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Analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de clAP1/TRAF2

clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) est un important régulateur de la signalisation cellulaire et moléculaire
appartenant a la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis). Elle interagit avec ses différents partenaires par ses domaines
BIR (Bacculovirus IAP repeat) et possede un domaine RING (Really interesting New Gene) lui conférant une activité E3
ubiquitine ligase. clAP1 est impliquée dans différentes fonctions telles que 'inflammation, la différenciation, la migration et
la prolifération cellulaire. Des anomalies d’expression ont été détectées dans différents types de cancers et sont trés
souvent associées a un mauvais pronostic et a une résistance aux traitements chimiothérapeutiques. Une surexpression
de clAP1 a aussi été retrouvée chez des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Mon projet de these porte
sur I'analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de clAP1. Mes travaux ont démontré que son interaction avec
son partenaire TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) est nécessaire a ses propriétés oncogéniques, dans un modele
de MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) transformés avec I'oncogene H-Ras V12. TRAF2 est un adaptateur moléculaire
permettant le recrutement de clAP1 dans des plateformes de signalisation. Elle se lie sous forme de trimere au domaine
BIR1 de clAP1. La mutation ou la déplétion de ce domaine inhibe la croissance tumorale et la formation de métastases.
L’expression d’'un domaine BIR1 isolé force I'agrégation de TRAF2 et suffit a stimuler la croissance tumorale. Le binbme
clAP1/TRAF2 stimule l'activation des voies de signalisation ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) et NF-kB
(Nuclear Factor kB). L'activation de NF-kB stimule la production d’IL-6, menant a I'activation autocrine de la voie STAT3
(Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JAK (Janus Kinase). L'utilisation du niclosamide, un inhibiteur de
I'activation de STATS3, inhibe la croissance tumorale des MEF exprimant clAP1 mais n’a pas d’effet sur les MEF exprimant
le mutant de clAP1 déplété de son domaine BIR1, dans un modéle de xénogreffe chez la souris. Ces résultats montrent
pour la premiere fois I'importance de la voie JAK/STAT3 dans les propriétés oncogéniques de clAP1/TRAF2. La suite de
mes travaux de thése a porté sur I'étude du réle du bindbme clAP1/TRAF2 dans le développement de la fibrose pulmonaire.
Dans un modéle murin de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine, I'utilisation du GDC-0152, un antagoniste des IAP,
inhibe le développement de la maladie. Le développement de la fibrose pulmonaire est étroitement lié au TGF-B
(Transforming Growth Factor-G). Pour la premiére fois, un r6le de clAP1 dans les processus cellulaires médiés par le TGF-
B a été démontré. La déplétion de clAP1 ou de TRAF2 bloque les processus cellulaires médiés par le TGF-B : il inhibe
I'expression des marqueurs terminaux de différenciation mésenchymateuse et inhibe les différentes voies de signalisation,
canonigue ou non canonique activées par la cytokine. Une interaction entre clAP1 et le récepteur TGFBR2 (TGF-8
Receptor 2) a été détectée. L'ensemble de ces données mettent en évidence de nouvelles propriétés oncogéniques et
pro-fibrosantes de clAP1 dépendantes de son interaction avec TRAF2.

Mots clés : Signalisation cellulaire, IAP, TRAF2, TGF-B, STAT3, Fibrose

Analysis of the oncogenic and pro-fibrotic properties of clAP1/TRAF2

clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) is an important regulator of cellular and molecular signaling belonging to
the IAP (Inhibitor of Apoptosis) family. It interacts with its partners through its BIR domain (Bacculovirus IAP repeat) and
has a RING domain (Really interesting New Gene) conferring an E3 ubiquitin ligase activity. clAP1 participates in various
functions such as inflammation, differentiation, migration and cell proliferation. Expression abnormalities have been
detected in various types of cancers and are often associated with poor prognosis and resistance to chemotherapy. Over-
expression of clAP1 was found in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. My research project aimed to analyze the
oncogenic and pro-fibrotic properties of clAP1. My thesis work has shown that its interaction with its partner TRAF2 (TNF
Receptor-Associated Factor 2) is essential for clAP1’oncogenic properties in a model of Mouse Embryonic Fibroblasts
transformed with the H-Ras V12 oncogene. TRAF2 is a molecular adaptor allowing the recruitment of clAP1 in signaling
platforms. TRAF2 trimer binds to the BIR1 domain of clAP1 and mutation or depletion of this domain inhibited tumor growth
and metastases formation. The expression of an isolated BIR1 domain forced the aggregation of TRAF2 and was sufficient
to stimulate tumor growth. clAP1/TRAF2 stimulated the activation of ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) and
NF-kB (Nuclear Factor kB) signaling pathways. The activation of NF-kB stimulated the production of IL-6, leading to
autocrine activation of STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JAK (Janus Kinase) pathway.
Niclosamide, an inhibitor of STAT3 activation, inhibited tumor growth of MEF expressing clAP1 but had no effect on MEF
expressing the clAP1 mutant depleted from its BIR1 domain in a xenograft model in mice. These results showed for the
first time the importance of JAK/STAT3 pathway in the oncogenic properties of clAP1/TRAF2. The rest of my thesis work
focused on the study of the role of clAP1/TRAF2 in the development of pulmonary fibrosis. In a mouse model of pulmonary
fibrosis induced by bleomycin, the use of GDC-0152, an IAP antagonist, inhibited the disease development. The
development of pulmonary fibrosis is closely related to TGF-f (Transforming Growth Factor-B). For the first time, a role of
clAP1 in cellular processes mediated by TGF-f has been demonstrated. Depletion of clAP1 blocked cellular processes
mediated by TGF-. In addition, the expression of a clAP1 mutant without E3 ubiquitin ligase activity or BIR1 domain also
inhibited these cellular processes. The latter are dependent of the canonical and alternative signaling pathways of TGF-f.
Depletion of clAP1 blocked the activation of these signaling pathways. An interaction between clAP1 and the TGFBR2
(TGF-B Receptor 2) was detected by GST pull-down and co-immunoprecipitation. All these data highlight new oncogenic
and pro-fibrotic properties of clAP1 dependent on its interaction with TRAF2.

Keywords: Cell signaling, IAP, TRAF2, TGF-B3, STAT3, Fibrosis
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l. Préambule

Le cancer représente la deuxiéme cause de mortalité dans le monde aprés les maladies cardio-
vasculaires (OMS, 2021). L’INCa (Institut National du Cancer) définit le cancer comme une maladie
provoquée par la transformation de cellules qui deviennent anormales et proliferent de fagon
excessive. Elles finissent par former une masse nommée tumeur maligne. Les cellules cancéreuses
ont tendance a envahir les tissus voisins et a se détacher de la tumeur. Elles migrent alors par les
vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques pour aller former une autre tumeur appelée
métastase. Les cancers les plus meurtriers sont ceux du poumon, du célon et du foie. La lutte contre
cette maladie est donc devenue un enjeu majeur de la recherche médicale. Sa prise en charge a
considérablement évolué ces 15 derniéres années avec le développement de molécules capables
de neutraliser directement les anomalies cellulaires a I'origine du développement tumoral. Des cibles
thérapeutiques trés prometteuses sont les protéines de réponse au stress cellulaire, que les cellules
cancéreuses utilisent pour s’adapter a un environnement cellulaire pas toujours trés favorable et
échapper a la surveillance immunitaire. Elles sont aussi des facteurs importants de résistance des
cellules cancéreuses aux traitements chimiothérapeutiques. Parmi ces protéines, notre équipe
s’intéresse plus spécifiqguement aux protéines de la famille des IAP (Inhibitors of Apoptosis) et a leur
réle dans le cancer et la fibrose pulmonaire. Dans cette famille, clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis
1) joue un réle décisionnaire dans la mise en place d’'une réponse appropriée des cellules (survie,
différenciation, inflammation ou mort cellulaire) a la suite d’'une stimulation des récepteurs de la
superfamille des TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptors), de certains PRR (Pattern Recognition
Receptors) ou récepteurs de cytokines (Dumeétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Des travaux
effectués dans mon équipe d’accueil ont montré que clAP1 pouvait contrdler aussi la réponse des
cellules & un endommagement de ’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) (Cartier et al., 2011; Glorian
et al., 2017; Allegre et al., 2018). De nombreuses anomalies d’expression de clAP1 ont été
observées dans différents types de cancers et sa surexpression a souvent été corrélée a un mauvais
pronostic, faisant de cette protéine une cible de choix pour les traitements anti-cancéreux. Des
inhibiteurs pharmacologiques ciblant les IAP ont donc été développés et sont actuellement testés
en essais cliniques, seuls ou en combinaison avec d’autres agents chimiothérapeutiques ou de la
radiothérapie. Le sujet de ma thése porte sur I'analyse des propriétés oncogéniques et pro-
fibrosantes de [linteraction entre clAP1 et son partenaire historique TRAF2 (TNF Receptor-
Associated Factor 2). Les propriétés pro-fibrosantes de cette interaction seront étudiées par
lintermédiaire de I'étude des voies de signalisation médiées par le TGF-B (Transforming Growth
Factor-B). L'introduction de ce manuscrit présentera pour commencer la protéine clAP1 puis la
protéine TRAF2. Les r6les de ces protéines dans les différentes voies de signalisation seront ensuite
abordés. Pour conclure cette introduction, le TGF-B ainsi que ses différentes voies de signalisation

seront développés.
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[I. clAP1 et la famille des IAP
A. Historique des IAP

Les IAP constituent une famille de protéines caractérisées par la présence d’au moins un
domaine BIR (Baculoviral IAP Repeat), retrouvées dans de nombreux organismes tels que les virus,
les levures, les insectes ou les mammiféres. Elles ont été identifiées au départ chez le baculovirus
en tant que protéines virales permettant d’'inhiber la mort cellulaire dans les cellules d’insecte afin
de permettre la réplication du virus (Crook, Clem et Miller, 1993; Seshagiri et Miller, 1997). Elles ont
ensuite été observées chez le nématode, le papillon, la drosophile ou les mammiféres mais pas chez
les plantes (il y a présence en revanche de protéines dites « IAP-like ») (Cao et al., 2008; Kim et al.,
2011). La premiére IAP découverte chez les mammiferes a été NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitor
Protein). L’étude de génes impliqués dans 'amyotrophie spinale a mis en évidence l'importance de
NAIP dans I'inhibition de I'apoptose de motoneurones (Roy et al., 1995; Duckett et al., 1996). Chez
les mammiféres, 8 membres possédant tous au moins un domaine BIR ont été découverts : clAP1,
clAP2 (Cellular Inhibitor of Apoptosis 2) XIAP (X-Linked Inhibitor Of Apoptosis), ILP-2 (Inhibitor of
apoptosis protein-related-Like Protein 2), ML-IAP (MeLanoma Inhibitor of Apoptosis), NAIP, Apollon
et la survivine. Ces protéines ont été identifiées en premier lieu comme étant des inhibiteurs de
I'apoptose mais ce sont avant tout des régulateurs de la signalisation cellulaire (Berthelet et Dubrez,
2013; Dubrez et Rajalingam, 2015; Kocab et Duckett, 2016). Elles possédent toutes au moins un
domaine BIR et la plupart d’entre elles présentent en C-ter un domaine RING (Really Interesting

New Gene) leur conférant une activité E3 ubiquitine ligase (Figure 1).

XIAP BIR1 BIR2 BIR3 —m—
clAP1 BIR1 BIR2 BIR3 —] —m
on: — IR -
ILP-2

ML-IAP RING

|9
:Eua

Apollon

NAIP

1

Type |

Surivivin

%

Type ll

_ 77 -
I

Figure 1 : Représentation de la structure des membres de la famille des IAP. Les membres de la famille
des IAP possédent entre 1 et 3 domaines BIR impliqués dans les interactions avec leurs partenaires. Ces
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derniers sont divisés en deux types : les domaines de type Il (en bleu foncé) possédent une poche hydrophobe
permettant d’interagir avec le motif IBM (IAP Binding Motif) de leurs partenaires et les domaines de type | (en
bleu clair) ne possedent pas cette poche. Cing d’entre elles présentent un domaine RING en C-terminal leur
conférant une activité E3 ubiquitine ligase. clAP1 et clAP2 arborent un domaine CARD impliqué dans la
régulation de leur activité E3 ligase et leur stabilité. clAP1, clAP2, XIAP et ILP-2 présentent un domaine UBA
(UBIquitin-Associated) permettant la fixation de molécules d’ubiquitine. Apollon posséde un domaine UBC
(UBIquitin-Conjugating enzyme) lui conférant une fonction E2/E3 ubiquitine ligase.

B. Structure et fonction de clAP1

1. Domaine BIR

L’ensemble des protéines de la famille des IAP posséde entre 1 et 3 domaines BIR
positionnés en N-terminal, impliqués dans les interactions avec leurs partenaires protéiques. Ce
sont des structures en doigts de zinc composés d’environ 80 acides aminés structurés en trois
feuillets B et entre 4 et 5 hélices a stabilisées par un atome de zinc (Birnbaum, Clem et Miller, 1994;
Hinds et al., 1999; Sun et al., 1999). Trois résidus cystéine et un résidu histidine sont conservés,
permettant la conjugaison de I'atome de zinc (Srinivasula et Ashwell, 2008). Ces domaines sont

divisés en deux types distincts :

- Les domaines BIR de type Il : lls forment une poche hydrophobe sur laquelle va pouvoir
se lier un motif peptidique de 4 acides aminés appelé IBM (IAP binding motif) (Wu et al.,
2000; Silke et Meier, 2013). La principale caractéristique de ce motif est la présence d’'un
résidu alanine et pour certains d’entre eux un résidu sérine qui interagit avec la poche
hydrophobe. Ce motif est retrouvé dans I'extrémité N-terminale de la sous-unité de
certaines caspases ou dans les antagonistes des IAP (Liu et al., 2000; Srinivasula et al.,
2001; Scott et al., 2005; Choi et al., 2009). Des modes d’interaction alternatifs existent
aussi : le domaine BIR3 de clAP1 peut fixer certains de ses partenaires avec un IBM non
conventionnel (Kurakin et Bredesen, 2007) et la protéine ARTS est capable de se lier au
BIR3 de XIAP indépendamment de I'IBM (Bornstein et al., 2011). Les domaines BIR de
type Il sont essentiels aux propriétés anti-apoptotiques de XIAP, permettant a ce dernier
d’interagir avec les caspases 3, 7 et 9 et de les inhiber (Abbas et Larisch, 2020). clAP1
et 2 peuvent aussi interagir avec les caspase 7 et 9 par leur domaine BIR de type Il mais
ne semblent en revanche pas pouvoir les inhiber (Eckelman et Salvesen, 2006).

- Les domaines BIR de type | : Les domaines BIR1 de XIAP et clAP1/2 possédent des
résidus positifs, altérant la formation de la poche hydrophobe et bloquant I'interaction
avec les protéines arborant un motif IBM. lls n’interagissent donc pas avec les caspases
et antagonistes des IAP. En revanche, ils interagissent de maniere différente avec
d’autres acteurs des voies de signalisation cellulaire (Samuel et al., 2006; Lu et al., 2007).
Par exemple, ce domaine est primordial a l'interaction entre clAP1 et son principal
partenaire TRAF2 (Samuel et al., 2006). Cette interaction sera développée plus en

profondeur dans la partie [V.A.
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2. Domaine CARD

Le domaine CARD (Caspase Recruitment Domain) est un petit domaine protéique impliqué
dans les interactions entre les protéines. Il fait partie des domaines de mort et a été décrit dans un
premier temps dans les caspases. Ce domaine joue un rble important dans le recrutement de
protéines au sein de complexes et donc dans les voies de signalisation telles que NF-kB (Nuclear
Factor kB). Il est retrouvé dans de nombreux médiateurs apoptotiques tels que la caspase 9 ou
APAF-1 (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) et dans des médiateurs inflammatoires tels que
la caspase 1 et NOD2 (Nucleotide binding Oligomerization Domain-containing protein 2) (Bouchier-
Hayes et Martin, 2002). Il est composé de six hélices a antiparalléles, un cceur central hydrophobe
et de deux surfaces distinctes composées respectivement de résidus acides et basiques (Weber et
Vincenz, 2001). Ces derniers permettent la formation d’interactions homotypiques entre les
protéines retrouvées dans des complexes protéiques tels que I'apoptosome, I'inflammasome ou le
NODosome. Le domaine CARD de clAP1 n’est en revanche pas impliqué dans la formation
d’interactions homotypiques (Lopez et al., 2011). Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par la position
du domaine CARD au sein de clAP1 comparé aux autres protéines arborant ce domaine. clAP1
présente ce domaine au milieu de sa structure alors que les protéines formant des interactions
homotypiques avec leur domaine CARD le présentent a leur extrémité N-terminale ou C-terminale
(Jiang et Lin, 2012). Le domaine CARD de clAP1 stabilise cette derniere en inhibant son activité E3-
ubiquitine ligase. En effet, la présence d’acides aminés chargés positivement a la surface du
domaine CARD maintient clAP1 dans une configuration fermée inactive. Cette configuration
empéche la dimérisation de son domaine RING, la transition vers une forme ouverte active, le
recrutement d’enzymes E2 et son auto-ubiquitination induisant sa propre dégradation (Lopez et al.,
2011). Il possede aussi un NES (Nuclear Export Signal) régulant la localisation de clAP1 (Plenchette
et al., 2004). De plus, les travaux de I'équipe du docteur Mosley ont montré 'importance du domaine
CARD de clAP1 dans le déclenchement de I'apoptose induite par BAX (Bcl-2—Associated X).
L’épissage alternatif du géne murin codant pour clAP1 génere une protéine clAP1 tronquée de son
domaine CARD. L’expression dans des cellules 293T de ce variant inhibe I'apoptose induite par
I'expression de BAX plus efficacement que la forme totale de clAP1. La perte de ce domaine semble

aussi bloquer la capacité de clAP1 a activer la voie NF-kB (Mosley et Keri, 2006).

3. Domaine UBA

Le domaine UBA fait le lien entre le domaine BIR3 et le domaine RING de plusieurs IAP
possédant 3 domaines BIR comme clAP1, clAP2 et XIAP. |l posséde une structure compacte
composée de trois hélices a et va interagir directement avec les molécules d’ubiquitine. Cette
interaction se fait par l'intermédiaire d’une région hydrophobe composée de deux motifs conserves :
un motif MGF (Met/Leu-Gly-Phe/Tyr) situé en C-terminal de la premiére hélice a et un motif LL (Leu-
Leu/Val) situé a la fin de la troisieme hélice a (Swanson, Hicke et Radhakrishnan, 2006; Tse et al.,

2011) (Figure 2). Le domaine UBA de clAP1 lie de la mono-ubiquitine ainsi que des molécules
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d’ubiquitine de type K48 et K63 (Blankenship et al., 2008; Gyrd-Hansen et al., 2008) et une mutation
du motif MGF abolit entierement la fixation des molécules d’ubiquitine (Blankenship et al., 2008). II
facilite I'ubiquitination de clAP1 en favorisant l'interaction avec les enzymes E2 et régule ainsi son
activité E3 ubiquitine ligase (Budhidarmo et Day, 2014). De plus, les travaux de I'équipe du
professeur Meier ont démontré que le domaine UBA joue un rdle sur les propriétés oncogénigues
de clAP1 en favorisant l'inhibition de la mort cellulaire induite par RIPK1 (Receptor-Interacting
serine/threonine-Protein Kinase 1) (Annibaldi et al., 2018) et en favorisant les voies de survie
cellulaire (Gyrd-Hansen et al., 2008).

Figure 2 : Structure du domaine UBA de clAP2. Repris de Hansen et Meier, « IAPs: from caspase inhibitors
to modulators of NF-kB, inflammation and cancer », Nature Reviews Cancer, 2010 (Gyrd-Hansen et Meier,
2010).
4. Le domaine RING et P’activité E3 ubiquitine ligase

Sur les 8 protéines humaines de la famille des IAP, 5 possédent en C-terminal un domaine
RING (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Il est en doigt de zinc et est composé d’environ 40
acides aminés. |l posséde une séquence consensus composée de 8 résidus cystéine et histidine
permettant la conjugaison de deux atomes de zinc. C’est ce domaine qui permet aux IAP de

conjuguer des molécules d’'ubiquitine a leurs partenaires.

a) Le processus d’ubiquitination

L’'ubiquitination est une modification post-traductionnelle initialement décrite comme étant la
principale méthode pour réguler la demi-vie des protéines ou induire la dégradation de protéines
défectueuses. Ces recherches, réalisées sur la dégradation des protéines médiée par 'ubiquitine,
ont mené au prix Nobel 2004 pour Aaron Ciechanover, Avram Hershko et Irvin Rose. A la suite de
cette récompense, les recherches sur ce domaine ont pris beaucoup d’ampleur et ont permis de
mettre en évidence un systéme beaucoup plus complexe impliqué aussi bien dans la dégradation
des protéines que dans leur activation ou leur localisation, jouant ainsi un réle dans de nombreuses

voies de signalisation cellulaire.

L’ubiquitine est une petite protéine ubiquitaire de 76 acides aminés qui peut se fixer de fagon

covalente aux protéines. La conjugaison de molécules d’ubiquitine implique le recrutement de trois
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enzymes appelées E1 (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) et E3
(ubiquitin protein-ligase). Dans certains cas, une quatrieme enzyme E4 peut aussi étre impliquée
(Hoppe, 2005). L'ubiquitine est dans un premier temps sujette & un processus d’activation,
consistant a son transfert au niveau du site actif d'une enzyme E1 de maniére dépendante de 'ATP.
Elle est ensuite transférée a un résidu cystéine de I'enzyme E2. L’'enzyme E3 recrute 'enzyme E2
et la protéine cible, et induit le transfert de I'ubiquitine vers un résidu lysine de cette protéine (Zheng
et Shabek, 2015). Actuellement, uniquement deux enzymes E1, une trentaine d’enzymes E2 et plus
de 600 enzymes E3 sont connues. Les molécules d’ubiquitine se lient & leurs substrats par une
interaction entre leur domaine C-terminal et le groupe amine de la lysine, sur un site (mono-
ubiquitination) ou plusieurs sites (multi-mono-ubiquitination) de la protéine. Elles peuvent aussi se
lier les unes aux autres par leurs résidus lysine. Elles en possédent sept (K6, K11, K27, K29, K33,
K48, K63) qui peuvent tous former des liaisons covalentes avec d’autres molécules d’'ubiquitine et
former ainsi des chaines d’ubiquitine (poly-ubiquitination) du type des résidus lysine impliqués
(Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Elles ont aussi la faculté de se lier entre elles par une
interaction N-terminal/C-terminal et former ainsi une chaine linéaire de type M1 (Kirisako et al.,

2006). Ces chaines sont classifiées en fonction du type de lien entre les molécules d’ubiquitine :

- Chaines homotypiques : les molécules d’'ubiquitine sont liées les unes aux autres
uniformément via le méme type d’interaction (M1, K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63).
- Chaines hétérotypiques : les molécules d’'ubiquitine sont liées les unes aux autres via
différents types de fixation. Ces chaines sont classées en deux catégories :
» Mixtes : les molécules d’'ubiquitine de la chaine ne sont modifiées que sur un seul
site récepteur.
» Branchées : au moins une molécule d’'ubiquitine de la chaine est modifiée sur

deux sites récepteurs ou plus (Figure 3).
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Figure 3 : La réaction d’ubiquitination et les différentes chaines d’ubiquitine. Dans un premier temps,
l'ubiquitine est sujette a un processus d’activation, consistant a son transfert au niveau du site actif d’une
enzyme E1 de maniére dépendante de I'ATP puis est transférée a 'enzyme E2. L’enzyme E2 se lie a I'enzyme
E3 qui catalyse la fixation de l'ubiquitine sur son substrat pour former différents types d’ubiquitination : A.
Mono-ubiquitination : une seule molécule d’ubiquitine est conjuguée au substrat. B. Multi-mono-ubiquitination
. une seule molécule d’ubiquitine est conjuguée sur plusieurs sites du substrat. C. Chaines homotypiques :
plusieurs molécules d’ubiquitine sont liées les unes aux autres uniformément via le méme type d’interaction.
D. Chaines hétérotypiques mixte : plusieurs molécules d’ubiquitine sont liées les unes aux autres via différents
types de fixation. Chaque ubiquitine n’est modifiée que sur un site récepteur. E. Chaines hétérotypiques
branchées : au moins une molécule d’ubiquitine de la chaine est modifiée sur deux sites récepteurs ou plus.
Cette grande variété permet aux chaines d’ubiquitine d’accomplir de nombreuses fonctions
différentes. Par exemple, les protéines conjuguées avec une chaine homotypique K48 sont
adressées au protéasome pour dégradation. A l'inverse, les chaines homotypiques de type M1 ou
K63 jouent plutdt un réle dans la stabilité et le recrutement des protéines sur les plateformes de
signalisation (Pickart et Fushman, 2004; Feltham, Khan et Silke, 2012; Akutsu, Dikic et Bremm,

2016).

b) Fonctions du domaine RING
Le domaine RING conféere une activité E3 ubiquitine ligase aux IAP. Ces dernieres vont donc
pouvoir recruter des enzymes E2 afin de transférer des molécules d’ubiquitine a leurs partenaires
protéiques recrutés a l'aide de leurs domaines BIR. Pour cela, la dimérisation du domaine RING est
nécessaire (Mace et al., 2008; Feltham et al., 2011) et est réalisée a partir de I'extrémité C-terminale
de ce domaine. En effet, une étude de mutagénése réalisée par I'équipe du professeur Vaux a mis
en évidence I'importance des 13 acides aminés suivant le domaine RING en C-terminal dans la

dimérisation des IAP (Silke et al., 2005a). Sous leur forme monomérique, les IAP sont stables mais
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inactives. Une analyse cristallographique des domaines UBA, CARD, RING et BIR3 de clAP1 a
démontré que cette derniere, sous sa forme monomeérique, est repliée et séquestre le domaine RING
en son coeur et ne peut donc pas jouer son role d’E3 ligase (Dueber et al., 2011). La fixation d’'une
E2 ligase est possible mais ne suffit pas a induire sa dimérisation et donc le transfert de I'ubiquitine
(Feltham et al., 2011; Phillips et al., 2014). De la méme maniére que le domaine CARD, le domaine
BIR3 semble étre capital au maintien de clAP1 sous sa forme monomérique. De plus, une étude
réalisée sur les HEK293 (cellules embryonnaires de rein humain) dans lesquelles clAP1 a été
surexprimée a permis de mettre en évidence la capacité de clAP1 a induire sa propre dégradation
par le protéasome en s’auto-ubiquitinant, ce qui pourrait démontrer sa capacité a se dimériser
spontanément. En revanche, I'expression de TRAF2, une protéine appartenant a la famille des
TRAF interagissant avec le domaine BIR1 de clAP1, stabilise clAP1 et blogue son auto-

ubiquitination et donc sa dégradation (Csomos, Brady et Duckett, 2009).

c) Régulation de clAP1 par la protéine SMAC/DIABLO

La protéine mitochondriale SMAC (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases)
aussi appelée DIABLO (Direct IAP-Binding protein with Low PI) est I'antagoniste endogéne des
IAPs. Des expériences de co-immunoprécipitation ont démontré sa capacité a interagir a la fois avec
XIAP ainsi que clAP1 et 2 (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000). SMAC/DIABLO est séquestrée
dans les mitochondries mais, en cas d’induction de I'apoptose, est libérée dans le cytosol. Le clivage
protéolytique de la séquence de criblage mitochondrial de 55 acides aminés a son extrémité N-
terminal expose une séquence IBM de quatre acides aminés hydrophobes (AVPI) qui peut interagir
avec les domaines BIR2 et BIR3 de XIAP et clAP1/2 (Liu et al., 2000; Verhagen et al., 2000). Dans
le cadre d’une interaction avec XIAP, le domaine IBM de SMAC/DIABLO entre en compétition avec
celui des caspases 3 et 7 pour le domaine BIR2 et de la caspase 9 pour le domaine BIR3, bloquant
ainsi leurs inhibitions et favorisant le déclenchement de I'apoptose (Ekert et al., 2001; Suzuki,
Nakabayashi et Takahashi, 2001; Huang et al., 2003; Kulathila et al., 2009; Hui et al., 2011). Une
interaction de SMAC/DIABLO ou de SMAC mimétiques (des composés mimant l'action de
SMAC/DIABLO) avec clAP1 stimule sa dimérisation, son activation, son auto-ubiquitination et donc
sa dégradation (Yang et Du, 2004; Dueber et al., 2011) (Figure 4). De facon inverse, le KO (knock-
out) de SMAC dans un modéle murin de cancer du cdlon augmente le taux de clAP1. De plus, le
taux de SMAC/DIABLO est inversement proportionnel a la progression de cancer du c6lon humain
(Qiu et al., 2013).
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Figure 4 : Fonction de la protéine SMAC/DIABLO. La protéine SMAC/DIABLO est une protéine
mitochondriale. L’arrivée de signaux apoptotiques induit sa sortie de la mitochondrie et le clivage des 55
premiers acides aminés en N-terminal, permettant I'exposition de son motif AVPI. Ce motif habilite SMAC a
interagir avec les protéines de la famille des IAP possédant des domaines BIR de type Il. Son interaction avec
XIAP libéere les caspases et induit le déclenchement de I'apoptose. Sa liaison avec clAP1 déclenche I'activation
et l'auto-ubiquitination de clAP1, ayant pour conséquence la dégradation par le protéasome de clAP1.

C. L’importance de ’lhomologie de structure entre clAP1 et clAP2

Au sein de la famille des IAP, clAP1 et clAP2 présentent une trés forte homologie structurale
(Figure 1). Elles se rapprochent également de XIAP, mais a la différence de cette derniére, elles
possédent un domaine CARD ainsi que certaines différences importantes dans leurs domaines BIR.
Par exemple, clAP1 et 2 ont, au sein de leur domaine BIR3, certains résidus incompatibles avec
l'inhibition de la caspase 9 (Eckelman et Salvesen, 2006). Ces importantes similarités structurales
entre clAP1 et clAP2 leur conférent une certaine redondance de fonction. Elles interagissent avec
de nombreuses protéines en commun telles que TRAF2 et sont donc tres souvent impliquées dans
les mémes voies de signalisation (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020), qui seront développées
plus en profondeur dans la partie |\V. Par exemple, Mahoney et al. ont démontré que la déplétion de
clAP1 ou clAP2 ne bloque que trés peu 'activation de la voie NF-kB, alors que leur double inhibition
diminue drastiquement I'activation de cette voie (Mahoney et al., 2008). clAP2 est méme retrouvée
surexprimée dans des modeéles murins KO pour clAP1, démontrant un possible systéeme de

compensation entre ces deux protéines (Conze et al., 2005; Heard, Bertrand et Barker, 2015).
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Pour autant, la similarité structurale de clAP1 et clAP2 n’empéche pas ces protéines de
posséder des fonctions distinctes. clAP1 joue par exemple un role important dans la régulation du
cycle cellulaire en modulant I'action de E2F1 (E2 promoter binding Factor 1) et p21, r6le qui ne
semble pas pouvoir étre exercé par clAP2 (Glorian et al., 2017; Chen et al., 2018). En 2012, I'équipe
de Vaux a de plus démontré que la déplétion de clAP2 et XIAP dans un modele murin ne pose pas
de probléme au développement embryonnaire. A 'inverse, la double déplétion de clAP1 et clAP2
ou XIAP et clAP1 conduit a la mort in utero seulement 10 jours aprés la gestation (Moulin et al.,
2012). clAP1 est aussi exprimée dans la plupart des tissus humains alors que clAP2 est
principalement retrouvée dans les tissus lymphoides, le systéme urinaire et I'appareil digestif
(Zadoroznyj et Dubrez, 2022).

D. clAP1l dans les cancers humains

1. Surexpression de clAP1 dans les cancers

Les génes codant clAP1 et clAP2 chez I'humain sont retrouvés a proximité 'un de l'autre sur
la région du chromosome 11g21-22. Elle code aussi pour des MMP (Matrix MetalloProteinase) et la
protéine YAP (Yes-Associated Protein 1). Cette région a été retrouvée amplifiée dans de nombreux
cancers tels que le cancer du foie (Zender et al., 2006), le carcinome mammaire (Cheng et al., 2010;
Pluta et al., 2015), le médulloblastome (Reardon et al., 1997), les cancers du poumon a petites
cellules et non a petites cellules (Ferreira et al., 2001; Dai et al., 2003), le cancer du pancréas
(Esposito et al.,, 2007) et la leucémie lymphoide chronique (Vallat et al., 2003). L’équipe du
professeur Inazawa a retrouvé une amplification de 11q21-22 dans deux lignées cellulaires dérivées
d’'une tumeur primaire de carcinome épidermoide de I'cesophage. Parmi les protéines
potentiellement amplifiées, seule clAP1 a été retrouvée amplifiée dans les deux tumeurs et est
associée avec une resistance aux traitements chimiothérapeutiques (Imoto et al., 2001). L’analyse
de clAP1 dans 60 lignées de cancers humains par Tamm et al. démontre une corrélation entre la
résistance des lignées cancéreuses au cisplatine et au carboplatine, a linhibiteur de la
topoisomérase VP-16 (ou étoposide) et aux agents alkylants et le niveau de protéine clAPL.
Surprenamment, le taux de clAP1 n’est pas corrélé avec la quantité dARN messager mais serait
plutdt lié a une régulation de la stabilité de la protéine (Tamm et al., 2000). L’analyse des cellules
leucémiques de 100 patients atteints de leucémie lymphoide chronique comparée a 27 controles
par cytométrie en flux et Western Blot montre une surexpression de clAP1 et clAP2 et une baisse
d’expression de leur antagoniste SMAC/DIABLO. Un fort taux de clAP1 et clAP2 et un faible taux
de SMAC/DIABLO est retrouvé chez les patients atteints d’'une pathologie progressive. De plus, un
fort taux de survivine et de clAP1 au début du traitement est facteur de mauvais pronostic
(Grzybowska-lzydorczyk et al., 2010). L’étude par immunohistochimie de 75 carcinomes
épidermoides de la langue par Qi et al. révele la présence de clAP1 dans le cytoplasme (63% des

échantillons), le noyau (51%) ou les deux (49%). lls ont mis en évidence une corrélation entre
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'expression de clAP1 dans ces différents compartiments avec la formation de métastases,
suggérant un role de clAP1 comme marqueur prédictif de la formation de métastases (Qi et al.,
2008).

