradation, a
general feature in the process of NF-kB activation [3,7],
we then investigated whether RNF121 silencing affects

NE-kB activation upon stimulation of innate immunity
receptors [15]. We observed that RNF121 silencing also
inhibited IxBa degradation and ensuing NF-kB activa-
tion following Toll-Like-Receptor 3 (TLR3) stimulation
with poly (I:C) (Figure 4A) while it had no effect on the
stimulation of the IFNB promoter (Figure 4B) confirm-
ing the specificity of RNF121 in the NF-xB pathway.
Similarly, RNF121 knock down impaired NF-kB activa-
tion after stimulation of Toll-Like-Receptor 4 (TLR4), ret-
inoic acid-inducible gene 1 (RIG-I), nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 1 (NOD1)
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Figure 4 RNF121 is a broad regulator of NF-kB activation. (A) HEK293T cells stably expressing TLR3 were transfected with a control non-specific
(NS) siRNA or with siRNAs against RNF121 (RNF121 a or b). 48 hrs later, the cells were also transfected with an NF-kB reporter. 24 hrs later, the cells were
either left unstimulated or were stimulated with poly(l:C) (10 ug/ml) for 6 hrs and then were analyzed by luciferase assay with normalization against
Renilla Iuciferase activity. The NS- and RNF121-silenced cells were also stimulated with poly(l:C) for the indicated times, then were subjected to
immunoblotting analysis as indicated. (B) NS-RNF121- and TRIF-silenced HEK293T stably expressing TL3 were transfected with an IFN reporter.
24 hrs later, the cells were either left unstimulated or were stimulated with poly(:C) (10 ug/ml) for 6 hrs and then were analyzed by luciferase assay.
(C) HEK293T cells stably expressing TLR4 were transfected as in (A). Then, cells were either left unstimulated or were stimulated with LPS

(10 pg/ml) for 6 hrs and then were analyzed by luciferase assay. The NS- and RNF121-silenced cells were also stimulated with LPS (10 pg/ml)
for the indicated times, then were subjected to immunoblotting analysis as indicated. (D) HEK293T cells were transfected as in (A). Then,
cells were either left unstimulated or were infected with Sendai virus (SeV) for 6 hrs and then were analyzed by luciferase assay. HEK293T
cells stably expressing NOD1 (E) or NOD2 (F) were transfected as in (A). Then, cells were either left unstimulated or were stimulated with IE-DAP
or MDP (10 pg/ml) respectively for 6 hrs and then were analyzed by luciferase assay. (G) HEK293T cells were transfected as in (A). Then, cells were either
left unstimulated or were treated with etoposide (VP16, 40 uM) for 6 hrs and then were analyzed by luciferase assay.

NF-kB activation. When overexpressed, RNF121 pro-
motes NF-kB activity. While ubiquitination of specific
key transmitters is required for the NF-kB signaling
[2-5], our data indicate that ubiquitination of RIP1
(Figure 3B and C), IRAK1 or RIP2 (data not shown) fol-

and NOD2 with lipopolysaccharide (LPS), viral RNAs,
y-D-Glu-mDAP from peptidoglycan (IE-DAP) or mur-
amyl dipeptide (MDP) respectively (Figure 4C, D, E
and F). Finally, in cells exposed to the DNA-damaging
agent etoposide, which relies on NEMO SUMOylation

and phosphorylation to convey NF-«B activity [16],
the transcription factor activation was reduced again
(Figure 4G), suggesting that RNF121 acts as a broad
regulator of NF-«B signaling.

In summary, we provide evidence that RNF121, a Golgi
apparatus-anchored E3 ubiquitin ligase, participates in

lowing the stimulation of TNFR, TLR4 or NOD1 respect-
ively, was not affected when RNF121 was silenced.
Moreover, although the phosphorylation of both IKK
and its target IxBa was normal in RNF121 siRNA-
transfected cells, IkBa degradation and the resulting
p65/p50 NF-kB dimers redistribution were impaired.
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These observations suggest that RNF121 is involved
in the proteasomal degradation of IxBa [7].

Further works are required to delineate the molecular
framework employed by RNF121 to regulate IxBa deg-
radation. IkBa degradation involves a K**-linked ubiqui-
tination [7] that is mediated by a specific E3 ubiquitin
ligase SCFPT*C? [17-19]. The F-box component of this
E3, B-TrCP, recognizes the IkBa degron formed following
phosphorylation by IKK and thus couples IkBa phosphor-
ylation to ubiquitination [7]. While endogenous RNF121
and IkBa were found in the same immuno-complex
(Figure 3J), RNF121 did not appear to directly ubiquiti-
nate IkBa (Additional file 7A). We then hypothesize
that RNF121 controls SCFP"T*? function on IkBa in a
complex through ubiquitination and this aspect merits fu-
ture exploration. Indeed, the Nedd8 ubiquitin-like molecule
regulates the assembly and catalytic activity of the SCF
complex [20]. Interestingly, a significant pool of B-TrCP
co-localized with the Golgi Apparatus where is anchored
RNF121 (Additional file 8) and in preliminary experi-
ments, endogenous RNF121 and B-TrCP were detected in
the same complex (data not shown). However, we do not
rule out the hypothesis that RNF121 also modulates the
ubiquitination of other proteins of the SCF complex as
Skp1, Cull or Rbx1/Rocl [7].

In conclusion, over and above its previously known
roles, Golgi Apparatus seems to be also involved in NF-kB
activation via the E3 ubiquitin ligase RNF121.

Additional files

Additional file 1: Design of the siRNA library.
Additional file 2: Methods description.

Additional file 3: RNF175, a close homolog of RNF121, does not
regulate NF-kB activation.

Additional file 4: RNF121 silencing sensitizes cells to TNFa-mediated
apoptosis.

Additional file 5: RNF121 silencing delays IkBa degradation.
Additional file 6: A pool of IkBa co-localizes with RNF121.

Additional file 7: RNF121 does not directly ubiquitinate IkBa.
(MA® 597 kB)

Additional file 8: Intracellular localization of B-TrCP.
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Pathogen-associated molecular pattern (PAMP) recognition leads to TANK-
binding kinase (TBK1) polyubiquitination and activation by transautophos-
phorylation, resulting in IFN-p production. Here, we describe a mouse model
of optineurin insufficiency (OptnA157) in which the TBK1-interacting N-termi-
nus of optineurin was deleted. PAMP-stimulated cells from OptnA'>” mice
had reduced TBK1 activity, no phosphorylation of optineurin Ser'®’, and
mounted low IFN-p responses. In contrast to pull-down assays where the
presence of N-terminus was sufficient for TBK1 binding, both the N-terminal
and the ubiquitin-binding regions of optineurin were needed for PAMP-
induced binding. This report establishes optineurin as a positive regulator
TBK1 via a bipartite interaction between these molecules.

Keywords: optineurin; TBK1; type I interferon

Optineurin is a ubiquitin-binding protein whose muta-
tions have been found in two neurodegenerative diseases:
primary open angle/normal-tension glaucoma (POAG/
NTG) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS) [1,2]. The

exact role of optineurin in the pathogenesis of neurode-
generation is unclear. Moreover, the mutations found in
ALS and POAG/NTG do not seem to overlap, suggesting
that different regions of optineurin exert different and/or

Abbreviations
ALS, amyotrophic lateral sclerosis; ATCC, American Type Culture Collection; BMDC, bone marrow-derived dendritic cells; BMDM, bone mar-

row-derived macrophages; ES, embryonic stem; HEK, human embryonic kidney; IRF3, interferon regulatory factor 3; KD, kinase domain;
LPS, lipopolysaccharide; NEM, N-ethylmaleimide; NEMO, NF-kB essential modulator; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; pfu, pla-
que-forming unit; POAG/NTG, primary open angle/normal-tension glaucoma; TBK1, TANK-binding kinase 1; TLR, Toll-like receptor; VSV,
vesicular stomatitis virus; ZF, zinc finger.
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multiple functions, perhaps even in different cell types.
Interestingly, in vitro studies have implicated optineurin
in an unusually large number of cellular functions includ-
ing regulation of inhibitor of xB kinase (IKK) and
TANK-binding kinase 1 (TBK1), autophagy, vesicle traf-
ficking, cell division, regulation of transcription, and main-
tenance of the structure of Golgi apparatus [3-9]. During
these processes optineurin is mostly thought to act as an
adaptor, exerting its function by bridging various cellular
proteins. The initial studies of optineurin interactions with
other proteins revealed that its N-terminal region is indis-
pensible for binding to TBK 1, myosin VI, Rab8, and glu-
tamate receptor, GluR 1a, whereas its C-terminal region is
required for binding to RIP1, CYLD, myosin VI, and
huntingtin [10,11]. It was subsequently shown, though,
that such binding is dynamic and contingent on various
ubiquitination and phosphorylation events. For example,
optineurin binding to LC3, a protein expressed on
autophagosomal membranes, is enhanced upon TBKI-
mediated phosphorylation of optineurin on serine 177
(S177) [5).

A prominent feature of optineurin is its ubiquitin
binding. Optineurin contains two ubiquitin-binding
sites, highly homologous to those of NF-kB essential
modulator (NEMO): the Ubiquitin-binding regions of
ABIN proteins and NEMO (UBAN), and a zinc finger
(ZF) [3,12,13]. This bipartite region maps onto the
C-terminal portion of optineurin and is necessary for its
selective high-affinity binding to K63- and M 1-polyubi-
quitinated proteins. Optineurin binding to such polyu-
biquitin chains was proposed to be important for both
cell signaling and autophagy [3,5]. During signaling,
given the close homology between optineurin and
NEMO ubiquitin-binding domains, it was proposed that
optineurin binds to the same polyubiquitin-modified
proximal signaling molecules to which NEMO binds
during NF-xB and interferon regulatory factor 3 (IRF3)
pathway activation [3,14,15]. Ubiquitination is indispen-
sible in both signaling pathways as it allows the assem-
bly of multimeric signaling complexes (signalosomes)
necessary for kinase activation and signal propagation.
However, although NEMO deficiency leads to complete
shutdown of NF-xB and IRF3 activation in response to
various pathogens or pathogen-mimicking ligands
[16,17], the role of optineurin is still controversial.