2. Importance de la localisation nucléaire de clAP1

A la différence de XIAP et clAP2, qui sont principalement cytoplasmiques, clAP1 est
retrouvée a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. L'équipe du professeur Inazawa a réalisé
une étude immunohistochimique sur 70 tumeurs primaires de patientes atteintes de cancer du col
de l'utérus et a mis en évidence une corrélation inverse entre le taux de clAP1 nucléaire et la survie
ainsi que la durée sans récidive aprés un traitement radiothérapeutique, démontrant que le taux de
clAP1 nucléaire pourrait étre un marqueur prédictif de la résistance aux radiothérapies (Imoto et al.,
2002). De la méme maniére, I'analyse par immunohistochimie de 102 patients atteints d’'un cancer
de la vessie par Che et al. montre la présence de clAP1 dans le cytoplasme et le noyau. Sa présence
ne semble jouer aucun réle sur la survie ou le risque de récidive. En revanche, un taux élevé de
clAP1 nucléaire est corrélé avec un faible taux de survie, un fort taux de rechute et une expression
élevée de K167, un marqueur de prolifération, faisant de clAP1 un marqueur de mauvais pronostic
dans le cancer de la vessie (Che et al., 2012). Une autre étude sur le cancer de la vessie a relié un
fort taux de survivine et de clAP1 nucléaire avec un mauvais pronostic et un risque de rechute rapide
(Chenetal., 2013). Les mémes types de résultats ont été obtenus par I'équipe du docteur Matsubara
par Western Blot et immunohistochimie sur 57 cas de carcinome épidermoide de la téte et du cou.
CclAP1 a été détectée dans la fraction nucléaire (30 % des cas) et cytoplasmique (49%). La
localisation nucléaire est corrélée avec la formation de métastases, un stade avancé de la maladie
et un mauvais pronostic alors que la localisation cytoplasmigue semble étre uniquement associée a
la formation de métastases (Tanimoto et al., 2005). Les propriétés de clAP1 semblent donc

dépendantes a la fois de son expression et de sa localisation.

3. Le cas particulier du myélome multiple

Les propriétés pro-tumorales de clAP1 sont en général associées a sa surexpression. De
maniéere inattendue, Keats et al. ont découvert une perte d’expression de clAP1 dans certains cas
de myélome multiple. Une analyse par hybridation génomique comparative sur micro-réseau d'ADN
a haute résolution de 155 échantillons humains a mis en évidence une dérégulation de la voie NF-
kKB dans 20% des cas. De plus, des mutations causant 'inactivation de clAP1 et 2 ainsi que TRAF2
et 3 ont été détectées, or ces dernieres ont la capacité d’inhiber la voie NF-kB non canonique
(Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). De plus, une surexpression de NIK (NF-kB Inducing
Kinase), un acteur de I'activation de la voie NF-kB non canonique, a été recensée. Cette voie de
signalisation sera développée plus en profondeur dans la partie |V.B.1. Ces mutations permettent
donc l'activation de la voie NF-kB non canonique induisant potentiellement le développement de la

maladie (Keats et al., 2007). Un essai clinique de phase 2 a analysé I'action du Bortezomib comme
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étant prometteur dans des cas de myélomes multiples (Richardson et al., 2003). Cette molécule est
utilisée en tant qu’inhibiteur du protéasome mais des études ont montré sa capacité a inhiber la voie
NF-kB (Waes, 2007). L’activation de la voie NF-kB semble donc jouer un réle important dans le

développement de myélomes multiples.

4, Thérapie ciblée a base de SMAC mimétiques
Le réle des IAP dans de nombreux types de cancers les a mis en évidence comme
potentielles cibles thérapeutiques. C’est pour cela que de nombreux SMAC mimétiques, des
composés capables de mimer l'action de la protéine SMAC/DIABLO ont été développés et sont

actuellement utilisés en essai clinique (phase I, 1l ou IlI).

a) Le développement des SMAC mimétiques

L’effet de SMAC/DIABLO sur XIAP ainsi que I'analyse précise du domaine d’interaction (Liu
et al., 2000; Shi, 2002) a mené dans un premier temps au développement de peptides de SMAC
afin d’inhiber I'activité anti-apoptotique de XIAP. Fulda et al, ont été les premiers a mettre en
évidence la capacité de ces peptides a accroitre la mort cellulaire induite par TRAIL (Tumor-
necrosis-factor Related Apoptosis Inducing Ligand) ou par des composés chimiothérapeutiques
(Fulda et al., 2002). Il a ensuite été démontré que ces peptides pouvaient se lier directement a XIAP,
mais aussi a d’autres IAP tels que clAP1 et ML-IAP et ainsi inhiber leurs activités, notamment leur
capacité a inhiber I'apoptose (Arnt et al., 2002; Vucic et al., 2002; Franklin et al., 2003). Ces études
ont donc été les premiéres a démontrer que mimer le motif AVPI de SMAC/DIABLO était une
méthode efficace pour inhiber les IAP. En revanche, ces composés ne possedent pas les propriétés
pharmacologiques nécessaires pour étre utilisés en clinique. C’est pour cela que de nouveaux
composés appelés SMAC mimétiques, capables de mimer l'action du motif AVPI, ont été
développés. Ce sont des composés capables de se fixer aux domaines BIR2 et BIR3 des IAP afin
de bloquer leur activité et d’induire I'auto-ubiquitination et la dégradation de clAP1 (Varfolomeev et
al., 2007; Dueber et al., 2011; Feltham et al., 2011).

Les SMAC mimétiques sont divisés en deux groupes : monovalents s’ils ne possedent qu'un
seul motif AVPI ou bivalents s’ils en possédent deux (Sun et al., 2008) (Figure 5). Le premier SMAC
mimétique développé en 2004 par Sun et al. était monovalent et était 23 fois plus affin pour le
domaine BIR3 de XIAP que la protéine native (Sun et al., 2004). Le probleme représenté par les
SMAC monovalents était qu’ils ne pouvaient se lier qu’a un seul domaine BIR a la fois (en général
le BIR3), or comme cela a été mentionné précédemment, les deux domaines BIR sont impliqués
dans l'interaction avec les caspases. De plus, la protéine SMAC/DIABLO est active sous forme
d’homodimére et il a été montré que ce dernier pouvait se fixer simultanément aux domaines BIR2
et BIR3 (Huang et al., 2003). C’est pour cela que les SMAC mimétiques bivalents, capables de se
lier aux deux domaines a la fois, ont été développés. Une étude réalisée sur le SMAC mimétique

bivalent SM-164 a montré une efficacité plus importante que son homologue monovalent et une
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capacité a induire I'apoptose a une concentration de 1uM dans la lignée leucémique HL-60 (Sun et
al., 2007).
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Figure 5: Structure du motif AVPI de SMAC/DIABLO et des SMAC mimétiques utilisés en essai
clinique. Adapté de Dubrez et al., « IAP proteins as targets for drug development in oncology», OncoTargets
and Therapy, 2013. (Dubrez, Berthelet et Glorian, 2013)
b) Les SMAC mimétiques en monothérapie

Plusieurs inhibiteurs des IAP ont été ou sont actuellement testés en essais cliniques de
phase Il. Le LCL-161 est un SMAC mimétique bivalent testé en essai clinique. Il se lie
préférentiellement a clAP1 et induit sa dégradation mais inhibe aussi clAP2 et XIAP. Des études in
vivo sur des modeéles de xénogreffes de tumeurs solides murines montrent une diminution de la
croissance tumorale a la suite de I'administration par gavage de LCL-161 (Houghton et al., 2012).
Un essai clinique de phase Il sur des patients atteint de myélofibrose résistants aux inhibiteurs de
JAK (Janus kinases) montre une réponse positive au traitement chez 30% des patients. De plus,
une partie des patients ne répondant pas positivement au traitement présentent une diminution du
taux de clAP1 mais présentent également une augmentation du taux de XIAP, suggérant un

nouveau mécanisme d’échappement tumoral dépendant de XIAP (Pemmaraju et al., 2018).
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Le tolinapant (ASTX660) est un nouveau SMAC mimétique non peptidomimétique ayant une
affinité équivalente pour clAP1 et XIAP et congu par 'approche Fragment-Based Drug Design. Cette
méthode consiste a identifier des petites molécules organiques, appelées fragments, ciblant des
protéines impliquées dans différentes pathologies. Ces fragments, ne présentant en général qu'une
faible affinité pour leurs cibles, sont ensuite liés entre eux ou modifiés afin d’'améliorer leur affinité et
en faire de bons médicaments candidats. L'utilisation du tolinapant dans un essai clinique de phase
| a montré une activité clinique chez les patients atteints de lymphome T tout en ne présentant que
trés peu d’effets indésirables (Mita et al., 2020). Des essais cliniques de phase Il sont en cours
(NCT02503423 et NCT04362007) et montrent déja des effets trés encourageants sur les lymphomes
T cutanés et périphériques (Samaniego et al., 2019).

Le birinapant est un des antagonistes des IAP les plus étudiés et les plus utilisés dans les
essais cliniques. C’est un SMAC mimétique bivalent pouvant se fixer a XIAP et clAP1/2 mais qui
possede une affinité beaucoup plus grande pour clAP1l. Son utilisation sur un modéle
d’adénocarcinome du pancréas primaire stoppe ou diminue de facon significative la croissance
tumorale (Ma et al., 2012). De la méme maniére, il induit une rémission des leucémies aigies
lymphoblastiques dans des modeles de xénogreffes (Smith et al., 2012). Ces résultats ont mené a
I'utilisation du birinapant en monothérapie lors d’essais cliniques et en particulier en phase Il sur des
cancers de l'ovaire épithéliaux ne répondant pas aux traitements a base de sels de platine. Le
traitement a été bien toléré et une inhibition des IAP a été détectée. Malheureusement, aucun effet
thérapeutique n’a été détecté, entrainant la fin de cet essai et incitant plutt a la mise en place de

thérapies combinées utilisant les SMAC mimétiques (Noonan et al., 2016).

c) Les thérapies combinées

L’efficacité modérée des monothérapies a base de SMAC mimétiques a mené a la mise en
place de combinaisons avec d'autres traitements afin d’accroitre leur efficacité. Par exemple,
I'utilisation du birinapant dans un modele de glioblastome multiforme chez la souris sensibilise les
cellules a un rayonnement ionisant. Le birinapant, comme le LCL-161 ont été utilisés en étude de
phase Il en thérapie combinée avec plus ou moins de succés. La combinaison du birinapant avec le
5-Azacytidine, un analogue de la cytidine qui agit comme un inhibiteur de la synthése et de la
méthylation de 'ADN, n’a montré aucun effet thérapeutique et augmente méme le risque d’effets
secondaires graves tels que des infections ou des thrombocytopénies (Donnellan et al., 2016). A
linverse, sa combinaison avec l'irinotécan, un dérivé semi-synthétique de la camptothécine utilisé
pour le traitement des cancers colorectaux, a montré des bénéfices cliniques chez les patients
résistants au traitement a l'irinotécan seul (Senzer et al., 2013). De la méme maniére, la combinaison
du LCL-161 avec le paclitaxel, un agent anti-mitotique utilisé dans le traitement du cancer du sein

triple négatif, semble étre efficace mais possede une toxicité élevée (Parton et al., 2015).
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Le Debio 1143 (Xevinapant) est un SMAC mimétique monovalent ciblant XIAP et clAP1/2.
Son utilisation sur un modéle de xénogreffe de cancer d’ovaire murin sensibilise les cellules au
carboplatine, un sel de platine utilisé comme agent chimiothérapeutique (Brunckhorst et al., 2012).
Deux études de phase Il chez des patients ayant un cancer épidermoide localement avancé de la
téte et du cou ont démontré I'efficacité de la combinaison du Debio 1143 avec le cisplatine, un autre
sel de platine utilisé en chimiothérapie. La premiére étude montre que la combinaison des deux est
bien tolérée et permet d’accroitre le nombre de lymphocytes T PD1 (Programmed cell Death 1) /PD-
L1 (PD-ligand 1) positifs mais un marquage au KI67 montre que la combinaison n’a pas d’effet sur
la prolifération tumorale (Gomez-Roca et al., 2019). La seconde étude combine ces deux agents
avec un traitement radiothérapeutique. La combinaison de ces trois agents n’a pas d’effet
secondaire majeur et accroit la durée de survie sans progression et le contrdle locorégional (Bourhis
et al., 2019). Ces résultats ont mené a la mise en place d’'une étude de phase lll sur les cancers
épidermoides localement avancés de la téte et du cou, encore en cours aujourd’hui qui est
actuellement la seule étude de phase Ill impliquant des antagonistes des IAP (Tableau 1).
Tableau 1: Les SMAC mimétiques en essai clinique de phase Il. Adapté de Kumar et al., « The Multiple
Roles of the IAP Super-family in cancer », Pharmacology & Therapeutics, 2020. CBPC : Cancer Bronchique
a Petites Cellules, PTCL: Lymphome T périphérique, CTCL: Lymphome T cutané, ATLL:

lymphome/leucémie & cellules T de l'adulte, SMD : syndrome myélodysplasique, LMMC : Leucémie
MyéloMonocytaire Chronique et AZA : AZAcitidine (Kumar et al., 2020).

SMAC Type de Combinaison | Patients | Début Fin Statut Référence et
mimétique | cancer d’inclusion | d’inclusion numéro d’essai
clinique
Debio Carcinome Cisplatine + 110 Oct 2013 | Juin 2022 | Complété NCT02022098
1143 épidermoide | radiothérapie (Bourhis et al.,
de la téte et 2019)
du cou Cisplatine 24 Ao(t 2015 | Juillet Complété 2014-004655-
2018 31 (Gomez-
Roca et al.,
2019)
Cancer Nivolumab 72 Avril 2019 | Mai 2022 | Complété NCT04122625
solide 69 Mai 2019 | En cours Recrutement | 2018-003546-
16
Cancer Carboplatine | 35 Juin 2016 | Janvier Fin anticipée | 2015-005137-
épithélial de | + paclitaxel 2018 42
I'ovaire
LCL-161 Myélome Cyclophos- 25 Nov 2013 | Juin 2017 | Complété NCT01955434
multiple phamide
Myélofibrose | Monothérapie | 40 Déc 2014 | Déc 2021 | Complété NCT02098161
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(Pemmaraju et

al., 2018)
CBPC et Topotecan 52 Mars Juillet Interrompue | NCT02649673
cancer des 2016 2019 par Novartis
ovaires
Cancer du Paclitaxel 209 Ao(t 2012 | Sept 2014 | Complété 2012-000677-
sein triple 23
négatif (Parton et al.,
2015; Bardia et
al., 2018)
ASTX 660 | Tumeurs Monothérapie | 230 Juillet En cours | Active NCT02503423
solides 2015 (Samaniego et
al., 2019)
PTCL, Monothérapie | 61 Avril 2020 | Sept 2024 | Active NCT04362007
CTCL et
ATLL
Brirnapant | Tumeurs Pembroli- 135 Ao(t 2017 | Juin 2021 | Complété NCT02587962
solides zumabe
Carboplatine | 176 Oct 2010 | Mars Complété NCT01188499
et Paclitaxel, 2014 (Senzer et al.,
Irinotecan 2013)
SMD AZA 21 Juin 2013 | Nov 2015 | Complété NCT01828346
SMD et AZA 118 Juin 2014 | Juin 2016 | Fin anticipée | NCT02147873
LMMC (Donnellan et
al., 2016)
Cancer des | Monothérapie | 11 Aolt 2012 | Avril 2014 | Fin anticipée | NCT01681368
ovaires (Noonan et al.,
2016)
APG- Tumeurs Toripalimab 108 Avril 2020 | Avril 2024 | Recrutement | NCT04284488
1387 solides
avancées
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lll. Laprotéine TRAF2 et la famille des TRAF

La protéine TRAF2 est la principale partenaire de clAP1. Elle appartient a la famille des
TRAF, une famille d’adaptateurs cytoplasmiques impliqués dans la transmission de signaux de

nombreux récepteurs et permet donc le recrutement de clAP1 dans les complexes de signalisation.

A. La famille des TRAF

La famille des TRAF est une famille de protéines composée de 7 membres chez les
mammiféres découverte au milieu des années 1990. L’équipe du docteur Goddel a étudié le
récepteur TNFR2, un des deux récepteurs au TNFa (Tumor Necrosis Factor a) et a ainsi identifié 4
protéines partenaires de ce récepteur. Deux d’entre elles étaient les protéines clAP1 et clAP2. Les
deux autres correspondaient aux protéines TRAF1 et TRAF2. Elles ne présentaient pas
d’homologies avec les protéines connues a I'époque mais présentaient un domaine conservé en C-
terminal d’environ 200 acides aminés, qui a été nommé domaine TRAF et qui caractérise les
membres de la famille des TRAF (Rothe et al., 1994). Quatre autres protéines présentant ce
domaine ont été découvertes et ont été nommées TRAF3, 4, 5 et 6 (Siegmund, Wagner et Wajant,
2022). Une septieme protéine, TRAF7, appartient a cette famille mais sa présence est discutée,
TRAF7 ne possédant qu’'un domaine TRAF partiel (Xie, 2013). Ces protéines sont impliqguées dans
de nombreuses voies de signalisation menant a 'activation de facteurs de transcription telles que
NF-kB, les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et les IRF (Interferon Regulatory Factors),
leur permettant de jouer un réle dans de nombreuses fonctions parmi lesquelles se trouvent le
développement embryonnaire, la réponse au stress et le métabolisme des os (So, Nagashima et
Ishii, 2015; Yang et Sun, 2015). Le réle majeur des TRAF est de servir d’adaptateur dans
'assemblage des plateformes de signalisation. Excepté TRAF1, toutes les protéines de cette famille
possédent en N-terminal un domaine RING suivi de 5 a 7 structures en doigt de zinc leur conférant
une activé E3 ubiquitine ligase. Ces protéines régulent donc les voies de signalisation par leur

activité E3 ligase et leur réle d’adaptateur (Figure 6).
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Figure 6 : Structure des membres de la famille des TRAF. Les protéines de la famille des TRAF sont
composeées d’'un domaine TRAF impliqué dans les interactions entres protéines en C-terminal. Ce domaine
TRAF est divisé en deux parties : une région TRAF-C impliquée principalement dans l'interaction des TRAF
avec différents récepteurs et la région TRAF-N, nécessaire a la trimérisation des TRAF et a leurs interactions
avec leurs partenaires protéiques. TRAF7 ne posséde pas de région TRAF-C mais arbore des domaines
WD40 impliqués dans les interactions protéine/protéine et protéine/ADN. Excepté TRAF1, les TRAF
présentent un domaine RING en N-terminal, suivi de motifs en doigts de zinc, leur conférant une activité E3
ubiquitine ligase.

L
L

B. Structure des protéines de la famille des TRAF

1. Le domaine TRAF

Le domaine TRAF est un domaine situé en C-terminal d’environ 180 acides aminés. Il est
impligué dans les interactions entre les protéines et il caractérise les membres de la famille des
TRAF. Les structures du domaine TRAF de TRAF2 et TRAF6 ont été étudiées en premier par
I'équipe du docteur Wu en 1999 et 2002 (Park et al., 1999; Ye et al., 2002). Depuis, les structures
des domaines des autres protéines de cette famille ont aussi été étudiées (Zhang et al., 2012; Niu
et al., 2013; Kim et al., 2016). Ce domaine est divisé en deux parties : la région située du c6té N-
terminal en super hélice appelée TRAF-N et la région située du cété C-terminal formé de 7 a 8
feuillets B antiparalléles appelée TRAF-C ou MATH (Meprin And TRAF Homology) (Lalani et al.,
2018). La région TRAF-C reconnait certaines séquences consensus des fractions cytoplasmiques
des différents récepteurs ou d’autres protéines adaptatrices avec lesquelles interagissent les TRAF.
Cette région est fortement conservée et uniquement de petites modifications structurales vont définir

la spécificité des TRAF pour certains récepteurs (Chung et al., 2007; Ely, Kodandapani et Wu, 2007).
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A linverse, la région TRAF-N est beaucoup plus variable. Par exemple, les boucles connectant les
feuillets B5 et B6 ainsi que B6 et B7 sont plus longues que celles des autres TRAF et ces légeres
différences pourraient étre responsables des différences fonctionnelles des TRAF (Park, 2018). De
plus, la région TRAF-N est impliguée dans la stabilisation des triméres de TRAF. En effet, les
protéines de la famille des TRAF forment des structures homo- ou hetérotrimériques stables et
fonctionnelles, stabilisées par le domaine TRAF-N, capables de se lier a des récepteurs sous forme
trimérique (Rothe et al., 1994; Ceccarelli et al., 2015; Kim et al., 2016) (Figure 7). Il a été démontré
que TRAF2 pouvait s’hétérotrimériser avec TRAF1 ou TRAF3 (He et al., 2004; Mace et al., 2010).

TRAF5

Figure 7 : Représentation des domaines TRAF. Schéma repris de la revue de Park : « Structure of TRAF
Family: Current Understanding of Receptor Recognition », Frontiers in Immunology, 2018. (A) Représentation
électrostatique de la surface des domaines TRAF des protéines de la famille des TRAF. Pymol a été utilisé
pour calculer le potentiel électrostatique. Les régions de liaison aux récepteurs des domaines TRAF sont
indiquées par des cercles en pointillés. (B) Schéma des triméres de TRAF. Les monoméres sont représentés
en différentes couleurs. Les vues du dessus (image supérieure) et de coté (image inférieure) sont
représentées. Les astérisques représentent les domaines d’interaction avec les récepteurs (Park, 2018).

2. Le domaine RING et I’activité E3 ubiquitine ligase
Le domaine RING est retrouvé sur 6 des 7 protéines de la famille des TRAF : TRAF1 ne
présente pas ce domaine. Il est suivi de 5 & 7 domaines a doigts de zinc. De la méme maniere que
les IAP, ce domaine confere une activité E3 ubiquitine ligase aux TRAF. Ces derniéres sont donc
capables de réguler les différentes voies de signalisation par des processus d’ubiquitination. Le
domaine RING a la capacité de se dimériser mais les diméres ne sont pas stables (Yin, Lamothe, et
al., 2009; Yin, Lin, et al., 2009). Plus récemment, I'équipe du professeur Day a démontré que lors

de l'interaction des triméres de TRAF avec les différents récepteurs, un réseau de triméres de TRAF

37



se forme, stabilisé par 'homo- ou I'hétérodimérisation des domaines RING des différents TRAF (Das
et al., 2021, 2022) (Figure 8). Le domaine RING de TRAF6 est le domaine RING qui a été le plus
étudié chez les TRAF. Ce dernier catalyse spécifiquement la formation de chaines de type K63
impliquées dans l'activation de voies de signalisation (Deng et al., 2000; Liu et Chen, 2011). Il induit
'auto-ubiquitination de TRAF6 qui est nécessaire a 'activation de IKK (Inhibitor of kB Kinase) par
TRAFG6 et donc a 'activation de NF-kB (Lamothe et al., 2007). Le domaine RING de TRAF2 semble
étre associé a la formation de chaines d’ubiquitine de type K48 (Gonzalvez et al., 2012; Xu et al.,
2017) et K63 (Vallabhapurapu et al., 2008; Zhang et al., 2021). Cette activité est toutefois remise en
cause dans plusieurs voies de signalisation cellulaire et en particulier dans la voie NF-«kB induite par
le TNFa. TRAF2 ne jouerait que le réle d’adaptateur pour les IAP, et en particulier clAP1, et ce
dernier jouerait le réle d’E3 ubiquitine ligase (Vince et al., 2009; Yin, Lin, et al., 2009; Silke, 2011).
De plus, l'analyse cristallographiqgue du domaine RING de TRAF2 démontre des différences
structurales avec le domaine RING de TRAF®6, et en particulier au niveau des acides aminés
impligués dans l'interaction avec 'enzyme E2 UBC13. Ces différences bloquent linteraction de
TRAF2 avec cette enzyme E2 et mettent en avant un potentiel réle de TRAF2 indépendant de son

activité E3 ubiquitine ligase (Yin, Lamothe, et al., 2009).

Cell
membrane

Figure 8 : Ladimérisation des domaines RING forme des ponts pour stabiliser les réseaux de triméres
de TRAF. Schéma repris de l'article de Das et al. : « TRAF trimers form immune signalling networks via RING
domain dimerization », FEBS Letters, 2022. Lors de l'interaction de ligands avec leurs récepteurs, ces derniers
recrutent des trimeres de TRAF. Les domaines RING de différents trimeres de TRAF se dimérisent afin de
stabiliser un réseau formé a partir de ces trimeres (Das et al., 2022).

C. TRAF2, un adaptateur moléculaire au service des récepteurs

TRAF2 ainsi que les autres protéines de la famille des TRAF ont été décrites avant tout

comme des adaptateurs moléculaires se liant, directement ou indirectement, a de nombreux
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récepteurs régulant une grande variété de processus cellulaires. TRAF2 régule donc ainsi une

grande panoplie de voies de signalisation qui seront décrites plus précisément dans la partie V.

1. TRAF2 et les récepteurs de la superfamille du TNF
TRAF2 est un adapteur protéique détecté au niveau de nombreux récepteurs (Figure 9). Il a
été découvert lors d’'une étude des partenaires du récepteur TNFR2, un récepteur de la superfamille
du TNF. Cette superfamille de récepteurs régule de nombreuses fonctions biologiques telles que la
réponse immunitaire, I'inflammation, le développement du cerveau ou ’homéostasie des tissus
(Twohig et al., 2011; Cabal-Hierro et Lazo, 2012; Ward-Kavanagh et al., 2016). Ces récepteurs se
caractérisent par la présence d’un domaine riche en résidus cystéine impliqué dans l'interaction avec

leurs ligands (Bodmer, Schneider et Tschopp, 2002). Ces récepteurs sont divisés en deux groupes :

- Lesrécepteurs FAS, DR4 (Death Receptor 4), DR5 et TNFR1, appelés aussi récepteurs
de mort, présentent dans leur région intracellulaire un DD (Death Domain), originellement
identifié chez les récepteurs TNFR1 et FAS comme étant responsable de leur fonction
apoptotique (Itoh et Nagata, 1993; Tartaglia et al., 1993). En fonction du contexte
cellulaire, le TNFR1 conduit a l'activation de différents types de signalisation cellulaire
tels que la mort par apoptose, par nécroptose ou la survie cellulaire médiée par NF-kB
(Wajant et Scheurich, 2011; Dondelinger et al., 2016). TRAF2 ne peut pas interagir
directement avec ces récepteurs mais régule la signalisation du TNFR1 par des
interactions indirectes via des adaptateurs : la protéine TRADD (TNFR1-Associated
Death Domain Protein) interagit avec le récepteur TNFR1 et sert d’adaptateur a TRAF2,
qui pourra ainsi réguler I'activité de ce récepteur (Muntané, 2011).

- La majorité d’entre eux, tels que les récepteurs CD40 (Cluster Differentiation 40), BAFF-
R (B-cell Activating Factor Receptor), TNFR2, FN14 (Fibroblast growth factor-inducible
protein 14), LTBR (LymphoToxin B Receptor) et RANK (Receptor Activator of Nuclear
factor kB) ne possede pas ce DD mais posséde des TIM (TRAF-Interacting Motifs) dans
leur région intracellulaire (Muppidi, Tschopp et Siegel, 2004; Cabal-Hierro et Lazo, 2012),
permettant a TRAF2 d'interagir directement avec une partie de ces récepteurs. Son
interaction directe avec TNFR2 est la premiére a avoir été démontrée et est impliquée
dans l'activation des voies des MAPK et NF-kB (Cabal-Hierro et Lazo, 2012). TRAF2
interagit aussi directement avec d’autres récepteurs de cette famille tels que CD40, lui

permettant ainsi de réguler la voie NF-kB alternative (Hostager et Bishop, 2013).

2. TRAF2 et les PRR
Les membres de la famille des TRAF ont été retrouvés au niveau de certains PRR (Pattern
Recognition Receptors) (Figure 9). Les PRR sont des protéines capables de reconnaitre des PAMP
(Pathogen-Associated Molecular Pattern), telles que les composants des membranes bactériennes

et fongiques ou DAMP (Danger-Associated Molecular Pattern), correspondant par exemple a des
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molécules libérées par des cellules endommagées. lls sont retrouvés associés a la membrane de
nombreux types cellulaires, immunitaires ou non, tels que les cellules dendritiques, les fibroblastes,
les macrophages ou les cellules épithéliales mais ils sont aussi retrouvés dans le cytosol, les
mitochondries et méme sécrétés dans la circulation sanguine et les liquides interstitiels (Amarante-
Mendes et al., 2018). Les PRR sont divisés en quatre familles : les TLR (Toll-Like Receptors), les
NLR (NOD Like Receptors), les RLR (RIG-1 (Retinoic acid-Inducible Gene 1) -Like Receptors) et les
CLR (C-type Lectin Receptors) (Walsh et al., 2013).

a) TRAF2 et les TLR

La famille des TLR est la famille de récepteurs la plus étudiée parmi les PRR. Ces récepteurs
possedent un domaine LRR (Leucine-Rich Repeat) extra-cytoplasmique qui reconnait les PAMP et
les DAMP et induit ’homo- ou I'hétérodimérisation des TLR, permettant le recrutement des différents
adaptateurs protéiques sur le domaine TIR (Toll/IL(InterLeukin)-1 Receptor) cytoplasmique et donc
la transduction du signal. Ces récepteurs sont soit retrouvés a la membrane (TRL1, 2, 4, 5, 6 et 10)
et reconnaissent les lipides et les protéines, soit dans le cytosol (TLR3, 7, 8, 9) et reconnaissent les
acides nucléiques exogénes (Ostuni, Zanoni et Granucci, 2010). TRAF6 et TRAF3 sont les protéines
de la famille des TRAF les mieux décrites au niveau des TLR et en particulier les TLR3 et TLRA4. lIs
n’interagissent pas directement avec ces récepteurs mais a partir d’adaptateurs et vont réguler les
voies de signalisation déclenchées par ces derniers telles que les voies NF-kB, les MAPK et les IRF
(Hacker et al., 2006; Oganesyan et al., 2006; Keating et Bowie, 2009). Le réle de TRAF2 dans la
régulation des TLR est moins clair mais elle semble réguler la réponse antivirale médiée par le TLR3
par I'axe GSK3B (Glycogen Synthase Kinase 3B) -TRAF2-Src (SRC Proto-Oncogene) (Ko et al.,
2019), ainsi que les voies de signalisation induites par I'activation du TLR4 (Jin et al., 2015; Busca
et al., 2018; Suijitha, Dinesh et Rasool, 2018). Ces voies de signalisation seront approfondies dans
la partie |V.E.1. De plus, Xie et al. ont démontré dans un modéle de souris KO inductible pour TRAF2
l'importance de cette derniére dans la production d'IFN (Interféron) de type | dépendante des TLR3
et 4 dans certains types cellulaires tels que les cellules dendritiques, les macrophages et les MEF
(Mouse Embryonic Fibroblasts) (Xie et al., 2019).

b) TRAF2 et les NLR

Les NLR sont une famille de récepteurs cytosoliques, sensibles aux PAMP et DAMP et dont
la fonction est analogue aux TLR. Leur activation va par exemple induire la production de cytokines
inflammatoires, d'IFN ou de ROS (Reactive Oxygen Species) (Philpott et Girardin, 2010). Ils sont
caractérisés par la présence d’'un domaine NOD central permettant la liaison aux nucléotides, un
domaine LRR en C-terminal et des domaines permettant le recrutement de protéines en N-terminal
tels que des domaines CARD. La protéine de la famille des IAP NAIP fait aussi partie de cette famille
et présente donc des domaines BIR en N-terminal (Elinav et al., 2011; Bonardi et al., 2012). NOD1

et 2 sont les deux premiers récepteurs de la famille NLR découverts par I'équipe du professeur
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Nunez, respectivement en 1999 et 2001 (Inohara et al., 1999; Ogura et al., 2001). Leur stimulation
par des motifs bactériens méne a I'activation de la voie NF-kB et des MAPK (Caruso et al., 2014),
dépendante d’'une interaction indirecte avec les protéines TRAF2, 5 et 6 (Abbott et al.,, 2007;
Hasegawa et al., 2008; Brodsky et Monack, 2009; Xie, 2013).

c) TRAF2 et les RLR
La famille des RLR est une famille d’hélicases a ARN qui détectent 'ARN viral accumulé
durant les infections virales. Elles sont indispensables a la réponse antivirale dans la plupart des
types cellulaires. Cette famille est composée de trois membres: RIG-I, MDA5 (Melanoma
Differentiation-Associated protein 5) et LGP2 (Laboratory of Genetics and Physiology 2). RIG-1 et
MDA5 possedent un domaine CARD leur permettant le recrutement de la protéine MAVS
(Mitochondrial AntiViral Signaling adaptor) par une interaction CARD/CARD a la membrane de la
mitochondrie (Rehwinkel et Gack, 2020). MAVS recrute directement TRAF2, déclenchant le
recrutement d’autres acteurs des voies de signalisation et I'activation de la MAPK p38 (Mikkelsen et
al., 2009; Nakhaei et al., 2009) et de la voie NF-kB (Fang et al., 2017), qui sera approfondie dans la
partie V.E.3. De plus, les déplétions de TRAF2 et TRAF5 ménent a une diminution de 'activation

d’'IRF3 et de NF-kB médiée par RIG-1 (Xie, 2013).

3. TRAF2 et les récepteurs aux cytokines

Les cytokines sont des acteurs clé de I'inflammation. Elles sont sécrétées a la suite de stimuli,
sont reconnues par leur récepteur présent a la surface de différentes types cellulaires et régulent
ainsi de nombreuses fonctions biologiques. De nombreuses études ont montré une interaction des
TRAF avec les récepteurs aux cytokines. Il a été démontré que TRAF2 pouvait réguler la
signalisation de I'lL-17 en se liant & Actl (NF-kB Activator 1), un adaptateur de I'lL-17R (Swaidani
et al., 2019), ainsi que celle de I'lFN en interagissant directement avec la sous unité IFNAR1 (IFN-
Alpha/beta Receptor 1) du récepteur a'lFN (Yang et al., 2015). Elle peut aussi réguler négativement
les voies de signalisation médiées par I'lL-6 en se liant directement & la sous-unité gp130 de 'lL-6R
(Kimura et al., 2018).
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Figure 9 : Principaux récepteurs recrutant TRAF2. Les interactions indirectes sont représentées par des
fleches en pointillés et les interactions directes par des fleches pleines. La protéine MAVS sert d’adaptateur a
TRAF2 pour les récepteurs RIG-1 et MDAS.

D. TRAF2dans les différentes pathologies

1. TRAF2 dans les cancers

A partir des bases de données TCGA (The Cancer Genome Atlas) et COSMIC (Catalogue
Of Somatic Mutations In Cancer), Zhu et al. ont analysé la fréquence des altérations génétiques de
TRAF2 dans différents cancers humains. Elles sont inférieures a 6%, sont retrouvées principalement
dans les cancers de la prostate (5.5%), des ovaires (5.1%), de l'utérus (4.4%), de I'cesophage, de
la peau (3.9%), de la téte et du cou (3.2%), de la vessie (3.2%) et de I'estomac (3.1%) et
correspondent a des délétions, des amplifications ou des mutations (Zhu et al., 2018). Une autre
étude réalisée par I'équipe du professeur Hahn sur 3131 échantillons de cancer humain (2520
carcinomes et 311 lignées cellulaires) a mis en avant une amplification récurrente de TRAF2 dans
environ 13% de I'ensemble des cancers humains et plus spécifiguement dans 15% des cancers
épithéliaux (Shen et al., 2015).

a) TRAF2 et son activité pro-tumorale
Une amplification de TRAF2 associée avec une activité pro-tumorale a été observée dans
les cancers de la prostate (Wei et al., 2017), du pancréas (Trauzold et al., 2005), du poumon (Zheng
et al., 2008), gastriques (Zhao et al., 2018), du cblon (Peng et al., 2012) et les glioblastomes (Zhang
et al., 2017). Des analyses par immunohistochimie de 36 échantillons de patients atteints de cancer
du pancréas et par Western blot de lignées cancéreuses résistantes a I'apoptose induite par FAS
présentent une surexpression de TRAF2. La surexpression de TRAF2 dans la lignée de cancer

humaine colorectale colo357, sensible a I'apoptose provoquée par FAS, inhibe la mort induite par
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cette derniere, I'activation de la voie NF-kB et 'augmentation du potentiel invasif (Trauzold et al.,
2005). L’équipe du docteur Qin a observé une corrélation entre I'expression de TRAF2 et I'invasion
tumorale ainsi que les métastases. L’étude des lignées cancéreuses MGC80-3 et AGS a permis
d’associer I'action pro-migratoire de TRAF2 avec I'activation de la voie NF-kB et 'augmentation de
la production d’IL-8 (Zhao et al., 2018). De la méme maniére, un fort taux de TRAF2 est retrouvé
dans des cancers de la prostate présentant un faible temps de survie sans récurrence et un fort
score de Gleason (score utilisé dans les cancers de la prostate, plus il est élevé, plus le cancer est
agressif et la mortalité élevée). Un KO TRAF2 dans des lignées de cancer de la prostate humaine
augmente leur sensibilité & la protéine TRAIL (Wei et al., 2017).

b) TRAF2 et son activité anti-tumorale

Certaines études présentent TRAF2 comme un suppresseur de tumeur. Une expression
diminuée de TRAF2 associée avec un mauvais pronostic a été décrite dans les lymphomes
(Compagno et al.,, 2009; Rahal et al., 2014; Saba et Wiestner, 2014) et les cancers du foie
(Schneider et al., 2017). L’équipe du professeur Stegmeier a analysé 165 échantillons de patients
atteints de lymphome du Manteau et a détecté une mutation de TRAF2 ou clAP2 dans 15 % des
patients, associée avec une résistance a l'ibrutinib qui serait due a une activation accrue de la voie
NF-kB dépendante de NIK en absence de clAP2 ou TRAF2 (Rahal et al., 2014). Une étude de 99
patients atteints de cancer du foie a mis en avant une corrélation inverse entre le taux de
TRAF2/RIPK1 et la survie. La déplétion de RIPK1 ou TRAF2 dans des modéles murins a induit
l'altération de la voie NF-kB, I'hyperactivation de la caspase 8 et le développement spontané de

carcinomes hépatocellulaires (Schneider et al., 2017).

2. TRAF2 et les maladies inflammatoires

L’analyse de nombreuses pathologies inflammatoires a permis de mettre en évidence une
surexpression de TRAF2 dans un bon nombre d’entre elles. Chez 'humain, une surexpression de
TRAF2 a été observée lors d’expositions de la peau a des UV (Tobin, Hogerlinden et Toftgard,
1998), dans des plaques d’athérosclérose (Zirlik et al., 2007), dans des tissus inflammés ou non de
patients atteints de maladies inflammatoires chroniques de lintestin (cette surexpression est
associée a des risques de rechute (Qiao et al., 2013; Shen et al., 2013)), et chez des patients atteints
de la maladie d’Alzheimer ou de Parkinson (Culpan et al., 2009; Chung et al., 2013). TRAF2 joue
un réle au niveau de nombreux récepteurs impliqués dans la régulation de I'inflammation. Il n’est

donc pas surprenant de le retrouver surexprimé dans certaines pathologies inflammatoires.

3. Les thérapies anti-TRAF2
Au vu de ses propriétés pro-tumorales et de son réle dans les pathologies inflammatoires,
TRAF2 serait une cible potentielle pour les traitements anti-cancéreux. Malheureusement,
connaissant les nombreux événements intracellulaires dans lesquels TRAF2 est impliquée, il est

difficile d’établir un axe permettant son inhibition générale. Il n’existe donc pas actuellement
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d’antagoniste de TRAF2 permettant son inhibition compléte. En revanche, le développement de
petites molécules qui inhiberaient spécifiqguement certains aspects de TRAF2 pourrait étre une
possibilité. En effet, la capacité du LDA (LiquiDambaric Acid) a cibler TRAF2 a été découverte par
Yan et al. et permet l'inhibition de l'interaction entre TRAF2 et la $-caténine. Cette inhibition bloque
l'activation de la voie de signalisation Wnt/3-caténine dans un modéle de cancer du c6lon mais n’a
pas d'effet sur l'interaction entre TRAF2 et TRADD (Yan et al.,, 2022). De plus, TRAF2 agit
principalement en collaboration avec clAP1 et clAP2, donc les SMAC mimétiques seraient de
potentiels inhibiteurs indirects de I'action de TRAF2 (Siegmund, Wagner et Wajant, 2022).
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IV. TRAF2 et clAP1 dans la signalisation cellulaire

A. clAP1l et TRAF2, des partenaires historiques

L’étude du récepteur TNFR2 par co-immunoprécipitation a permis de découvrir la protéine
clAP1 ainsi que son bindbme TRAF2 (Rothe et al., 1995). L’interaction entre ces deux protéines a été
décrite avec précision par le groupe du Dr Mace. Elle a lieu au niveau du domaine TRAF-N de
TRAF2 et en particulier au niveau des résidus 282 a 294. Ces résidus sont conservés chez TRAF1,
étant aussi capable de lier clAP1 mais avec une affinité moins grande que TRAF2. La liaison a lieu
au niveau du domaine BIR1 de clAP1 et plus particulierement au niveau des résidus 40 a 119. Les
résidus L47, M50 et R65 sont capitaux pour l'interaction avec TRAF2. En effet, la délétion de L47
inhibe complétement linteraction entre clAP1 et TRAF2 et celle de M50 ou de R65 diminue
partiellement leur interaction. Les résidus L47 et M50 forment une surface hydrophobe cohérente
avec les interactions entre protéines. L’'étude de la masse moléculaire du complexe par MALLS
(Multiangle Laser Light Scattering) a mis en avant la capacité de clAP1 a lier un trimére de TRAF2
(Figure 10). Un dimére de clAP1 aurait donc la possibilité d’interagir avec deux triméres de TRAF2.
En revanche, un trimére de TRAF2 ne semble pouvoir lier qu'une seule protéine clAP1,
probablement a cause de la présence d'un encombrement stériqgue a la suite de la premiére
interaction ou d’'un réarrangement local qui perturbe les autres liaisons (Mace et al., 2010). Ce
binbme est impliqué dans la régulation de nombreux récepteurs, tels que les TNFR ou les PRR et
donc dans le contrdle des voies de signalisation médiées par ces derniers (Dumétier, Zadoroznyj et
Dubrez, 2020).

TRAF2

TRAF-C

TRAF-N

-

RING

Figure 10 : Schéma de I'interaction entre clAP1 et TRAF2. Schéma adapté de la revue de Zadoroznyj et
Dubrez : « Cytoplasmic and Nuclear Functions of clAP1 », Biomolecules, 2022. clAP1 se lie a au domaine
TRAF-N de TRAF2 par son domaine BIR1 et interagit avec un trimére de TRAF2. Cette interaction nécessite
le résidu K47 de TRAF2 (Mace et al., 2010).
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B. Les voies de signalisation NF-kB et des MAPK

Les voies de signalisation NF-kB et des MAPK sont activées par une trés grande panoplie
de récepteurs tels que les récepteurs de la famille du TNFa ou les PRR. Elles sont donc régulées

par un tres grand nombre de protéines parmi lesquelles se trouvent clAP1 et TRAF2.

1. La voie NF-kB

a) Les voies NF-kB canonique et non canonique

La famille NF-kB est une famille de facteurs de transcription fonctionnant sous forme d’homo-
ou hétérodiméres composés de 5 protéines : p65 (ou RelA), RelB, cRel, p50 (NF-kB1) et p52 (NF-
kB2) (Yu, Wan et Huang, 2009). lls sont responsables de I'expression de nombreux génes anti-
apoptotiques et cytokines pro-inflammatoires régulant I'immunité innée. En général, les dimeres de
NF-kB sont composés d’une des trois protéines Rel, synthétisées sous forme de protéines matures
possédant un domaine TAD (Transcription transActivation Domain), et de p50 ou p52, synthétisées
sous forme de précurseurs p105 ou p100 possédant une répétition ankyrine en C-terminal inhibant
p50 et p52. En absence de stimulation, les diméres sont en général retenus dans le cytoplasme et

I'activation des voies NF-kB permet leur translocation dans le noyau. Il existe deux voies NF-kB :

- La voie canonique (ou classique) de NF-kB dans laquelle IkBa (NF-kB Inhibitor a), une
protéine inhibitrice de la voie NF-kB, séquestre le dimére p65/p50. Le complexe IKK,
composé de trois protéines : IKKa, IKKB et IKKy (ou NEMO (NF-kB Essential MOdulator))
provoque la phosphorylation de IkBa suivie de son ubiquitination et de sa dégradation par le
protéasome, permettant ainsi la libération suivie de la translocation dans le noyau du dimeére
p65/p50 (Zhang, Lenardo et Baltimore, 2017; Xia et al., 2018).

- La voie non canonique (ou alternative) qui met en jeu le diméere RelB/p52. La protéine NIK
promeut la phosphorylation et I'activation de 'homodimére d'IKKa. Ce dernier phosphoryle
le précurseur inactif p100 du dimere RelB/p100, déclenchant sa dégradation partielle par le
protéasome en p52 active et la translocation du dimére RelB/p52 dans le noyau (Zhang,
Lenardo et Baltimore, 2017; Xia et al., 2018) (Figure 11).

b) La régulation de IKKy par clAP1

La sous-unité IKKy est la sous-unité régulatrice du complexe IKK. Elle est soumise a des
mécanismes d’ubiquitination menant a son activation. clAP1 fait partie des E3 ubiquitine ligases
capables d’induire par exemple la poly-ubiquitination et mono-ubiquitination d'IKKy (Tang et al.,
2003; Jin et al., 2009; Hinz et al., 2010). TRAFG6 est capable de se lier a IKKy et ainsi recruter clAP1
qui pourra ainsi mono-ubiquitiner IKKy sur son résidu K285 et activer la voie NF-kB (Hinz et al.,
2010). Le domaine BIR2/3 de clAP1 a méme la capacité a lier directement la région N-terminale de
IKKy afin d’induire la mono-ubiquitination de IKK sur les résidus K277 et K309, contribuant a

I'activation de NF-kB (Jin et al., 2009) (Figure 11). Le MCV (Molluscum Contagiosum Virus) est un
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poxvirus capable d’inhiber I'activation d’'IKKy. Des analyses mutationnelles ont démontré que son
site de fixation sur IKKy est le méme que clAP1. MCV peut donc inhiber compétitivement I'interaction
entre clAP1 et IKKy et ainsi bloquer la poly-ubiquitination d'IKKy (Biswas et Shisler, 2017) (Figure
11).

1. Voie 2. Voie non
canonique canonique
Stimulation Stimulation
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Survie cellulaire
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Figure 11 : Les voies de signalisation NF-kB. 1. La stimulation de certains récepteurs tels que le TNFR1
mene a l'activation de la voie canonique de NF-kB. Le complexe IKK, composé de IKKa, (B et y est recruté.
clAP1 et 2 activent IKKy par ubiquitination. Le complexe IKK phosphoryle IkBa, induisant son ubiquitination et
sa dégradation par le protéasome, libérant ainsi p50 et p65. Ces dernieres sont ensuite transloquées dans le
noyau et déclenchent des processus de prolifération, d’inflammation et de survie cellulaire. 2. La stimulation
d’autres récepteurs comme le TNFR2 entraine la voie non canonique de NF-kB. NIK active par
phosphorylation /KKa, qui a son tour phosphoryle p100, déclenchant sa dégradation partielle en p52. Le
dimére RelB/p52 est ensuite transloqué dans le noyau et favorise la survie cellulaire, linflammation et la
prolifération.

C) Régulation de la voie NF-kB non canonique par

ClIAP1/TRAF2
L’accumulation de NIK dans le cytoplasme est le facteur décisif et déclencheur de I'activation
de la voie non canonique de NF-kB. clAP1 et clAP2, par I'intermédiaire de TRAF2 et 3 ainsi que du
systeme UPS (Ubiquitin Proteasome System), régulent le niveau d’expression de NIK (Zarnegar et
al., 2008; Sun, 2017). Dans un premier temps, TRAF3 se fixe a NIK et recrute TRAF2
(Vallabhapurapu et al., 2008). TRAF2 recrute ensuite spécifiquement clAP1 et 2, qui vont induire

'ubiquitination de type K48 de NIK et ainsi déclencher la dégradation de ce dernier et donc inhiber
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la voie NF-kB non canonique (Zarnegar et al., 2008; Lee et al., 2014). La déplétion de clAP1 et 2 ou
I'utilisation de SMAC mimétiques stabilise NIK et accroit I'activation de la voie NF-kB non canonique
(Vince et al., 2007). L’étude de lignées cellulaires humaines de myélome multiple a associé une forte
expression de NIK, entrainant une activation importante de NF-kB, avec une faible expression de
ClAP1 et 2, sans que I'expression de TRAF3 ne soit altérée (Annunziata et al., 2007; Keats et al.,
2007). NIK présente un domaine IBM avec lequel le domaine BIR2 de clAP1 va interagir afin de
renforcer les interactions entre les protéines du complexe clAP1-2/TRAF2-3/NIK. De plus, la
mutation de ce domaine IBM provoque l'activation accrue de la voie NF-kB non canonique,
démontrant l'importance de l'interaction directe entre clAP1 et NIK dans I'inhibition de cette voie
(Lee et al., 2014) (Figure 17).

2. Les MAPK

a) Les différentes voies des MAPK

La signalisation cellulaire transmise par de nombreux récepteurs tels que les GPCR (G
Protein-Coupled Receptor), les RTK (Receptor Tyrosine Kinase) ainsi que les récepteurs aux
cytokines induisent l'activation de la cascade de signalisation des MAPK, une famille de
sérine/thréonine kinases ubiquitaires (Kholodenko et Birtwistle, 2009). Elles sont impliquées dans la
régulation de nombreux processus cellulaires fondamentaux tels que la migration, la différenciation,
la croissance, la prolifération et la mort cellulaire. Cette cascade de signalisation est en général
divisée en trois étapes de phosphorylation impliquant trois kinases. Elle est initiée par I'activation
d’'une MAPKKK (MAPK Kinase Kinase) a la suite de stimuli extracellulaires. Cette MAPKKK
phosphoryle et active ensuite directement une MAPKK (MAPK Kinase), qui a son tour active une
MAPK par la phosphorylation d’'un motif thréonine-x-tyrosine. La MAPK phosphoryle ensuite
différentes protéines, régulant ainsi la fonction de ces protéines et I'expression de certains génes et
permettant a la cellule d’exécuter une réponse appropriée (Zhang et Dong, 2007; Morrison, 2012;
Guo et al., 2020).

Chez les mammiféeres, 14 MAPK ont été identifiées et sont divisées en deux groupes. Le
premier groupe correspond aux MAPK conventionnelles et représente 'ensemble des MAPK dont
la cascade de phosphorylation se déroule en trois étapes. Ce groupe est divisé en quatre sous-
groupes : les MAPK ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1/2), JNK (c-Jun N-terminal
Kinase), la MAPK p38 et la MAPK ERKS5. Le second groupe correspond aux MAPK atypiques et
regroupe I'ensemble des MAPK dont la cascade de signalisation ne suit pas les trois étapes
conventionnelles. Elles sont divisées en trois sous-groupes : les MAPK ERK3/4, ERK7/8 et NLK
(NEMO-Like Kinase) (Moens, Kostenko et Sveinbjgrnsson, 2013) (Figure 12). Parmi ces protéines,
une attention toute particuliere a été portée sur les MAPK ERK1/2, JNK et p38. Les voies de

signalisation de JNK et p38 sont en général activées en réponse aux cytokines inflammatoires et au
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stress induit par des stimuli chimique, biologique ou physique alors que la voie ERK1/2 est en

général initiée par des facteurs de croissance (Morrison, 2012; Yue et Lopez, 2020).

MAPK conventionnelles

Facteurs de croissance
Stress

Stress
Facteurs de croissance
Cytokines inflammatoires

MAPK atypiques

Facteurs tropiques
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Figure 12 : Schéma récapitulatif des différentes voies des MAPK. Schéma adapté de la revue de Moens
. « The Role of Mitogen-Activated Protein Kinase-Activated Protein Kinases (MAPKAPKS) in Inflammation »,
Genes, 2013. Les MAPK sont divisées en deux groupes, les MAPK conventionnelles et les MAPK atypiques.
Les MAPKs conventionnelles sont activées en trois étapes impliquant des MAPKKK, des MAPKK puis les
MAPK. Les MAPK ERK1/2/5, activées principalement par des facteurs de croissance, menent a des processus
de croissance, différenciation et développement cellulaire. Les MAPK p38 et JNK, stimulées principalement
par des facteurs de stress et des cytokines inflammatoires, conduisent a des processus de croissance,
différenciation, d’apoptose et d’inflammation. Les MAPK atypiques ne sont pas activées par un processus en
trois étapes. Leur activation et leur rle sont encore peu caractérisés (Moens, Kostenko et Sveinbjgrnsson,
2013).
b) Régulation des MAPK ERK1, 2 et 5 par clAP1

En 2008, Dogan et al. ont démontré que clAP1 et 2 ainsi que XIAP peuvent réguler
négativement la voie ERK1/2 en liant et en déstabilisant la MAPKKK C-RAF (RAF proto-
oncogeneserine/threonine-protein kinase). lls ont démontré que XIAP ainsi que clAP1 et 2 pouvaient
interagir directement avec C-RAF en utilisant le systéeme Biacore, un systeme utilisant le principe
SPR (résonance plasmonique de surface) pour mesurer les caractéristiques d’interaction entre deux
molécules. XIAP posséde en revanche une plus grande affinité que clAP1 et 2 pour C-RAF.
L’inhibition de XIAP ou clAP1 et 2 dans des cellules HeLa augmente la stabilité de C-RAF, menant

a l'activation des MAPK ERK1/2 et a 'augmentation de la motilité cellulaire. Ces processus sont
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dépendants de la protéine chaperonne Hsp90 (Heat shock protein 90) et du recrutement de la
protéine CHIP (Carboxyl terminus Hsp70/90 Interacting Protein). XIAP ainsi que clAP1 et 2
accroissent la fixation de CHIP sur le complexe Hsp90/C-RAF menant a l'ubiquitination dégradative
de C-RAF et donc a linhibition des voies ERK1/2. La déplétion de CHIP accroit I'activation de
ERK1/2 et les processus de migration cellulaire (Dogan et al., 2008) (Figure 13).

clAP1 et XIAP pourraient aussi réguler négativement ERK5 en conjuguant de 'ubiquitine de
type K63 sur les MAPKKK MEKK2 (MAPK/ERK Kinase Kinase 2) et 3, ce qui entraverait la liaison
entre MEK5 et ERK5, nécessaire a I'activation I’ERK5. La déplétion de XIAP dans des cellules HeLa
meéne a I'hyperactivation de ERKS5 ainsi qu’a la différenciation de myoblastes primaires en myocytes.
La simple déplétion de clAP1 provoque aussi une hyperactivation de ERK5 mais n’a en revanche
pas d’effet sur la différenciation, peut-étre a cause d’'un systéme de compensation mis en place par
XIAP (Takeda et al., 2014) (Figure 13).

1. 2.

Stimulation Stimulation

|

Hsp90 CHIP clAP1
i
C-RAF
clAP1/2 )
—
l \ MEKS5

ERK2/3 +——

ﬂ ﬂ

Migration cellulaire Différenciation de myoblastes
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Figure 13: Régulation des voies ERK1/2 et ERK5 par clAPL. 1. La stimulation de certains récepteurs
provoque l'activation de C-RAF, qui en retour méne a l'activation des MAPK ERK2 et 3 et a des processus de
migration cellulaire. Les protéines XIAP ainsi que clAP1 et 2 favorisent le recrutement de CHIP sur le complexe
C-RAF/Hsp90. CHIP peut ainsi ubiquitiner C-RAF, déclenchant sa dégradation et inhibant I'activation de
ERK1/2 (Dogan et al., 2008). 2. L’activation de MEKKZ2 et 3 est nécessaire a la formation du complexe
MEKS/ERKS, induisant la différenciation de myoblastes en myocytes. XIAP et clAP1 peuvent se lier a MEKK2
et 3 et les ubiquitiner, inhibant la formation du complexe MEK5/ERKS5 (Takeda et al., 2014).

C. Lareéegulation du récepteur TNFR1
Le TNFa peut étre reconnu par deux récepteurs différents : le TNFR1 et le TNFR2. A la

différence du TNFR2, le TNFR1 posséde un DD et sa stimulation peut induire I'activation de voies
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de signalisation cellulaire telles que la voie NF-kB et les MAPK ou bien la formation de complexes

secondaires impliqués dans le déclenchement de la mort cellulaire (Estornes et Bertrand, 2015).

1. Activation des voies NF-kB et des MAPK induites par le
TNFR1

Le TNFR1 est exprimé dans I'ensemble des tissus humains. Sa stimulation par le TNFa
déclenche le recrutement de plusieurs protéines adaptatrices sur sa partie cytoplasmique telles que
RIPK1 et TRADD.

a) Formation du complexe |

RIPK1 est une sérine/théonine kinase de la famille des RIP. Elle est composée d’'un domaine
kinase en N-terminal, déclenchant sa propre activation par autophosphorylation, d'un domaine RHIM
(RIP Homotypic Interaction Motif), impliqué dans des interactions homotypiques avec des protéines
présentant ce domaine telles que RIPK3, et d’'un DD en C-terminal qui lie RIPK1 au TNFR1 par une
interaction homotypique entre les DD (Mifflin, Ofengeim et Yuan, 2020). Elle détermine la réponse
induite par la stimulation de plusieurs récepteurs tels que le TNFR1, menant soit a I'activation de
voies de signalisation pro-survie telles que les voies de signalisation NF-kB et des MAPK ou a la
formation de complexes menant a la mort cellulaire en coopérant avec RIPK3 (Mifflin, Ofengeim et
Yuan, 2020). TRADD est une protéine adaptatrice, présentant un DD interagissant directement avec
le TNFR1 par une interaction homotypique entre les DD et est nécessaire a la régulation de la
signalisation induite par le TNFR2 par clAP1 et TRAF2. En effet, TRADD recrute TRAF2 au niveau
du TNFR1, par une interaction entre la partie N-terminale de TRADD et le domaine TRAF-C de
TRAF2 (Hsu et al., 1996), qui va a son tour recruter clAP1 et 2 et former ainsi le complexe | composé
de clAP1, clAP2, TRAF2, TRADD et RIPK1. clAP1 induit ensuite l'ubiquitination de RIPK1

nécessaire a l'activation des voies de signalisation MAPK et NF-kB (Bertrand et al., 2008).

b) Role de TRAF2 et clAP1 dans le complexe 1

Trés rapidement, 'importance de TRAF2 dans I'ubiquitination de RIPK1 a été démontrée. En
effet, des lignées cellulaires KO pour TRAF2 sont dans l'incapacité d’induire I'ubiquitination de
RIPK1 (Lee et al., 2004). Au départ, cet effet a été associé a 'activité E3 ubiquitine ligase de TRAF2
(Lee et al., 2004; O’Donnell et al., 2007). Pourtant, le role de TRAF2 est aujourd’hui remis en
question. L'équipe de Silke a bien confirmé I'importance de TRAF2 dans I'activation de la voie NF-
kB, mais I'analyse de MEF présentant une protéine TRAF2 n’arborant pas de domaine RING ne
démontrait pas d’inhibition de la voie NF-kB. A l'inverse, des MEF KO pour clAP1 et clAP2 sont dans
l'incapacité d’ubiquitiner RIPK1 (Vince et al., 2009). De plus, des expériences d’ubiquitination in vitro
ont prouvé la capacité de clAP1 a ubiquitiner RIPK1 tout en démontrant I'incapacité de TRAF2 a
réaliser ce processus (Park, Yoon et Lee, 2004). TRAF2 aurait donc plutét un réle d’adaptateur

permettant le recrutement et la mise en place de I'activité E3 ubiquitine ligase de clAP1.
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L’équipe de Vucic a démontré I'association entre clAP1 et 'enzyme E2 UBCHb5a dans
l'ubiquitination de RIPK1 (Varfolomeev et al., 2008; Dynek et al., 2010). L’activation du TNFR1 par
le TNFa induit les ubiquitinations de type K11 et K63 de RIPKL1. Elle est dépendante des enzymes
E2 de la famille UBCHS5 et de clAP1 et est nécessaire a 'activation de la voie NF-kB. En effet, la
délétion de clAP1 ou l'utilisation du SMAC mimétique BV6 bloque les ubiquitinations de type K11 et
K63 de RIPK1, I'activation de la voie NF-kB et sensibilise les cellules a la mort cellulaire induite par
le TNFa (Varfolomeev et al., 2008; Dynek et al., 2010). Bertrand et al. ont aussi décrit la capacité de
clAP1 & induire la liaison de chaine linéaire d’ubiquitine et de type K48, en plus des chaines de type
K11 et K63, sur RIPK1 mais aussi RIPK2, 3 et 4. Ces chaines d’ubiquitine sont aussi nécessaires a
I'activation de la voie NF-kB. clAP2 induit aussi I'ubiquitination de ces protéines mais avec une

affinité moins importante que clAP1 (Bertrand et al., 2011).

2. Recrutement de LUBAC et activation de NF-kB et des MAPK

L’ubiquitination de RIPK1 déclenche le recrutement de LUBAC (Linear Ubiquitin Assembly
Complex) qui va induire le recrutement de chaines linéaires d’ubiquitine sur I'ensemble des
composants du complexe |. L'ensemble des chaines d’ubiquitine vont servir de plateformes
d’amarrage aux complexes IKK, impliqués dans I'activation de NF-kB, et TAK1 (TGF-B-Activated
Kinase 1) /TAB1 (TAK1-Binding protein 1) /TAB2. Le complexe TAK1/TAB1/TAB2 est nécessaire a
I'activation du complexe IKK en induisant la phosphorylation de IKK@, qui a son tour phosphoryle
IkBa et active ainsi la voie NF-kB. Il induit aussi I'activation de la voie des MAPK, en particulier par
l'intermédiaire de TAK1, une MAPKKK qui va induire l'ubiquitination de MAPKK et activer ainsi les
MAPK JNK et p38 (Witt et Vucic, 2017; Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020; Mifflin, Ofengeim et
Yuan, 2020) (Figure 14).
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Figure 14 : R6le de clAP1 et TRAF2 dans I’activation de NF-kB et des MAPK par le TNFRL1. La stimulation
du TNFR1 par le TNFa provoque le recrutement de RIPK1 et de la protéine adaptatrice TRADD par une
interaction homotopique avec le domaine de mort du TNFR1. TRADD recrute TRAF2 qui a son tour lie clAP1,
formant ainsi le complexe 1 composé de clAP1, TRAF2, RIPK1 et TRADD. clAP1 provoque l'ubiquitination de
type K11 et K63 de RIPK1 permettant l'arrivée de LUBAC. LUBAC catalyse I'ubiquitination de type M1 des
composants du complexe 1. L’ensemble de ces chalnes d’ubiquitine permet le recrutement des complexes
TAB1/TAB2-3/TAK1 et IKK composé de IKKa, IKKB et IKKy. TAK1 méne a l'activation des MAPK JNK et p38
ainsi qu’a la phosphorylation activatrice de IKK, déclenchant I’activation de la voie NF-kB canonique menant
a des processus de prolifération, d’inflammation et de survie cellulaire.

3. La régulation de la mort cellulaire

a) Formation du complexe lla

En absence de clAP1 ou TRAF2, la stimulation du TNFR1 par le TNFa ne stimule plus les
voies de survie cellulaire mais provoque la mort cellulaire. En effet, I'utilisation du SMAC mimétique
BV6 stimule la mort cellulaire lors de traitements au TNFa (Varfolomeev et al., 2007). De la méme
fagcon, la déplétion de TRAF2 dans un modeéle murin déclenche aussi la mort cellulaire. Cette
derniére, induite en absence de TRAF2 par le TNFa, est inhibée par la déplétion du récepteur
TNFR1 (Guo et al., 2017). De plus, le traitement au TNFa de cellules KO pour TRAF2 reconstituées
avec un TRAF2 ne pouvant plus interagir avec clAP1, a la suite d'une mutation dans son domaine
TRAF-N, déclenche aussi la mort cellulaire. TRAF2 inhibe donc la mort cellulaire déclenchée par le
TNFa en recrutant clAP1 au niveau du TNFR1 (Vince et al., 2009). En absence de clAP1, RIPK1

n’est plus ubiquitinée, va se séparer du TNFR2 et former le complexe lla composé de RIPK1,
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TRADD, FADD (Fas-Associated protein with Death Domain) et de la procaspase 8. La présence
dans ce complexe de la procaspase 8 provoque sa maturation et le déclenchement de la mort
cellulaire par apoptose (Schilling, Geserick et Leverkus, 2014; Borghi, Verstrepen et Beyaert, 2016).
Le KO de clAP1 ou l'utilisation de SMAC mimétiques stimule la formation de ce complexe lla,
dépendante du TNFa, a la suite de I'inhibition de l'ubiquitination de RIPK1 (Petersen et al., 2007,
Bertrand et al., 2008; Moulin et al., 2012). L’équipe du professeur Meier a démontré la capacité de
clAP1 a réguler différemment la cytotoxicité du TNFa. Le domaine UBA de clAP1 lui permet d’'induire
l'ubiquitination de type K48 de RIPK1, déclenchant sa dégradation par le protéasome et inhibant
ainsi la formation du complexe lla et donc le déclenchement de I'apoptose (Annibaldi et al., 2018)
(Figure 15).

b) Le ripoptosome

La déplétion de clAP1 peut aussi provoquer la formation spontanée du complexe Ilb ou
ripoptosome, composé de RIPK1, FADD et de la procaspase 8 (Feoktistova et al., 2011; Tenev et
al., 2011, Schilling, Geserick et Leverkus, 2014). La formation de ce complexe n’est pas dépendante
de la stimulation du TNFR1 mais peut étre induite par exemple par un stress génotoxique ou bien
l'activation des TLR et déclenche aussi la mort cellulaire par apoptose (Schilling, Geserick et
Leverkus, 2014). En revanche, clAP1 peut ubiquitiner RIPK1, induisant l'inactivation ou la
dégradation de RIPK1, bloguant ainsi la formation spontanée du ripoptosome et le déclenchement

de la mort cellulaire (Feoktistova et al., 2011; Tenev et al., 2011) (Figure 15).

c) Le nécrosome et le déclenchement de la nécroptose

Le changement de la signalisation pro-survie vers la signalisation pro-mort cellulaire
déclenche I'activation par auto-ubiquitination de RIPK1 sur son résidu S161 (Degterev et al., 2008).
La protéine RIPK1 activée peut interagir avec RIPK3 par leur domaine RHIM et former ainsi le
nécrosome composé de RIPK1, RIPK2 et MLKL (Mixed Lineage Kinase domain-Like pseudokinase)
(Li etal., 2012; Gong et al., 2019). Le nécrosome provoque la mort cellulaire par nécroptose. De la
méme maniére que l'apoptose, c'est aussi une mort cellulaire programmée induite par la
transmission de signaux médiée par les récepteurs de mort et dont les effets ressemblent
morphologiquement a la nécrose. Dans un premier temps, RIPK1 active RIPK3 par phosphorylation.
RIPK3 active ensuite par phosphorylation MLKL qui va s’oligomériser, puis va ensuite se transloquer
a la membrane et induire la perméabilisation nécrotique de la membrane plasmique, caractérisée

par la perte d’intégrité de la cellule et des organites (Gong et al., 2019).

La présence de la caspase 8 active bloque la formation du nécrosome et promeut la
formation du ripoptosome et donc le déclenchement de I'apoptose. L’inactivation de I'activité de la
caspase 8 stimule la formation du nécrosome (Park et al., 2021). L'inhibition des IAP par des SMAC
mimétiques accroit la mort cellulaire par nécroptose dans les cellules traitées au TNFa mais cet effet

est inhibé par l'inhibition de RIPK1, démontrant un réle de clAP1 dans la régulation de la formation
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du nécrosome (Vanlangenakker et al., 2011; McComb et al., 2012). Petersen et al. ont aussi
démontré I'importance de TRAF2 dans le déclenchement de la nécroptose. En effet, la déplétion de
TRAF2 accroit la nécroptose induite par le TNFa dans des modeles de MEF. La reconstitution de
TRAF2 n’arborant pas de domaine RING inhibe la mort par nécroptose de la méme maniére que le
TRAF2 WT (Wild Type), présentant un réle indépendant du domaine RING. De la méme maniere,
un TRAF2 muté incapable d’interagir avec clAP1 bloque le déclenchement de la nécroptose,
confirmant un réle de TRAF2 indépendant de clAP1. Une co-immunoprécipitation a démontré une
interaction entre TRAF2 et MLKL. TRAF2 peut donc interagir avec MLKL afin de bloquer son
interaction avec RIPK3 et bloquer la formation du nécrosome. Le KO de TRAF2 est Iétal dans un
modele de souris adulte mais le KO de RIPK3 bloque cet effet, confirmant le réle de TRAF2 dans la
nécroptose médiée par MLKL/RIPK3 (Petersen et al., 2015) (Figure 15).

Durant le déclenchement de la nécroptose, RIPK1 est régulé par des processus de poly-
ubiquitination de type K63 et linéaire. Le KO de clAP1 n’a aucun effet sur I'ubiquitination de RIPK1
lors du déclenchement de la nécroptose, qui semble plutét étre dépendante de LUBAC, excluant un
réle régulateur de clAP1 lors du déclenchement de la nécroptose. En revanche, 'absence de clAP1
dans la lignée cellulaire HT29 induit une augmentation de l'activation de la voie NF-kB non
canonique et une surexpression de clAP2, réduisant le déclenchement de la nécroptose et
démontrant donc un réle plus complexe de clAP1 dans la formation du nécrosome (Almagro et al.,
2015).
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Figure 15 : Régulation des voies de mort cellulaire médiées par le TNFR1. La déplétion de clAP1 et 2,
par des SMAC mimétiques par exemple, méne a la formation du complexe lla lors de la stimulation du TNFR1.
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Ce complexe est composé de RIPK1, TRADD, FADD ainsi que de la caspase 8 et déclenche I'apoptose.
L’ubiquitination de type K48 de RIPK1 par clAP1 et 2 inhibe la formation de ce complexe. En absence de
stimulation, la déplétion de clAP1 et 2 peut déclencher la formation spontanée du ripoptosome composé de
RIPK1, FADD et la caspase 8, induisant I'apoptose. L’inactivation de la caspase 8 induit la formation du
nécrosome, composé de RIPK1, RIPK3 et MLKL. RIPK1 active RIPK3 par phosphorylation. RIPK3 fait ensuite
de méme avec MLKL conduisant a la mort par nécroptose. TRAF2 peut se lier a MLKL afin d’empécher son
association a RIPK3 et inhiber la nécroptose.