Serine-threonine kinase TBK1 is a central kinase that
regulates type I IFN secretion in response to pathogens
[18,19]. It does so by direct phosphorylation of IRF3, a
transcriptional factor that then moves to the nucleus
and binds promoter regions of type I IFN genes [20].
TBKI1 is constitutively expressed in most cells as an inac-
tive homodimer in which kinase domains (KD) face
away from each other [21]. Upon PAMP recognition by
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Toll-like receptors (TLR) or intracellular DNA and
RNA sensors, TBK1 is K63-ubiquitinated, allowing sig-
nalosome assembly and intradimer KD interaction,
leading to activation by transautophosphorylation at
Ser172 [22]. The role of optineurin as an adaptor for
TBKI1 signalosome assembly was addressed in several
studies, but there have been disparate results. It was
reported that overexpression of optineurin in HEK293-
hTLR3 cells inhibited, whereas transient optineurin
silencing promoted production of type I interferon IFN-
B upon viral infection [15]. This suggested that opti-
neurin was a negative regulator of TBK1 activation, per-
haps acting as a competitive inhibitor of NEMO.
However, two mouse models designed to abolish ubiqui-
tin-binding activity of optineurin, one carrying a point
mutation in the ubiquitin-binding domain (Optn™*""™)
and another lacking the entire C-terminal region encom-
passing the UBAN and ZF (Optn*’T), argued the oppo-
site, that the ubiquitin-binding function of optineurin
was required for positive regulation of TBK1. Notably,
in bone marrow-derived macrophages (BMDM) and
dendritic cells (BMDC), from both models, optineurin
was necessary for optimal TBK1 activation and IFN-
secretion upon TLR-3, -4, and -9 stimulation [4,23].
Optn*"°T mice also had diminished IFN-B secretion dur-
ing lipopolysaccharide (LPS)-induced sepsis. Although
this issue of was considered to be closed with the newer
in vivo data, a recent report reiterated the role of opti-
neurin as a negative regulator of TBK1 in HeLa cells in
a viral infection model [24]. Moreover, that study pro-
posed a novel mechanism of optineurin-mediated TBK 1
suppression, demonstrating that optineurin brings the
CYLD deubiquitinase to polyubiquitinated TBK1, thus
leading to signal shutdown. Given the discrepancy
between in vivo and in vitro results, it is possible that
Optn®*™ and Optn*"°T, which like most mutations
found in ALS patients lack the ubiquitin-binding func-
tion, act in a dominant-negative fashion. Importantly,
the TBK1-binding site in optineurin maps onto amino
acids 1-127 [25], and is preserved in these models. To
resolve this controversy and elucidate the physiologic
role of optineurin in TBKI1 activation, we have
examined the contribution of optineurin to type I IFN
activation by designing a mouse model in which the
N-terminal region (residues 1-157; OptnA'’ mice),
encompassing the entire TBK 1-binding site, was deleted.

Materials and methods

Mice

Mice with the N-terminal truncation of optineurin were
generated by genetic recombineering as described [26].
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Exons 2 and 3 of the mouse optineurin gene in 129 embry-
onic stem (ES) cells were floxed, and ES clones verified by
Southern blot were injected into C57BL/6 blastocysts in the
Mouse Cancer Genetics Program, NCI-Frederick. The chi-
meras were crossed to B-actin-Cre to generate whole body
optineurin deletion (OptnA'®7). The OptnA'®” mice used in
these studies were backcrossed onto the B6 background for
at least four and up to 11 generations. For all experiments,
the controls from the same generation were used. The mice
were kept in NCI animal facility and all studies were
approved by the National Cancer Institute Animal Care
and Use Committee.

Cell culture, plasmids, and reagents

Human embryonic kidney (HEK) 293 cells were obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC), and
HEK?293 cells that stably express human TLR3 (HEK293-
hTLR3) from Invivogen. Cell lines were maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal calf serum, 5 mm glutamine, and antibiotics
(complete medium). Bone marrow-derived macrophages
were generated from mouse bone marrow cells and cultured
in complete RPMI supplemented with supernatant of 1.929
cell cultures (final concentration of 30%). The mouse opti-
neurin gene was cloned from the cDNA generated from
mouse embryonic fibroblast mRNA, and subcloned into
pcDNA3.1+ expression vector. To find the alternative trans-
lation initiation site in mice with the N-terminal truncation,
OptnA157 and OptnA192 DNA fragments were generated.
To subclone WT, OptnAl57, OptnAl192, the following
forward primers were used: ACCATGTCCCATCAACCTCT
GAGC, ACCATGCGCCTTCGGGCTGAAAAGGC, ACC
ATGACCGAAGGAGAGACTGAAGGG, respectively. The
reverse primer was: GGGCTCTAGATCAAATGATGCA
GTCCATCACATGG. HEK293 cells were transfected by
calcium phosphate method with pcDNA3.1+ harboring WT,
OptnA157 or OptnA192, and lysates were prepared 20 h later
in RIPA buffer. The human optineurin gene, as well as
E50K, A147, and D474N mutants were subcloned into bac-
terial pDestlS expression vector harboring a GST tag. The
plasmid encoding myc-TBK1 was a kind gift from Rong-
tuan Lin (McGill University). Antibodies recognizing phos-
pho-S172 TBK1, TBKI, IRF3, and phospho-S396 IRF3
were from Cell Signaling, anti-myc and anti-IkBa from
Santa Cruz, and anti-optineurin (N-term and C-term) from
Cayman. Anti-B-actin, N-ethylmaleimide (NEM), and LPS
were from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Poly(I:C)
was purchased from Invivogen (San Diego, CA, USA).
Phospho-S177 optineurin  antibody was generated as
reported [5]. Vesicular stomatitis virus (VSV) strain, Indiana,
was kindly provided by Jonathan W. Yewdell (NIAID). Sec-
ondary antibodies conjugated with HRP were purchased
from GE Healthcare Bio-Sciences (Pittsburgh, PA, USA).
Nitrocellulose membranes were purchased from Biorad.

FEBS Letters (2016) © 2016 Federation of European Biochemical Societies
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Protease and phosphatase inhibitor cocktails and Super-
Script® First-Strand Synthesis System were obtained from
Roche, and enhanced chemiluminiscence reagent from
Pierce. Power SYBR Green was obtained from Applied
Bioscience (Foster City, CA, USA). High-molecular weight
poly(I:C) was from InvivoGen (Carlsbad, CA, USA),
NuPAGE®SDS-PAGE, and Lipofectamine 2000 from Invit-
rogen. Triton and RIPA buffer for mammalian cell lysis
were obtained from Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA USA).

Immunofluorescence microscopy

Bone marrow-derived macrophages were grown in 8-well
Lab-Tec chamber slides (Thermo Fisher Scientific) for 24 h
and fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min. After fixa-
tion, cells were washed three times with PBS, permeabilized
with 0.1% Triton X-100 for 15 min, and blocked with 10%
goat serum for 1 h. The slides were then incubated over-
night with anti-optineurin antibody from Cayman (1:500)
and anti-GM130 antibody from BD Transduction Labora-
tories (1:500) in PBS at 4 °C, and after thorough washing
incubated with secondary goat anti-(rabbit IgG) Alexa Flu-
or®594 and goat anti-(mouse IgG)-Alexa Fluor®488 (each
at 1:2000) from Molecular Probes. The slides were mounted
with  4’,6-diamidino-2-phenylindole ~ (DAPI)-containing
mounting medium (Vector laboratories, Burlingame, CA,
USA) and images were acquired with a confocal microscope
(LSM 510 META, Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA) and
processed using Zeiss LSM image browser.

In vitro protein pull-down assays

In vitro protein pull-down assays were performed as
described [3]. Briefly, GST or GST-optineurin fusion
proteins were expressed in BL21 E. Coli cells, purified on
glutathione Sepharose 4B beads (GE Healthcare Bio-
Sciences), and equal amounts as verified by Coomassie
blue staining were used in pull-down assays. HEK293 cells
transfected with myc-TBK1 were lysed in Triton lysis buf-
fer (20 mm Tris pH 7.5, 150 mm NaCl, 1% Triton X-100,
1 mm EDTA, 30 mm NaF, 2 mm sodium pyrophosphate,
5 mMm N-ethylmaleimide, and protease inhibitor cocktail).
Purified GST proteins on beads were used to pull down
HEK?293 cell lysate with overexpressed myc-TBK1 in lysis
buffer. The beads were washed with RIPA buffer and
after protein elution, were resolved by SDS/PAGE and
immunoblotted.

Immunoblotting and immunoprecipitation

Whole-cell extracts of peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), BMDM, and HEK293 cells were prepared in
RIPA lysis buffer for detection of phospho-IRF3 and
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IRF3, or Triton lysis buffer for other proteins. Proteins
were resolved on NuPAGE®SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose membranes and immunoblotted with the indi-
cated primary and HRP-conjugated secondary antibodies.
Signals were detected using enhanced chemiluminiscence.
Immunoprecipitation was performed as described [3].
Briefly, BMDM were treated with 100 pg-mL~" poly(I:C)
or 100 ng-mL~" LPS for the indicated times. The cells were
washed once with PBS and lysed in Triton lysis buffer sup-
plemented with protease and phosphatase inhibitors. For p-
TBK1 blots after optineurin immunoprecipitation,
HEK293-hTLR3 cells were lysed with the following lysis
buffer: 50 mm Tris-HCI pH 7.4, 150 mm NaCl, 1% Triton
X-100, 2 mm EDTA, 2 mm sodium pyrophosphate, 25 mm
glycerol 2-phosphate, 1 mM sodium orthovanadate, and
protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific). The
cell lysates were precleared with protein G-conjugated
Sepharose-4B (Sigma-Aldrich) and incubated with anti-
optineurin antibody for 16 h at 4 °C, followed by incuba-
tion with protein G-conjugated beads for another hour.
The immunoprecipitates were resolved by SDS/PAGE and
immunoblotted with anti-pTBK1, -TBK1, and -optineurin
antibodies.