4. Régulation des processus d’ubiquitination médiés par le
TNFR1

L’activation des voies de signalisation médiées par le TNFR1 et dépendantes de
clAP1/TRAF2 nécessite de nombreux processus d’ubiquitination. La présence de DUB
(DeUBiguitinating enzymes) a donc un rdle central dans la régulation de ces voies. La protéine A20
peut interagir directement avec TRAF2 et clAP1 afin de bloquer leurs interactions avec leurs
enzymes E2 et bloque ainsi I'activation de la voie NF-kB médiée par le TNFa (Shembade, Ma et
Harhaj, 2010). Le rble de la DUB CYLD (Cylindromatosis) a été le mieux décrite dans la régulation
du TNFR1 (Trompouki et al., 2003; Zhang et al., 2006; Tesio et al., 2015; Lork, Verhelst et Beyaert,
2017). CYLD interagit directement avec TRAF2 et bloque ainsi I'activation des MAPK p38 (Tesio et
al., 2015), JNK (Zhang et al., 2006), et permet aussi le déclenchement de la nécroptose. En se liant
a TRAF2, CYLD déclenche la dé-ubiquitination de TRAF2 nécessaire a sa dissociation de MLKL.
MLKL peut ensuite interagir avec RIPK3 et former ainsi le nécrosome et déclencher la nécroptose
(Petersen et al., 2015). CYLD peut aussi se lier a IKKy et pourrait ainsi cibler 'autoubiquitination
activatrice de type K63 de TRAF2, bloguant ainsi sa capacité a activer la voie NF-kB (Trompouki et
al., 2003) (Figure 16).
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Figure 16 : Régulation des processus d’ubiquitination en réponse a I'activation du TNFR1. La protéine
A20 peut se lier a clAP1 et bloquer son interaction avec les enzymes E2, inhibant ainsi son activité E3
ubiquitine ligase. CYLD peut se lier a TRAF2 ou IKKy afin d’inhiber I'ubiquitination activatrice de TRAF2. Ces

56



processus inhibent I'activation de NF-kB et des MAPK p38 et INK. CYLD libére aussi MLKL de son interaction
avec TRAF2 en déubiquitinant TRAF2, favorisant ainsi la nécroptose.

D. Stimulation des autres récepteurs de la famille du TNF et

activation de la voie NF-kB non canonique

La stimulation du TNFR2 ainsi que d’autres récepteurs de la famille du TNF, tels que CD40-
R, BAFF-R, FN14, LTBR et RANK déclenche la voie non canonique de NF-kB. L’implication des
protéines clAP1 et 2 ainsi que TRAF2 et 3 dans les mécanismes de régulation de cette voie a été

largement démontrée (Sun, 2017).

1. Activation des récepteurs de la famille du TNF

La stimulation des récepteurs de la famille du TNF CD40, BAFF-R, TNFR2, FN14, LTBR et
RANK conduit au recrutement de TRAF3, TRAF2, clAP1 et clAP2 a la partie cytoplasmique des
récepteurs, a l'ubiquitination de type K48 de TRAF3 par clAP1, induisant sa dégradation, et donc a
l'inhibition de la dégradation de NIK, menant a l'activation de la voie NF-kB non canonique (Dejardin,
2006; Matsuzawa et al., 2008; Vallabhapurapu et al., 2008; Rauert et al., 2010; Gardam et al., 2011,
Varfolomeev et al.,, 2012; Enwere et al., 2014). La liaison de clAP1 et 2 ainsi que TRAF2 aux
récepteurs CD40R et BAFF-R conduit a I'activation de clAP1 et 2 par des processus d’ubiquitination
de type K63 médiés par TRAF2 et provoquant l'ubiquitination de type K48 de TRAF3
(Vallabhapurapu et al., 2008) (Figure 17).

Gardam et al. ont analysé le role de clAP1 et 2 ainsi que TRAF2 et 3 dans la signalisation
médiée par BAFF-R et CD40 dans les lymphocytes B, la stimulation de ces récepteurs étant
nécessaire a la survie et a l'activation de ces cellules. lls ont développé des modéles murins
permettant I'étude du KO de clAP1 et/ou clAP2 dans le développement des lymphocytes B. En
présence de clAP1 et/ou clAP2, l'injection de la cytokine BAFF provoque la dégradation de TRAF3
mais cette derniére est totalement inhibée en absence de clAP1 et 2, démontrant une certaine
redondance dans le role de clAP1 et clAP2. Les lymphocytes B KO pour clAP1 et 2 présentent une
hyperactivation de la voie NF-kB non canonique, voient leur survie accrue et s’accumulent de
maniere incontrblée. De plus, la stimulation de BAFF-R n’est plus nécessaire a leur maturation et a
leur survie. En revanche, en absence de clAP1, clAP2 ou TRAF2 mais pas TRAF3, la signalisation
induite par la stimulation du récepteur CD40 est compromise. En effet, I'activation des voies des
MAPK ERK, JNK et p38 ainsi que la voie canonique de NF-kB est fortement diminuée. De plus, ces

cellules sont incapables de former des centres germinatifs (Gardam et al., 2011).

2. Régulation de la voie canonique de NF-kB par le TNFR2
La stimulation du TNFR2 déclenche principalement la voie non canonique de NF-kB et
recrute donc clAP1 et TRAF2 a sa fraction cytoplasmique. L’activation simultanée du TNFR2 et du

TNFR1 provoque le déclenchement de I'apoptose médiée par le TNFR1. Le TNFR1 et le TNFR2
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entrent en compétition pour le recrutement de TRAF2, stimulant ainsi I'activation de la caspase 8
par le TNFR1 (Fotin-Mleczek et al., 2002). Le TNFR2 a aussi la capacité d’activer la voie canonique
de NF-kB. Il peut recruter HOIP (HOIL-1 (Heme-Oxidized IRP2 ubiquitin Ligase 1)-Interacting
Protein), la sous-unité catalytique de LUBAC capable d’induire la fixation de chaines de poly-
ubiquitine linéaires, qui va a son tour ubiquitiner le complexe de signalisation relié au TNFR2 et ainsi
déclencher I'activation de la voie canonique NF-kB. clAP1 est aussi recrutée au niveau du TNFR1
et semble étre nécessaire au recrutement de HOIP. En effet, I'utilisation d’antagonistes des IAP
blogue le recrutement de LUBAC, suggérant un réle de clAP1 dans I'activation de la voie NF-kB
canonique dépendante de TRAF2 (Borghi et al., 2018) (Figure 17).
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Figure 17 : Régulation des voies NF-kB canonique et non canonique par le TNFR2. TRAF3 interagit avec
NIK et recrute TRAF2 qui lie clAP1 et 2. Ces derniers induisent l'ubiquitination de type K48 de NIK, menant a
sa dégradation par le protéasome et a l'inhibition de la voie NF-kB non canonique. Lors de l'activation du
TNFR2 par le TNFa, clAP1 et 2, TRAF2 et TRAF3 sont adressées au TNFR2. TRAF2 active clAP1 et 2 par
ubiquitination de type K63, qui vont & leur tour induire 'ubiquitination de type K48 de TRAF2 et 3 et donc leur
dégradation par le protéasome. NIK est donc libérée et active la voie NF-kB non canonique et favorise la survie
cellulaire. Le recrutement de TRAF2 et clAP1 et 2 au TNFR2 inhibe le recrutement de ces derniers au TNFR1,
bloquant I'activation de la voie NF-kB canonique.

3. Régulation des MAPK

Dans les lymphocytes B naifs, la stimulation du TNFR1 provoque l'ubiquitination puis la
dégradation par le protéasome de TRAF2 et de ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1), une
MAPKKK, et déclenche une activation rapide mais courte des voies des MAPK JNK et p38. TRAF2

peut se lier a ASK1 par son domaine RING et activer ainsi les voies de signalisation des MAPK JNK
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et p38. Lors de I'activation du TNFR2, elle peut aussi servir d’adaptateur a clAP1 et lui permettre
d’induire l'ubiquitination de type K48 de TRAF2 et ASK1. La déplétion de clAP1 inhibe la dégradation
de TRAF2 et ASK1 et stimule le maintien des voies de signalisation JNK et p38 dans le temps (Zhao
et al., 2007) (Figure 18).

La stimulation du CD40 provoque la formation d’'un complexe de signalisation composé de
TRAF2 et 3, clAP1 et 2, IKKy, 'enzyme E2 UBC13 et la MAPKK MEKK1. La dégradation de TRAF3
par clAP1 et 2 libére le complexe dans le cytosol. MEKK1 peut ensuite étre activée et exige pour
cela la présence de TRAF2, UBC13 et IKKy, induisant l'activation des MAPK p38 et JNK. La
déplétion de clAP1 ou I'inhibition du protéasome dans des lymphocytes B bloque la translocation du

complexe dans le cytoplasme et inhibe ainsi I'activation des MAPK (Matsuzawa et al., 2008) (Figure

18).
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Figure 18 : Régulation des MAPK par le TNFR2 et CD40. 1. L’activation du TNFR2 provoque le recrutement
de clAP1, TRAF2 et ASK1 sur le récepteur. clAP1 induit I'ubiquitination dégradative de type K48 de ASK1 et
TRAF2 bloquant ainsi I'activation de JNK et p38. 2. L’activation de CD40 meéne a la formation d’un complexe
a la membrane composé de clAP1 et 2, TRAF2 et 3, IKKy, MEKK1 et UBC13. clAP1 provoque l'ubiquitination
de type K48 de TRAF3 menant & sa dégradation. Le complexe est ainsi libéré dans le cytoplasme et active
les voies p38 et INK.

E. Larégulation des PRR par clAP1 et TRAF2

1. Larégulation des TLR
a) Régulation du TLR4

Le TLR4 est un récepteur membranaire de la famille des TLR mis en évidence pour sa
capacité a étre stimulé tout particulierement par le LPS (lipopolysaccharide). Sa stimulation
provoque le recrutement de deux protéines adaptatrices, MyD88 (Myeloid Differentiation primary

response 88) et TRIF (Toll-interleukin 1 Receptor domain—containing adaptor inducing IFN-gB). Le
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recrutement de MyD88 est associé a l'activation des voies de signalisation des MAPK et la
production de cytokines pro-inflammatoires, alors que TRIF est plutdt impliquée dans la production
d’IFN. L’activation de ces deux voies de signalisation sont compétitives et mutuellement exclusives
(Kuzmich et al., 2017). L’équipe de Karin a mis en évidence un réle de clAP1 dans la régulation de
lactivité du TLR4. Sa stimulation induit la formation d’'un complexe composé de MyD88, TRAF®6,
TRAF3, UBC13, IKKy, la MAPKKK TAK1 ainsi que clAP1 et 2. La formation de ce complexe
déclenche I'activation de TRAF6, qui a son tour active clAP1 et 2 par ubiquitination de type K63. ||
va ainsi engendrer I'ubiquitination de type K48 puis la dégradation par le protéasome de TRAF3. Le
complexe est alors transloqué dans le cytoplasme et TAK1 peut donc activer les voies des MAPK et
donc la production de cytokines pro-inflammatoires. L’utilisation de SMAC mimétiques, comme le
birinapant, blogue la dégradation de TRAF3, inhibant ainsi la translocation du complexe dans le
cytoplasme et donc l'activation des MAPK et la production de cytokines pro-inflammatoires (Tseng
et al.,, 2010; Xiao et al., 2013; Hongxiang Liu et al., 2017). TRAF3 est aussi impliquée dans la
signalisation déclenchée par TRIF mais est ici essentielle a son activation. L’endocytose du TLR4
induit 'auto-ubiquitination de TRAF3, nécessaire a la production d’IFN (Tseng et al., 2010) (Figure
19).

clAP1 est aussi impliquée dans la production d’IL-27 induite par le LPS. Lors de la stimulation
du TLR4 par le LPS, un complexe composé de clAP1/2, de TRAF2, des tyrosines kinases SHP-1 et
Src ainsi que de MyD88 se forme. Ce complexe conduit a I'activation des voies de signalisation p38,
JNK et Akt et ultimement a l'activation de la voie canonique de NF-kB. L’utilisation d’antagonistes
des IAP bloque completement I'activation de ces voies de signalisation (Busca et al., 2018) (Figure
19).

L’équipe de Vince a aussi démontré qu’en absence de XIAP, la stimulation du TLR4 dans
des macrophages peut provoquer la dégradation de clAP1 et TRAF2 et conduire a la mort cellulaire.
Elle est dépendante du recrutement de MyD88, conduisant a la production de TNFa, activant ainsi
le TNFR2. Ce dernier recrute clAP1 et TRAF2 et déclenche leur dégradation. RIPK1 va ainsi pouvoir
s’associer a RIPK3 et induire la mort cellulaire par apoptose, en interagissant avec la caspase 8,
par nécroptose, en se liant a MLKL si I'activité de la caspase 8 n’est pas suffisante, et I'activation de
IL-1B (Lawlor et al., 2017).

clAP1 et TRAF2 régulent aussi plus tardivement la signalisation induite par le TLR4. Lors
d’'une stimulation au LPS, I'ablation de TRAF2 ou TRAF3 dans des cellules myéloides conduit a
laccumulation de cRel et IRF5. En effet, TRAF3 peut se lier a cRel et IRF5, conduisant au
recrutement de TRAF2, qui permet 'engagement de clAP1 et 2 & proximité de cRel et IRF5. clAP1
déclenche leur ubiquitination de type K48 et leur dégradation, régulant ainsi la production de

cytokines pro-inflammatoires (Jin et al., 2015) (Figure 19).
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Figure 19 : Régulation de la signalisation du TLR4 par clAP1 et TRAF2. 1. La stimulation du TLR4 par le
LPS provoque la formation d’'un complexe protéique dans lequel TRAF6 active clAP1 et 2 par ubiquitination
de type K63. clAP1 et 2 déclenchent l'ubiquitination de type K48 de TRAF3, aboutissant a sa dégradation par
le protéasome. Le complexe est ainsi libéré dans le cytoplasme et active les MAPK et donc la production de
cytokines pro-inflammatoires. 2. Un second complexe composé de l'adaptateur MyD88, TRAF2, clAP1 et 2,
Src et SHP-1 peut aussi se former et conduire a l'activation de JNK, p38 et Akt et donc a la production d’IL-
27. 3. clAP1, TRAF2 et TRAF3 agissent aussi plus tardivement dans la régulation de la signalisation du TLR4.
TRAF3 peut se lier a cRel ou IRF5. Elle recrute aussi TRAF2, qui est liée a clAP1 et 2. Ces derniers provoquent
l'ubiquitination dégradative de cRel et IRF5 inhibant la production de cytokines pro-inflammatoires.
b) Régulation du TLR3

Lors de leur analyse de la signalisation médiée par le TLR4, I'équipe de Karin a démontré
'absence d’effet de SMAC mimétiques sur I'activation des MAPK médiée par le TLR3 (Tseng et al.,
2010), un membre de la famille des TLR impliqué dans la réponse antivirale et le seul TLR dont la
signalisation est indépendante de MyD88 (Siednienko et al., 2011). Pourtant, d’autres études ont
mis en avant un role de clAP1 et TRAF2 dans d’autres aspects de la signalisation médiée par le
TLRS et plus précisément dans la régulation de la mort cellulaire induite par ce dernier. En absence
de clAP1, la stimulation du TLR3 provoque le recrutement de I'adaptateur TRIF, qui a son tour lie
RIPK1 par son domaine RHIM, qui va pouvoir recruter la caspase 8 et former le ripoptosme, ou lier
RIPKS3 et former le nécrosome. La déplétion de RIPK3 ne semble pas inhiber le déclenchement de
I'apoptose médiée par le ripoptosome. clAP1 a pour role de réguler I'activité de RIPK1 en provoquant

son ubiquitination, limitant ainsi la formation des complexes de mort cellulaire en réponse a la
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stimulation du TLR3 (Friboulet et al., 2008; Weber et al., 2010; Feoktistova et al., 2011; Estornes et
al., 2012) (Figure 20).
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Figure 20 : Régulation du TLR3 par clAPL1 et 2. L’activation du TLR3 méne au recrutement de RIPK1. En
absence de clAP1 et 2, il peut former un complexe avec la caspase 8 et provoquer I'apoptose ou former un
complexe avec RIPK3 et MLKL et déclencher la nécroptose.

2. Larégulation des NLR
a) NOD1 et NOD2

Les récepteurs NOD1 et 2 appartiennent a la famille des NLR et sont des senseurs de
composés de la paroi bactérienne. lls sont stimulés respectivement par le DAP (DiAminoPimelic
acid) et le MDP (Muramyl DiPeptide), des peptides dérivés de peptidoglycanes retrouvés dans les
parois bactériennes. La stimulation de ces récepteurs provoque le recrutement de RIPK2 et induit
principalement 'activation de la voie NF-kB (Chen et al., 2009). RIPK2 est principalement régulé par
des processus d’ubiquitination nécessaires a I'activation de NF-kB (Y. Yang et al., 2007; Hasegawa
et al., 2008). La déplétion de TRAF2 ou TRAF5 dans des MEF inhibe I'activation de la voie NF-kB
induite par NOD1 mais aucune preuve d’'un role dans I'ubiquitination de RIPK2 n’a été démontrée
(Hasegawa et al., 2008). En revanche, une interaction directe entre XIAP, clAP1 et clAP2 avec
RIPK2 a été démontrée et provoque l'ubiquitination de type K63 de RIPK2 nécessaire a 'activation
de la voie NF-kB (Bertrand et al., 2009; Krieg et al., 2009; Damgaard et al., 2012) (Figure 21).

b) Régulation de I'inflammasome
Certains membres de la famille des NLR, tels que NLRP3 et NRLC4, ne transduisent pas de
signaux menant a la production de médiateurs inflammatoires, mais contribuent a la réponse
inflammatoire par I'assemblage d’'une plateforme conduisant a I'activation de la caspase 1:
linflammasome. Celui-ci provoque la maturation de I'lL-18 ainsi que I'lL-1B et initie un type de mort

cellulaire inflammatoire appelé la pyroptose (Vladimer et al., 2013). Labbé et al. ont démontré la
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capacité de clAP1 et clAP2 a induire 'ubiquitination de type K63 de la caspase 1, facilitant ainsi son
activation et favorisant la formation de l'inflammasome NRLP3 (Labbé et al., 2011). De fagon
inverse, Vince et al. ont démontré que la déplétion des IAP stimule I'activation de I'inflammasome
NRLP3 (Vince et al., 2012).

3. Larégulation des RLR

RIG-1 et MDA-5 sont des RLR nécessaires a la détection des infections de virus & ARN et
déclenchent la réponse cellulaire adéquate en induisant I'activation des facteurs de transcription NF-
kB et IRF et donc la production d’IFN. lIs recrutent 'adaptateur MAVS, nécessaire au déclenchement
des différentes voies de signalisation. Mao et al. ont démontré que la déplétion de clAP1 et 2 dans
des cellules HEK293 infectées par le virus Sendai, un virus a ARN de la famille des paramyxoviridae,
diminue I'activation d’IRF3 et de NF-kB, la production d’'IFN-f et facilite la réplication virale. Dans le
cas d’'une infection virale, clAP1 et 2 sont recrutées avec TRAF3 et TRAF6 au niveau de MAVS et
déclenchent l'ubiquitination de TRAF3 et TRAF6, principalement de type K63, qui est nécessaire a
la production d'IFN (Mao et al., 2010). Paradoxalement, deux études plus récentes contredisent ces
résultats. En effet, I'utilisation de SMAC mimétiques lors d’infections de cellules par des virus a ARN
n’influe pas sur la réponse antivirale et suggéere donc que clAP1 et 2 ne sont pas impliquées dans
la réponse antivirale (Liu et al., 2013; Beug et al.,, 2014). En revanche, elles démontrent une
potentielle implication de TRAF2, 5 et 6 dans la signalisation cellulaire médiée par MAVS (Liu et al.,
2013, 2015). L’équipe de Jiang a confirmé I'importance des protéines de la famille des TRAF dans
la réponse a une infection par le virus Sendai. TRAF2, 5 et 6 sont recrutées par MAVS et déclenchent
la formation de chaines d’ubiquitine nécessaires au recrutement de IKKy, conduisant a I'activation
de la voie NF-kB et de I'axe TBK1/IRF3/IFN-B. Les TRAF sont aussi capables de lier directement
TBK1 et IKKe et de les activer indépendamment de leur activité E3 ubiquitine ligase, induisant
l'activation d’IRF3 et la production d'IFN de type | indépendamment de la voie NF-kB (Fang et al.,
2017) (Figure 21).

LGP2 est un membre particulier des récepteurs de la famille des RLR : c’est a la fois un
régulateur positif et négatif de la réponse antivirale (Rodriguez, Bruns et Horvath, 2014). Par
exemple, il supprime la réponse antivirale dans des cellules HEK293 infectées par le virus Sendai.
LGP2 est capable de lier les protéines TRAF2, 3, 5 et 6 par leur région N-terminale afin de bloquer
leur activité E3 ubiquitine ligase et ainsi réguler négativement I'activation des voies NF-kB et IRF3.
De plus, la déplétion de LGP2 conduit & une réponse antivirale exacerbée (Parisien et al., 2018)
(Figure 21).
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Figure 21 : Régulation des NLR et RLR par clAP1 et TRAF2. 1. La stimulation de NOD1 et 2 méne au
recrutement de RIPK2. Cette derniere se lie a clAP1 et 2 ainsi que XIAP. Ces derniéres induisent
l'ubiquitination activatrice de type K63 de RIPK2, menant a l'activation de la voie NF-kB. 2. La stimulation de
RIG-1 ou de MDAGS provoque le recrutement de MAVS. Cette derniére peut lier clAP1 et 2, TRAF3 et 6, menant
a l'activation de TRAF3 et 6 par ubiquitination de type K63 induite par clAP1 et 2, déclenchant /’activation de
la voie NF-kB. 3. MAVS peut aussi interagir avec TRAF2, 5 et 6. Ces derniéres forment des chaines
d’ubiquitine sur lesquelles le complexe IKK peur se fixer et induire l‘activation de NF-kB et de l'axe
TBKL1/IRF3/IFN-B. 4. TRAF2, 5 et 6 recrutent aussi directement IKKe et TBK1 afin d’activer IRF3 et la
production d’IFN.
4. Le cas particulier de IKKe

IKKe est une sérine/thréonine kinase et un membre non canonique de la famille IKK. Elle est
impliquée dans l'induction du signal de plusieurs récepteurs tels que le TLR3, RIG-1 et MDAD5, et
méne a l'activation de diverses voies de signalisation telles que les voies NF-kB, Akt, STAT (Signal
Transducers and Activators of Transcription) et Wnt/B-caténine (Yin, Wang et Lu, 2020). Un
complexe composé de clAP1, clAP2 et TRAF2 peut se lier directement a IKKe et provoquer ainsi
son activation par ubiquitination de type K63 sur ses résidus K30 et K401. Cette activation est
essentielle a I'activation de la voie canonique de NF-kB dirigée par IKKe, nécessaire aux propriétés

oncogéniques de cette derniére (Zhou et al., 2013).

5. La régulation des récepteurs aux cytokines par TRAF2

a) TRAF2 et I'IL-17R
En 2000, Schwandner et al. ont montré un role de TRAF6, indépendant de TRAF2, dans
I'activation de NF-kB médiée par le récepteur a I'lL-17 (Schwandner, Yamaguchi et Cao, 2000). Pour
autant, TRAF2 est impliquée dans la régulation de la signalisation de I'lL-17. Elle interagit avec

'adaptateur de I'lL-17R, Actl, et régule ainsi la stabilité des ARN messagers de nombreuses
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cytokines pro-inflammatoires (Swaidani et al., 2019). De plus, I'équipe du professeur Chang a mis
en exergue un nouveau mécanisme dépendant du récepteur TNFR2. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont démontré une interaction entre I'lL-17RD (un membre de la famille des IL-
17R) et le TNFR2, menant au recrutement de TRAF2 et a 'induction de la voie NF-kB (Yang et al.,
2015).

b) TRAF2 et I'IFN de type |

L’'IFN de type | est un élément important de l'immunité innée. Il induit la synthése de
nombreuses protéines antivirales (Koyama et al.,, 2008) et est reconnu par un récepteur
membranaire ubiquitaire composé de deux sous-unités : IFNAR1 et IFNAR2. La transduction du
signal est dépendante du recrutement des protéines STAT par les protéines JAK (Horvath, 2004).
Une analyse par co-immunoprécipitation a mis en avant une interaction directe entre la sous-unité
IFNAR1 et TRAF2 lors d’'une stimulation a I'lFN. De plus, I'étude de MEF dérivées d’'un modéle murin
KO pour TRAF2 a démontré 'importance de TRAF2 dans l'activation de la voie alternative de NF-
kB dépendante de I'lFN de type | (Yang et al., 2008).

c) TRAF2 et le récepteur a I'IL-6

L’IL-6 est une cytokine pro-inflammatoire exercant son action via un récepteur composé de
deux sous-unités, I'lL-6R qui reconnait son ligand et gp130 (glycoprotein 130) qui sert de plateforme
de signalisation. Les protéines JAK interagissent directement avec gp130 et s’activent entre elles,
induisant une cascade de phosphorylation permettant le recrutement et I'activation des facteurs de
transcription STAT et en particulier STAT3 (Johnson, O’Keefe et Grandis, 2018). L’activation de
cette voie de signalisation est nécessaire a la différenciation de lymphocytes T CD4 naifs en
lymphocytes Th17 (T helper 17). La surexpression de TRAF2 et TRAF5 dans des lymphocytes T
CD4 naifs inhibe ces processus de différenciation. En effet, TRAF2 et TRAF5 peuvent se lier a la
sous-unité gp130 et inhiber ainsi I'activation par phosphorylation des JAK. De cette maniere, TRAF2
et TRAF5 bloquent linitiation des voies de signalisation dépendantes de JAK/STAT3. TRAF2 et
TRAF5 régulent donc la différenciation des lymphocytes T CD4 en Th1l7 en réponse a l'lL-6
(Nagashima et al., 2016; Kimura et al., 2018) (Figure 22).
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Figure 22 : Régulation de la voie IL-6 par TRAF2. La stimulation des récepteurs a I'lL-6 provoque le
recrutement des JAK sur la sous-unité gpl30, qui s’activent entre elles par phosphorylation. Les JAK
phosphorylent ensuite STAT3, menant a la différenciation des LT CD4 naifs en Thl7. TRAF2 et TRAF5
peuvent se lier a gp130 et inhiber l'activation de JAK.

F. Localisation nucléaire de clAP1 et régulation des facteurs de

transcription

A la différence de XIAP qui est principalement cytoplasmique, clAP1 est retrouvée a la fois
dans le noyau et le cytoplasme. Elle régule ainsi I'activité de nombreux facteurs de transcription et

I'avancée du cycle cellulaire (Tableau 2) (Zadoroznyj et Dubrez, 2022).

1. Régulation du programme transcriptionnel

L’équipe de Goldberg a étudié le role de clAP1 dans la régulation de c-Myc, un facteur de
transcription impliqué dans la régulation de la croissance cellulaire, la différenciation et I'apoptose
qui est trés souvent dérégulé dans les cancers humains, et plus précisément son action sur Mad1l
(Mitotic arrest deficient 1), un inhibiteur de c-Myc exclusivement nucléaire (Madden et al., 2021). lIs
ont dans un premier temps mis en évidence in vitro que clAP1 peut cibler Madl et induire son
ubiquitination. Cette derniére déclenche la dégradation de Madl et stimule ainsi la prolifération
cellulaire. clAP1 coopere donc avec c-Myc afin de stimuler la croissance tumorale en induisant la

dégradation d’un de ses principaux inhibiteurs (Xu et al., 2007).

clAP1 est aussi capable de se lier au cofacteur de transcription VGL-4 (VestiGial-Like 4) et
au corépresseur CtBP2 (C-terminal Binding Protein 2) (Jin et al., 2011; Seo et al., 2020). Le VGL-4,
en cas de surexpression, peut forcer la relocalisation de clAP1 dans le noyau. Il bloque le
recrutement de clAP1 sur les récepteurs au TNFa et déclenche ainsi I'activation des voies de mort
cellulaire. Une surexpression de TRAF2 est suffisante pour inhiber I'action du VGL-4 (Jin et al.,

2011). CtBP2 se lie au domaine BIR1 de clAP1 au sein du noyau. La surexpression de clAP1 dans
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la lignée cancéreuse Hela accroit le taux de CtBP2 et I'inverse est observé en cas de déplétion de
ClAP1. De plus, la suppression du domaine RING ne semble pas influencer I'expression de CtBP2.
Cette interaction stabilise donc CtBP2 indépendamment du domaine RING de clAP1 et favorise la
transcription des génes cibles de CtBP2 impliqués par exemple dans la migration cellulaire (Seo et
al., 2020).

CREB (CAMP Response Element-Binding protein) est un facteur de transcription activé par
phosphorylation jouant un réle dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire,
principalement dans les cellules immunitaires. Par exemple, il stimule I'activation et la prolifération
des lymphocytes B (Wen, Sakamoto et Miller, 2010). L’équipe du professeur Bishop a retrouvé
TRAF3 associé a CREB dans le noyau de lymphocytes B. Au sein du hoyau, un complexe composé
de TRAF3, TRAF2 ainsi que clAP1 et 2 semble se former et induire l'ubiquitination puis la
dégradation de CREB. La déplétion de TRAF3 accroit la stabilité et la quantité de CREB. Les
pathologies dépendantes des lymphocytes B présentant une déplétion de TRAF3 pourraient donc

montrer une plus grande sensibilité aux traitements ciblant CREB (Mambetsariev et al., 2016).

2. Régulation du cycle cellulaire

a) Régulation de p21

Chen et al. ont étudié I'effet de SMAC mimétiques sur la régulation du cycle cellulaire sur des
lignées cellulaires de médulloblastome. L'’utilisation de deux SMAC mimétiques, LCL-161 et
LBW242, ou de siRNA ciblant clAP1/2 et XIAP bloguent le cycle cellulaire et entrainent
I'accumulation de cellules en phase GO et en transition G2/M. Ces traitements diminuent I'expression
des cyclines A et B1 ainsi que des CDK1 (Cyclin-Dependent Kinase 1) et 2. Le siRNA ciblant clAP1
provogue la surexpression de l'inhibiteur de cycline p21 et bloque ainsi le cycle cellulaire. clAP1 peut
directement interagir avec p21, favorisant la neddylation, menant a la dégradation par le protéasome
de ce dernier. L’étude de tissus humains de médulloblastome a justement montré une corrélation

inverse entre I'expression nucléaire de clAP1 et de p21 (Chen et al., 2018).

b) Régulation du facteur de transcription E2F1

E2F1 est un membre de la famille des E2F, des facteurs de transcription jouant un role
critique dans la régulation du cycle cellulaire. E2F1 est le premier membre découvert de cette famille
et le plus étudié. Son activation conduit a I'expression de génes nécessaires a la transition G1-S et
a la réplication de 'ADN. Il est aussi rapidement surexprimé en réponse a des dommages a '’ADN
et régule I'arrét du cycle cellulaire et le déclenchement de I'apoptose. Il est entre autres régulé par
des processus d'ubiquitination médiés par exemple par clAP1 (Dubrez, 2017). clAP1 interagit
directement avec E2F1 par son domaine BIR3 et est nécessaire a I'activité transcriptionnelle de
E2F1. L'inhibition de clAP1 diminue I'expression des cyclines E et A dans différentes lignées
cancéreuses (CaSki et HeLa) (Cartier et al., 2011; Allegre et al., 2018). Glorian et al. ont démontré
gue clAP1 pouvait induire l'ubiquitination de type K63 sur les résidus K161 et K164 de E2F1. Ce
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processus est impliqgué dans la stabilisation et I'activation de E2F1. Lors de la progression du cycle
cellulaire ou lors de la réponse a des dommages a I’ADN, la stabilisation de E2F1 est associée a
cette ubiquitination de type K63 dépendante de clAP1 (Glorian et al., 2017). La surexpression de
clAP1 modifie le profil d’'ubiquitination de E2F1 et favorise I'ubiquitination de type K11 et K63 tout
en diminuant celle de type K48, augmentant la stabilité et 'expression de E2F1. Des expériences
de ChIP-seq (Chromatin ImmunoPrecipitation Sequencing) sur la lignée HelLa ont également

démontré que clAPL1 est nécessaire au recrutement de E2F1 sur la chromatine (Allégre et al., 2018).

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des facteurs de transcriptions régulés par clAP1.

Type de facteur Substrat Type d’interaction Référence
Mad1l Direct via les domaines BIR | (Xu et al., 2007)
E2F1 Direct via le BIR3 (Cartier et al., 2011; Glorian et
al., 2017; Allégre et al., 2018)
Facteur de : : :
o CREB Indirect via TRAF2 et 3 (Mambetsariev et al., 2016)
transcription : : :
cREL Indirect via TRAF2 et 3 (Jin et al., 2015)
IRF5 Indirect via TRAF2 et 3 (Jin et al., 2015)
CHOP Direct (Qi et Xia, 2012)
Cofacteur Vgl4 Direct (Jin et al., 2011)
Corépresseur CtBP2 Direct via le BIR1 (Seo et al., 2020)

G. Régulation de la migration et de la motilité cellulaire

La famille des Rho GTPases est une famille de petites protéines G de la famille des Ras (Rat
sarcoma). Ces protéines se caractérisent par leur capacité a changer d’'un état actif lié au GTP
(Guanosine-5'-TriPhosphate) a un état inactif li€ au GDP (Guanosine 5-DiPhosphate). Leur activité
est finement régulée par les GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors), les GAP (GTPase-
Activating Proteins) et les GDI (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors). Les GEF déclenchent la
libération du GDP afin de permettre la fixation du GTP et I'activation des Rho GTPases. Les GAP
stimulent I'hydrolyse du GTP en GDP afin d’inactiver les Rho GTPases puis les GDI lient leur
extrémité C-terminale et les maintiennent dans un état inactif dans le cytosol. Au sein de cette
famille, les protéines ubiquitaires RhoA, Racl (Rac Family Small GTPase 1) et cdc42 (cell division
cycle 42) sont des régulateurs majeurs du cytosquelette d’actine et contrdlent donc la migration
cellulaire. Elles sont aussi impliquées dans d'autres processus tels que la régulation et la
prolifération cellulaire (Sadok et Marshall, 2014; Brakebusch, 2021).

L’équipe de Rajalingam a observé que la déplétion des IAP par le BV6 dans la lignée
cancéreuse Hela provoque I'apparition d’'une morphologie allongée, une migration cellulaire accrue

et une augmentation du niveau d’expression de Racl. De plus, des MEF déficientes pour clAP1 ou
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XIAP présentent aussi un allongement morphologique et une migration accrue. La suppression de
Racl par des siRNA au sein de ces MEF abolit ces modifications. La déplétion de clAP1 méne donc
a l'activation et a la surexpression de Racl et a un mode de migration mésenchymateuse. clAP1 et
XIAP peuvent directement lier Racl, induire son ubiquitination sur le résidu K147 puis sa
dégradation par le protéasome, inhibant ainsi les changements morphologiques (Oberoi et al.,
2012). XIAP et clAP1 sont aussi capables de lier directement RhoA indépendamment de I'activation
de cette derniére. Cette interaction est nécessaire a I'activation de RhoA mais n’implique pas de

processus d’ubiquitination (Hornburger et al., 2014).

Le TNFa peut moduler la réorganisation du cytosquelette d’actine en stimulant I'activation de
cdc42. Notre équipe a démontré, en comparaison avec des MEF WT, que des MEF KO pour clAP1
présentent des modifications morphologiques, telles que la formation de structures semblables a
des filopodes, indépendamment d’une stimulation au TNFa et a I'activation de la voie NF-kB. Une
activation accrue de cdc42 est aussi observée. clAP1 interagit directement avec cdc42 et module
son activation en formant un complexe composé de cdc42, clAP1, TRAF2 et RhoGDla. clAP1
stabilise donc cdc42 dans une forme inactive dans le cytosol en favorisant son interaction avec la
GDI RhoGDla. Surprenamment, la stimulation de MEF WT par le TNFa accroit la formation de
filopodes mais celle-ci n’est pas observée en absence de clAP1 ou TRAF2. Les filopodes formés a
la suite de la stimulation au TNFa dans les MEF WT sont plus nombreux et longs que ceux formés
spontanément dans les MEF KO pour clAP1. La stimulation des MEF par le TNFa recrute clAP1 et
TRAF2 a leur récepteur. clAP1 et TRAF2 ne sont donc plus disponibles pour interagir et inhiber
cdc42, qui peut donc étre plus facilement activé et former des filopodes. L’activation des voies de
signalisation dépendantes du TNFa peut potentiellement augmenter I'expression de facteurs
secondaires régulant l'activité de cdc42. clAP1 semble aussi réguler l'activation de cdc42 en
réponse a 'EGF (Epidermal Growth Factor) et a I'expression de 'oncogéne H-Ras V12 (Marivin et
al., 2014) (Figure 23).
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Figure 23 : Régulation de cdc42 par TRAF2 et clAP1/2. 1. A ['état basal, cdc42 est maintenue sous une
forme inactive par son interaction avec RhoGDIa, stabilisée par TRAF2 et clAP1. 2. La stimulation du TNFR1
parle TNFa adresse TRAF2 et clAP1 au TNFR1, déstabilisant I'interaction entre RhoGDla et cdc42. La forme
active de cdc42 est donc favorisée et induit la formation de filopodes.

H. Régulation du stress du réticulum endoplasmique

En cas de stress du réticulum endoplasmique, 'UPR (Unfolded Protein Response) est mis
en place. Dans le cas d’'un stress modéré, 'UPR restaure 'homéostasie du réticulum par des
mécanismes de reprogrammation transcriptionnelle, d’élimination des protéines mal repliées et de
recyclage de ces derniéres a la suite de I'induction de I'autophagie. Si le stress est trop important,
'UPR va déclencher des mécanismes de mort cellulaire. Chez les mammiféres, il existe trois
protéines transmembranaires senseurs des stress du réticulum endoplasmique : ATF6 (Activating
Transcription Factor 6), PERK (PRKR-like ER Kinase) et IRE1a (Inositol-Requiring Enzyme 1a).
Dans un contexte de protéostase, BIP (chaperone Binding-Immunoglobulin Protein) se fixe a ces

senseurs et les maintient dans un état inactif (Chen et Cubillos-Ruiz, 2021).

1. TRAF2 dans le stress du réticulum endoplasmique
TRAF2 a été principalement décrite dans la régulation du stress du réticulum endoplasmique
indépendamment de clAPL. Elle peut se lier directement a la partie cytoplasmique de la forme active
de IRE1a. Cette interaction méne au recrutement et a I'activation de ASK1 qui conduit a I'induction
des MAPK p38 et INK (Hetz et Glimcher, 2009; Almanza et al., 2019). L’activation de la MAPK JNK
par le complexe IRE1a/TRAF2/ASK1 méne a l'induction de génes anti-apoptotiques tels que clAP1,
XIAP et clAP2 (Brown et al., 2016). L’inhibteur BI-1 (Bax (Bcl-2—associated X) Inhibitor 1) s’associe
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a IRE1a et bloque ainsi 'interaction de cette derniere avec TRAF2, inhibant I'activation de JNK et le
déclenchement de l'autophagie médiée par IRE1a (Castillo et al., 2011). TRAF2 semble aussi
pouvoir recruter RIPK1 et TRADD au niveau de IRE1a (Wang et al., 2015; Park et al., 2016). TRAF2
recrute RIPK1 et induit son ubiquitination de type K63, menant au recrutement du complexe IKK et
a l'activation de la voie canonique de NF-kB (Park et al., 2016). TRAF2 recrute TRADD afin de
former un complexe IRE1a-TRAF2-ASK1-TRADD. Dans ce complexe, TRADD enrble FADD et
stimule la mort cellulaire médiée par la caspase 8 (Wang et al., 2015) (Figure 24). Mauro et al. ont
de plus démontré que la déplétion de TRAF2 sensibilise les MEF a I'apoptose déclenchée par
'accumulation de ROS en réponse au stress du réticulum (Mauro et al., 2006).

Stress du
réticulum

IREla

~ [ TRAF2 | Ask1 |
TRADD

Q)Q
K63 'ZS l JNK
@'_‘@ TRADD ﬂ

@@ Surexpression de

clAP1/2 et XIAP

Bl-1

NF-kB Apoptose

Figure 24 : Régulation du stress du réticulum endoplasmique par TRAF2. La stimulation de IRE1a a la
suite d’'un stress du réticulum conduit au recrutement de TRAF2. Cette derniére peut lier RIPK1 et I'ubiquitiner,
conduisant au recrutement du complexe IKK et a l'activation de NF-kB. TRAF2 recrute ASK1, menant a
I'activation de JNK et a la surexpression de clAP1 et 2 ainsi que XIAP. Le recrutement de ASK1 méne aussi
a larrivée de TRADD pouvant induire la formation du complexe TRADD/FADD et la mort par apoptose
dépendante de la caspase 8. L’inhibiteur BI-1 bloque l'interaction entre IRE1a et TRAF2 et inhibe ainsi
l'activation des MAPK.

2. clAP1 et larégulation de CHOP

clAP1 a été peu décrite dans la régulation du stress du réticulum. Pour autant, elle est
impliquée dans la régulation de CHOP (C/EBP Homologue Protein), un facteur de transcription induit
lors de l'activation de 'UPR et considéré comme un médiateur clé de la mort cellulaire provoquée
en réponse au stress du réticulum endoplasmique. Son activation favorise principalement
'expression de génes pro-apoptotiques (Hu et al., 2019). Qi et Xia ont analyse le réle de clAP1 dans
la lipotoxicité de lymphocytes B induite en réponse a un stress du réticulum. Le traitement de cellules

B avec le palmitate provoque I'activation de CHOP et la dégradation de clAP1. La surexpression de
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clAP1 inhibe en patrtie la lipotoxicité. clAP1 est capable d’induire I'ubiquitination puis la dégradation
de CHOP, inhibant ainsi I'expression de génes pro-apoptotiques. clAP1 est donc capable de
prévenir la lipotoxicité médiée par le stress du réticulum endoplasmique en provoquant la
dégradation de CHOP (Qi et Xia, 2012).

l. Régulation de 'autophagie et de la mitophagie

1. Régulation de I'autophagie

L’autophagie est un processus essentiel au maintien de 'homéostasie des cellules. C'est un
processus de dégradation sélectif des composants cellulaires caractérisé par leur capture par des
autophagosomes puis leur dégradation par les lysosomes. La protéine Beclin 1 joue un role majeur
dans lactivation de l'autophagie. Son activité est régulée par de nombreux processus post-
traductionnels tels que des processus de phosphorylation et d’'ubiquitination (Vega-Rubin-de-Celis,
2019). L’équipe de Shao a mis en avant un r6le de TRAF2, dépendant de son domaine RING, dans
I'activation de I'autophagie induite par la protéine SPHK1 (SPHingosine Kinase 1). Les déplétions
de TRAF2 ou de son domaine RING diminuent fortement les processus d’autophagie médiés par
SPHK1. Cette derniére se lie a TRAF2, qui a son tour recrute Beclin 1 et stimule I'ubiquitination de
type K63 de Beclin 1 par TRAF2, menant a I'activation de 'autophagie (Hong Liu et al., 2017). Un
réle de clAP1 et 2, en supplément de TRAF2, dans l'ubiquitination de type K63 de Beclin 1 a aussi
été observé (Xu et al., 2020).

2. Régulation de la mitophagie par TRAF2

La mitophagie consiste en I'autophagie sélective des mitochondries. Plusieurs modéles de
mitophagie ont été décrits mais le plus caractérisé implique les protéines PINK1 (PTEN-INduced
putative Kinase 1) et Parkin. La dépolarisation mitochondriale méne a la stabilisation de PINK1 qui
recrute Parkin. Ce dernier promeut l'ubiquitination des protéines de la partie extérieure de la
membrane mitochondriale, provoquant leur dégradation par le protéasome ou facilitant le
recrutement de I'autophagosome a la mitochondrie (Ding et Yin, 2012). Le traitement de NRCM
(Neonatal Rat Cardiac Myocyte) par du TNFa provoque des processus de mitophagie et augmente
la localisation de TRAF2 et Parkin au niveau des mitochondries. De plus, les déplétions de TRAF2
ou Parkin bloguent la mitophagie en réponse au TNFa. Des expériences de FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfert) ont confirmé une interaction entre ces deux protéines, qui semblent
agir de concert dans l'ubiquitination des protéines de la partie extérieure de la membrane
mitochondriale. Curieusement, le KO de Parkin inhibe la mitophagie mais ce processus peut étre
partiellement restauré en surexprimant TRAF2, démontrant un role en partie redondant de TRAF2
vis-a-vis de Parkin (Yang et al., 2018). L’équipe de Ktistakis a aussi démontré un réle de TRAF2,
ClAP1 et clAP2 dans les processus de mitophagie induits par I'l'VM (IVerMectin). Elles pourraient
provoquer l'ubiquitination des mitochondries indépendamment de Parkin et PINK1 (Zachari et al.,

2019). Le célastrol, une molécule possédant des effets anti-inflammatoires, se lie au récepteur
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nucléaire NR4A1 (Nuclear Receptor subfamily 4 group A member 1) et conduit & sa translocation
du noyau vers la mitochondrie. NR4A1 recrute ensuite TRAF2, qui induit son ubiquitination de type

K63 et le déclenchement de la mitophagie, inhibant ainsi I'inflammation (Hu et al., 2017) (Figure 25).
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Figure 25 : Régulation de la mitophagie par clAP1 et TRAF2. 1. La stimulation du TNFR1 méne a la
relocalisation de TRAF2 et Parkin a la mitochondrie. Ces derniers ubiquitinent les protéines de la partie
extérieure de la membrane mitochondriale, déclenchant ainsi la mitophagie. 2. LIVM induit aussi
l'ubiquitination de ces protéines par clAP1 et 2 ainsi que TRAF2 indépendamment de Parkin. 3. Le célastrol
provoque la translocation de NR4A1 du noyau a la membrane mitochondriale. NR4A1 se lie a TRAF2 et facilite
la mitophagie.

J. TRAF2etlavoie de signalisation Wnt/B-caténine

La voie de signalisation Wnt/B-caténine régule de nombreux processus biologiques, allant
du développement au maintien de 'homéostasie. L’expression des génes cibles de cette voie de
signalisation se fait grace a la B-caténine, un effecteur nucléaire qui se lie et active des facteurs de
transcription tels que TCF4 (Transcription Factor 4). Son activation incontrdlée est impliquée dans
de nombreux types de cancers, et en particulier le cancer du célon (Bian et al., 2020). Une étude
récente de I'équipe de Qu a mis en évidence un réle de TRAF2 dans I'activation de cette voie dans
le cancer du colon. En effet, TRAF2 interagit directement avec la B-caténine par son domaine TRAF-
C. Elle lie et stabilise ainsi le complexe composé de la B-caténine, TCF4 et TNIK (TRAF2 And NCK
Interacting Kinase), nécessaire a I'activation de TFC4. Le KO de TRAF2 inhibe la formation de ce
complexe et donc l'activation de TCF4. De fagon surprenante, l'inhibition de linteraction entre
TRAF2 et la B-caténine par le LDA, ce dernier se liant au domaine TRAF-C de TRAF2, bloque
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l'interaction entre TCF4 et la B-caténine mais n’a pas d’effet sur l'interaction entre TNIK et les autres
membres du complexe. Ces résultats démontrent que l'interaction entre TRAF2 et la B-caténine,
mais pas celle entre TNIK et TCF4, est essentielle a la liaison entre la B-caténine et TCF4 et donc a
I'activation de TCF4 (Yan et al., 2022) (Figure 26).

r B-catenin
TNIK

Figure 26 : Régulation de la voie Wnt/B-caténine par TRAF2. Schéma repris de I'article de Yan et al. : «
Liguidambaric acid inhibits Wnt/b-catenin signaling and colon cancer via targeting TNF receptor associated
factor 2 », Cell Reports, 2022. TRAF2 est nécessaire a la formation du complexe composé de la B-caténine,
TCF4 et TNIK. La déplétion de TRAF2 inhibe l'interaction entre ces protéines. Le LDA se lie au domaine TRAF-
C de TRAF2, bloquant la liaison entre TRAF2 et la B-caténine ainsi qu’entre la B-caténine et TCF4. Le LDA
n’a en revanche aucun effet sur l'interaction de TNIK avec ses partenaires (Yan et al., 2022).
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V. Le TGF-B et ses voies de signalisation

A. Le TGF-B et sa superfamille

Le TGF-B est une cytokine observée pour la premiére fois en 1978 par De Larco et Todaro.
lls ont mis en évidence la sécrétion de facteurs, appelés SGF (Sarcoma Growth Factors) par des
fibroblastes murins transformés avec le virus du sarcome, capables d’'induire la transformation de
fibroblastes murins sains (Larco et Todaro, 1978). Ces facteurs, correspondants au TGF, ont ensuite
été décrits plus précisément en 1981 et ont été divisés en deux groupes : le TGF-a, capable de
rentrer en compétition avec 'EGF pour l'interaction avec les récepteurs de ce dernier, et le TGF-f,
incapable de se lier a ces récepteurs mais provoquant des transformations phénotypiques en
combinaison avec I'EGF (Moses, Roberts et Derynck, 2016).

La superfamille du TGF-B comporte chez I’'homme 33 membres. Elle inclut les BMP (Bone
Morphogenetic Proteins), les GDF (Growth and Differentiation Factors), les MIS (Millerian Inhibiting
Substances), les activines et les TGF-. Ce sont des protéines dimériques, stabilisées par des ponts
disulfures, synthétisées sous forme de précurseurs et devant étre clivées afin d’étre activées. Elles
sont reconnues pas des complexes hétérotétramériques de récepteurs présentant des domaines
sérine/thréonine kinases impliqués dans l'activation de différentes voies de signalisation. Ces
protéines sont impliguées dans la régulation de nombreux processus biologiques tels que
l'organisation du développement tissulaire et la régulation de la croissance cellulaire et du

métabolisme chez I'adulte (Kim, Henen et Hinck, 2019; Tzavlaki et Moustakas, 2020).

Trois isoformes de TGF-f3 ont été observées chez 'lHomme : le TGF-B1, 2 et 3 et elles jouent
un r6le dans la régulation des processus cellulaires de différenciation, prolifération, apoptose et
migration (Ong et al., 2021; Baba et al., 2022). Elles sont codées par trois génes distincts et
présentent une forte homologie de séquence (entre 70 et 82 % d’homologie) (Meng, Nikolic-
Paterson et Lan, 2016). Elles interagissent avec les mémes récepteurs (TGFBR1 (TGF-8 Receptor
1) et 2) mais le TGF-B2 posséde une affinité moins importante pour ces derniers que les isoformes
1 et 3. Elles possédent toutes les trois une activité biologique similaire (Heldin et Moustakas, 2016;
Ong et al., 2021). Cependant, chaque isoforme a son importance : la déplétion de lisoforme 1
provoque la mort de 50% des foetus de souris environ 10 jours aprés la fécondation a la suite d’un
développement anormal du sac embryonnaire (Dickson et al., 1995). Les souris mises au monde ne
présentant pas de TGF-B1 se développent normalement les deux premieres semaines mais finissent
par présenter une inflammation excessive et une infiltration de macrophages et lymphocytes dans
leurs coeur et poumons, menant a leur mort entre 3 et 4 semaines apres la naissance (Kulkarni et
al., 1993). L’absence du TGF-B2 provoque des défauts dans le développement de nombreux
organes tels que les poumons, le cceur, les yeux, les oreilles et les membres. Les souris meurent

dans la période prénatale a la suite d’insuffisances respiratoires ou de problemes cardiovasculaires
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(Sanford et al., 1997). La déplétion de I'isoforme 3 déclenche des défauts dans le développement

craniofacial et plus précisément la formation de fentes palatines (Proetzel et al., 1995).

B. Activation du TGF

Le TGF-B est sécrété sous une forme latente, biologiquement inactive, et se dimérise par
l'intermédiaire de ponts disulfures. La partie C-terminale représente le TGF-f3 mature et la position
N-terminale le LAP (Latency-Associated Peptide). L’endopeptidase furine effectue un clivage
protéolytiqgue du TGF-B entre les résidus 278 et 279 et sépare ces deux parties. Le LAP interagit
avec le TGF-B mature par des liaisons non covalentes et forme ainsi le SLC (Small Latent Complex).
Le LAP bloque I'épitope du TGF-B mature nécessaire a son interaction avec ses récepteurs, le
rendant inactif, mais est nécessaire a son transit dans la cellule et a sa sécrétion. La protéine LTBP
(Latent TGF-B Binding Protein) peut aussi se lier directement au SLC par des ponts disulfures avec
le LAP et former ainsi le LLC (Large Latent Complex) qui peut étre nécessaire a la sécrétion du TGF-
B (Figure 27). La protéine LTBP va pouvoir interagir directement avec des composants de la matrice
extracellulaire tels que la fibrilline et la fibronectine afin de former des réservoirs de TGF- (Hayashi
et Sakai, 2012; Meng, Nikolic-Paterson et Lan, 2016).

Pour pouvoir étre activé, le TGF-$ doit étre dissocié du complexe SLC ou LLC. Plusieurs
mécanismes d’activation du TGF-f latent ont été observés in vitro et in vivo. La plasmine ainsi que
les MMP2 et 9, des protéases a sérine, peuvent cliver la région N-terminale de LAP, libérant ainsi le
TGF-B. De maniere différente, l'intégrine a,fs et TSP1 (ThromboSPondin 1) peuvent interagir
directement avec le LAP et ainsi perturber les complexes latents, libérant ainsi le TGF-B actif
indépendamment de I'action de protéases. Le TGF-B ainsi libéré se lie au récepteur TGFBR2 et

active ainsi les voies de signalisation dépendantes du TGF- (Hayashi et Sakai, 2012) (Figure 27).
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Figure 27 : Activation du TGF-B. Le TGF-S est synthétisé sous forme de précurseur composé du LAP en N-
terminal et du TGF-8 mature en C-terminal. Deux TGF-g se dimérisent par I'intermédiaire de ponts disulfures.
La furine clive le TGF-B8 immature et sépare le TGF- mature du LAP. Le LAP interagit avec le TGF-B8 mature,
bloquant ses sites de fixation a ses récepteurs et formant le complexe SLC. Le SLC peut ensuite se lier a
LTPB et former le LLC. Ces complexes sont sécrétés a l'extérieur de la cellule. La perturbation des complexes
par I'a,Bs ou TSP1 ou bien le clivage de la région N-terminale de LAP par MMP2/9 ou la plasmine libére le
TGF-8 mature. Ce dernier peut se lier a ses récepteurs TGFBR1 et 2 et activer ses voies de signalisation.

C. Lesrécepteurs au TGF-B

Les protéines de la famille du TGF- activent différentes voies de signalisation en se liant a
des récepteurs membranaires présentant une activité sérine/thréonine kinase. Ces récepteurs sont
en général divisés en récepteurs de type |, composé de 5 membres, et récepteurs de type Il, au
nombre de 7. lls possédent tous un domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un
domaine kinase intracellulaire. lls se différencient par la présence d’'un domaine GS (riche en glycine
et sérine) intracellulaire en amont du domaine kinase chez les récepteurs de type I. La liaison d’'un
ligand de la famille du TGF-B a un récepteur de type Il conduit a la formation d’'un complexe
hétérotétramérique composé de deux récepteurs de type | et deux récepteurs de type Il. Le
récepteur de type Il active le récepteur | en phosphorylant sa région GS, menant au recrutement de
protéines SMAD, les médiateurs de la signalisation cellulaire stimulés par le TGF-f. Les protéines
SMAD recrutées sont spécifiques des récepteurs de type | engagés en amont. En effet, chaque
domaine kinase de ces récepteurs possede une boucle L45 qui définit la spécificité des protéines
pour les SMAD (Heldin et Moustakas, 2016; Ark, Cao et Li, 2018). L’inversion des boucles L45 des
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récepteurs TGFBR1 et BMPR-IB inverse les protéines SMAD avec lesquelles ces derniers

interagissent (Persson et al., 1998).

Les trois isotypes du TGF-B se lient au méme récepteur de type Il : le TGFBR2. Dans la
majorité des cellules, son activation méne au recrutement du TGFBR1 et a I'activation des protéines
SMAD?2 et SMAD3. Pour autant, ALK1 (Activin receptor-Like Kinase 1), un autre récepteur de type
I, a aussi été retrouvé associé au TGFBR2 dans les cellules endothéliales et active les protéines
SMAD1 et SMADS (Goumans et al., 2003).

La bétaglycane (aussi appelé TGFBR3 ou récepteur au TGF-3 de type 3) est un corécepteur
de la famille des récepteurs du TGF-B. Elle est le TGFBR le plus exprimé mais ne présente pas
d’activité kinase. Elle est capable de se lier aux trois isoformes du TGF-f3 et facilite leur fixation au
TGFBR2, en particulier pour le TGF-B2. En effet, méme si les trois isotypes peuvent se lier au
récepteur TGFBR2, I'affinité du TGF-B2 pour le TGFBR2 est moins importante que celle du TGF-1
et 3 (Kim, Henen et Hinck, 2019). L’équipe de Zhu a démontré que la déplétion de la bétaglycane
dans des MEF traitées avec du TGF-B2 inhibe I'activation de la protéine SMAD2. A linverse,
I'activation de SMAD2 par le TGF-B1 n’est pas diminuée en absence de la bétaglycane dans des
MEF (Stenvers et al., 2003).

D. Les voies de signalisation du TGF-B

La stimulation des récepteurs TGFBR1 et 2 par le TGF-f3 provoque I'activation de différentes
voies de signalisation. Ces derniéres sont divisées en deux groupes : la voie de signalisation
dépendante des protéines SMAD (dite canonique) et les voies de signalisation indépendantes des

SMAD (dites non canoniques) (Batlle et Massagué, 2019).

1. La voie de signalisation canonique

Les protéines SMAD sont les principales protéines effectrices de la voie de signalisation
canonique déclenchée par le TGF-B. Cette famille de protéines est divisée en trois groupes : les R-
SMAD (Receptor-associated SMAD), les co-SMAD (common-mediator SMAD) et les I-SMAD
(Inhibitor SMAD). Elles sont impliguées dans la transduction du signal et coopérent avec des
facteurs de transcription et des modificateurs de chromatine afin de réguler I'expression de génes
en réponse au TGF-B (Tzavlaki et Moustakas, 2020). Ces génes sont impliqués dans une tres
grande variété de processus cellulaires. lls peuvent réguler les processus d’apoptose et d’arrét du
cycle cellulaire et sont dans ce cas associés avec une activité antitumorale. lls peuvent autrement
participer aux processus de TEM (Transition Epithélio-Mésenchymateuse), de prolifération cellulaire
et de migration cellulaire et sont dans ce cas impliqués dans la promotion tumorale (Zhang,
Alexander et Wang, 2017; Baba et al., 2022).
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a) Structure des protéines SMAD

Les protéines R-SMAD et co-SMAD présentent toutes les deux des domaines fortement
conservés : le MH1 (Mad Homology 1) en position N-terminale et MH2 en position C-terminale. Le
MH1 est responsable de linteraction des SMAD avec 'ADN et les facteurs de transcription. |l
contient une région NLS (Nuclear Localization Signals), impliqguée dans la translocation des SMAD
dans le noyau ainsi qu’une structure en épingle a cheveux B nécessaire a l'interaction entre les
SMAD et I'ADN (Shi et al., 1998). Le MH2 présente un motif de type boucle L3, crucial dans
l'interaction des R-SMAD avec les récepteurs de la famille du TGF-B (Lo et al., 1998), ainsi que dans
l'interaction entre les R-SMAD et les co-SMAD (Shi et al., 1997). Le MH2 des R-SMAD posséde
également un motif SXS (Ser-X-Ser), cible de la phosphorylation induite par les récepteurs de type
| menant a l'activation des R-SMAD (Xu, 2006). Les deux domaines MH1 et 2 sont reliés entre eux
par une région linker, riche en proline. Cette région est la cible de nombreux processus de
phosphorylation médiés par exemple par les MAPK p38, ERK et JNK. Ces processus étaient au
départ décrits comme régulant négativement la signalisation du TGF- en bloquant la translocation
des protéines SMAD dans le noyau (Kretzschmar et al., 1999). Toutefois, leur réle est aujourd’hui
débattu et ils sont avant tout considérés comme des modulateurs l'activité transcriptionnelle des
SMAD (Rezaei et al., 2012) (Figure 28).

Les i-SMAD sont dépourvues de domaine MH1 mais présentent un domaine MH2 leur
permettant d’interagir avec les récepteurs de la famille du TGF-f. Le domaine MH2 est en revanche

dépourvu de la région SXS (Tzavlaki et Moustakas, 2020) (Figure 28).
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Figure 28 : Structure des SMAD. Les R-SMAD et co-SMAD présentent un domaine MH1 en N-terminal,
contenant une épingle a cheveux B et une région NLS, et un domaine MH2 en C-terminal possédant une
boucle L3. Le domaine MH2 des R-SMAD comporte en plus une séquence SXS nécessaire a l'activation des
R-SMAD par les récepteurs. Les i-SMAD ne possedent pas de domaine MH1 mais présentent un domaine
MH2 dépourvu de SXS.
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b) Activation des protéines SMAD par le TGF-8

A la suite de la stimulation par le TGF-B, le TGFBR2 phosphoryle la région GS du TGFBR1,
augmentant ainsi I'affinité du TGFBR1 pour les domaines MH2 des R-SMAD SMAD2 et SMAD3
(Huse et al., 2001). Le TGFBR1 provoque la phosphorylation des deux sérines des motifs SXS de
SMAD2 et 3 menant a leur activation et changement de conformation. Elles se dissocient ainsi du
TGFBRL1 et interagissent avec la co-SMAD SMAD4 par leur domaine MH2 et plus spécifiguement
par la boucle L3 du domaine MH2 de SMAD4 (Shi et al., 1997; Chacko et al., 2004). Les motifs NLS
conduisent a la translocation du complexe composé de SMAD2, 3 et 4 dans le noyau qui vont ainsi
réguler la transcription de genes cibles en coopération avec des facteurs de transcription et des
modificateurs de chromatine (Ross et Hill, 2008). SMAD3 et 4 peuvent aussi directement se lier a
I'ADN. En effet, leur motif en épingle a cheveux 3 présent sur leur domaine MH1 est capable de lier
directement une séquence consensus GGC(GC)(CG) (Martin-Malpartida et al., 2017). En revanche,
SMAD2 ne peut pas se lier directement a 'ADN. Elle posséde une séquence d’une trentaine d’acide
aminés dans son domaine MH1, absente de SMAD3 et 4, qui interfére avec les mécanismes de
liaison a ’ADN (Zawel et al., 1998) (Figure 29).
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Figure 29 : Activation de la voie canonique du TGF-B. La fixation du TGF-8 au récepteur TGFBR2 stimule
le TGFBR2 qui phosphoryle le TGFBR1. Ce dernier peut ainsi recruter les R-SMAD SMAD?2 et 3 et les activer
par phosphorylation. Ces dernieres se séparent du TGFBRL et se lient a la co-SMAD SMAD4. Ce complexe
est ensuite transloqué dans le noyau et régule des processus d’apoptose, de TEM, de prolifération cellulaire
et le cycle cellulaire. La i-SMAD peut interagir avec le TGFBR1 et bloquer le recrutement de SMAD2 et 3 et
leur activation.
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La stimulation du TGFBR2 par le TGF-B peut aussi mener a I'activation du récepteur de type
| ALK1 qui recrute les R-SMAD SMAD 1 et 5. L’activation de ALK1 est dépendante du TGFBR1 et
semble inhiber les voies de signalisation dépendantes des SMAD2 et 3 (Goumans et al., 2003). Le
TGFBR1 stimule aussi par phosphorylation le récepteur de type | ALK2, qui en retour active par
phosphorylation les SMAD1 et 5. Ces processus aboutissent & la transcription des genes codants
pour les ID (Inhibitor of DNA binding) ainsi qu’au déclenchement de la TEM, en collaboration avec
la signalisation dépendante de SMAD3 (Ramachandran et al., 2018). L’équipe de Hill a aussi
démontré que les récepteurs de type | ALK2 et 3 peuvent se lier au TGFBR1, menant a la formation
de complexes spéciaux de R-SMAD, composés des SMADL1 et 5 ainsi que des SMAD 2 et 3. Ces
complexes ciblent une nouvelle série de genes, différents des genes cibles des complexes de
SMAD1 et 5 ou de SMAD?2 et 3, impliqués dans la croissance cellulaire indépendante de I'ancrage
(Daly, Randall et Hill, 2008).

C) Réles des I-SMAD

L’initiation de la signalisation médiée par le TGF-B peut étre bloquée par SMAD7, une |-
SMAD. Elle peut étre synthétisée en réponse a la signalisation des SMAD, créant ainsi une boucle
de rétroaction négative (Ong et al., 2021). Via son domaine MH2, elle peut directement interagir
avec le TGFBR1 afin de bloquer la phosphorylation et donc 'activation de SMAD2 et 3, empéchant
ainsi la formation du complexe composé de SMAD2, 3 et 4 (Mochizuki et al., 2004). Il promeut la
dégradation du TGFBRL1 en recrutant 'E3 ubiquitine ligase SMURF1 (SMAD Ubiquitin Regulatory
Factors 1) (Ebisawa et al., 2001). SMAD7 est aussi localisée dans le noyau et agit ainsi
indépendamment du TGFBRL1. Elle rentre en compétition avec les autres SMAD actives en se liant
a leur séquence cible, inhibant ainsi leur activité. L’équipe de Chen a par exemple démontré par
ChIP que SMAD7 pouvait interagir par son domaine MH2 avec le promoteur de PAI-1 (Plasminogen

Activator Inhibitor-1), un géne cible de la signalisation du TGF-B (Zhang et al., 2007).

2. Lesvoies de signalisation indépendantes des SMAD
Le TGF-B peut aussi activer d’autres voies de signalisation cellulaire indépendamment des
protéines SMAD telles que les voies des MAPK ERK, JNK et p38, des Rho GTPases, des kinases
PI3K (Phospholnositide 3-Kinases)/Akt et de STAT3/JAK.

a) L ’activation des voies de signalisation des MAPK
La capacité du TGF-B a activer les MAPK ERK1/2, p38 et JNK est connue depuis de
nombreuses années. Elle implique différents mécanismes de signalisation mettant en jeu différents
acteurs en fonction de la MAPK activée (Hartsough et Mulder, 1995; Engel et al., 1999; Yu, Hébert
et Zhang, 2002).

L’activation de ERK1 par le TGF-$3 a été décrite pour la premiére fois en 1995 par Hartsough

et Muldee. Il a été démontré que ERKL1 est activée trés rapidement en réponse au TGF-p (dés 5
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minutes) et gu’elle joue un réle dans l'inhibition de la croissance cellulaire par le TGF-B. De plus, le
traitement de cellules quiescentes ne semble pas induire d’activation de ERK1 (Hartsough et Mulder,
1995). L’équipe de Derynck a ensuite proposé en 2007 un mécanisme d’activation de ERK1 et 2 par
le TGF-B. lls ont démontré que le TGF-B déclenche le recrutement de la protéine ShcA (Scr
homology domain-22 containing-transforming protein C1) au niveau des récepteurs TGFBR1 et 2.
Le TGFBR1, a la suite de son activation par le TGFBR2, phosphoryle ShcA sur ses résidus sérine
et tyrosine. ShcA peut ainsi s’associer avec les protéines Grb2 (Growth factor receptor binding
protein 2) et Sos (Son of sevenless), menant a l'activation de la protéine Ras. Cette derniere
provogue ensuite l'activation séquentielle de C-RAF, MEK et ERK1/2 (Lee et al.,, 2007). La
localisation des récepteurs sur la membrane semble aussi étre primordiale a I'activation de ERK1 et
2. En effet, la localisation des récepteurs TGFBR1 et 2 dans des radeaux lipidiques semble étre
nécessaire a 'activation de ERK1 et 2 et méne au processus de TEM (Zuo et Chen, 2009) (Figure
30).

Le TGF-B a rapidement été décrit comme un régulateur des MAPK JNK et p38 (Engel et al.,
1999; Yu, Hébert et Zhang, 2002). De plus, en 1995, Yamaguchi et al. ont décrit I'implication de
TAK1, la MAPKKK menant a I'activation de JNK et p38, dans la transduction du signal en réponse
au TGF-B (Yamaguchi et al., 1995). En 2008, les équipes de Landstrom et Zhang ont décrit un réle
de TRAF6 dans l'activation de p38 et JNK. Ils ont démontré que la stimulation au TGF-$ de cellules
HEK293T meéne au recrutement et a I'auto-ubiquitination de type K63 de TRAF6 sur le TGFBR1.
TRAF6 s’associe ensuite a TAK1 et I'active par ubiquitination de type K63 sur son résidu K34,
menant a la stimulation des MAPK p38 et JNK, provoquant a terme des processus apoptotiques et
de TEM (Sorrentino et al., 2008; Yamashita et al., 2008). L’activation de TAK1 par TRAF6 cause
aussi l'activation de la voie NF-kB. En effet, la mutation de son résidu K34 prévient I'activation de

cette voie en réponse au TGF-B (Hamidi et al., 2012) (Figure 30).