ELISA for IFN

Bone marrow-derived macrophages cultured in complete
Dulbecco’s Modified Eagle Medium were stimulated with
100 ngmL~" LPS or 30 ug-mL~" poly(I:C), and super-
natants were collected at the indicated times. Mice were
injected with 10'° plaque-forming units (pfu) of VSV
intraperitoneally and blood was drawn 16 h later. Super-
natants and sera were assayed for IFN-f with the IFN-f
ELISA kit (PBL Interferon Source, Piscataway, NJ, USA)
following the manufacturer’s protocol.

Genotyping and quantitative RT-PCR

OptnA'>” mice were genotyped with the following primers:
forward: CCTGCTTCCTCATGCAGTGATCCAGAG and
reverse: AAGGAAAAAAGAGCTCGCGGCCGCGCTCC
TGATAACAC; another forward primer was used as internal
control: ACGCGTCGACGTCGGCCATAGCGGGGACA
CACACTTGT. Real-time PCR was performed with SYBR
Green using a 7500 Real Time PCR System (Applied Bio-
science). Housekeeping ribosomal 18S RNA was amplified to
normalize RNA content of the lysate and obtain a ACT
value. The primers used were, Optn-Forward: GCTCCG
AAATCAAGATGGAG; Optn-Reverse: GCAGAGTGGCT
AACCTGGAC; 18S-Forward: AAATCAGTTATGGTTCC
TTTGGTC; 18S-Reverse: GCTCTAGAATTACCACAGTT
ATCCAA, Ii6-Forward: GCTACCAAACTGGATATAAT
CAGGA and 7l6-Reverse: CCAGGTAGCTATGGTACTC
CAGAA-3
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Statistical analysis and protein quantification

Statistical analysis was done using Student’s f-test with
GraphPad Prism software (La Jolla, CA, USA). Densitom-
etry was done with Image J software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA).

Results

Generation of mice lacking the optineurin
TBK1-binding region

To generate mice lacking the optineurin TBK1-bind-
ing region, the first two coding exons of Optn were
floxed (Fig. 1A). Mice carrying the floxed allele were
crossed to mice expressing Cre recombinase under the
control of the B-actin promoter, achieving whole body
deletion of this fragment. The excision of the floxed
exons was verified by PCR of tail DNA (Fig. 1B),
and lysates of bone marrow-derived macrophages
(BMDM) from homozygous WT and the mice with
N-terminal deletion were immunoblotted for opti-
neurin. An antibody against N-terminal optineurin
detected a ~ 75 kDa WT protein, whereas no band
was detected in mice where the N-terminus of opti-
neurin was deleted (Fig. 1C). In the latter, an anti-
body against the C-terminus of optineurin uncovered
a ~ 50 kDa band (Fig. 1D), demonstrating that the
excision of the first coding exon did not result in
complete optineurin deficiency, instead generating a
truncated protein. The truncated protein was
expressed at an approximately 1.5-fold lower level
than its WT counterpart, as measured by densitome-
try (Fig. 1E). The comparison of mRNA expression
levels showed that N-terminal deletion also had sev-
eral fold lower mRNA levels (Fig. 1F). To examine
which of the possible alternative open reading frames
in the optineurin gene was being used to generate
truncated protein, we created expression vectors
encoding the possible truncated proteins transcribed
from the two ATG codons that could likely generate
a ~ 50 kDa protein. Constructs of the full-length opti-
neurin and the two possible N-terminal truncations
starting from the first and the second methionine in
exon 4 (OptnAl57 and OptnA192) were made, and
confirmed by PCR analysis (Fig. 1G and data not
shown). Western blot of lysates of HEK293 cells
transfected with WT, OptnAl157, or OptnA192 con-
structs demonstrated that the deletion of the first two
coding exons resulted in the initiation of the opti-
neurin translation at the first ATG of exon 4
(Fig. 1H and data not shown). The mice were hence
designated OptnA'’
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Fig. 1. Characterization of mice lacking the optineurin TBK1-binding region. (A) The generation of mice lacking the optineurin TBK1-binding
region is shown. A targeting construct with LoxP-flanked exons 2 and 3 was inserted into the endogenous locus and deleted upon Cre-
mediated recombination. Neo cassette, FRT, and LoxP recombination sites are indicated. (B) PCR distinguishing mice with WT optineurin
and an N-terminal deletion. (C, D) Western blot of BMDM from the indicated mice with anti-optineurin antibodies raised against N-terminal
and C-terminal epitopes, respectively. (E) Optineurin protein from BMDM from WT and N-terminal deletion mice was detected by an
antibody against optineurin C-terminus. The level of optineurin expression was quantified from three replicate blots on Image J software
and the WT protein level is expressed as % of the level of the deleted protein. (F) Optineurin MRNA was detected in BMDM by gqRT-PCR.
AACT of N-terminal deletion was designated as 1, and the difference between AACT of WT optineurin and N-terminal deletion is depicted
as mean + SEM for two independent experiments with duplicate samples. (G) PCR of the WT or the indicated optineurin mutants from
pcDNA3.1+ expression plasmids. (H) Western blot with an antibody against the C-terminus of optineurin in PBMC from the indicated mice
(first two lanes), and lysates of HEK293 cells transfected with the WT optineurin or the indicated mutants in pcDNA3.1+ vector (last
two lanes). () BMDM from WT and OptnA'®” mice were analyzed by confocal microscopy after staining with the indicated antibodies and
4' 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (for nuclei). Objective used for acquiring the images was Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC. One
representative experiment out of three is shown.

The initial characterization did not show differ- Inducible binding of TBK1 by the optineurin
ences between WT and OptnA'>’ mice. OptnA'’ N-terminal region
mice were born at normal Mendelian frequencies and
did not exhibit signs of disease. Moreover, OptnA'®’
had the same cellular localization as WT protein,

both being found in the cytoplasm, and preferentially .
located at the Golgi apparatus, as demonstrated by TBK1 from HEK293 cell lysates was pulled down with

their colocalization with Golgi matrix protein GM130 cither (134§T fusion proteins coptammg WT optineurin or
(Fig. 11) OptnA™’, the human truncation homologous to mouse

The region of optineurin responsible for TBK 1-binding
has been mapped to residues 1-127 [25], and thus should
be missing in OptnA'>” mice. To test this, myc-tagged

FEBS Letters (2016) © 2016 Federation of European Biochemical Societies 5
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OptnA'Y7. As expected, GST-WT optineurin pulled
down TBKI1 (Fig. 2A), as did the control optineurin
E50K, a glaucoma-related mutation that was found to
associate with TBK1 even more strongly than the WT
protein [25]. In contrast, TBK1 was not pulled down
with OptnAm, confirming that this region is crucial for
this interaction. A ubiquitin-binding point mutant in the
UBAN (D474N) bound to TBK 1 comparably to the WT
protein, strengthening the previous report that the ability
of optineurin to bind ubiquitin is not a prerequisite for
the interaction with TBK1 [23]. The binding of TBK1
and optineurin was further tested in cell lysates from cells
stimulated with a synthetic double-stranded RNA-
mimicking agent, poly(I:C), which signals via TLR3 [27].
It has been reported that optineurin is constitutively
bound to TBK1 [15,23]. We found, however, that only a
small fraction of optineurin coimmunoprecipitated with
TBK1 in unstimulated HEK293-hTLR3 cells, and that
binding greatly increased upon stimulation (Fig. 2B).
Moreover, TBK1 bound to optineurin was activated,
that is, phosphorylated on S172 (Fig. 2C). Inducible
binding was also compared in WT and OptnA'>’
BMDM after stimulation with LPS, a TLR4 ligand.
Although WT optineurin did not coimmunoprecipitate
with TBK 1 in unstimulated cells, LPS induced an associ-
ation that increased over time (Fig. 2D). OptnA'’ did
not bind to TBK1 in any situation, confirming that opti-
neurin binding to TBK1 is inducible and contingent on
the presence of its N-terminal TBK 1-binding region.

The TANK-binding kinase 1 phosphorylates human
optineurin on S177 [5]. Although this is thought to be
important for autophagy, its relevance in TBKI-
mediated signaling events is unclear. We tested if
TBK1 association with optineurin via its N-terminus is
necessary for this phosphorylation upon TLR-
mediated stimulation. LPS stimulation of BMDM
resulted in WT optineurin phosphorylation on S187,
the murine homolog of S177 (Fig. 2E). In contrast, no
optineurin phosphorylation was observed in OptnA'>’
cells. Because OptnA'’ is expressed at a lower level
than the WT (Fig. 2F), we also loaded threefold more
OptnA"” immunoprecipitate, but still saw no phos-
phorylation of the truncated form (Fig. 2G). Together,
these results demonstrate that optineurin binds to
TBK1 in an inducible manner, and that the N-terminal
region of optineurin is required for both TBK1 associ-
ation and S187 phosphorylation.

The N-terminal region of optineurin is required
for TBK1 phosphorylation and IFN- production

Upon TLR stimulation, TBK1 is activated by phos-
phorylation at S172, and subsequently phosphorylates
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the transcription factor IRF3, which is essential for
IFN-B production [22]. To test the importance of
N-terminal region of optineurin for TBK1 activation,
phosphorylation of TBK1 at S172 was determined.
Stimulation with LPS induced phosphorylation of
TBK1 in WT BMDM that peaked at 30 min to 1 h
and waned thereafter (Fig. 3A). TBK1 was phosphory-
lated to a lesser extent in OptnA'>’ cells. We next
examined substrates of TBK1 in the TLR3/4 signaling
cascades. IRF3 phosphorylation was detectable 30 min
after LPS stimulation in WT BMDM, peaked at 1 h,
and decreased thereafter (Fig. 3B). Phosphorylation of
IRF3 in OptnA' BMDM was markedly reduced
compared to WT cells. A similar reduction of IRF3
phosphorylation in OptnA'>” BMDM was observed
after poly(I:C) treatment (Fig. 3C). Thus, TLR-
induced TBK1 and IRF3 activation were compromised
in BMDM in which an interaction between optineurin
and TBKI1 is precluded.