L’équipe du professeur Ten Dijke a décrit en 2013 un autre mécanisme d’activation de p38
dépendant de TRAF4 en réponse au TGF-f3. De la méme maniére que TRAF6, TRAF4 est recrutée
au niveau du TGFBR1 activé et s’active par auto-ubiquitination de type K63. TRAF4 est ainsi capable
de cibler la protéine SMURF2 afin d’'induire son ubiquitination suivie de sa dégradation, inhibant
ainsi la dégradation du TGFBR1 par SMURF2. De plus, de la méme maniére que TRAF6, TRAF4
semble pouvoir activer TAK1 par ubiquitination, menant a I'activation de p38 et a des processus de

TEM, induisant la formation de métastases in vivo (Zhang et al., 2013) (Figure 30).
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Figure 30 : Activation des MAPK en réponse au TGF-B. 1. En réponse a une stimulation au TGF-g, le
TGFBR1 recrute ShcA et l'active par phosphorylation. Cette derniére forme ensuite un complexe composé de
ShcA, Grb2 et Sos qui active Ras. En retour, ce dernier stimule /'activation des MAPK ERK1 et 2 menant a
des processus de TEM. La localisation des récepteurs dans des radeaux lipidiques semble étre nécessaire a
l'activation de ERK1 et 2. 2. TRAF6 peut aussi étre recrutée au niveau du TGFBR1, s’activer par auto-
ubiquitination de type K63, recruter TAK1 et 'activer par ubiquitination de type K63. Ces processus ménent a
I’activation des MAPK p38 et JNK, régulant I'apoptose et la TEM. TAK1 peut aussi activer la voie NF-kB. 3.
De la méme maniére, TRAF4 peut activer la MAPK p38 et provoquer la TEM. TRAF4 inhibe aussi la
dégradation du TGFBR1 par SMURF2 en provoquant l'ubiquitination dégradative de cette derniere.
b) Régulation des Rho GTPases

L’activation des Rho GTPases par le TGF-$ contribue fortement a la régulation de la TEM
par le TGF-B. En effet, le TGF-B induit rapidement l'activation de RhoA et cdc42, menant a la
réorganisation des filaments d’actine indépendamment des protéines SMAD (Bhowmick et al., 2001;
Edlund et al., 2002). En revanche, une coopération entre la signalisation des SMAD et des Rho
GTPases semble nécessaire pour réguler la formation de fibres de stress lors de réponses a long
terme (Edlund et al., 2002). La stimulation de fibroblastes par le TGF- provoque l'activation de
PAK2 (P21-Activated Kinase 2) par cdc42, menant aussi a la réorganisation des filaments d’actine

(Wilkes et al., 2003) (Figure 31).

L’équipe de Wrana a démontré par un screening utilisant la méthode LUMIER
(Luminescence-based Mammalian Interactome mapping) que la protéine Par6 (Partitioning
defective protein 6) pouvait interagir directement avec le récepteur TGFBR1. lls ont confirmé ces
résultats par immunoprécipitation et prouvé que cette interaction est indépendante de la stimulation
au TGF-B. La stimulation du TGFBR2 par le TGF-8 conduit au recrutement du complexe TGFBR1

et Par6, menant a la phosphorylation activatrice des deux protéines par le TGFBR2. Par6 peut ainsi
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recruter la protéine SMURFL1, qui en retour induit 'ubiquitination dégradative de RhoA, amenant a
la dissolution des jonctions serrées impliquées dans les processus de TEM (Ozdamar et al., 2005)
(Figure 31).

1. 2.

TGF-B _ 1GrBR1

et2 o0

22 2 2
Uit ik

TEM

Figure 31 : Régulation des Rho GTPases par le TGF-B. 1. En réponse au TGF-B, le TGFBRL1 active RhoA
et cdc42, provoquant la mise en place de la TEM. La régulation de la TEM par cdc42 semble passer par
l'activation de PAK2. Le TGFBR2 peut aussi recruter et phosphoryler Par6. Ce dernier recrute ainsi SMURF2,
qui en retour induit I'ubiquitination dégradative de RhoA menant a la TEM.
c) Activation de la voie de signalisation PI3K/Akt

La voie de signalisation PI3K/Akt joue un rble majeur dans les mécanismes de survie et de
prolifération cellulaire. Elle implique la régulation de nombreuses cibles telles que NF-kB et mTOR
(mechanistic Target Of Rapamycin) par Akt en réponse a l'activation de PI3K. La sous-unité
régulatrice p85 de PI3K peut se lier directement aux deux récepteurs TGFBR1 et 2. La liaison avec
le récepteur 2 est constitutive mais celle avec le 1 est induite par le TGF-B. Le TGFBR1 stimule
l'activité de PI3K menant a l'activation de Akt dépendamment de son activité kinase. En effet,
l'inhibition de cette activité par le LY580276 bloque la stimulation de PI3K (Yi, Shin et Arteaga, 2005).
Hamidi et al. ont de plus démontré que la promotion de PI3K et de la motilité cellulaire induite en
réponse au TGF-B nécessitent I'ubiquitination de type K63 de PI3K par TRAF6 a la suite du
recrutement de ce dernier sur le TGFBRL1. En revanche, ils semblent montrer que ces effets sont
indépendants du role de kinase du TGFBR1 (Hamidi et al., 2017). Il a de plus été décrit qu’en
réponse au TGF-B, PI3K active le complexe mTORC2 (mTOR Complex 2), qui en retour active Akt

mais aussi RhoA menant a des processus de TEM (Lamouille et al., 2012) (Figure 32).
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Figure 32 : Activation de PI3K/Akt par le TGF-B. La stimulation des récepteurs par le TGF-B déclenche le
recrutement de TRAF6 et PI3K au niveau du TGFBR1. TRAF6 active PI3K par ubiquitination de type K63.
Cette derniere phosphoryle Akt, qui en réponse stimule la TEM. PI3K active aussi RhoA et mMTORC2. Cette
derniére stimule Akt par phosphorylation et ces processus régulent aussi la TEM.
d) Activation de STAT3/JAK

Les protéines STAT3 ainsi que JAK1 et 2 sont aussi impliquées dans la régulation de la
signalisation indépendante des SMAD. En effet, 'analyse de fibroblastes de patients atteints de
sclérodermie, une maladie caractérisée par le développement a terme d’'une fibrose cutanée, par
I'équipe de Distler a mis en avant une activation de JAK2, menant a I'activation de STAT3. Elle est
dépendante du TGF-B et est impliquée dans la mise en place du phénotype actif des fibroblastes de
sclérodermie. L’inhibition de JAK2 prévient les effets du TGF- sur ces fibroblastes ainsi que le
développement de fibroses cutanées en réponse a la bléomycine dans un modéle murin (Dees et
al.,, 2012). JAK1 est quant a elle capable d’interagir directement avec le TGFBR1, menant a la
phosphorylation activatrice de STAT3, indépendamment des SMAD trés rapidement aprés une
stimulation au TGF-f3, jouant ainsi un rble dans les processus pro-fibrosants médiés par le TGF-
(Tang et al., 2017).

E. Reégulation des voies de signalisation du TGF-

1. Les processus d’endocytose des récepteurs
Un des principaux mécanismes de régulation des récepteurs du TGF-$ est I'endocytose.
Deux mécanismes d’endocytose ont été principalement observés : l'internalisation des récepteurs

dans des vésicules recouvertes de clathrines ou recouvertes de cavéoline.

La fixation du TGF-3 a ses récepteurs TGFBR1 et 2 n’initie pas seulement des processus de
signalisation cellulaire mais provoque aussi l'internalisation des récepteurs et du ligand dans des
vésicules entourées de clathrine, formant ainsi des endosomes précoces. La métalloprotéinase
ADAM12 (A Disintegrin And Metalloproteinase domain 12) favorise la formation d’endosomes

précoces en se liant au TGFBR2 et stabilise celui-ci en bloquant son interaction avec SMAD7 (Atfi
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et al., 2007). Dans ces endosomes, les récepteurs vont se lier a la protéine SARA (SMAD Anchor
for Receptor Activation), qui facilite I'activation de la voie canonique du TGF-3. SARA favorise le
recrutement de SMAD?2 et 3 et promeut ainsi leur phosphorylation par le TGFBR1 (Chen, 2009). Le
blocage de la formation de ces endosomes ou de l'interaction entre le TGFBR1 et SARA inhibent
I'activation de la voie canonique du TGF-B (Hayes, Chawla et Corvera, 2002). Dans la plupart des
cas, les récepteurs sont recyclés a la membrane et peuvent de nouveau étre stimulés par leur ligand
(Guglielmo et al., 2003). Ce recyclage est dépendant de la petite GTPase Rabl11l (Mitchell et al.,
2004). Les endosomes précoces peuvent aussi se transformer en endosomes tardifs et étre recyclés

ou bien ciblés par les lysosomes pour étre dégradés (Chen, 2009) (Figure 33).

En plus de leur internalisation dans des vésicules de clathrine promouvant I'activation des
voies SMAD-dépendantes, les récepteurs du TGF-f peuvent étre endocytés via des radeaux
lipidiques dans des vésicules entourées de caveéoline, formant des cavéosomes et menant a leur
dégradation (Razani et al., 2001). Le complexe SMAD7/SMURF2 est recruté au niveau du TGFBR1
et promeut la dégradation des récepteurs, mettant ainsi un terme aux voies de signalisation et

provoguant un renouvellement des récepteurs (Guglielmo et al., 2003) (Figure 33).
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Figure 33 : Les processus d’endocytose des récepteurs du TGF-B. 1. L’endocytose des récepteurs dans
des vésicules entourées de clathrine forme des endosomes précoces. Au sein de ces derniers, le TGFBR1 va
recruter la protéine SARA, favorisant I'activation de la voie canonique du TGF-B. Les endosomes précoces
peuvent se transformer en endosomes de recyclage menant au réadressage des récepteurs a la membrane
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plasmique, ou en endosomes tardifs provoquant la dégradation lysosomale des récepteurs ou leur recyclage.
2. En présence de cavéoline, des cavéosomes se forment, menant au recrutement de SMAD7 et SMURF2
sur le TGFBR1, qui en retour déclenche la dégradation lysosomale des récepteurs.
2. Les processus de phosphorylation/déphosphorylation

Les protéines SMAD présentent différents sites sur leurs différents domaines sujets a des
mécanismes de phosphorylation modulant leur activité (Xu, Lin et Feng, 2016). ERK1 sous forme
active peut par exemple phosphoryler le résidu T8 du domaine MH1 de SMAD?2 afin de le stabiliser
et d’accroitre son activité. La calmoduline est capable de bloquer I'action de ERK1 et ainsi réduire
le niveau de SMAD2 (Funaba, Zimmerman et Mathews, 2002). Seong et Ha ont aussi démontré que
MPK38 (Murine Protein serine/threonine Kinase 38) pouvait phosphoryler SMAD2 et 3 sur leur
région linker et SMAD4 sur son domaine MH2 afin de réguler positivement la voie canonique du
TGF-B (Seong, Jung et Ha, 2010). A 'inverse, la protéine PAK2 phosphoryle le résidu S417 qui est
a proximité de la boucle L3, inhibant ainsi I'interaction entre SMAD2 et le TGFBR1 et donc I'activation
de SMAD2 (Yan et al., 2012). La protéine PKC (Protein Kinase C) phosphoryle SMAD3 sur les
résidus S47 et S70 du domaine MH1, empéchant ainsi SMAD3 de se lier directement a 'ADN
(Yakymovych et al., 2001).

Les processus de phosphorylation étant centraux dans I'activation des voies de signalisation
en réponse au TGF-B, il n'est pas surprenant que des phosphatases telles que I'holoenzyme PP1
(Protein Phosphatase 1) soient impliquées dans la régulation de ces voies. Le TGF-f3 provoque la
formation d’'un complexe composé de la sous-unité régulatrice PPP1R15A (Protein PhosPhatase 1
Regulatory subunit 15A) de PP1, SMAD7 et le TGFBR1. PPP1R15A recrute la sous-unité catalytique
de PP1, qui en retour déphosphoryle le TGFBR1, inhibant ainsi I'arrét du cycle cellulaire médié par
le TGF-B et favorisant la résistance a ce dernier (Shi et al.,, 2004). La phosphatase MTMR4
(MyoTubularin-Related protein 4) diminue la phosphorylation du domaine SXS des SMAD?2 et 3 dans
les endosomes précoces. Ce processus permet notamment de prévenir la suractivation de la voie

de signalisation du TGF-f et d’éteindre ce systeme lorsque son objectif a été atteint (Yu et al., 2010).

3. La régulation par des processus d’ubiquitination

Les E3 ubiquitine ligases SMURF régulent I'activité du TGF-f. Leur action sur le TGFBR1 a
été précédemment décrite dans les parties précédentes mais elles peuvent aussi réguler
directement les SMAD. En effet, SMURF2 peut directement cibler SMAD2 et provoquer sa poly-
ubiquitination puis sa dégradation par le protéasome (Zhang et al., 2001). Elle cible aussi
directement SMAD3 en provoquant sa double mono-ubiquitination sur son domaine MH2,
préférentiellement sur les résidus K333 et K378, et bloquant ainsi la formation de complexe de
SMAD3 (Tang et al., 2011). De maniére trés intéressante, 'E3 ubiquitine ligase Arkadia cible les
SMAD?2 et 3 afin de les ubiquitiner, causant a la fois leur dégradation mais aussi leur activation. La
déplétion d’Arkadia déclenche I'accumulation de protéines SMAD2 et SMAD3 phosphorylées mais

hypo-actives et bloque la formation de l'intestin antérieur et de la plaque préchordale dans un modele
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murin. Arkadia est donc nécessaire a I'amélioration de I'activité transcriptionnelle des SMAD tout en

provoguant le renouvellement des protéines SMAD2 et SMAD3 (Mavrakis et al., 2007).

F. Lerble ambigu du TGF-B dans le développement tumoral

Le role du TGF-B sur le développement tumoral est complexe. Il est dépendant du stade de
développement de la tumeur. Durant les phases d’initiation tumorale, il posséde plutot des propriétés
anticancéreuses. En effet, il peut par exemple provoquer linhibition de I'oncogéne c-Myc et la
surexpression des inhibiteurs des CDK p15 et p21, bloquant ainsi le cycle cellulaire en phase G1,
ainsi que le déclenchement de I'apoptose en modulant I'expression de différents facteurs de morts
tels que Bcl-2. Le TGF-B peut donc inhiber la croissance tumorale en phase précoce en provoquant
l'arrét du cycle cellulaire ou la mort par apoptose (Baba et al., 2022). A l'inverse, en phase plus
tardive, le TGF-3 est plutt associé a une activité pro-tumorale. Il est aujourd’hui accepté que lors
des phases tardives de la progression tumorale, les effets inhibiteurs du TGF-B sur la prolifération
cellulaire sont perdus. Une expression élevée du TGF-B est retrouvée dans de hombreux cancers
durant la progression tumorale et est souvent associée avec un mauvais pronostic, faisant du TGF-
B une cible de choix pour les traitements anti-cancéreux (Sheen et al., 2013). Ces effets sont
associés avec la capacité du TGF-B en phase avancée du développement tumoral & promouvoir

des processus de migration cellulaire, de TEM et de prolifération cellulaire (Baba et al., 2022).

G. TGF-B et fibrose pulmonaire idiopathique

La FPI (Fibrose Pulmonaire Idiopathique) est une maladie chronique |éthale et irréversible et
est la pneumonie interstitielle idiopathique la plus fréquente. |l n’existe actuellement aucun traitement
curatif et 'espérance de survie médiane n'est que de 2 a 5 ans aprés le diagnostic. Elle est
caractérisée par la perte des cellules épithéliales pulmonaires, I'accumulation anormale de
myofibroblastes et le dépdt excessif d’éléments de la matrice extracellulaire tels que le collagene.
Ces effets meénent a une perte progressive des fonctions pulmonaires, provoquant une insuffisance
respiratoire chronique puis la mort. Les cause de la FPI ne sont pas claires mais I'hypothése
dominante est que des Iésions de I'épithélium alvéolaire provoquent la perte des cellules épithéliales
pulmonaires, associées avec une réparation et une réépithélialisation anomale, ainsi qu’une
production de médiateurs fibrogéniques tels que le TGF- (Yue, Shan et Lasky, 2010; Fernandez et
Eickelberg, 2012).

Un r6le potentiel du TGF-B dans les processus de fibrose pulmonaire a été décrit dés le début
des années 90. En effet, une production accrue de TGF-B dans un modéle animal de fibrose
pulmonaire est détecté en amont de la synthése de collagene (Khalil et Greenberg, 2007). Le role
pro-fibrosant du TGF- a depuis grandement été étudié et est principalement dépendant de trois
processus : la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, la TEM et la fibrogenése (Ye et
Hu, 2021). Les myofibroblastes sont les principaux effecteurs des processus de fibrose pulmonaire.

lls sont impliqués dans les processus de cicatrisation, produisant la matrice extracellulaire, et
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disparaissent normalement a la fin de ces processus. Leur maintien provoque I'accumulation
excessive de composants de la matrice extracellulaire et le développement de pathologies pro-
fibrosantes. lls peuvent étre distingués des fibroblastes par I'expression de I'a-SMA (a-Smooth
Muscle Actin) qui leur confére des propriétés contractiles (Yue, Shan et Lasky, 2010). Dans les
poumons, ces cellules peuvent avoir pour origine des fibroblastes pulmonaires résidents, des
cellules épithéliales de I'épithélium alvéolaire ou des fibroblastes dérivés de la moelle osseuse.
L’activation des voies de signalisation TGF- est nécessaire a la différenciation des fibroblastes
résidents en myofibroblastes, en induisant par exemple la production d’a-SMA. De la méme maniére,
le TGF-B induit aussi la différenciation des fibroblastes dérivés de la moelle osseuse en
myofibroblastes. Il peut aussi déclencher des processus de TEM dans les cellules de I'épithélium
alvéolaire, provoguant I'expression de génes cibles tels que PAI-1 ou a-SMA et donc leur
différenciation en myofibroblastes (Yue, Shan et Lasky, 2010; Fernandez et Eickelberg, 2012). De
plus, ces processus de TEM dérégulent I'équilibre entre les cellules épithéliales et
mésenchymateuses, menant a la mise en place d’'un micro-environnement pro-fibrosant (Hill et al.,
2019). Le TGF-B module aussi la fibrogenése en étant capable par exemple d’induire la biosynthése

de collagene et promouvoir ainsi le développement de la FPI (Ye et Hu, 2021).
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RESULTATS ET
DISCUSSION



Mon équipe de recherche s’intéresse aux IAP et plus particuliérement a clAP1 et son role
dans la différenciation, la prolifération et 'oncogeneése. Les travaux effectués dans mon équipe avant
mon arrivée ont montré que clAP1 est un régulateur important de la différenciation et I'activité des
macrophages (Dupoux et al., 2009). Dans ce contexte, clAP1 contrdle le temps d’activation de NF-
KB grace a sa capacité a catalyser l'ubiquitination et la dégradation de I'adaptateur moléculaire
TRAF2. De nouveaux partenaires, cibles d’ubiquitination de clAP1 ont été identifiés. Il s’agit du
facteur de transcription E2F1 (Cartier et al., 2011; Glorian et al., 2017; Allégre et al., 2018), et de la
petite protéine G de la famille des RhoGTPases cdc42. TRAF2 a été retrouvée, avec clAP1 dans le

complexe d’'activation de cdc42 (Marivin et al., 2014).

Le projet de recherche développé lors de mon arrivée avait pour but d’analyser les
mécanismes moléculaires régissant I'activité oncogénique de clAP1. Il s’agissait d’analyser le role
de son interaction avec TRAF2, E2F1 ou cdc42 dans sa capacité a stimuler la croissance tumorale.
Mon sujet de thése a porté plus spécifiquement sur 'analyse de I'importance de l'interaction de
clAP1 avec TRAF2 dans ses propriétés oncogeéniques. De plus, a la suite d’analyses in silico de
puces a ADN a partir de tissus présentant des signes de fibrose (poumons ou reins) et montrant une
forte surexpression de clAP1 dans les tissus malades, jai initié un travail ayant pour but d’évaluer
l'implication de clAP1 dans la signalisation du TGF-B et dans le développement de la fibrose dans

un modeéle de fibrose pulmonaire.

La section « Résultats » a été divisée en 2 parties. La premiére porte sur I'analyse des
propriétés oncogéniques de clAP1 et la seconde porte sur I'étude de l'influence de clAP1 sur la

signalisation du TGF-f3 dans un contexte de fibrose pulmonaire.

.  Analyse du rb6le de TRAF2 dans les propriétés

oncogéniques de clAP1

Une surexpression de clAP1 a été détectée dans de nombreux types de cancers et a été
souvent associée a une résistance aux traitements et a un mauvais pronostic, comme cela a été
décrit dans la partie |I.D de lintroduction. Par ailleurs, des propriétés oncogéniques de clAP1 ont
clairement été démontrées chez la souris dans des modéles d’ostéosarcomes p53” (Ma et al.,
2009), d’hépatocarcinomes p537/c-Myc (Zender et al., 2006), et de carcinomes mammaires p53™
/Rb” (Retinoblastoma protein) (Cheng et al., 2010). L’activité oncogénique de clAP1 a été expliquée
par une coopération entre clAP1 et c-Myc dans le modéle d’hépatocarcinome (Zender et al., 2006).
Connaissant l'importance de clAP1 dans la régulation de NF-kB et 'activité promotrice de tumeur
de ce facteur de transcription, il est fort probable qu’'une activation de NF-kB participe a I'activité

oncogénique de clAPL1.
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Pour autant, certaines études, notamment dans les cancers de la téte et du cou (Tanimoto
et al.,, 2005), et de la vessie (Che et al., 2012; Chen et al., 2013), suggérent que ce n’est pas
'expression de clAP1 mais sa localisation nucléaire qui serait importante. De plus, I'analyse de
I'expression tissulaire de clAP1, a partir de la banque de données « The Human Protein Atlas »,
démontre une expression nucléaire de clAP1 dans le noyau de nombreuses cellules de tissus
différents (Zadoroznyj et Dubrez, 2022). clAP1 aurait donc une fonction nucléaire qui pourrait étre

associée a ses propriétés oncogéniques dans certains types de cancers.

Ces constatations ont conduit mon équipe d’accueil a étudier précisément les fonctions
nucléaires de clAP1. lls ont démontré principalement que clAP1 est capable d’interagir directement
avec le facteur de transcription E2F1 et peut ainsi réguler son activité transcriptionnelle. clAP1
module ainsi le cycle cellulaire et donc la prolifération cellulaire, comme cela a été présenté dans la
partie |V.F.2.b) de l'introduction. Par ailleurs, les travaux d’Arthur Marivin et Jean Berthelet, réalisés
dans I'équipe, ont montré 'importance de la régulation de la RhoGTPase cdc42 dans l'invasion

tumorale (Marivin et al., 2014).

La liaison de clAP1 avec E2F1 fait intervenir le domaine BIR3 (Allegre et al., 2018), alors que
la liaison de clAP1 avec cdc42 implique le domaine BIR2 (Marivin et al., 2014). Afin d’évaluer
l'importance de ces partenaires dans I'activité oncogénique de clAP1, des MEF déficientes en clAP1
ont été transformées par I'oncogéne HRas-V12. Différents mutants de clAP1, dépourvus d'un des
domaines BIR ont été exprimés dans ces cellules. La perte du domaine BIR3 a rendu la protéine
instable. La délétion du domaine BIR2 a ralenti I'apparition de métastases mais n’a pas eu d’effet
sur la croissance tumorale. En revanche, I'absence du domaine BIR1 a complétement bloqué la
formation de métastases et a diminué la croissance tumorale. Ce domaine lie la protéine TRAF2.
L’objectif du projet était donc d’analyser les mécanismes de l'activité oncogénique du bindbme
ClAP1/TRAF2.

Ce travail a été publié dans « Oncogene » en novembre 2022.
« CIAP1/TRAF2 interplay promotes tumor growth through the activation of STAT3 »

Les travaux réalisés pour cet article, dont je suis co-premier auteur, ont été initiés par Baptiste

Dumétier, alors étudiant en thése dans 'équipe.

Ces travaux ont mis en évidence I'importance de TRAF2 dans les propriétés oncogéniques
de clAPL1. De plus, un role de STAT3 dans ces propriétés oncogéniques a été décrit pour la premiéere

fois.
lIs ont permis de démontrer que (Figure 34) :

- L’interaction entre clAP1 et TRAF2 est nécessaire aux propriétés oncogéniques de clAP1,
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- La trimérisation de TRAF2 par le domaine BIR1 de clAP1 est essentielle et suffisante pour
promouvoir la croissance tumorale,

- La présence de clAP1 est nécessaire a TRAF2 pour interagir avec ses partenaires de
signalisation,

- clAP1/TRAF2 stimule I'activation de NF-kB et des MAPK ERK1/2 et inhibe I'activation de
p38,

- NF-kB provoque la production d’IL-6, menant a lactivation autocrine de la voie de
signalisation JAK/STATS3,

- L’activation de la voie JAK/STAT3 est essentielle dans l'activité oncogénique de clAP1.
L’interaction entre clAP1 et TRAF2 stimule la croissance tumorale via I'activation autocrine
de la voie de signalisation JAK/STATS3.

IL-6R

«—— [ cAP1 | TRAF2 | ®

ERK1/2 NF-kB
IL-6
m

Transcription de
génes cibles

Croissance tumorale

Figure 34 : STAT3 dans les propriétés oncogéniques de I'interaction entre clAP1 et TRAF2. L’interaction
entre clAP1 et TRAF2 stimule I'activation de la MAPK ERK1/2, médiée par H-Ras et de NF-kB. L’activation
de cette derniére déclenche la synthese d’IL-6. Cette derniere est secrétée a l'extérieur de la cellule et active
de maniére autocrine la voie de signalisation JAK/STAT3, qui en retour provoque la croissance tumorale.
Mon travail dans ce projet a consisté a terminer la caractérisation de la croissance tumorale
obtenue avec les différentes lignées cellulaires (Article, Figure 1 et 2). J'ai participé a I'analyse de la
localisation de TRAF2 dans les cellules exprimant clAP1, le mutant clAP1ABIR1 ou le domaine BIR1
isolé (Article, Figure 2). J'ai participé a toute I'analyse signalétique et mis en évidence la présence
d’'une boucle de régulation impliquant la voie de signalisation STAT3/JAK (Article, Figure 4 et 5).
Enfin, jai mené les expériences de traitement des souris par les inhibiteurs de STAT3 et MEK
(Article, Figure 6). Baptiste Dumétier ayant quitté I'équipe fin 2020, j'ai également pris en charge

’ensemble des révisions de l'article.
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, Aymeric Zadoroznyj'?”, Jean Berthelet"*®, Sébastien Causse'?, Jennifer Allegre'?, Pauline Bourgeois'?,

Cellular inhibitor of apoptosis-1 (clAP1) is a signaling regulator with oncogenic properties. It is involved in the regulation of
signaling pathways controlling inflammation, cell survival, proliferation, differentiation and motility. It is recruited into membrane-
receptor-associated signaling complexes thanks to the molecular adaptor TRAF2. However, the clAP1/TRAF2 complex exists,
independently of receptor engagement, in several subcellular compartments. The present work strengthens the importance of
TRAF2 in the oncogenic properties of clAP1. clAPs-deficient mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were transformed using the HRas-
V12 oncogene. Re-expression of clAP1 enhanced tumor growth in a nude mice xenograft model, and promoted lung tumor nodes
formation. Deletion or mutation of the TRAF2-binding site completely abolished the oncogenic properties of clAP1. Further, clAP1
mediated the clustering of TRAF2, which was sufficient to stimulate tumor growth. Our TRAF2 interactome analysis showed that
clAP1 was critical for TRAF2 to bind to its protein partners. Thus, clAP1 and TRAF2 would be two essential subunits of a signaling
complex promoting a pro-tumoral signal. clAP1/TRAF2 promoted the activation of the canonical NF-kB and ERK1/2 signaling
pathways. NF-kB-dependent production of IL-6 triggered the activation of the JAK/STAT3 axis in an autocrine manner. Inhibition or
downregulation of STAT3 specifically compromised the growth of clAP1-restored MEFs but not that of MEFs expressing a clAP1-
mutant and treating mice with the STAT3 inhibitor niclosamide completely abrogated clAP1/TRAF2-mediated tumor growth.

Altogether, we demonstrate that clAP1/TRAF2 binding is essential to promote tumor growth via the activation of the JAK/

STAT3 signaling pathway.

Oncogene; https://doi.org/10.1038/s41388-022-02544-y

INTRODUCTION

Cellular Inhibitors of apoptosis 1 and 2 (clAP1/2) and tumor necrosis
factor-associated factors 2 (TRAF2) were purified together in 1995 by
Rothe et al. in a pull-down experiment aiming to identify cytoplasmic
components of the tumor necrosis factor receptor-2 (TNFR2) complex
[1]. clAP1/2 are RING containing-E3-ubiquitine ligases belonging to
the IAP (Inhibitor of apoptosis) family [2]. They catalyze the
conjugation of ubiquitin chains of different topologies induding
K6-, K11-, K27-, K48-, and K63-linked chains resulting in modification
of the stability, activity, or interaction network of protein substrates.
Their ubiquitination substrates are specifically reauited thanks to the
presence of three conserved protein-protein interacting domains
named BIRs (Baculoviral IAP repeats) at the N-terminal extremity.
More than thirty substrates have been identified so far [3]. They
comprise cell death regulators such as the IAP antagonist Smac, cell
signaling intermediates including receptor-interacting kinases (RIPs),
NF-kB-inducing kinase (NIK), and raf proto-oncogene serine/threonine
protein kinase (Raf1), regulators of cellular architecture such as some
GTPases from the Rho family and transcription factors including E2F1,
the Interferon Regulatory Factor 1 (IRF1) and the C/EBP homologous

protein (CHOP) (for a review, see [3]). Thus, clAPs have been involved
in the regulation of inflammation, cell differentiation, cell death, cell
proliferation, and cell migration. dAP1 is more stronger expressed that
clAP2 in most tissues, except in bone marrow and lymphoid tissues in
which clAP2 is predominant [4]. Consistent with its functions in
promoting cell survival and proliferation, oncogenic properties of
clAP1 have been demonstrated in several mouse models [5-7].

As clAP1, TRAF2 is a RING-containing protein. However, its E3-
ligase activity seems relatively weak [8, 9. It is considered as a
molecular adaptor bridging signaling molecules to receptors [10].
It can directly or indirectly bind certain members of TNFR
including TNFR1, TNFR2, CD30, CD40 and B-cell activating factor
(BAFF-R), toll-like receptor-4 (TLR4), some nucleotide binding-
oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs), retinoic acid-
inducible gene | (RIG-1)-like receptors (RLRs) and some cytokine
receptors [10]. TRAF2 serves as an intermediate for the recruit-
ment of clAPs into receptor-associated complexes. However, the
clAP1-TRAF2 complex has also been observed in the cytoplasm as
well as in the nucleus, independently of receptor engagement
[8, 11-14].
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Here, by using HRas-V12-transformed mouse embryonic fibro-
blast (MEF) model, we demonstrated that TRAF2 binding was
required for clAP1 pro-tumoral activity. clAP1 induced the
clustering of TRAF2, which was sufficient to engage pro-tumoral
signaling pathways independently of receptor engagement. A
novel function for clAP1 is therefore identified that appears
essential for TRAF2 to associate with its protein partners. As
expected, clAP1/TRAF2 complex promoted the activation of the
canonical NF-kB signaling pathway. Among mitogen-activated
protein kinase (MAPK) signaling pathways, it stimulated ERK1/2
whereas it inhibited p38 and did not affect JNK pathway. clAP1/
TRAF2 promotes NF-kB dependent production of IL-6 that
activates JAK2/STAT3 signaling pathway in an autocrine manner.
Finally, we demonstrated for the first time that STAT3 activation
was critical for the tumor-promoting activity of clAP1/TRAF2.

RESULTS

Binding to TRAF2 is critical for the oncogenic activity of clAP1
We generated a clAP1-deficient tumor model by transforming
immortalized wt, clap?™’~ (SKO) or dap1’ /dap2 '~ (DKO)
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) (from J. Silke & D. Vaux's
laboratories) by the HRas-V12 oncogene (Fig. 1A). Deletion of
clAP1 slowed down tumor growth in a xenograft model (Fig. 1B)
and decreased the formation of lung cancer foci when the cells
were injected into the tail vein (Fig. 1C). Double deletion of clAP1
and clAP2 amplified the phenomena (Figs. 1B and 1C). Rescue
experiments demonstrated that restoring clAP1 in single-knockout
(SKO) or double-knockout (DKO) cells (Fig. 1D) significantly
enhanced tumor cell growth (Figs. 1B & 1E) confirming the
oncogenic properties of clAP1. We next stably expressed clAP1
mutants unable to bind TRAF2 in Hras-V12-transfomed DKO-MEFs
(Fig. 1F). The mutants previously validated [11] are clAP128"%" in
which the BIR1 has been deleted, and clAP1-*’* mutant in which a
point mutation within the BIR1 has been introduced. We checked
that these mutants lost their ability to bind TRAF2 (Fig. S1A) and
conserved their full E3-ligase activity by treating the cells with the
smac mimetic GDC-0152, known to stimulate the self-
ubiquitination and degradation of clAP1 (Fig. S1B). Deletion of
the BIR1 as well as mutation of Leucine 47 were sufficient to
completely abolish the oncogenic activity of clAP1, as demon-
strated both in our xenograft model (Fig. 1G) and in the
experimental metastasis model (Fig. 1H). Re-expression of clAP1
into DKO also increased the number of the colonies formed in soft
agar medium and deletion of BIR1 abolished the capacity of clAP1
to stimulate anchorage-independent cell growth (Fig. 11). By
comparison, deletion of BIR2 (ABIR2) did not significantly alter the
clonogenic properties (Fig. 11) of clAP1. Of note, the mutant ABIR1,
devoid of oncogenic properties, was strongly expressed compared
to the native full-length clAP1 (Fig. 1F, S1B). These results
demonstrate that TRAF2 binding is required for clAP1 to stimulate
tumor growth. It is worth noting that we were unable to obtain
TRAF2-depleted MEFs (either by guide-RNA genome editing or
shRNA), suggesting that the deletion of TRAF2 caused cell death
as already reported [15].

Clustering of TRAF2 is sufficient to stimulate tumor growth

An immunofluorescence analysis demonstrated the presence of
cytoplasmic TRAF2 clusters in DKO-clAP1 but not in DKO-
clAP124BRT (Fig. 2A). Whereas these clusters did not colocalize
with markers of calveola (calveolin-1), golgi apparatus (GM130) or
lysosomes (LAMP-1), they colocalized with the endoplasmic
reticulum marker PDI (Fig. 2B). Structural analyzes demonstrated
that the BIR1 of clAPs can bind a TRAF1/2 trimer [16, 17]. We
hypothesized that clAP1 could trigger the oligomerization of
TRAF2 required for partner binding and the activation of
downstream signaling pathways [18]. We forced the trimerization
of TRAF2 by expressing isolated BIR1 (iBIR1) in DKO-MEFs using a
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retroviral infection (Fig. 2C). As expected, we observed the
clustering of TRAF2 in iBIR1-expressing cells (Fig. 2A). The
expression of iBIR1 increased the clonogenic growth of cells,
forming large and dense colonies (Fig. 2D) and was as efficient as
clAP1 to stimulate the tumor growth in mice (Fig. 2E). Expression
of iBIR1 in wt MEFs also stimulated tumor growth (Fig. S2A),
although the presence of iBIR1 strongly sensitized cells to TNFa-
induced cell death (Fig. S2B) as a result of a competitive inhibition
of clAP1-TRAF2 association (Fig. S2C). These results suggest that
TRAF2 clustering is sufficient to engage pro-tumoral signaling
pathways, independently of TNFR stimulation.

clAP1 is critical for TRAF2 interactome
We then investigated the influence of clAP1 on TRAF2 protein-
interacting network. The TRAF2 interactome was analyzed in cell
treated with the smac mimetics GDC0152 that completely
depleted clAP1 whereas it weakly enhanced clAP2 and XIAP and
did not affect TRAF2 protein levels (Fig. 3A). TRAF2 partners were
identified by performing immunoprecipitation (Fig. S3A) followed
by mass spectrometry analysis (Table S1). The data were analyzed
using the functional enrichment analysis tool (FunRich) and the
UniProt database. We detected 419 to 797 hits in the untreated
cells (Fig. 3B). As expected, we found TRAF1 and clAP1 (BIRC2),
which was the only IAP detected in the screen (Fig. 3C). In
accordance with its role as a signaling adaptor, we observed an
enrichment of TRAF2 partners in the membrane, protein-
containing complex and membrane raft compartments (Fig. 3D).
However, TRAF2 partners were also enriched in the cytoplasm,
cytosol, and nucleus (Fig. 3D, S3B). Concerning biological
processes, as expected, TRAF2 partners were enriched among
proteins involved in TNF-mediated, NF-kB and MAPK-signaling
pathways, apoptosis regulation, proteins ubiquitination, and
regulation of protein turn-over (protein stabilization and ubiqui-
tin/proteasome system) (Fig. 3E, S4). Interestingly, TRAF2 partners
were also significantly enriched among proteins involved in
epithelial cell differentiation-related pathways (Fig. 3E, S4). Use of
the FunRich database confirmed a strong enrichment of TRAF2
partners in the ErbB-mediated signaling network, compared to
that observed in the TNFR-signaling pathway (Fig S5). Moreover,
TRAF2 partners were enriched in cdc42-associated signaling
pathways but not in RhoA or Racl-related signaling events (Fig.
3C, S5), which is consistent with our previous work showing that
the cytoplasmic clAP1/TRAF2 complex controls the activation
cycle of cdc42 RhoGTPase in unstimulated fibroblasts [11].

clAP1 depletion drastically decreased (about 70%) the number
of hits (Figs. 3B, 3F). However, it did not affect the binding of
TRAF2 to TRAF1 (Fig. 3C) and it did not significantly modify the
distribution of TRAF2 partners in the different subcellular
compartments, biological processes or signaling pathways (Figs.
3D, 3E, S3B, S4, S5). Nevertheless, we observed a trend towards
increased TRAF2 partners in negative regulation of apoptosis and
protein stabilization pathways (Fig. 3E & S4). Thus, clAP1 appears
critical for the binding of TRAF2 to its protein partners.

clAP1/TRAF2 induces the activation of NF-kB and ERK1/

2 signaling pathways in H-Ras-V12 transformed MEFs

We analyzed the signaling pathways activated in HRas-V12-
transformed MEFs. As expected, clAP1-expressing MEFs displays a
downregulation of IkB-a (Fig. 4A) that characterizes the activation
of the canonical NF-kB signaling pathway. This marker was not
observed in the mutant clAP1-expressing cells (Fig. 4A). Accord-
ingly, an RT-PCR array showed a general upregulation of NF-kB-
target genes in wt clAP1-expressing MEFs compared to clAP148'R1-
expressing cells (Fig. 4B). On the other hand, the p52 NF-kB active-
subunit that is mainly expressed in the nuclei-enriched fraction in
DKO cells was found in the cytoplasm in clAP1-expressing MEFs
and even more in clAP148"®"_expressing MEFs demonstrating that
clAP1 or its mutant inhibited the non-canonical NF-kB activating
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Fig. 1 TRAF2 binding is critical for the oncogenic activity of clAP1. Wild type (wt), clAP1/~ (SKO) or clAP1 /" /clAP2/~ (DKO) mouse
embrxonic fibroblasts (MEFs) were transformed by Hras-V12 oncogene and reconstituted with clAP1, or clAP1 mutants clAP1%%"®" (ABIR1),
clAP1H47A (L47A) or clAP14B1R2 (ABIR2). A, D, F Western blot analysis of cIAPs and Ras. HSC70 was used as loading control. Cells (500,000) were
injected subcutaneously in nude NMRI mice. Tumor size was measured every two days (B), 17 days (E), or 3 weeks (G) post-injection. Statistical
analyses were performed using the Mann-Whitney test. Mean + SEM (B) or Mean + SD (E, G), n = 10-30. In B, the statistical analyses compared
SKO or DKO with clAP1-expressing SKO or DKO respectively. C, H Cells (10°) were injected in the caudal vein in nude NMRI mice. The number
of lung foci was determined 36 days after intravenous injection. Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test. Mean + SD,
n = 8-20. I Clonogenic growth of cells in soft agar medium. Statistical analyses were performed using the Wilcoxon test. Mean + SD, n= 3-5.

pathway (Fig. 4C). Among MAPK signaling pathways, expression of
clAP1 but not clAP1 mutants simulated ERK signaling character-
ized by ERK1/2 phosphorylation, decreased phosphorylation of
p38 and did not affect the c-Jun N-terminal kinase (JNK) signaling
pathway (Fig. 4A). Of note, the expression of clAP1 or its ABIR1
mutant did not significantly modify the expression level of TRAF2
and RIP1 (Fig. 4A).

Oncogene

clAP1/TRAF2 promotes NF-kB-dependent production of IL-6
leading to an activation of JAK/STAT3 signaling pathway in an
autocrine manner

We observed the activation of JAK2 and STAT3 characterized by
their phosphorylation at Y1008 and Y705 residue respectively in
clAP1-expressing MEFs but not in cells expressing clAP1 mutants
(Fig. 5A, B). Silencing of TRAF2 decreased clAP1-mediated STAT3
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Fig.2 Forced clustering of TRAF2 stimulated tumor growth, independently of clAP1. clAP1, clAP12®"®! or the isolated clAP1-BIR1 domain
(iBIR1) were expressed in HRas-V12-transformed DKO MEFs. A Immunofluorescence analysis of TRAF2 in DKO, DKO-clAP1, DKO-clAP 148!
(ABIR1) or DKO-iBIR1. Scale bars: 10 pm. B Immunofluorescence analysis of TRAF2 and indicated organelle markers in DKO-clIAP1. Scale bars:
7 pum. € Western blot analysis of clAP1. f-actin was used as loading control. D Colonies formed in soft-agar medium. Scale bars: 100 um. E DKO,
DKO-clAP1, and DKO-iBIR1 MEFs (500 000) were subcutaneously injected into nude mice. Tumor volume 24 days after injection is represented.
Statistical analyses comparing the DKO group and clAP1 or iBIR1-expressing group were performed using the Mann-Whitney test.

Mean + SEM, n = 12-13.

phosphorylation, confirming the importance of TRAF2 in this
process (Fig. 5C). We then analyzed the contribution of NF-kB and
ERK signaling pathway in STAT3 activation. Inhibition of the NF-kB
signaling pathway by Bay-11-7082 prevented STAT3 phosphoryla-
tion while inhibition of the MEK/ERK axis by trametinib did not
modify it (Fig. 5D), demonstrating a NF-kB-dependent activation
of STAT3 pathway. Conversely, the STAT3 inhibitor niclosamide
did not modify ERK and weakly decreased IkB-a phosphorylation
(Fig. 5D). Trametinib did not interfere with IkB-a phosphorylation
and Bay-11-7082 did not modify ERK phosphorylation (Fig. 5D),
showing that the 2 pathways were activated independently. JAK2/
STAT3 signaling axis can be activated by stimulation of cytokine-
or growth factor receptors such as IL-6R or EGFR. Consistent with
the activation of NF-kB, clAP1 expression induced upregulation of
the NF-kB target gene /L-6 which is inhibited by the NF-xB
inhibitor Bay-11-7082 but not by the MEK inhibitor Trametinib
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(Fig. 5E). In contrast, the expression of clAP1%8"®" was not able to

stimulate IL-6 expression (Fig. 5E). Inhibition of IL-6 by an anti-IL-6
neutralizing antibody completely blocked STAT3 phosphorylation
in clAP1-restored MEFs (Fig. S5F). Altogether, these results
demonstrated that the expression of clAP1 stimulated the NF-
kB-dependent production of IL-6 that induced an autocrine
activation of the JAK2/STAT3 signaling pathway. By analyzing
available cancer genome atlas (TCGA) dataset of the national
cancer institute (NIH) using the gene expression profiling
interactive analysis software (GEPIA) [19], we observed a
significant correlation between the clAP1-encoding BIRC2 and
IL6 gene expression in lung adenocarcima (LUAD), breast invasive
carcinoma (BRCA) and thyroid carcinoma (THCA) (Fig. 5G). In
contrast, no correlation between TNF and BIRC2 expression was
detected (Fig. S6). We then investigated the role of clAP1 and
TRAF2 in JAK/STAT3 signaling in the lung adenocarcinoma cell line
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Fig.3 TRAF2 interactome. A549 cells were incubated for 6 h with vehicle (NT) or 5 uM GDC-0152 (GDC). TRAF2 was immunoprecipitated and
its interactome was analyzed by ESI-TRAP mass spectrometry. Analysis was performed using the functional enrichment analysis tool (FunRich)
using the FunRich (B, F) or UniProt (D, E) databases. A Western blot analysis of clAP1, clAP2, XIAP, and TRAF2. HSC70 was used as loading
control. B, F Number of partners of TRAF2 in untreated (NT) or GDC-0152-treated cells. Mean +SD, n =3 (NT) or 2 (GDC-0152). C Peptides
identified by mass spectrometry after TRAF2 immunoprecipitation. Enrichment of TRAF2 partners in subcellular compartments (D) and
biological processes (E). Mean +SD, n =3 (NT) or 2 (GDC-0152). F Venn diagram. One representative experiment is shown.

A549 (Fig. 5H, 1). Silencing of clAP1 or TRAF2 inhibited basal JAK2
and STAT3 phosphorylation (Fig. 5H). Similarly, depletion of clAP1
by GDC-0152 inhibited JAK2 and STAT3 phosphorylation in a
dose-dependent manner (Fig. 5I).

The JAK/STAT3 signaling pathway is involved in clAP1-mediated
tumor growth. We then evaluated the contribution of STAT3 and
MEK/ERK signaling pathways in clAP1/TRAF2 mediated-tumor
growth using the STAT3 inhibitor niclosamide and the MEK
inhibitor trametinib. Niclosamide or trametinib were daily injected
intraperitoneally when the tumors reached a volume of approx-
imatively 100 mm?®. Niclosamide treatment selectively slowed
down the growth of DKO-clAP1 MEFs in mice, neutralizing the
growth advantage given by clAP1 expression, whereas it did not
modify the growth of clAP1°®"™" expressing MEFs (Fig. 6A, B). In
contrast, trametinib inhibited the growth of both MEFs expressing
clAP1 and the ABIR1 mutant (Fig. 6C, D), which is consistent with
the role of MEK/ERK signaling pathway in the transforming activity
of HRas-V12. We then confirmed the importance of STAT3 in the
growth/survival of clAP1-expressing MEFs in a clonogenic and
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crystal violet assay (Fig. 6E-G). Inhibition of STAT3 by niclosamide
abolished the clonogenic advantage of clAP1-reconstituted MEFs
(Fig. 6E) and siRNA-mediated-silencing of STAT3 did not affect the
survival of DKO but selectively decreased clAP1-expressing DKO
MEFs count (Fig. 6G).

DISCUSSION
TRAF2 serves as an adaptor protein to bring the clAP1 E3-
ubiquitine ligase closer to its substrates. It can also stabilize clAP1
protein by blocking its autoubiquitination and degradation [20]
and, in some situations, it can activate its E3-ubiquitine ligase
activity through K63-linked ubiquitination [21]. Conversely, clAP1
can regulate TRAF2 stability by controlling its ubiquitin-
proteasome system (UPS)-mediated degradation [14, 22, 23]. In
the present work, we extend our understanding of clAP1’s hold
over TRAF2 by showing that clAP1 is critical for TRAF2 binding to
its protein partners.

The function of TRAF2 as a molecular adaptor allowing the
recruitment of signaling molecules into receptor-associated
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Fig. 4 TRAF2 bmdlng is essential for the activation of the canonical NF-kB and ERK1/2 signaling pathways. A Western blot analysis of
proteins involved in the canonical NF-kB, p38-MAPK, ERK1/2, and JNK 5|§nallng pathways. f-actin or HSC70 were used as loading control.

B NF-kB target genes were analyzed in MEF DKO-clAP1 and DKO-clAP14

R1 by RT-qPCR array (Qiagen NFkB Signaling Pathway RT2 Profiler

PCR Array). C Western blot analysis of the NF-kB p52 subunit in cytoplasmic and nuclear-enriched fractions. XIAP was used as cytoplasmic

fraction control and HSC70 as a loading control.

signaling complexes has been well reported. However, there is
converging evidences pointing at the existence of a clAP1-TRAF2
complex in the cytoplasm and nucleus of unstimulated cells. Shu
et al. demonstrated in 1996 that clAP1-TRAF2 binding occurs in
the cytoplasm and that they are recruited together to TNFR1-
associated complex in TNFa-stimulated cells [24]. The TRAF2
protein has a mushroom-like shape. The cap is formed by the
C-terminal half of the conserved TRAF domain (called TRAF-C) that
mediates binding to receptors, and the stem is formed by the
coiled-coiled N-terminal half of the TRAF domain (TRAF-N), the
zing fingers and a N-terminal RING domain required for down-
stream signaling [18, 25]. Whereas the mechanisms of interaction
of TRAF2 with receptors have been the subject of numerous
studies, the binding of TRAF2 with signaling molecules is much
less clear. The trimeric form of TRAF2 binds to activated trimeric
receptor [26-28]. By contrast, a TRAF2 trimer interacts with only
one clAP1 molecule [16, 17]. The oligomerization of the amino-
terminal half of TRAF2 is also necessary for the recruitment of
downstream signaling effectors [18]. The oligomerization site is
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located in the coiled-coiled TRAF-N domain [26]. Of interest, clAP1
binds a motif called CIM (clAP1/2-interacting motif) found at the
N-terminal extremity of the TRAF-N [16]. We may hypothesize that
clAP1 primes TRAF2 for its binding to partners, whether receptors
or signaling effectors, by maintaining it in a proficient oligomer-
ized form. Accordingly, we show here that a forced oligomeriza-
tion of TRAF2 induced by expressing the clAP1-BIR1 domain is
sufficient to engage tumor-promoting signaling pathways. Our
proteomic analysis revealed that, in the presence of clAP1, TRAF2
could bind proteins found in different subcellular compartments
and involved in different cellular processes. The large number of
partners found in the screen suggest that many proteins could
potentially be substrates of the clAP1-TRAF2 E3-ubiquitine ligase
complex. Among the TRAFs, we found TRAF1, which is known to
bind TRAF2 to form a TRAF1:(TRAF2), heterotrimer displaying a
higher affinity for clAP2-BIR1 than the TRAF2 homotrimer [17].
Interestingly, depletion of clAP1 did not affect TRAF2-TRAF1
interaction. Since the analysis has been performed in unstimulated
cells, we did not detect receptors in the screen. As expected,
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Fig.5 clAP1 and TRAF2 are critical for the activation of the JAK/STAT3 signaling pathways. A Western blot analysis of the proteins involved
in the JAK/STAT3 signaling pathway in MEF DKO expressing clAP1, clAP12PR" or clAP1**7%, HSC70 is used as loading control. B p-STAT3 was
quantified using the Image J software. Mann-Whitney statistical analysis, mean + SD of 3 independent experiments is shown. C MEFs were
transfected with TRAF2-targeting siRNAs. TRAF2 and STAT3 phosphorylation were analyzed by western blot. f-actin was used as loading
control. Sc: scramble siRNA. D clAP1-expressing DKO MEFs (DKO-clAP1) were treated for 4 h with 2 uM Bay-11-7082, 2 uM trametinib, or 2 yM
niclosamide. Western blot anablsis of indicated proteins. HSC70 is used as loading control. E RT-gPCR analysis of IL-6 mRNA level in MEFs DKO,
DKO-clAP1, and DKO-clAP1248'R! or DKO-cIAP1 treated for 4 h with 2 uM Bay-11-7082 or 2 uM trametinib. Mann Whitney test. Mean + SD, n = 3.
F Western blot analysis of the phosphorylation of STAT3 in DKO and DKO-clAP1 MEFs incubated in the presence of neutralizing anti-IL-6
antibody (100 ng/mL) for 24 h. G Correlative analysis of the expression of /L6 and clAP1-encoding BIRC2 genes in lung adenocarcinoma (LUAD),
breast invasive carcinoma (BRCA), and thyroid carcinoma (THCA) using the publicly available TCGA dataset and gene expression profiling
interactive analysis (GEPIA) tools. Westem blot analysis of the proteins involved in the JAK2/STAT3 signaling pathway in A549 lung carcinoma
cells transfected with siRNAs directed against clAP1 or TRAF2 (H) or treated for 6 h with the indicated concentration of the smac mimetic GDC-
0152 (I). HSC70 was used as loading control.
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Fig. 6 STAT3 signaling pathway is required for clAP1-mediated tumor cell growth. DKO-clAP1 or DKO cIAP1%®"® MEFs (750,000) were
subcutaneously injected into nude mice. When the tumor reached 100 mm-~ (indicated by the narrow), mice were daily treated by
intraperitoneal injection of vehicle (NT group) or 30 mg/Kg niclosamide (A, B) or 1 mg/kg trametinib (C, D). Tumor size was measured every
two days (A, C) or 25-26 days after cell challenge (B, D). The results of the statistical analyzes comparing the vehicle with niclosamide or
trametinib-treated DKO-cIAP1 mice groups are indicated above the graphs while those comparing vehicle with niclosamide or trametinib-
treated DKO clAP1%®"® are indicated below. Mann Whitney test, mean + SEM (A, C) or mean + SD (B, D), n = 12-14. E Clonogenic growth of
DKO-clAP1 and DKO-clAP1%B"®" MEFs incubated in the presence of vehicle (0) or indicated concentrations of niclosamide. The Wilcoxon test
was used for statistical analysis, Mean + SD, n = 3. DKO or clAP1-expressing DKO MEFs were transfected with control (Ctl) or STAT3-directed
siRNAs (#1, #2). Western blot analysis of STAT3 (F) and cell count 72 h after transfection (G). The Wilcoxon test was used for statistical analysis,

Mean+SD, n=3.

TRAF2 partners included proteins involved in TNFR-mediated
signaling pathways such as NF-kB, MAPK or apoptosis regulation.
In accordance with the E3-ubiquitine ligase activity of the clAP1/
TRAF2 complex, we also found an enrichment of TRAF2 partners
involved in ubiquitination-related processes. Interestingly, we
observed a strong enrichment of TRAF2 partners among proteins
of signaling networks of the ErbB receptors which are activators of
the STAT3 axis. Although an interaction of TRAF2 with ErbB
receptors has never been observed, a role for TRAF2 in EGF-
mediated tumor growth has been reported [29].

We demonstrated that TRAF2 is required for the oncogenic
activities of clAP1 in HRas-V12 expressing cells. The expression of
clAP1 appeared altered in a number of human tumor samples and
its overexpression has been correlated with advanced progressive
disease, aggressiveness and poor prognosis or low response to
treatment (for review, see [30]). Its oncogenic properties have
been clearly demonstrated in murine models. In 2006, Zender
et al. demonstrated that the overexpression of clAP1 facilitated
the growth of p53 ™/, c-myc-expressing hepatocarcinoma cells in
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immunodeficient recipient mice. Inversely downregulation of
clAPs in hepatocarcinoma cells that display a recurrent amplifica-
tion at the chromosome region containing clAP1, clAP2, and Yap1-
encoding genes (9gA1 amplicon) selectively slowed down tumor
growth [5]. Similarly, Ma et al. showed that the down-regulation of
clAP1 or clAP2 selectively affected the growth rate of 9A1
amplicon-harboring, p53 /" osteosarcoma transplanted into nude
mice [6]. In 2010, Cheng et al. demonstrated a high level of
expression of clAP1 and clAP2 in mammary carcinoma and that
the silencing of clAP1 and/or clAP2 resulted in decreased tumor
growth in an orthotopic breast transplantation model [7]. The
molecular mechanisms driving these oncogenic activities have not
been clearly determined and they probably depend on the
oncogenic contexts. The various signaling pathways controlled by
clAPs may account for their tumorigenic functions. The ability of
clAP1 to regulate NF-kBs, a major pro-survival, oncogenic
signaling pathway is undeniably of importance in its transforming
potential [13, 31, 32]. The c-myc repressor Mad1 is an ubiquitina-
tion target of clAP1 [33, 34]. Thus, the oncogenesis-promoting
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activity of c-myc can be amplified by clAP1-mediated down-
regulation of Mad1. In the present work, we highlighted the
importance of the interaction clAP1 with its protein partner TRAF2
in HRas-V12-driven tumorigenesis. Indeed, preventing the inter-
action with TRAF2 by deletion or mutation of the BIR1 domain
completely abolished the oncogenic potential of clAP1.

The role of clAP1-TRAF2 in regulating signaling pathways has
been extensively analyzed in the context of stimulation of receptors
from the TNFR, IL-R, or PRR families (recently reviewed in a special
issue of Frontiers in Immunology [35]). Although we cannot rule out
that some membrane receptors could be activated by tumor- or
host-produced soluble factors in an autocrine or paracrine manner,
the oligomerization of TRAF2 by clAP1 or isolated clAP1-BIR1 seems
sufficient to stimulate tumor-promoting signaling pathways, inde-
pendently of the stimulation of receptors. Accordingly, Baud et al.
demonstrated that the overexpression of TRAF2 or oligomerization
of its amino-terminal domains was sufficient to activate downstream
signaling pathways [18]. TRAF2 can directly bind, via its N-terminal
half that includes the zing fingers and a N-terminal RING domain,
several MAP3Ks including the mixed-lineage protein kinase 3 (MLK3)
[36, 37] and ASK1 [38, 39] that drive the activation of SAPK/JNK and
p38-MAPK axes, and MEKK1 that induces the activation of down-
stream SAPK/JNK and NF-xB [18, 40]. The ubiquitin chains
conjugated by the clAP1/TRAF2 E3-ubiquitin ligase complex (to
RIP1 or via a self-ubiquitination process) are scaffolds for the
recruitment of TAK1 and IKKy that lead to MAPK and canonical NF-
kB activation [41]. Moreover, clAP1 can control the activation of the
RAF-MEK-ERK1/2 cascade by ubiquitinating cRAF [42]. In the present
work, we observed that the tumor-promoting activity of clAP1/
TRAF2 was assodated with an activation of the canonical NF-kB and
ERK1/2 whereas JNK and p38MAPK signaling pathways were
unaffected or inhibited. More investigations will be required to
determine the downstream effectors. Expressing clAP1 induced a
decreased in the non-canonical activation of NF-kB, in accordance
with its capacity to target NIK to UPS-mediated degradation [21, 43].
The deletion of the BIR1 domain amplified the phenomena. Lee
et al. identified an IBM (IAP-binding motif) at the N-terminus of NIK
protein sequence [43]. The NIK-IBM is recognized by the BIR2
domain of clAP1 and constitutes a substrate recognition signal for
clAP1-mediated ubiquitination and degradation [43]. We may
hypothesize that the deletion of BIR1 could improve the accessibility
to the BIR2 domain leading to an enhanced recruitment and
degradation of NIK.

Last, we demonstrate here that clAP1/TRAF2 promotes the
activation of the JAK/STAT3 axis. The activation of this signaling
pathway results from an NF-kB-dependent production of IL-6 and
autocrine activation of IL-6 signaling pathway. The presence of IL-6
in the tumor environment and hyperactivation of the JAK/
STAT3 signaling pathway in cancer cells have been found in
different kind of tumors [44]. The analysis of TCGA dataset revealed
a positive correlation between clAP1-encoding gene and IL-6 in
lung, breast and thyroid carcinoma. The smac mimetic GDC-0152 as
well as downregulation of clAP1 or TRAF2 were able to decrease the
activation of STAT3 in A549 lung carcinoma cells suggesting that
clAP1/TRAF2 could account for the activation of STAT3 in these
cells. Interestingly, we show here that inhibition of STAT3 by
niclosamide completely abrogated the tumor growth advantage
given by expressing clAP1 demonstrating that the activation of the
STAT3 axis is required for the tumor-promoting activity of clAP1.

The current model supports that TRAF2 acts solely as an adaptor
protein recruiting the clAP1/clAP2 E3-ligase in the receptor-
associated complex. Our work demonstrates that (i) oligomerisation
of TRAF2 is sufficient to stimulate pro-tumoral signaling pathways,
(i) TRAF2 is a critical regulator of the oncogenic activity of clAP1
and (iii) clAP1 is essential for TRAF2' capacity to bind signaling
molecules, independently of receptor activation. The clAP1-
encoding BIRQ gene as well as TRAF2 are found recurrently
amplified in human epithelial cancers [30, 45]. IAPs constitute
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promising target for anticancer therapy and a number of IAP
antagonists have been developed and are currently under clinical
investigation [30]. Most of them are Smac mimetics that block the
anti-apoptotic activity of XIAP and induce the degradation of clAP1
and, in some cases, other members of the IAP family. Considering
our results, it could be interesting to develop molecules able to
inhibit the oligomerisation of TRAF2 or the clAP1-TRAF2 interaction.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and treatments

SV40 immortalized wt, clAP1 (single Knock out, SKO) and
clAP1~/~/clAP2~/~ (double KO, DKO) mouse embryonic fibroblasts (MEFs)
(J. Silke & D. Vaux, Melbourne, Australia), A549 human lung carcinoma cell
line, HelLa cervical carcinoma cell line and Phoenix-Eco 293 T cells
(Invitrogen, Carlsbad, USA) were cultured in DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, Dominique Dutscher, Brumath, France) high glucose
medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Dominique
Dutscher) at 37°C, 5% CO, environment. MEFs were transformed by
HRas-V12 as previously described [11]. MEFs were treated with 1-2 uM
niclosamide, 2 uM Bay-11-7082, 2uM Trametinib (Euromedex, Souffel-
weyersheim, France) or 100 ng/mL anti-IL-6 neutralizing antibody (Invivo-
gen, San Diego, USA). GDCO152 (Euromedex) was used at 1 to 5 pM.

Plasmid constructs, siRNAs, cell transfection, and viral
transduction

Plasmids used were: pMSCV-control, pMSCV-clAP1, pMSCV-clAP1ABIR1,
pPMSCV-clAP1ABIR2, pMSCV-clAP1-L47A, pMSCV-iBIR1 (clAP1). Cells were
transfected using Jet PEl transfection reagent (Polyplus transfection,
Ozyme, France) for plasmids or Lipofectamine® RNAimax (Thermofisher
Scientific, Waltham, USA) for siRNAs against human clAP1 (#5102654442),
human TRAF2 (#S100129619), mouse TRAF2 (#5101454544) or human STAT3
(#1: SI01435294 and #2: SI01435287) from Qiagen (Hilden, Germany)-
Phoenix-Eco 293 T cells used for viral production were transfected using
Jet PEL For the infection of MEFs, retrovirus-containing supernatant was
supplemented with 1 pug/mL of polybrene (Sigma-Aldrich, St-Louis, USA).
Cells were selected with 2.8 pg/mL of puromycine.

In vivo experiments

Nude (NMRI-Foxn1nu/Foxn1nu) mice (Charles River Laboratories, Saint-
Germain-Nuelles, France) (female between 6 and 8 weeks old) were
housed in pathogen free conditions in zootechny center (certification no.
C2146404EA). All studies were approved by the Ethics Committee for
Animal Welfare of the University of Burgundy and the French Ministry of
Higher Education and Research (APAFIS#5438-201611301622214). For
subcutaneous tumors, mice were randomized and inoculated subcuta-
neously with 500,000 or 750,000 HRas-V12-transformed MEFs. When the
tumors reached 100 mm?, mice were allocated into experimental groups
so that the mean+/— SD was equivalent in each of the groups and daily
treated intraperitoneally with niclosamide (30 mg/Kg), trametinib (1 mg/
kg) or vehicle. Tumor volume was measured with calipers and calculated as
proposed by Laval University (Québec, Canada): (4/3)*3.14159*(length/2)
*(width/2)%. For artificial metastasis model, HRas-V12-transformed MEFs
were injected into the tail vein (10°) in a volume of 100 uL. Mice were
sacrificed 36 days after intravenous injection of the cells. Lung nodes were
counted by macroscopic analysis. The experiments were performed at
least twice n = 6-10 per group. Statistical analyses were performed using
the Mann-Whitney test.

Cell extracts, subcellular fractionation, immunoprecipitation
and Western Blot

Cells were washed in cold 1X DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline,
Dominique Dustcher, Brumath, France) and lysed in RIPA buffer (50 mM
Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% Sodium deoxycholate, 0.1%
SDS, 1mM sodium orthovanadate, 1 mM PMSF) supplemented with a
proteases inhibitor cocktail (PIC, Sigma-Aldrich, St-Louis, USA) and
phosphatase inhibitor cocktail PhosSTOP™ (Merck, Darmstadt, Germany).
The subcellular fractionation was performed by lysing cells in 10mM
Hepes, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT (DiThioThreitol)
for 15 min on ice. NP-40 (0.6% final) was added to the lysate which then
subjected to centrifugation at 1200 g for 5min at 4 °C. The supernatant
containing the cytoplasmic fraction was collected. The pellet was lysed in

SPRINGER NATURE

102



B. Dumétier et al.

10

100 pL of 50 mM Tris-HCL pH8.0, 150 mM Nacl, 1%NP-40 for 15 min on ice.
The solution was centrifuged at 16,000g for 15min at 4°C and the
supernatant containing the nuclear fraction is collected. Proteins were
quantified using the Precision Red Advanced Protein Assay ADV02 kit
(Cytoskeleton, Denver, USA).

For Immunoprecipitation, cells were lysed in IP buffer (50 mM Tris HCL
ph7.4, 150 mM Nadl, 20 mM EDTA, 0.5% NP-40, Protease inhibitor cocktail
1X). Cell lysates were incubated with anti-TRAF2 (#ab126758, Abcam,
Cambridge, UK) antibodies overnight at 4°C. The lysates were then
incubated 2h with G Sepharose beads (Merk-Millipore, Fontenay-sous-
bois, France). Proteins were eluted by heating the mix to 95 °C for 10 min in
1X Laemmli buffer (Tris-HCI 150 mM pH 6,8; B-mercaptoethanol 15 %; SDS
6 %; glycerol 30 %; Bromophenol blue). For the Western blot analysis,
proteins were separated on SDS-PAGE and electro-transferred onto
polyvinylidene difluoride or nitrocellulose membranes (GE Healthcare,
Dominique Dutscher, Brumath, France). Blots were probed with the
following antibodies: anti-clAP1 (#AF8181, R&D systems, Minneapolis, USA)
and anti-pan-clAPs (#MAB3400, R&D systems, Minneapolis, USA), anti-
TRAF2 (#ADI-AAP-422, Enzo Life Sciences, Villeurbanne, France), anti-RIP1
(#610459, BD biosciences, USA), anti-lkBa (#4812S), anti-p-lkBa (532,
#2859S), anti-ERK1/2 (#4695T), anti-p-ERK1/2 (¥202/204, #4370T), anti-JNK
(#9252T), anti-p-JNK (T183/Y185, #81E11), anti-p38 (#D13E1), anti-p-p38
(T180/Y182, #D3F9), anti-STAT3 (#D3Z2G), anti-p-STAT3 (Y705, #D3A7),
anti-JAK2 (#D2E12) and anti-p-JAK2 (Y1008, #D4A8) and anti-p100/p52
NFkB (#4882) from Cell signaling technologies (Danvers, USA), anti-HSC70
(sc-7298, Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, USA) and anti-B-actin
(#MA1-140 Invitrogen, Waltham, USA), Anti-XIAP (AF8221, R&D systems)
and anti-Ras (sc-520, Santa cruz Technology Inc). Detection was performed
using peroxidase-conjugated secondary antibodies and chemilumines-
cence detection kit (ClarityTM or Clarity Max™ western ECL substrate, Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France). GST-pull-down assays were performed
as previously described [11].

Immunofluorescence. Cells were washed in cold 1X DPBS and fixed for
10 min in 4% paraformaldehyde/PBS, permeabilized using 0.1% triton
X-100 (10 min), and saturated for 20 min in PBS with 1% bovine serum
albumin and 1% of fetal bovine serum. Samples were incubated overnight
at 4°C in PBS-1%BSA with primary antibodies anti-GM130 (#610823, BD
Bioscience), anti-Caveolin-1  (#MA3-600, Invitrogen), anti-LAMP-1
(#ab25245, Abcam) or anti-PDI (#3501, Cell Signaling), washed and
incubated with secondary antibodies goat anti-rat Alexa568, goat anti-
mouse alexa568 or donkey anti-rabbit Alesa568 (Invitrogen) diluted in PBS-
1%BSA at room temperature for 1 h. Samples were then incubated with
Alexa488 labeled anti-TRAF2 antibody (Abcam ab198971) diluted in PBS-
1%BSA overnight at 4°C. Samples were washed for 10 min three times,
then mounted using ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI
(Thermofisher Scientific, Waltham, USA). Sample images were acquired
using an Axio Imager 2 using an Apotome.2 module, HXP 120C
illumination, Axiocam MRm using a 64x1.4NA objective.

RNA extraction and RT-gPCR. Total RNA of MEF DKO expressing or not
clAP1 or its mutants were extracted with Trizol reagent (TRizol Reagent &,
Invitrogen) according to manufacturer’s protocol. Tumors from in vivo
experiments were crushed in 1 mL of Trizol to extract their RNA. cDNA was
produced from 1pg of RNA with iScript cDNA synthesis kit (Biorad,
Hercules, USA). Quantitative real-time PCR was performed with ViiA 7 Real-
Time PCR System (Applied Biosystem, ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA) using Master Mix Applied Biosystems™ PowerUp™ SYBR™ Green
(Thermofisher Scientific, Waltham, USA) and the following primers: B-Actin
Forward: CGG-TTC-CGAT-GCC-CTG-AGG-CTC-TT, Reverse: CGT-CAC-
ACTTCA-TGA-TGG-AAT-TGA; IL-6 (Interleukine 6) Forward: TGA-TGC-ACT-
TGC-AGA-AAA-CA, Reverse: ACC-AGA-GGA-AAT-TTT-CAA-TAG-GC.