The TANK-binding kinase 1-mediated IRF3 phos-
phorylation is crucial for IFN- production in response
to pathogens. BMDM were LPS and poly(I:C) treated
and IFN-B secretion was monitored. In both cases,
IFN-B production was diminished in OptnA"’ cells
(Fig. 3D.E). To test the importance of optineurin in a
viral model in vivo, WT and OptnA'>’ mice were
infected with Vesicular Stomatitis Virus (VSV). Again,
the IFN-B measured in the sera was decreased in
OptnA"7 mice (Fig. 3F). These data argue that TBK1:
optineurin association is required for optimal IFN-
responses, and confirm that optineurin is a positive reg-
ulator of TBK1 both in vitro and in vivo.

Several reports found reduced activation of NF-xB
upon optineurin overexpression, suggesting that it acts
as a negative regulator [2,3]. However, enhanced NF-
kB activation was not found in the genetic models of
optineurin insufficiency or deficiency [4,23,28]. To test
if OptnA'” mitigated the activation of NF-kB, we
stimulated BMDM with LPS or poly(I:C) and moni-
tored proximal and distal signaling events. A similar
pattern of IkB degradation was observed in both WT
and OptnA157 cells for both stimuli (Fig. SIA,B), and
the NF-kB-regulated cytokine IL-6 was equally pro-
duced (Fig. SIC,D). These results argue that OptnA'®’
does not interfere with LPS and poly(I:C) mediated
NF-xB activation. Taken together, the optineurin N-
terminus is dispensable for NF-«kB pathway but neces-
sary for optimal TBK1 activity and IFN-f production.

Discussion
Optineurin has been proposed to bind to TBKI1 and

regulate its kinase activity. However, the outcome of

FEBS Letters (2016) © 2016 Federation of European Biochemical Societies
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Fig. 2. The N-terminus of optineurin is important for TBK1 binding. (A) Lysates of HEK293 cells overexpressing myc-TBK1 were incubated
with purified GST fusion proteins containing WT optineurin or the indicated mutants. Bound proteins were subjected to immunoblotting
using anti-myc and anti-optineurin antibodies. One of three experiments is shown. (B) Lysates of HEK293-hTLR3 cells were stimulated with
100 pg-mL~" of poly(l:C) for indicated times and were immunoprecipitated with anti-optineurin. The immunoprecipitate and the whole-cell
lysate were resolved on SDS/PAGE and immunoblotted with anti-TBK1 and anti-optineurin antibodies. (C) HEK293-hTLR3 cells were
stimulated with 10 pg-mL~" of poly(I:C) for the indicated times and an immunoprecipitation was performed with an anti-optineurin antibody.
Immunoprecipitates (left) and whole-cell lysates (right) were blotted for phospho-TBK1 and optineurin; one representative experiment out of
two is shown. *Designates phospho-TBK1 signal from the previous blot. (D) BMDM from WT and OptnA'®” mice were stimulated with LPS
for the indicated times and cells lysates were immunoprecipitated with anti-TBK1. Bound proteins were resolved on SDS/PAGE and
immunoblotted using anti-optineurin and anti-TBK1 antibodies, respectively. (E) and (F) BMDMs were stimulated with LPS for 30 min and
the lysates were immunoprecipitated using anti-optineurin antibody. Bound proteins were subjected to SDS/PAGE and immunoblotted either
with anti-phosphoS177 that recognizes phosphorylation of mouse optineurin at residue S187 (left panel), or anti-optineurin antibody (right
panel). (G) Optineurin immunoprecipitates shown in (E) and (F), were loaded to SDS/PAGE gels in ratio of KI:WT lysate as 3:1. Membranes
were immunoblotted as indicated above. All experiments were done 3 or more times, and a representative blot is shown.

this interaction remains controversial. Here, we found
that in primary cells N-terminal-truncated optineurin,
OptnA"7, was unable to bind to TBKI, resulting in
diminished TBK1 and IRF3 activity and IFN- secre-
tion. Although because OptnA'®’ was present at a 1.5
lower levels, we cannot formally exclude the possibility

FEBS Letters (2016) © 2016 Federation of European Biochemical Societies

that lower level of the truncated product contributed
to the impaired IFN-f response, we believe that this
relatively mild optineurin deficiency could not by itself
explain the complete lack of PAMP-induced inducible
TBK1 binding to OptnA'’ and subsequent lack of
optineurin phosphorylation. Our data contrast several



N-terminus of optineurin promotes IFN-B responses N. P. Meena et al.

A D 150 "
WT OptnA157 E
LPS(h: 005124 005124 kDa 5 100

WT  OptnA®s?

B WT OptnA157 E 1501
LPS(h: 00512 4 00512 4 kD
(h) 1 2 a & o0l
IB: P-IRF3| 5
— ®
IB: IRF3 w 501
- =
[T
IB: B-actin = e o - - — — - - - - 0 .
c g WT  OptnA®S?
157
WT OptnA -
Poly(I:C)(h:0 051 2 4 0051 2 4 kba &
IB: p-IRF3| - - e 0 ‘s 100
IB: IRF3 |- \ : £ 50
IB: B-2CHN e w= = = e - - - — 0 i

WT  OptnA®s?

Fig. 3. The N-terminus of optineurin is important for TBK1 phosphorylation and IFN-B secretion. (A) BMDMs from WT and OptnA'®” mice
were stimulated with LPS for the indicated times and cell extracts were subjected to immunoblotting using anti-phospho-TBK1 (upper
panel), stripped, and reprobed with an antibody recognizing total TBK1 (lower panel). (B) Lysates from (A) were immunoblotted with anti-
phospho-IRF3 antibody (upper panel), stripped, and reprobed with an antibody recognizing total IRF3 (middle panel). Immunoblot with B-actin
antibody as loading control is shown for A and B. (C) BMDMs from WT and OptnA’®” mice were stimulated with poly(l:C) and cell lysates
immunoblotted with anti-phospho-IRF3 antibody (upper panel), stripped, and reprobed with an antibody recognizing total IRF3 (middle panel)
or B-actin (lower panel). For A-C the experiments were done three or more times and the representative blot is shown. WT and OptnA'®”
mice were treated with 100 ng-mL~" LPS (D), 30 pg-mL~" poly(1:C) (E), and IFN-B was measured in supernatants after 7 h of stimulation.
The results from three separate experiments were normalized to WT IFN-B levels. (F) WT and OptnA'®” mice were infected with VSV
1 x 10'° pfu for 16 h and IFN-B was measured in the sera. Sera were taken from at least seven mice per genotype from two separate
experiments, and the results were normalized as in E. The average IFN-B from two experiments was 173 pg-mL~" and 61/4 in WT, and
41.6 and 12.5 pg-mL™" in OptnA'” mice. The data represent mean + SE measured. *P < 0.05; **P < 0.001: ****P < 0.0001.

reports in HEK293 and HeLa cell lines, one of which knockout model [28]. Together these results strongly
proposed that optineurin recruits the CYLD deubiqui- argue that optineurin is positive regulator of TBKI-
tinase to TBK1 in a cell-cycle-dependent manner to mediated IFN-B responses. Although it is formally
shut down TBKI1 activity [15,24,29]. We speculate that possible that OptnA'>’ acts as a dominant-negative
the reason for this discrepancy lies in the cell lines protein, we find it unlikely because pull-down assays

used and/or the fact that these studies were limited to showed that this truncation does not bind to TBKI,
overexpression or silencing. In addition, given that and more importantly, OptnA'®’ cells exhibited a simi-
optineurin has been shown to interact to a large num- lar loss of TBKI1 activity upon PAMP stimulation as
ber of cellular proteins and its levels increase upon cell did other optineurin insufficiency models.

stimulation, it is also possible that it participates in Most mutations described in ALS patients either
additional regulatory pathways, and its activity is dif- lack the C-terminal domain or harbor mutations in the
ferent at different times after stimulation. Our results, ubiquitin-binding region, but the mechanism of their

however, strongly support the findings of two other noxious effect is still debated [2,30]. The finding that
genetic models of optineurin insufficiency (Optn™*""N both N-terminal and C-terminal optineurin insuffi-
and Optn*"°T) [4,23]. Moreover, while this article was ciency together with the knockout model had dimin-
in preparation, another study found diminished TBK1 ished TBK1 activity argues that optineurin mutations
activity and IFN-B production in an optineurin found in human ALS patients result in loss-of-function

8 FEBS Letters (2016) © 2016 Federation of European Biochemical Societies
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rather than gain-of-function due to dominant-negative
activity. Further elucidation of the role of optineurin
in ALS pathogenesis, currently ongoing in our labora-
tory, will show if this is directly linked to suboptimal
TBKI1 activity and/or IFN-B production, and perhaps
leads to neuroinflammation, a major driving force in
ALS. Of note, neither young OptnA'>” nor OptnA*7°T
mice develop signs of motor neuron degeneration (up
to 1 year of life; I. Munitic & J. D. Ashwell, unpub-
lished observations), which is perhaps expected given
the fact that ALS neurodegeneration is multifactorial,
usually occurs late in life, and optineurin likely only
has a protective role, as discussed here.

The N-terminus of optineurin was shown to bind
TBK1 in vitro using recombinant GST fusion products
[25]. Here, we have extended this finding to show the
in vivo relevance of this interaction in TBKI1 activa-
tion. The proposed binding site can likely be narrowed
to amino acids 78—121 in human optineurin, which are
highly homologous to the TBK1-binding sites of three
other TBK1 adaptor proteins, namely TANK, NAPI,
SINTBAD, all of which have also been implicated in
IRF3 and NF-xB activation. However, it was sug-
gested that optineurin binding to TBK1 is constitutive
and independent of ubiquitination [15,23]. This is at
odds with the proposed dynamic regulation of TBKI,
in which PAMP stimulation results in the recruitment
of inactive TBKI1 to signalosomes via adaptor pro-
teins, leading to its high local concentration and acti-
vation by transautophosphorylation [21]. Moreover,
K63-linked polyubiquitination of TBK1 on lysines 30
and 401 is a prerequisite for its activation and opti-
neurin, unlike the adaptors SINTBAD and NAPI, has
an ubiquitin-binding region [22,31]. Consistent with
this, we found that in HEK293-hTLR3 cells and pri-
mary bone marrow macrophages, WT optineurin
bound inducibly to TBK1 upon TLR stimulation and
was phosphorylated on S187. Inducible binding sug-
gests that the optineurin scaffolding function precedes
TBK1 recruitment to signalosomes. We also demon-
strate that the TBKI1 associated with optineurin is
phosphorylated at S172. In contrast, OptnA'>’ was
unable to bind to TBKI1, was not phosphorylated on
S187, and led to reduced TBKI1 activation. Together
with a published report on the role of the ubiquitin-
binding region in the optineurin C-terminus [23], cur-
rent findings suggest that neither the N-terminus nor
the ubiquitin-binding regions alone are sufficient for
stimulus-triggered binding, thus arguing for a bipar-
tite-binding model between TBK1 and optineurin: the
interaction with N-terminus of optineurin is further
strengthened upon TBK1 polyubiquitination. It is pos-
sible that this bipartite interaction allows a positive
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feedback mechanism between those two proteins, as
recently proposed during mitophagy, whereby the
phosphorylation of optineurin by TBK1 on S473 and
S513 increases its binding to ubiquitinated mitochon-
dria, which in turn further amplifies TBK1 activation
[32]. The optineurin scaffolding function is further
characterized in our submitted manuscript, where we
show that virus-induced TBK1 polyubiquitination on
lysines 30 and 401 targets TBK1 to optineurin at the
Golgi apparatus (Pourcelot ez al.).

Both TBK1 and optineurin are multifunctional pro-
teins. Interestingly, they form a functional unit not
just in TLR signaling, but also during autophagy.
Optineurin becomes an efficient autophagy adaptor
when phosphorylated by TBKI1 on S177 (or murine
S187); it subsequently bridges LC3-coated autophago-
somal membranes to autophagy targets, such as ubig-
uitinated cytosolic Salmonella, protein aggregates, or
damaged mitochondria [5,32-35]. Notably, TBKI1
mutants that cannot bind optineurin were also recently
found in ALS patients, and the preliminary data sug-
gest that they cause functional impairment of TBK1
in autophagy, rather than in signaling [36,37]. In line
with this, it was recently described that PINK1/par-
kin-mediated ubiquitination of damaged mitochondria
leads to optineurin recruitment and TBKI1-mediated
optineurin S177 phosphorylation, consequently leading
to LC3 recruitment and mitophagy [32,34,35]. It is
unclear if there is a direct crosstalk between autop-
hagy or mitophagy and the pathways leading to IFN-
B secretion and/or whether some of the resources, such
as optineurin itself, are limited. It is also possible that
the two events are spatially and/or temporally dissoci-
ated, and that inducible optineurin binding serves to
distinguish between these different cellular events.
Notably, S177 phosphorylation of optineurin by
another kinase, Polo-like kinase 1 (Plk1), causes disso-
ciation of optineurin from Golgi-associated Rab8,
allowing its nuclear translocation and association with
myosin phosphatase-targeting subunit 1 (MYPTI1),
which then antagonizes Plk1 activity and permits cell
division [9]. It is thus likely that other regulatory
mechanisms are in place to efficiently transduce speci-
fic signals from the shared pool of optineurin, which
can apparently even harbor similar post-translational
modifications when exerting different functions. Other
reported post-translational modifications of optineurin
might contribute. A tumor suppressor ubiquitin ligase
HACE-1 was shown to add K48-polyubiquitin to opti-
neurin, prompting its association with another autop-
hagy adaptor p62/SQSTMI, accelerating autophagy
flux [38]. Notably, the bipartite interaction of opti-
neurin to TBK1, via both N-terminus and ubiquitin
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binding, is likely one of such specificity-ensuring
mechanisms. Overall, the finding that TBK1 interac-
tion to optineurin is inducible, and dependent on
N-terminus, perhaps makes the inhibition of this inter-
action an interesting target in overactive TBKI-
mediated responses such as in autoimmune disease or
cancer.
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The innate immune system has a key role in the mammalian immune
response. In the cytosol, RNA viruses are sensed by the retinoic acid-
inducible gene-I-like receptors, which trigger a complex signaling cascade
in which mitochondrial antiviral signaling protein plays a central role in
mediating the innate host response through the induction of antiviral and
inflammatory responses. Hence, the mitochondrion is now emerging as a
fundamental hub for innate antiviral immunity beyond its known roles in
metabolic processes and the control of programmed cell death. This review
summarizes the findings related to mitochondrial antiviral signaling pro-
tein, and mitochondria and their dynamics, in the innate immune response
to RNA viruses.

Introduction

Apoptosis is one of the most ancestral defense mecha-
nisms against viral infections, acting by eliminating the
infected cells. Mitochondria are therefore important
actors in antiviral immunity [1,2] through their critical
role in apoptosis [3]. In the middle of the 2000s, the
discovery of the retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-
like receptors (RLRs) showed much greater involve-
ment of mitochondria in antiviral immunity, as they

Abbreviations

are RNA-sensing cytosolic receptors requiring the
mitochondrial adaptor mitochondrial antiviral signal-
ing protein (MAVS) to initiate the production of
type I interferons (IFNs) and proinflammatory cyto-
kines [4] to act against pathogens. RLRs constitute a
class of germline-encoded pattern-recognition receptors
(PRRs) such as Toll-like receptors (TLRs), and they
directly activate immune cells [5].

CARD, caspase activation and recruitment domain; Drp1, dynamin-related protein 1; FADD, FAS-associated death domain-containing protein;
Fis1, Fis1 mitochondrial fission 1 protein; IFN, interferon; IKK, |kB kinase; IKKi, inducible |kB kinase; IRF, interferon regulatory factor; LGP2,
laboratory of genetics and physiology 2; MAM, mitochondrial-associated endoplasmic reticulum membrane; MAVS, mitochondrial antiviral
signaling; MDA-5, melanoma differentiation-associated gene-5; MEF, murine embryonic fibroblast; Mff, mitochondrial fission factor; Mfn1,
mitofusin-1; Mfn2, mitofusin-2; mROS, mitochondrial reactive oxygen species; NAP1, NAK-associated protein 1; NEMO, nuclear factor-xB
essential modulator; NF-xB, nuclear factor-kB; NLR, Nod-like receptor; NOX, NADPH oxidase; OPA1, optic atrophy 1; PRR, pattern-
recognition receptor; RIG-I, retinoic acid-inducible gene-I; RIP1, receptor-interacting protein kinase 1; RLR, retinoic acid-inducible gene-I-like
receptor; ROS, reactive oxygen species; TAK1, transforming growth factor-p-activated kinase 1; TANK, tumor necrosis factor receptor-
associated factor family member-associated nuclear factor-kB activator; TBK1, tumor necrosis factor receptor-associated factor family
member-associated nuclear factor-kB activator-binding kinase 1; TLR, Toll-like receptor; TM, transmembrane; TRADD, tumor necrosis factor
receptor type 1-associated DEATH domain; TRAF, tumor necrosis factor receptor-associated factor.
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The RLRs

Following infection, viruses are rapidly sensed by the
innate immune system through several classes of
PRRs, including TLRs and RLRs, which recognize
viral components and directly activate immune cells.
After activation, TLRs recruit different adaptor pro-
teins, such as MyD88 and TRIF, leading to down-
stream signaling cascades and the production of
proinflammatory cytokines such as type I IFNs and
chemokines [6].

TLR3, TLR7, and TLRS, like other TLRs, are
found almost exclusively in intracellular compartments
such as endosomes, so that viral RNA that is synthe-
sized in the cytoplasm of the cell or that is present in
viral genomes already released into the cells is not
accessible to TLRs [6]. Nevertheless, RNA viruses can
still be detected in the cytosol through RLRs. There
are three members of this family of cytosolic PRRs:
RIG-I, melanoma differentiation-associated gene-5
(MDA-5) and laboratory of genetics and physiology 2
(LGP2). RIG-I and MDA-5 are both prototypical
PRR factors, whereas LGP2 has been proposed to
function as a regulator of RIG-I and MDA-5 signaling
[7].

Two independent studies have reported that the
in vitro transcribed uncapped 5'-triphosphate end of
RNA is the ligand for RIG-I [8,9], whereas ssRNA
was initially proposed to be the ligand for RIG-I and
MDA-5. In addition to 5'-triphosphate RNA, dsRNA
has also been reported to be a ligand of RIG-I and
MDA-5 [7,10]. Akira’s group have also clarified the
nature of the dsRNAs that activate RIG-I and MDA-
S, as they have demonstrated that long poly(I:C) mole-
cules [poly(I:C) molecules being analogs of dsRNA]
activate MDA-5 but not RIG-I [11]. However, they
have also shown that an MDA-5 ligand can be con-
verted into a RIG-I ligand by shortening the length of
dsRNA [11]. Interestingly, RNA polymers generated
by RNA polymerase III from DNA templates can also
be recognized by RIG-I, thus permitting this PRR to
indirectly detect dsDNA from intracellular pathogens
[12].

RIG-I and MDA-5 are both cytosolic helicases with
ATPase activity, and they contain a C-terminal regula-
tory domain required for binding to viral RNA.
Importantly, the N-termini of RIG-I and MDA-5, but
not the N-terminus of LGP2, contain two tandem cas-
pase activation and recruitment domains (CARDs) [7].
As a result of binding to their ligands, the ATPase
activity of both helicases may be critical not only for
translocation along dsRNA [13], but also for confor-
mational changes that lead to the exposure of the
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CARDs masked by the C-terminal regulatory domain.
In addition to the sensing of specific RNA motifs, con-
formational changes that relieve the repression induced
by the C-terminal regulatory domain are also required
to initiate downstream signaling. Indeed, in uninfected
cells, RIG-I is maintained in a closed, inactive confor-
mation by intramolecular interactions between the
CARD and the C-terminal regulatory domain [7].
After detection of specific 5'-triphosphate panhandle
RNA structures, Lys63-linked polyubiquination of
RIG-I is generated by the E3 ubiquitin ligases
TRIM2S5 and RIPLET [14,15]; CARDs are then
released from the regulatory domain repression.
Recently, by reconstituting the RIG-I pathway in a
cell-free system, it was found that an essential step for
RIG-I activation is for the RIG-I CARDs to bind to
unanchored Lys63 polyubiquitin chains [16]. It was
further demonstrated that polyubiquitin binding trig-
gers the formation of an oligomeric complex compris-
ing four RIG-I and four ubiquitin chains, which is a
potent activator of the downstream signaling cascades
[17]. Significant advances have also been made in
understanding the structural mechanism of dsRNA
recognition by MDA-5. MDA-5 assembles into a polar
filamentous oligomer along dsRNA [18]. ATP hydroly-
sis controls the stability of the MDA-5 filament,
because it triggers dissociation of MDA-5 from
dsRNA [18]. The crystal structure of MDA-5 (without
CARDs) bound to dsRNA also shows a global
domain organization similar to that of RIG-I. How-
ever, unlike RIG-I, which forms an O-ring structure
with dsRNA, MDA-5 uses an open, C-shaped struc-
ture to bind dsRNA [19]. Then, the tandem CARDs
oligomerize into a structure capable of triggering the
downstream signaling pathway. As for RIG-I, unan-
chored Lys63 polyubiquitin chains also bind to the
CARDs of MDA-5, and this binding is again impor-
tant, as mutations of conserved residues in MDA-5
that prevent its ubiquitin binding also abrogate MDA-
S5-mediated signaling [17].

The conformational change in RIG-I or MDA-5 is
required for the interaction between the tandem
CARDs of the helicases with the CARD of MAVS
(also known as CARDIF, IPS-1, or VISA) [20-23],
which is inserted into the mitochondrial outer mem-
brane through a transmembrane domain in its C-ter-
minal region [22]. Although this CARD-CARD
interaction results in the propagation of downstream
signaling leading to antiviral and inflammatory
responses, how MAVS plays a central role in control-
ling the complex events in signal transduction remains
poorly elucidated and/or debated. However, an essen-
tial role of MAVS in antiviral innate immunity has
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been demonstrated by the severely compromised
immune defense against RNA virus infections of
MAVS-deficient mice, as well as the failure of these
mice to produce a proper IFN response to poly(I:C)
stimulation [24,25].

MAVS

In Homo sapiens, MAVS 1is a 540-residue protein
inserted into the mitochondrial outer membrane. It is
encoded in the nuclear genome (not by mtDNA), and
has a predicted molecular mass of 75 kDa. Endoge-
nous MAVS extracted from the mitochondrial fraction
was found to elute in a high molecular mass fraction
corresponding to ~ 600 kDa [26]. Very recently, it was
reported that MAVS is expressed from a bicistronic
mRNA encoding a second protein called miniMAVS,
lacking the CARD domain, and that this truncated
variant interferes with IFN production induced by
full-length MAVS [27]. MAVS is expressed ubiqui-
tously in a variety of cell types and tissues in mammals
[21-23], and some MAVS orthologs have been
reported in fish species [28].

In its N-terminal region, MAVS contains a CARD
containing six helices: three (Hla, H3, and H4) estab-
lish a flat, positively charged surface; and two (H2 and
H6) create an acidic, negatively charged surface on the
opposite side [29]. Besides its interactions with RIG-I
or MDA-5, the CARD of MAVS has been recently
demonstrated to be required for the formation of func-
tional prion-like aggregates after viral infection, and
these aggregates are involved in the production of
type I IFNs as a consequence of the activation of the
transcription factor interferon regulatory factor (IRF)3
in the cytoplasm [30,31]. In its C-terminal region,
MAVS possesses a single transmembrane (TM)-span-
ning domain that targets the protein to the mitochon-
dria [22]. Nevertheless, two studies have shown that
the subcellular localization of MAVS is not limited to
the outer mitochondrial membrane. Indeed, Dixit et al.
have demonstrated that a small pool of MAVS is also
localized in the membranes of peroxisome, a metabolic
organelle, and that the peroxisomal MAVS is engaged
in the early induction of IFN-stimulated genes, such as
that encoding viperin, before the mitochondrial MAVS
generates a persistent antiviral response [32]. Further-
more, another group has reported MAVS in mitochon-
drial-associated endoplasmic reticulum membranes
(MAMs) [33]. As mitochondria, peroxisomes and
endoplasmic reticulum are interrelated and interdepen-
dent in cellular metabolism, this explains why the mul-
ticellular localization of MAVS is debated. Finally, in
addition to its CARD and TM domains, MAVS con-
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tains another functional domain, a proline-rich region,
which is involved in downstream signaling via its inter-
action with the tumor necrosis factor receptor-associ-
ated factor (TRAF) family, including TRAF2,
TRAF3, TRAFS5, and TRAF6 (see below)
[22,23,34,35].

MAVS activation initiates the recruitment of an
intricate interactome to transduce the signaling.
Indeed, up to now, > 30 partners have been reported
to interact with MAVS [36]. MAVS-interacting pro-
teins can therefore be classified into different catego-
ries that either positively or negatively regulate various
pathways and biological processes. First, there are pro-
teins involved in antiviral [inducible IkB kinase
(IKKi), IRF3, IRF7, nuclear factor-kB (NF-xB) essen-
tial modulator (NEMO), STING, TRAF3, TRAFS3,
and WDRS] or inflammatory [IkB kinase (IKK)a/B,
Nod-like receptor (NLR)CS, NLRP3, NLRXI1, trans-
forming growth factor-B-activated kinase 1 (TAKI),
TRAF2, TRAFS, and TRAF6] responses, but MAVS
has also been reported to interact with mitochondrial
proteins [mitofusin-1 (Mfnl)/mitofusin-2 (Mfn2),
Tom?70, and voltage-dependent anion channel 1], pro-
teins involved in cell death [FAS-associated death
domain-containing protein (FADD), receptor-interact-
ing protein kinase 1 (RIP1), SARMI, and tumor
necrosis factor receptor type l-associated DEATH
domain (TRADD)] or autophagy (Atg5-Atgl2), and
with other helicases (DHX15, DHX29, DHX33, and
DDX3), protein kinases (c-Abl, c-Src, focal adhesion
kinase, IKKi, and PLKI1) or E3 ubiquitin ligases
(PCBP2/AIP4, RNF5, RNFI125, Smurf2, and
TRIM2S5) that promote MAVS post-translational
modifications [36—44]. Although the physiological sig-
nificance of many of these protein interactions remains
to be clarified, several key proteins are involved in the
canonical RLR pathway, and, once activated, MAVS
is supposed to form a signaling platform where the
recruitment of TRAFs triggers the antiviral and
inflammatory response [5,34].

Hence, after the association of MAVS with RIG-I
or MDA-5, MAVS was shown to associate with the
E3 ubiquitin ligase TRAF3, which assembles Lys63-
linked polyubiquitin chains through its C-terminal
TRAF domain [35]. Importantly, the production of
type I IFNs in response to virus infection is severely
reduced in TRAF3-deficient cells [45]. TRAF3 in com-
plex with NEMO [46], TRAF family member-associ-
ated NF-xB activator (TANK) [47] and NAK-
associated protein 1 (NAP1) [48] regulates the activity
of two ‘noncanonical’ IKK-related kinases, designated
TANK-binding kinase 1 (TBK1) and IKKi, which
phosphorylate and activate the transcription factors
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IRF3 and IRF7 (Fig. 1). After their phosphorylation
by these kinases, IRF3 and IRF7 form homodimers
and/or heterodimers, and they translocate into the
nucleus, where they bind to IFN-stimulated response
elements, thereby leading to the expression of type I
IFN genes and a set of IFN-inducible genes. MAVS
has also been reported to bind the endoplasmic reticu-
lum-resident protein STING [49], a protein with a cru-
cial role in TBKI1 activation in the cytosolic DNA
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sensing pathway [50], but a role of STING in RLR
signaling is now debated, as STING-deficient cells do
not seem to have any obvious defects following RLR
activation [50].

An elegant study has revealed a key role of ubiqu-
itin chains in IRF3 activation downstream of MAVS
[51]. Indeed, the authors found that NEMO is required
for IRF3 activation by MAYVS, because NEMO
functions as a sensor of Lys63 polyubiquitin chains to

Cytosol

Mitochondrion

Proteasome
Degradation

\MM Viral RNA
@ Ub K48

© Ub K63

® Phosphorylation

Fig. 1. Overview of the RLR pathway and the involvement of ubiquitination. In the cytosol, viral RNAs are recognized by the helicases RIG-I
or MDA-5, according to their size. Then, the helicases undergo conformational changes and, in the case of RIG-I, the E3 ubiquitin ligases
TRIM25 and RIPLET promote its Lys63 ubiquitination. Moreover, RIG-I or MDA-5 CARDs bind to unanchored Lys63 polyubiquitin chains,
and this binding is essential for the activation of both helicases. Next, the N-terminus of RIG-I or MDA-5 containing two CARDs interacts
with the CARD of the mitochondrial adaptor MAVS. MAVS then forms prion-like aggregates. After recruitment of the transactivator TRAF6
and its Lys63 polyubiquitination, fixation of the transforming growth factor--activated kinase 1-binding protein (TAB)-TAK1 complex on the
ubiquitin chains allows the activation of ubiquitin-associated IKK after the TAK1-mediated phosphorylation of IKKB. Activated IKK then
phosphorylates 1kBa, leading to its proteosomal-mediated degradation and the release of NF-xB, resulting in the expression of
proinflammatory cytokines. In parallel, the recruitment of TRAF3 or an unidentified E3 ubiquitin ligase allows recruitment on the Lys63
polyubiqguitin chains of a complex composed at least of the kinase TBK1, TANK, NAP1, and NEMO, with NEMO functioning as a sensor of
Lys63 polyubiquitin chains for the activation of TBK1, which, in turn, promotes the phosphorylation and dimerization of the transcription
factors IRF3 and IRF7 for the expression of type | IFNs. Please note that, owing to lack of space, it is not shown that the promoters of
type | IFNs also contain NF-kB-binding sites. Ub, ubiquitin. [Figure 1 was replaced on 26 August 2014 after original online publication].
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activate TBK1 through its ubiquitin-binding domains.
In this paradigm, a central question is the identity of
the E3 ubiquitin ligase(s) that promotes IRF3 activa-
tion by MAVS. A candidate is TRAF3, because this
E3 ubiquitin ligase has been reported to be crucial for
type I IFN production by RLRs [35,45]. Nevertheless,
in some models, the loss of TRAF3 did not inhibit
IRF3 activation, suggesting that other E3 ubiquitin
ligases can counterbalance the loss of TRAF3 [51].
Accordingly, a remarkable study has reported that
MAVS polymers recruit several TRAFs, including
TRAF2, TRAFS5, and TRAF6, through distinct
TRAF-binding motifs [34]. Mutations of these motifs
that disrupt MAVS binding to TRAFs abrogate its
ability to activate IRF3. IRF3 activation is also
impaired in cells lacking TRAF2, TRAFS5, and
TRAF6. These TRAFs promote ubiquitination reac-
tions that recruit NEMO to the MAYVS signalosome,
orchestrating the activation of TBK1 and of the IKK
complex [34] (Fig. 1).

This is in agreement with initial studies where, in co-
immunoprecipitation experiments, MAVS was found
to interact with TRAF6 [22,23], and this E3 ubiquitin
ligase assembles Lys63-linked polyubiquitin chains on
which a complex formed by TAKI1, TAKI-binding
protein 2 and TAKI1-binding protein 3 directs NF-«xB
activation after recruitment and activation of the IKK
complex [52] (Fig. 1). In addition, FADD was discov-
ered in a complex with MAVS [20], and a FADD/cas-
pase-8-dependent pathway has been proposed to be
necessary for the activation of NF-kB downstream of
MAVS [53], given that FADD /™ cells are defective in
cytokine production [54]. Furthermore, a role for
TRADD in the RLR pathway was revealed [55].
Indeed, it was demonstrated that TRADD, a crucial
adaptor of tumor necrosis factor receptor I, is
recruited to MAYVS, and regulates the formation of
complexes with TRAF3 and TANK, as well as with
FADD and RIPI, leading to the activation of IRF3
and NF-kB. In agreement with this, TRADD-deficient
cells show reduced production of type I IFNs in
response to RNA viruses [55]. Nevertheless, recent
studies have challenged the involvement of caspase-8,
FADD, TRADD and RIP1 in MAVS-mediated signal-
ing [56], as the requirement for caspase-8 (and proba-
bly also FADD) in immune cell proliferation is
defined by the suppression of receptor-interacting pro-
tein kinase 3, a kinase that triggers an alternative form
of cell death called programmed necrosis. Finally,
whereas RIG-I-mediated activation of NF-kB requires
MAVS (Fig. 1), but also probably a complex involving
the adaptor proteins CARD9 and Bcl-10 [57], RIG-I
has also been reported to bind to the adaptor protein
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apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD to trigger caspase-1-dependent inflammasome
activation through a mechanism independent of
MAVS, CARDY, and NLRP3, suggesting that RIG-I
can also activate the inflammasome in response to
RNA viruses [57].

Mitochondrial dynamics govern
antiviral signaling

Recently, several studies have implicated mitochon-
drial dynamics in the regulation of RLR signaling,
introducing a new layer of complexity to mitochon-
drial antiviral immune responses. Mitochondria are
dynamic organelles that continuously fuse, divide, and
move. Mammalian cells maintain the overall shape of
their mitochondria by balancing the opposing pro-
cesses of mitochondrial fission and fusion. Therefore,
unbalanced fusion results in mitochondrial elongation,
whereas unbalanced fission triggers fragmentation of
the mitochondrial network. For mitochondrial fission,
at least three proteins — dynamin-related protein 1
(Drpl), Fisl mitochondrial fission 1 protein (Fisl),
and mitochondrial fission factor (Mff) — are required
in mammals [58-60]. Drpl is largely localized in the
cytosol, but a fraction forms puncta on mitochondria
[61]. Drpl contains a dynamin-like central domain and
a C-terminal GTPase effector domain in addition to
its N-terminal GTPase domain. Intramolecular interac-
tions between the GTPase domain and the GTPase
effector domain seem to be required for full GTPase
efficiency and mitochondrial fission [62]. Nonetheless,
intermolecular oligomerization is also supposed to be
necessary, as is thought to be the case for dynamins.
Finally, Drpl has been proposed to couple GTP
hydrolysis with mitochondrial membrane constriction
and subsequent fission, on the basis of its similarities
with dynamins [61].

How Drpl is recruited to mitochondria to trigger
fission has been debated. First, one possibility as a
mitochondrial receptor is Fisl, a protein with a TM
domain that is anchored into the mitochondrial outer
membrane through its C-terminal region [58]. A weak
interaction between recombinant Fisl and Drpl has
been reported [63], but this association between endog-
enous proteins remains to be confirmed in cells.
Indeed, knockdown of Fisl with RNA interference
does not prevent the localization of Drpl to mitochon-
dria [64]. Recently, as an alternative/complementary
dynamin receptor required for mitochondrial fission,
MIff was discovered [59]. Mff is a mitochondrion-asso-
ciated protein, and its silencing releases the Drpl foci
from the mitochondrial outer membrane, accompanied
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by network lengthening, whereas MIff overexpression
stimulates mitochondrial recruitment of Drpl accom-
panied by mitochondrial fission, and Mff and Drpl
physically interact [59].

Mfnl, Mfn2 and optic atrophy 1 (OPA1) constitute
the mitochondrial fusion machinery [65,66]. These pro-
teins are large integral membrane GTPases localized to
mitochondria. Although it is still debated [67], Mfn2
has also been proposed to be involved in the tethering
between the endoplasmic reticulum and mitochondria
[68]. Mfnl and Mfn2 are anchored into the outer
membrane with the N-terminal GTPase domain and a
predicted coiled coil protruding into the cytosol [69],
allowing them to homodimerize or to heterodimerize
[65]. OPALI also has two predicted coiled-coil domains,
and at least eight splicing isoforms have been reported
[70]. Nevertheless, unlike Mfnl and Mfn2, OPAIl
resides in the intermembrane space, with pools that
are either soluble or tightly associated with the inner
membrane [71]. OPA1l has been shown to require
Mfnl to promote fusion [72], so OPA1 and mitofusins
are thought to work together to promote mitochon-
drial fusion. OPA1 has also been proposed to form
oligomers involved in the regulation of mitochondrial
cristae morphology and the complete release of cyto-
chrome ¢ during apoptosis [66,71,73].

As mentioned at the beginning of this section, several
recent studies have implicated mitochondrial dynamics
in the regulation of RLR signaling. First, Mfn2 was
shown to constitutively interact with MAVS in high
molecular mass complexes and therefore inhibit RLR
signaling [26]. Overexpression of Mfn2 blocks NF-kB
and IRF3 activation downstream of RIG-I, MDA-5,
and MAVS, whereas Mfn2~/~ murine embryonic fibro-
blasts (MEFs) show improved MAVS signaling and
produce considerably more IFN-f following viral infec-
tion [26]. Interestingly, manipulation of Mfnl expres-
sion levels does not yield similar phenotypes,
suggesting that Mfn2 has a unique role in regulating
MAVS signaling independently of its function in mito-
chondrial fusion. However, two additional reports have
demonstrated a role for mitochondrial dynamics in an-
tiviral responses, and have implicated Mfnl in RLR
signaling. Indeed, it was reported that MAVS interacts
with Mfnl, and that mitochondrial fusion is required
for efficient RLR signaling, as inhibition of fusion by
silencing Mfnl or OPA1 decreases virus-induced NF-
kB and IRF3 activation [74]. Conversely, cells depleted
of Drpl or of Fisl show elongated mitochondrial net-
works and increased RLR signaling. This study further
showed that RLR activation promotes elongation of
the mitochondrial network, and that elongated mito-
chondria promote mitochondrion—endoplasmic reticu-
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lum interactions during viral infection, enhancing the
association of MAVS with STING to augment RLR
signaling [74] (Fig. 2), in agreement with the demon-
stration that the major site of MAVS signaling is the
MAM, a distinct membrane compartment that links
the endoplasmic reticulum to mitochondria [33].
Because a pool of Mfn2 is also found in the MAM
[68], Mfn2 may inhibit MAVS in this membrane com-
partment.

Fujita ef al. have also observed an interaction
between MAVS and Mfnl, and have reported that
Mfnl is required for efficient RLR signaling [75].
Indeed, they have reported that RIG-I localizes
around centers of viral replication that contain nucleo-
capsid proteins and RNA, and that this leads to the
recruitment of MAVS-enriched mitochondria and sub-
sequent downstream signaling. Importantly, this pro-
cess involves Mfnl, further implicating mitochondrial
fusion as a necessary event in MAVS-mediated signal-
ing. Concomitantly with phosphorylation of both
IRF3 and IkBa after RLR activation, the main 75-
kDa isoform of MAVS is degraded while the shorter
‘miniMAVS’ form (see above) remains unaffected [42];
this degradation may release Mfnl bound to MAVS,
thus allowing Mfnl to promote the mitochondrial
fusion/elongation that is observed when RLRs are
activated [74]. In such a scenario, MAVS would then
function as a regulator of Mfnl function.

Viruses have evolved strategies to interfere with an-
tiviral signaling pathways [76,77]. Fusion of the mito-
chondrial network seems to be required to enhance
both RLR signaling and NF-«xB activation [74,78].
Interestingly, expression of vMIA, a cytomegalovirus
antiapoptotic protein that promotes fragmentation of
the mitochondrial network [79,80], impedes signaling
downstream from MAVS [74], suggesting a possible
new immune modulation strategy of cytomegalovirus
that is required for its replication and pathogenesis
in vivo. It therefore appears that some viruses may
subvert innate immunity by expressing proteins that
generate changes in mitochondrial morphology to
hamper signaling downstream of MAVS. In agreement
with this, hepatitis C virus or alphavirus infections
have been reported to promote fission of the mito-
chondrial network [81,82].

A recent study has demonstrated that mitofusin-defi-
cient MEFs (both Mfnl~/~ and Mfn27/7), but not
cells lacking only one of these proteins, show markedly
decreased RLR-dependent antiviral responses. Because
of a total absence of mitochondrial fusion, mitofusin-
deficient MEFs show heterogeneous mitochondrial
membrane potentials, and the authors suggest that this
may be responsible for the reduced MAVS signaling
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Fig. 2. Mitochondrial dynamics and innate antiviral immunity. In the mitochondrial outer membrane, MAVS interacts with both Mfn1 and
Mfn2. Mfn2 is a direct MAVS inhibitor. During infection, mitochondria enriched in RIG-I and MAVS are recruited around centers of viral
replication to promote MAVS-mediated signaling, leading to the phosphorylation of both IRF3/IRF7 and IxBa, which, once degraded, allow
NF-kB activation. This occurs as Mfn1 and Mfn2 induce fusion of the mitochondrial network to increase MAVS interactions with
downstream signaling molecules. Mitochondrial mitofusins also interact with endoplasmic reticulum-localized Mfn2, which favors
interactions between MAVS and STING at MAMs. A low mitochondrial membrane potential (AV,,) (which triggers fragmentation of the
mitochondrial network) or a decreased ROS level inhibits MAVS-mediated signaling.

observed in these cells [83]. In addition, treatment of
cells with chemical uncoupling compounds that
decrease mitochondrial membrane potential reduces
RLR signaling to NF-kB and IRF3 and lowers type I
IFN production, further implicating robust mitochon-
drial membrane potential as a necessary component of
MAVS signaling [83]. The precise role of mitochon-
drial membrane potential in MAVS-mediated signaling
remains unclear, but it was suggested that a lowering
of mitochondrial membrane potential might thwart the
structural rearrangement of the MAVS complex, which
may exist as a readily available pool on the mitochon-
drial membrane to provide a quicker response upon
viral infection [83]. Importantly, another conclusion of
this study is that inhibiting ATP synthesis, the main
functional role of mitochondria, does not inhibit
MAVS-mediated signaling, excluding the hypothesis
that the localization of MAVS at the mitochondrial
surface is not attributable to an energetic requirement
to transduce the signal.

It appears that the homologous proteins Mfnl and
Mfn2 have opposite roles in viral innate immunity,

FEBS Journal 281 (2014) 3791-3802 © 2014 FEBS

although they share a similar function in mitochondrial
fusion [84]. As Mfnl and Mfn2 both engage in homo-
typic and heterotypic interactions on the mitochondrial
outer membrane and/or endoplasmic reticulum (in the
case of Mfn2 [68]), associations with their respective
partners might ensure fine-tuning of MAVS-mediated
signaling, in addition to regulation of mitochondrial
fusion. Although there are some discrepancies between
the findings discussed above, it is quite apparent that
mitofusins interact with MAVS during RLR signaling,
and further research should clarify the exact roles of
Mfnl and Mfn2 in this process. Taken together, these
studies detail a scenario in which mitochondrial fusion
serves to enhance mitochondrion-MAM interactions
and RLR-MAVS signalosome formation around intra-
cellular sites of viral infection (Fig. 2).

Mitochondrial reactive oxygen species
(mROS) and antiviral signaling

Although reactive oxygen species (ROS) can damage
cellular proteins, lipids and nucleic acids via oxidation,

3797



The mitochondrial antiviral innate immunity

they are also crucial second messengers in various
redox-sensitive signaling pathways, and they modulate
a number of signaling pathways, including NF-«B, c-
Jun N-terminal kinase, and the caspase-1 inflamma-
some [85]. The two major sources of cellular ROS are
the mitochondria, and the membrane-associated
NADPH oxidase (NOX) and dual oxidase complexes.
As mitochondria constitute a significant source of ROS
in many eukaryotic cells, mROS have been suggested
to modulate several signaling pathways [86]. Interest-
ingly, ROS have been implicated as both positive and
negative modulators of RLR signaling [87,88]. For
instance, it was reported that NOX2 and ROS are
required for the host cell to trigger efficient MAVS-
mediated antiviral signaling [87]. The authors of this
study have also provided evidence that NOX2 is critical
for the expression of MAVS, because NOX2 downre-
gulation decreases MAVS mRNA expression without
affecting its mitochondrial localization [87].
Autophagy-related gene 5, a crucial regulator of
autophagy and mitophagy, can inhibit RLR signaling,
and Iwasaki er al. have demonstrated that Arg5/~
MEFs accumulate dysfunctional mitochondria and
show increased mROS levels and improved type I IFN
production in response to vesicular stomatitis virus
infection [88]. Treatment of Arg5~/~ MEFs and pri-
mary macrophages with antioxidant agents reduces the
generation of type I IFNs to wild-type levels, suggest-
ing that abnormal ROS generation potentiates RLR
signaling in these cells. Furthermore, augmentation of
mROS via exposure of cells to the oxidative phosphor-
ylation complex I inhibitor rotenone increases IFN-f
generation in both wild-type and Arg5~/~ cells [88]. It
appears, therefore, that increased RLR signaling and
subsequent antiviral responses in Azg5 '~ MEFs are
probably attributable to enhanced mROS generation
resulting from accumulation of abnormal or damaged
mitochondria in these cells. Furthermore, mROS
induction also potentiates RLR signaling in wild-type
cells, thus implicating mROS more broadly as impor-
tant second messengers in RLR-MAVS signaling [88].
Moreover, another study has demonstrated that the
cytochrome ¢ oxidase complex subunit COX5B directly
interacts with MAVS and negatively regulates the ensu-
ing MAVS-mediated antiviral pathway [89]. Mechanis-
tically, whereas MAVS activation leads to increased
mROS production and COX5B expression, COX5B
downregulates MAVS signaling by limiting mROS pro-
duction. Importantly, COX5B synchronizes with the
autophagy pathway to control MAVS aggregation,
thereby balancing the antiviral signaling activity [89].
Additional studies are needed to definitively delin-
eate the mechanisms by which mROS may have a
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central role in the regulation of RLR-MAVS signaling
during viral infection. It remains unclear which aspects
of the RLR pathway are sensitive to mROS, and
whether viruses directly manipulate mROS levels dur-
ing infection to control RLR signaling is still
unknown.

Concluding remarks

Although the function of mitochondria in MAVS-med-
iated antiviral signaling deserves further investigation,
because mitochondria are essential for MAVS to oper-
ate [22], recent studies have shed light on mitochon-
drial dynamics, mitochondrial membrane potential and
ROS as critical regulators/effectors of this pathway.
With the current knowledge, the mitochondrion
appears to be a recruitment platform involved in the
RLR antiviral pathway. However, are other mitochon-
drial proteins required for RLR signaling? Do the
mitochondria also serve as a relay to transduce other
innate immunity signaling? Indeed, unidentified mito-
chondrial protein(s) may, like MAVS, serve as a sig-
naling platform for a proper antipathogen response
and/or inflammatory response. Future studies should
provide answers to some of these interesting questions.
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Implication de I’ubiquitination et de I’appareil de Golgi dans I’activation de TBK1 aprés
détection des ARNs viraux

Mots clés : Immunité Innée Antivirale, Interférons, PRR (Pattern Recognition Receptors), TBK1
(TANK-Binding kinase), Ubiquitination, Optineurine.

L’'immunité innée antivirale repose en grande partie sur la production des interférons de type I
(IFN-a/B) par les cellules infectées et les cellules immunitaires. Cette synthese résulte de la
reconnaissance de motifs viraux caractéristiques par des récepteurs cellulaires, parmi lesquels
les RIG-I-Like Récepteurs (RLR) et le Toll-Like Récepteur 3 (TLR3) détectent 'ARN viral
respectivement au niveau du cytosol et des endosomes. La signalisation induite par les RLRs et
TLR3 conduit a l'activation d’'IRF3 et de NF-xB, deux facteurs de transcription impliqués
respectivement dans la production d’IFN-a/f et de cytokines pro-inflammatoires. TBK1 (TANK-
Binding Kinase 1) joue un roéle essentiel dans l'immunité innée antivirale, de par la
phosphorylation du facteur de transcription IRF3, nécessaire a la production des IFNs de type 1.
Bien que de nombreuses études aient montré le role crucial de cette kinase dans la signalisation
antivirale, le processus entrainant son activation est encore mal déterminé a ce jour. Lors de cette
é¢tude nous avons démontré que suite a la stimulation du TLR3 et des RLRs, la forme active,
ubiquitinylée et phosphorylée, de TBK1 se relocalise au niveau de 1’appareil de golgi, grace a son
ubiquitination sur les résidus K30 et K401. Ce mécanisme implique la reconnaissance des chaines
d’ubiquitines associées a TBK1 par 1I’Optineurine (OPTN), permettant la formation d’un complexe
autorisant le rapprochement des molécules de TBK1 puis la trans-autophosphorylation au niveau de
I’appareil de Golgi. Au cours de ce travail nous avons également découvert qu’OPTN est la cible
d’une protéine virale, la protéine NS3 du BTV (Bluetongue Virus), qui neutralise son activité et
diminue ainsi 1’activation de TBK1 et la signalisation responsable de la sécrétion de cytokines
antivirales.

Ubiquitination and Golgi apparatus involvement in TBK1 activation after viral RNAs detection

Keywords : Antiviral Innate Immunity, Interferons, PRR (Pattern Recognition Receptors), TBK1
(TANK-Binding kinase), Ubiquitination, Optineurin.

Type-I interferons (IFN-a/B) production and release is a major event in innate antiviral immunity.
IFN production depends on the interaction between viral structures and their corresponding cellular
sensors. RIG-I-Like Receptors (RLRs) and Toll-Like Receptor 3 (TLR3) sense dsRNAs in the cytosol
and endosomes respectively. Stimulation of these receptors by their ligands promotes a signal
transduction leading to the activation of the transcription factors NF-kB and IRF3, and consequently
to the production of proinflammatory cytokines and Type I Interferons (IFN-I). TBK1 (TANK-
Binding Kinase 1), plays a crucial role in antiviral innate immunity, by phosphorylating the
transcription factor IRF3, required for the production of type I IFNs. Although many studies have
shown the critical role of this kinase in antiviral signaling, the molecular mechanism of its activation
are largely unknown. We report here the localization of the ubiquitinated and phosphorylated active
form of TBK1 to the Golgi apparatus after the stimulation of RLRs or TLR3, due to TBKI1
ubiquitination on lysine residues 30 and 401. The ubiquitin-binding protein optineurin (OPTN)
recruits ubiquitinated TBK1 to the Golgi apparatus, leading to the formation of complexes in which
TBKI1 is activated by trans-autophosphorylation. We also found that a viral protein binds OPTN at
the Golgi apparatus, neutralizing its activity and thereby decreasing TBK1 activation and downstream
signaling.
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