For the gPCR microarray, cDNA from MEF DKO-clAP1 and MEF DKO-
clAP1ABIR1 RNA were analyzed using Qiagen NF-kB Signaling Pathway RT?
Profiler PCR Array according to manufacturer’s protocol.

Clonogenic assay. Five thousand MEFs were seeded in soft-agar medium
for 3 weeks at 37°C in a 5% CO, atmosphere. They were treated with
1-2uM Niclosamide before plating. Colony number and size were
analyzed under microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany), and images
were taken using AxioVision software.

Cristal violet assay. One hundred thousand were plated in 6-wells plate.

Seventy-two hours later, cells were fixed and stained with a 0.5% Crystal
violet in methanol solution. Crystal violet was eluted with 37% acetic acid,
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and the OD at 620 nm was measured with a UVM 340 plate reader
(Biochrom, Cambourne, UK).

Mass-spectrometry.  A549 cells were treated or not with 5 uM of GDC-0152
for 6h. TRAF2 was immunoprecipitated and eluted. ESI-TRAP mass
spectrometry was performed by the CLIPP platform as described
previously [46] Data were analyzed with FunRich software, version 3.1.3
(Functional enrichment analysis tool) [47], using the human Uniprot or
FunRich database.

Statistical analysis

The correlation analysis of the clAP1, IL-6, and TNF-a expression in tumor
samples was done using the publicly available TCGA dataset using gene
expression profiling interactive analysis (GEPIA), using the Pearson
Correlation Coefficient. The non-parametric Mann-Whitney test was used
for the analysis of tumor growth in animals and RT-qPCR and Wilcoxon test
for clonogenic and western blot analyses.

DATA AVAILABILITY
Figshare https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21399906.
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Figure S1
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Figure S1. Deletion or mutation of the BIR1 did not alter E3-ubiquitin ligase activity of
clAP1. A. Hras-V12-transformed DKO MEFs were restored with clAP1 or clAP1 mutants. TRAF2
was immunoprecipitated and clAP1 and TRAF2 were analyzed by western blot. B. Hras-V12-
transformed DKO MEFs expressing or not several clAP1 mutants were incubated in the presence
of 5 uM for 24hrs of the smac mimetic GDC-0152. The level of clAP1 and its mutants was

analyzed by Western Blot.
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Figure S2
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Figure S2. Forced clustering of TRAF2 stimulated tumor growth. A. 250 000 HRas-V12-transformed
MEFs wild-type (wt) expressing or not the isolated BIR1 of clAP1 (iBIR1) were injected in nude mice.
Tumor volume 30 days after injection is represented. Statistical analysis was performed using the Mann
Whitney test. Mean +/- SEM, n=8. B. MEFs wt expressing or not iBIR1 were treated with 25 ng/mL TNFa
for 18 hrs and cell viability was analyzed. The Wilcoxon test was used for the statistical analysis. Mean +
SD, n=3. C. Hela cells were either transfected with vector expressing Flag-clAP1 or co-transfected with
vectors expressing Flag-clAP1 and YFP-iBIR1. Flag-clAP1 was immunoprecipitated and its interaction
with TRAF2 was analyzed by Western Blot.
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Figure S3
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Figure S3. Influence of clAP1 on TRAF2 protein interaction profile. A549 cells were treated with
vehicle (NT) or 5 yM GDC-0152 (GDC) for 6 hours. TRAF2 was immunoprecipitated and its interactome
was analyzed by ESI-TRAP mass spectrometry. A. Western blot analysis of clAP1 and TRAF2 in
immunoprecipitated sample. B. Enrichment analysis of TRAF2 partners in subcellular compartments using
the functional enrichment analysis tool (FunRich) and UniProt database. The significant enrichment is
shown.
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Figure S4
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Figure S4. Influence of clAP1 on TRAF2 protein interaction profile. A549 cells were treated with
SuM of GDC-0152 (GDC) or corresponding solvent (NT) for 6 hours. TRAF2 was immunoprecipitated
and its interactome was analyzed by ESI-TRAP mass spectrometry. Enrichment analysis of TRAF2
partners in biological processes using the functional enrichment analysis tool (FunRich) and UniProt
database. The significant enrichment is shown.
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Figure S5
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Figure S5. Analysis of the enrichment of TRAF2 partners in ErbB receptor- and RHO-GTPase-
mediated signaling pathways. A549 cells were treated with 5 pM GDC-0152 (GDC) for 6 hours.
TRAF2 was immunoprecipitated and its interactome was analyzed by ESI-TRAP mass spectrometry.
The analysis was performed using the functional enrichment analysis tool (FunRich) and FunRich
database. The significant enrichment is shown. NT: cells treated with vehicle.
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Figure S6
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Figure S6. Correlation analysis between TNF and clAP1-encoding BIRC2 gene expression in lung
adenocarcima (LUAD), Breast invasive carcinoma (BRCA) and Thyroid carcinoma (THCA), using the
publicly available TCGA dataset using the gene expression profiling interactive analysis (GEPIA
(http://gepia.cancer-pku.cn).
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Supplementary Materials & Methods

Cell culture, transfection and treatment:

Hela cervical carcinoma cell line (Invitrogen, Carlsbad, USA) and HRas-V12-transformed MEFs wt were
cultured in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Dominique Dutscher, Brumath, France) high
glucose medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Dominique Dutscher, Brumath, France) at 37°C,
5% CO, environment. MEFs wt Hela cells were transfected using Jet PEI transfection reagent (Polyplus
transfection, Ozyme, France) with pCR3-FLAG-cIAP1, pEYFP-BIR1 vectors. MEFs were treated with 25ng/mL

TNFa (R&D systems, Minneapolis, USA).

In vivo experiments:

HRas-V12-transformed MEFs wt were injected subcutaneously (250 000) in a volume of 100uL in nude (NMRI-
Foxnlnu/Foxnlnu) mice (Charles River Laboratories, Saint-Germain-Nuelles, France). Tumor volume was
measured with calipers and calculated as proposed by Laval University (Québec, Canada):

(4/3)*3.14159*(length/2)*(width/2)2. The experiments were performed at least twice n=6-10 per group.

Flag immunoprecipitation:

For FLAG-clAP1 immunoprecipitation, cell lysates were incubated 2 hours with ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel
(A2220, Merk-Millipore). Proteins were eluted by heating the mix to 95°C for 10 minutes in 1X Laemmli

buffer (Tris-HCI 150 mM pH 6,8 ; B-mercaptoethanol 15 %; SDS 6 %; glycerol 30 %; Bromophenol blue).
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lI. Discussion sur les propriétés oncogéniques de clAP1 et
TRAF2

A. Les mécanismes des propriétés oncogéeniques de clAP1

Nos résultats démontrent pour la premiére fois un réle de l'interaction entre clAP1 et TRAF2
dans les propriétés oncogéniques de clAP1. En effet, la déplétion de clAP1 et clAP2 dans un modele
de MEF diminue la croissance tumorale, alors que la restauration de clAP1 rétablit celle-ci. En
revanche, I'expression d’une protéine clAP1 incapable d’'interagir avec TRAF2 inhibe cet effet. clAP1
et TRAF2 sont associées dans la régulation de nombreuses voies de signalisation, présentées dans
la partie |V de l'introduction. Leur association est trés souvent impliquée dans I'activation de la voie
NF-kB, menant a des processus de survie et de prolifération cellulaire. De nombreux cancers
présentent une activation constitutive aberrante de NF-kB. De plus, I'implication de NF-kB dans le
développement de cette pathologie et dans la résistance aux traitements anti-cancéreux a été
largement démontrée (Rasmi, Sakthivel et Guruvayoorappan, 2020). |l n’est donc pas étonnant que

le binbme clAP1/TRAF2 présente une activité oncogénique.

Des propriétés oncogéniques de clAP1 ont clairement été démontrées chez la souris. En
2006, Zender et al. ont associé ces propriétés a une potentielle coopération entre c-Myc et clAP1.
L'analyse de la croissance tumorale d’hépatoblastes p537 exprimant c-Myc a démontré une
diminution de la croissance tumorale lorsque clAP1 ou YAP sont déplétées par un shARN. A
l'inverse, une surexpression de clAP1 ou YAP accélere la croissance tumorale (Zender et al., 2006).
Ces résultats ont été confortés par I'étude de Xu et al. Ces derniers ont démontré que clAP1 pouvait
stimuler la prolifération cellulaire dépendante de c-Myc en provoquant 'ubiquitination dégradative
de Madl, un inhibiteur de c-Myc (Xu et al., 2007). D’autres propriétés oncogéniques ont été
démontrées dans un modéle de carcinome mammaire présentant un KO conditionnel pour p53 et
Rb par I'équipe de Nikitin. Cette équipe a mis en avant la surexpression de clAP1, clAP2 et YAP
dans ces modéles et a démontré que la déplétion de ces protéines inhibe la croissance tumorale
(Cheng et al., 2010). Dans ces différentes études, I'implication de TRAF2 n’a pas été étudiée. Il est
donc possible que ce ne soit pas uniquement clAP1, mais le binbme clAP1/TRAF2 qui soit impliqué
dans ces propriétés oncogéniques. Pour autant, le contexte de ces études est trés différent du nétre.
En effet, notre modéle cellulaire a été transformé avec I'oncogene H-Ras V12. Il n’est donc pas
possible actuellement d’affirmer un réle de TRAF2 dans leur observation et il serait donc nécessaire

d’étudier le role de TRAF2 dans leur modéle d’étude.

Mon équipe a étudié le réle de clAP1 sur la RhoGTPase cdc42. Elle a mis en évidence que
clAP1, par son domaine BIR2, peut interagir directement avec cdc42 et moduler son activation
(partie |V.G de lintroduction). De plus, la déplétion de clAP1 diminue l'activation de cdc42 par H-

Ras V12 (Marivin et al., 2014). En revanche, I'expression de ce mutant lors de l'injection de ces
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cellules en sous-cutané présente une activité similaire a clAP1 dans la croissance tumorale (Figure
35 B). Cdc42, de par sa capacité a moduler le cytosquelette d’actine et la formation de filopodes,
est un régulateur puissant de la migration cellulaire et de I'invasion (Sadok et Marshall, 2014). Dans
l'étude publiee en 2014, Arthur Marivin et Jean Berthelet ont démontré que clAP1 contrélait
I'activation de cdc42 induite par I'expression de H-Ras-V12 (Marivin et al., 2014). De plus, ils ont
montré un réle de clAP1 dans I'adhésion de cellules de carcinome et des MEF transformées sur un
tapis de cellules endothéliales et leur insertion entre les cellules endothéliales. Notre hypothése est
que la capacité de clAP1 a contrdler le cycle d’activation de cdc42 soit un parameétre important dans
les capacités invasives des cellules exprimant clAP1. TRAF2 a été retrouvée dans le complexe
clAP1/cdc42. clAP1 lie directement cdc42 alors que TRAF2 est recrutée par clAP1. Dans l'article
publié en 2014, TRAF2 a été présentée comme un adaptateur permettant le recrutement de clAP1
dans les complexes membranaires de signalisation et libérant ainsi cdc42 du contréle de clAP1. Nos
résultats pourraient suggérer que TRAF2 pourrait avoir un réle plus important et pourrait étre un

partenaire régulateur du cycle d’activation de cdc42.
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Figure 35: Le domaine BIR2 est nécessaire aux propriétés migratoires de clAP1. A et B. Des cellules
MEF DKO reconstituées ou non avec clAP1, ou des mutants de clAP1 dépourvus de domaine BIR1
(clAP1ABIR1) ou BIR2 (clAP1ABIR2), ont été injectées par voie intraveineuse (A) ou sous cutanée (B). Le
nombre de nodules pulmonaires (A) et la croissance tumorale (B) ont été analysés 36 jours aprés injection.

B. L’agrégation de TRAF2 et ses propriétés oncogéniques

Une agrégation cytoplasmique de TRAF2 a été identifiée en présence de clAP1, mais pas
lors de la déplétion de cette derniere ou de l'inhibition de l'interaction entre clAP1 et TRAF2. TRAF2
forme des homotrimeres, ou des hétérotriméres avec TRAFL1 et 3, stables et fonctionnels (He et al.,

2004; Mace et al., 2010). clAP1 est active sous forme de dimere et peut ainsi se lier a deux trimeres
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de TRAF2 (Mace et al., 2010). Leur interaction a été décrite précisément dans la partie |V.A de
lintroduction. De plus, il a été démontré que clAP1 peut se lier 8 TRAF2 dans le cytoplasme sans
aucune stimulation préalable (Shu, Takeuchi et Goeddel, 1996). Il n’est donc pas étonnant de

détecter une agrégation de TRAF2 en sa présence.

Nos résultats démontrent en revanche que I'expression d’'un domaine BIR1 de clAP1 isolé
force I'agrégation de TRAF2 et stimule la croissance tumorale de la méme maniére que I'expression
de clAP1l. TRAF2 a été initialement décrite comme un adaptateur moléculaire, nécessaire pour
recruter clAP1 au niveau de récepteurs dans des complexes protéiques, afin que clAP1 puisse
ubiquitiner ses substrats. Nos résultats montrent donc que le réle de TRAF2 est plus complexe qu’un
simple rbéle d’adaptateur et que l'agrégation de TRAF2 pourrait réguler directement différents
processus cellulaires. L’équipe de Watanabe a démontré en 2002 que la surexpression de CD30
déclenche le recrutement et 'agrégation de TRAF2 et TRAF5 en absence de stimulation, menant a
I'activation de la voie NF-kB (Horie et al., 2002). Son agrégation par le domaine BIR1 pourrait donc
jouer un réle similaire et forcer I'activation de voies de signalisation pro-tumorales. Cette hypothese
est soutenue par I'analyse de l'interactome de TRAF2 en présence ou non de clAP1 dans les cellules
A549. En effet, cette analyse a mis en évidence la perte de plus de 70% de ses partenaires lors de
la déplétion de clAP1. Les récepteurs de la famille du TNFR n’ont pas été détectés, ce qui peut
s’expliquer par I'absence de stimulation de nos cellules. Ces résultats nous ameénent donc a nous
demander si les propriétés oncogéniques de clAP1 ne seraient finalement pas liées a I'agrégation
de TRAF2. clAP1, par son domaine BIR1, favoriserait la mise en place en place d’une forme active,
plus disponible, de TRAF2, qui serait impliguée dans la stimulation de voies de signalisation
favorisant des processus de survie et de prolifération cellulaires. Une comparaison de l'interactome
du modele de MEF DKO exprimant le domaine BIR1 isolé avec celui des MEF DKO ou des MEF
DKO exprimant clAP1, confirmerait I'importance de I'agrégation de TRAF2 dans son interaction avec
ses partenaires. Il serait alors possible de déterminer les voies de signalisation mises en jeu lors de
'agrégation de TRAF2.

Une analyse de la localisation de TRAF2 dans le modéle de MEF DKO exprimant clAP1 a
démontré une colocalisation de TRAF2 avec la PDI (Protein Disulfide Isomerase), un marqueur du
réticulum endoplasmique. TRAF2 n’est en revanche pas observée dans les lysosomes et I'appareil
de Golgi. Ces observations sont cohérentes avec I'étude de Wu et al. en 2005. Ils ont montré que la
surexpression de clAP1 et TRAF2, dans la lignée cellulaire COS-7 (une lignée de cellules fibroblast-
like rénales de singe), mene a leur colocalisation sous la forme de petits agrégats au niveau du
réticulum endoplasmique. CclIAP1/TRAF2 colocalisent ainsi avec Ubc6, une enzyme E2
transmembranaire du réticulum endoplasmique, favorisant ainsi I'activité E3 ubiquitine ligase de
clAP1 (Wu et al., 2005). Dans notre modele, il est donc possible que TRAF2 soit associée avec
clAP1 dans le réticulum endoplasmique, favorisant I'activité E3 ubiquitine ligase de clAP1 et régulant

ainsi son activité cellulaire. 1l serait intéressant dans un premier temps de confirmer par
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immunofluorescence la colocalisation de TRAF2 avec clAP1 dans le réticulum endoplasmique.
L’utilisation de la ligné DKO exprimant clAP1ABIR1, pourrait ensuite mettre en évidence I'importance
du binbme TRAF2/clAP1 dans la localisation de clAP1, ce qui suggérerait un réle régulateur de
TRAF2 sur I'activité E3 ubiquitine ligase de clAP1.

clAP1 est une protéine localisée a la fois dans le cytoplasme et le nhoyau et présente diverses
fonctions nucléaires. Mon équipe de recherche a par exemple étudié ces fonctions, et a mis en
évidence que clAP1 lie le facteur de transcription E2F1 et provoque son ubiquitination de type K63,
régulant ainsi son activité et donc le cycle cellulaire (Glorian et al., 2017; Allegre et al., 2018). Seo
et al. ont aussi démontré que clAP1 pouvait lier CtBP2 au sein du noyau, favorisant la transcription
des genes cibles de CtBP2 (Seo et al., 2020). TRAF2 ne semble pas étre détectée dans le noyau
dans notre modéle d’étude, suggérant que TRAF2 n’est pas impliquée dans les fonctions nucléaires
de clAP1. Pourtant, TRAF2 a déja été observée dans le noyau. L’équipe de Bishop a par exemple
observeé une localisation nucléaire de TRAF2 dans des lymphocytes B, impliqguée dans la régulation
de CREB (Mambetsariev et al., 2016). De plus, la localisation nucléaire de clAP1 n’a pas été étudiée
dans notre modéele cellulaire. Il n'est donc pas totalement exclu que TRAF2 puisse étre impliquée

dans les fonctions nucléaires de clAP1.

C. Les voies de signalisation régulées par linteraction entre
clAP1 et TRAF2

1. Le réle des récepteurs dans l'activité de clAP1/TRAF2

Nos résultats ont démontré une activation des MAPK ERK1/2 et de la voie NF-kB canonique
dans notre modéle de MEF DKO exprimant clAP1 en comparaison des MEF DKO. L’expression du
mutant clAP1ABIR1 inhibe cet effet. A l'inverse, I'expression de clAP1 n’a pas d’effet sur la MAPK
JNK et inhibe l'activation de p38. Ces voies de signalisation sont régulées par l'activation de
différents récepteurs, comme cela a été présenté dans la partie 1V de I'introduction. Alors comment
expliquer que la voie canonique de NF-kB et des MAPK ERK1/2 soient activées en présence du
binbme clAPL/TRAF2 et pas les MAPK p38 et JNK ? Nos observations ont été réalisées en absence
de stimulation des cellules, suggérant une activation constitutive de ERK1/2 et NF-kB, mais pas de
p38 et JNK, dépendante de clAP1/TRAF2. En revanche, il est important de préciser qu’il n’y a pas
eu de privation sérique, il est donc tout a fait possible que les facteurs de croissance présents dans
le sérum aient pu favoriser I'activation de ERK1/2 et NF-kB. La présence d’EGF, un facteur de
croissance pouvant promouvoir I'activation de ERK1/2 (Wee et Wang, 2017), de NF-kB (Biswas et
al., 2000), ainsi que p38 et INK (Gao, Ulekleiv et Halstensen, 2016), a par exemple été décrite dans
ce sérum (Lee et al., 2022). De plus, nos résultats portant sur I'interactome de TRAF2 ont mis en
évidence une interaction entre TRAF2 et 'TEGFR en présence de clAP1. clAP1 et TRAF2 pourraient
donc par exemple jouer un réle dans la signalisation cellulaire médiée par 'EGF, en régulant

spécifiquement 'activation des protéines ERK1/2 et NF-kB.
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2. La régulation des MAPK ERK1/2

La régulation des voies de signalisation des MAPK est un facteur important dans la mise en
place d’'une réponse adaptée des cellules a une stimulation. Leur activation peut favoriser des
processus de croissance et de survie mais aussi des processus de mort cellulaire. Le rdle de
clAP1/TRAF2 a principalement été démontré dans la régulation de I'activation des MAPK JNK et
p38. Cette régulation est en général dépendante du recrutement de clAP1 et TRAF2 au niveau de
complexe de récepteurs, et se fait via la régulation de I'activité de TAK1 (Dumétier, Zadoroznyj et
Dubrez, 2020). En revanche, la régulation des MAPK ERK1/2 par le binébme clAP1/TRAF2 n’a pour
linstant été que trés peu décrite. Dogan et al. ont démontré que clAP1 et clAP2 ainsi que XIAP
pouvaient inhiber leur activation en favorisant la dégradation de la MAPKKK C-RAF (Dogan et al.,
2008). Nos résultats s’opposent donc aux constatations de Dogan et al., démontrant plutét un réle
activateur de clAP1/TRAF2 sur ERK1/2.

Nos modéles de MEF sont transformés avec 'oncogéne H-Ras V12. La transformation de
nos modeéles cellulaires avec cet oncogéne a induit I'activation de ERK1/2 en comparaison de MEF
non transformées (résultats obtenus par Jean Berthelet). L’'activité de Ras passe par I'activation de
la voie RAF/MEK/ERK, de la voie PI3K/Akt/mTOR ainsi que par I'activation de GTPases de la famille
Rho telles que cdc42 (Berndt, Hamilton et Sebti, 2011). Il n’est donc pas étonnant d’observer une
activation de ERK1/2 dans nos modéles cellulaires. Mais alors comment expliquer que cette
activation de ERK1/2 soit plus importante dans notre modéle de MEF DKO exprimant clAP1 ? Un
réle de clAP1 dans la régulation de 'activité de H-Ras a déja été décrit par mon équipe de recherche,
notamment, comme cela a été décrit précédemment, clAP1 permet l'activation de cdc42. Une
hypothése possible serait que le binbme clAP1/TRAF2 soit impliqué dans d’autres voies induites par

H-Ras et en particulier la voie de signalisation RAF/MEK/ERK, régulant ainsi I'activation de ERK1/2.

Le tramétinib est un inhibiteur de MEK1 et 2, bloquant ainsi I'activation des ERK1 et 2. Son
utilisation dans nos modéles de MEF DKO exprimant clAP1 ou le mutant clAP1ABIR1 inhibe
indifféremment la croissance tumorale dans nos deux modéles. La voie MEK/ERK est nécessaire a
l'activité oncogénique de HRas-V12 (Berndt, Hamilton et Sebti, 2011), par contre, l'activité
promotrice de tumeur du bindme clAP1/TRAF2 est indépendante de I'activation des MAPK ERK1/2.

3. La voie de signalisation NF-kB canonique
Comme décrit précédemment, la voie de signalisation canonique de NF-kB est active dans
le modéle de MEF DKO exprimant clAP1, mais pas dans les modéles de MEF DKO ou DKO
exprimant les mutants de clAP1 incapables de lier TRAF2. La voie de signalisation canonique de
NF-kB joue un réle crucial dans les mécanismes d’inflammation. La stimulation de nombreux
récepteurs, de la famille du TNFR ou des PRR par exemple, méne a son activation. Elle induit
I'expression de génes impliqués dans les processus de survie, de prolifération et de différenciation

cellulaire. Les mécanismes de cette voie ont été présentés dans la partie |V.B.1 de l'introduction.
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clAP1 et TRAF2 sont impliquées directement dans la régulation de la voie de signalisation NF-kB,
et en particulier au niveau du TNFRL1. Elles sont recrutées au niveau du TNFR1 dans un complexe
protéique, permettant a clAP1 d’induire I'ubiquitination de RIPK1, provoquant la mise en place de la
voie canonique de NF-kB (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). Il n’est donc pas étonnant
d’observer une activation de cette voie en présence de clAP1 dans nos modéles. Une activation
excessive de cette voie est associée avec un développement tumoral accru, décrit précédemment
dans la partie |I.A de la discussion. Il est donc probable que les propriétés oncogéniques du bindbme

clAP1/TRAF2 passe par I'activation de la voie NF-kB canonique.

Dans nos observations, aucun récepteur n’a été stimulé. Une hypothése possible pouvant
expliquer ces résultats porte sur I'agrégation de TRAF2. clAP1 et TRAF2 interagissent ensemble
dans le cytoplasme indépendamment de la stimulation de récepteurs (Shu, Takeuchi et Goeddel,
1996). Nos résultats ont démontré la formation d’agrégats de TRAF2 en présence de clAP1. De
plus, I'étude de l'interactome de TRAF2 a mis en évidence l'interaction accrue de TRAF2 avec des
acteurs de la voie NF-kB, en présence de clAP1. |l est donc possible que ces agrégats puissent étre
suffisants pour induire l'ubiquitination de RIP1 et la formation des plateformes de signalisation,
conduisant a l'activation de la voie canonique de NF-kB, malgré I'absence de stimulation des

récepteurs, et pourrait ainsi stimuler la croissance tumorale.

4. La voie de signalisation NF-kB non canonique

L’étude de la voie non canonigue de NF-kB dans nos modéles de MEF a mis en évidence
une activation importante de cette voie lorsque clAP1 et clAP2 sont déplétées. De plus, la
restauration de clAP1 inhibe I'activation de cette voie. Ces résultats ne sont pas inattendus. Cette
voie est activée principalement par la protéine NIK. En absence de stimulation, cette voie est inhibée
par clAP1 et 2. TRAF3 se lie a NIK et recrute TRAF2 qui permet la liaison de clAP1 et clAP2. Cette
proximité entre NIK ainsi que clAP1 et 2 conduit a I'ubiquitination dégradative de NIK par clAP1 et
2, inhibant ainsi la voie de signalisation non canonique de NF-kB. La stimulation des récepteurs de
la famille du TNFR ne possédant pas de domaine de mort tels que le TNFR2, CD40 ou BAFF-R
provogue le recrutement du complexe clAP1-clAP2-TRAF2-TRAF3 a la membrane, libérant ainsi
NIK et menant a I'activation de la voie NF-kB non canonique (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez,
2020).

De maniére surprenante, I'expression d’'un mutant de clAP1 n’arborant pas de domaine BIR1
accrofit I'inhibition de cette voie de signalisation. En absence du domaine BIR1, clAP1 ne peut pas
s’associer a TRAF2 et ne peut donc pas étre recrutée au niveau de NIK afin d’'induire sa dégradation.
Alors comment expliquer que le mutant de clAP1ABIR1 puisse inhiber I'activation de la voie NF-kB
non canonique ? Notre hypothése repose sur les travaux de I'équipe de Wright. Cette derniére a
démontré que NIK possédait un motif IBM reconnu par le domaine BIR2 de clAP1. NIK peut donc

directement interagir avec le domaine BIR2 de clAP1. Ceci stabilise le complexe et est nécessaire
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a l'ubiquitination et la dégradation de NIK par clAP1 (Lee et al., 2014). Notre hypothese est donc
gu’en absence du domaine BIR1, le domaine BIR2 de clAP1 est plus facilement accessible pour
NIK, favorisant ainsi l'interaction entre clAP1 et NIK et menant a la dégradation de ce dernier,
inhibant ainsi la voie non canonique de NF-kB. Il serait donc trés intéressant d’inhiber le protéasome
afin d’étudier le recrutement de NIK au niveau du mutant clAP1ABIR1 afin de confirmer notre

hypothése.

La suractivation de la voie non canonique de NF-kB peut étre associée avec un
développement tumoral accru comme cela a été démontré dans le myélome multiple (Keats et al.,
2007). L’équipe de Fulda a observé en 2006 quele SMAC mimétique BV6, utilisé a des
concentrations non toxiques, stimule I'élongation, la migration et linvasion de cellules de
glioblastomes, dépendamment de I'activation de la voie NF-kB non canonique (Tchoghandjian et al.,
2013). Gardam et al. ont aussi démonté en 2011 que la déplétion de clAP1 et clAP2 provoquait une
suractivation de la voie NF-kB non canonique dans des lymphocytes B, favorisant ainsi la survie
cellulaire (Gardam et al., 2011). Nous aurions donc pu nous attendre a une croissance tumorale
accrue dans notre modele de MEF DKO. Pourtant, la croissance tumorale de ce modeéle est bien
plus faible que celle du modéle de MEF DKO exprimant clAP1, suggérant que la voie NF-kB non

canonique n’est pas impliquée dans les processus de croissance tumorale de nos modéles.

5. L’interaction clAP1/TRAF2 régule I’activation de STAT3

Une surexpression des genes cibles de NF-kB dans notre modéle de MEF DKO exprimant
clAP1 a été observée en comparaison des MEF DKO exprimant clAP1ABIR1. Ces résultats ne sont
pas surprenants, la voie canonique de NF-kB étant plus active dans le modéle de MEF DKO
exprimant clAP1. L’activation de cette voie méne a la translocation de NF-kB dans le noyau, afin de
promouvoir I'expression de génes anti-apoptotiques, permettant aux cellules d’échapper aux
mécanismes de stress induits par la réponse inflammatoire par exemple. Il est donc fortement
probable que l'activité oncogénique du bindme clAP1/TRAF2 soit dépendante de la surexpression
de ces genes cibles. NF-kB induit aussi I'expression d’une grande variété de cytokines impliquées
dans la réponse immunitaire telles que le TNFa ou I'lL-6. Une surexpression de I'lL-6 a été justement
observée dans nos MEF DKO exprimant clAP1 mais pas dans les MEF DKO exprimant le mutant
clAP1ABIR1. L'inhibition de la voie NF-kB par le BAY-11-7082 inhibe cette surexpression,
démontrant I'implication de NF-kB dans la surexpression de I'lL-6. De plus, une corrélation a été
observée entre I'expression de clAP1 et 'expression de I'lL-6 dans les cancers du poumon, du sein

et de la thyroide, suggérant un réle de I'lL-6 dans les propriétés oncogéniques de clAP1/TRAF2.

La voie de signalisation de I'lL-6 passe par l'activation des protéines STAT3 et JAK et
favorise I'expression de génes de survie et de prolifération. Son hyperactivation est retrouvée dans
de nombreux cancers et est associée a un mauvais pronostic et a la formation de métastases

(Johnson, O’Keefe et Grandis, 2018). La signalisation induite par I'lL-6 est médiée par deux voies

118



de signalisation différentes : la voie classique et la voie trans. Dans la voie classique, 'lL-6 est
reconnue par le récepteur membranaire IL-6R. Le complexe ainsi formé se lie ensuite a la sous-
unité gp130 du récepteur a I'lL-6, menant a la formation d’'un complexe hétéro-hexamérique,
composé de deux molécules d’IL-6, d'IL-6R et de gp130. Dans la voie trans, I'lL-6 ne se lie pas au
récepteur membranaire IL-6R mais au récepteur soluble sIL-6R qui s’associe ensuite avec la sous-
unité gp130. L’expression de la sous-unité gp130 est ubiquitaire, a linverse du récepteur
membranaire IL-6R, dont I'expression est beaucoup plus limitée. Le récepteur soluble sIL-6R permet
donc a I'ensemble des cellules de répondre a I'lL-6. Les protéines JAK1 et JAK2 sont ensuite
recrutées au niveau du gp130 et s’activent par autophosphorylation. Ces deux protéines induisent
ensuite la phosphorylation de gp130, permettant le recrutement de STAT3 sur gpl130. STAT3 est
ensuite phosphorylée par JAK1 et 2, menant a sa dimérisation et a sa translocation dans le noyau
provoguant la transcription des génes cibles de STAT3 (Johnson, O’Keefe et Grandis, 2018; Lokau
et al., 2019) (Figure 36).

RN 2.

Transcription de
géne cibles

Figure 36 : La voie de signalisation classique de I'lL-6. 7. L’IL-6 est reconnu par le récepteur membranaire
IL-6R. 2. Ce dernier interagit ensuite avec la sous-unité gp130 afin de former un complexe hétéro-hexamérique
composé de deux molécules d’IL-6, de I'lL-6R et de gp130. 3. Les protéines JAK1 et 2 sont recrutées au
niveau de gp130. 4. Elles s’activent par autophosphorylation puis induisent la phosphorylation de gp130. 5.
Cette derniére peut ainsi recruter STAT3. 6. STAT3 est & son tour activée par phosphorylation par JAK1 et 2.
7. STAT3 peut ainsi se dimériser. 8. Ce dimere est ensuite transloqué dans le noyau afin de provoquer la
transcription de génes cibles.

Dans le modele de MEF DKO surexprimant clAP1, I'activation constitutive de STAT3 et de
JAK2 est plus importante que dans les modéles DKO et DKO exprimant le mutant clAP1ABIR1. De
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la méme maniére, la déplétion de TRAF2 ou linhibition de NF-kB, dans le modéele de MEF DKO
exprimant clAP1, inhibe l'activation de STAT3. Le traitement de MEF DKO avec un anticorps
neutralisant I'lL-6 n’a aucun effet, alors que sur les MEF DKO exprimant clAP1, il inhibe fortement
la phosphorylation de STAT3. Des résultats similaires ont aussi été obtenus dans des A549 dans
lesquelles la déplétion de clAP1 ou TRAF2 inhibe l'activation constitutive de STAT3 et JAK2.
L’activation de la voie NF-kB canonique dépendante de l'interaction entre clAP1 et TRAF2 provoque
donc la synthése d’IL-6. Cette derniére est sécrétée et active de maniére autocrine les voies de
signalisation de I'lL-6, provoquant l'activation de JAK2 et de STAT3. Ce systéme pourrait étre

impliqué directement dans les propriétés oncogéniques de clAP1.

L’inhibition de STAT3 par le niclosamide diminue la croissance tumorale des MEF DKO
clAP1 leur faisant perdre leur avantage prolifératif par rapport aux MEF DKO exprimant le mutant
clAP1ABIR1. Le niclosamide n’a en revanche aucun effet sur ces dernieres. De plus, la déplétion
de STAT3 par un siRNA inhibe la croissance des MEF DKO exprimant clAP1 mais n’a aucun effet
sur les MEF DKO. Les propriétés oncogéniques de l'interaction entre clAP1 et TRAF2 sont donc
bien dépendantes de l'activation de STAT3. De plus, une corrélation a été observée entre
I'expression de I'lL-6 et clAP1 dans les tumeurs sous-cutanées, a la suite d’une injection des MEF
clAP1 dans notre modele de xénogreffe (non montré). L’hyperactivation de STAT3 par I'lL-6 a été
associée a la formation de métastases et a une croissance tumorale accrue (Johnson, O’Keefe et
Grandis, 2018). De plus, l'activation autocrine de la voie IL-6 a été décrite comme un événement
impliqué dans les processus de tumorigénése (Grivennikov et Karin, 2008). Il est donc probable que
la régulation de la synthése d’IL-6 décrite précédemment soit impliquée dans ces processus.

L’utilisation d’inhibiteurs de I'lL-6 in vivo pourrait permettre de le confirmer.

Nous avons observé que le GDC-0152 est capable de bloquer I'activation de STAT3 dans
des cellules A549 cultivées en présence d'un exces d’IL-6, suggérant que clAP1 puisse aussi
directement contréler la voie STAT3 indépendamment de la production d’IL-6 (Figure 37). Il n’y a
actuellement aucune étude qui a mis en avant un réle de clAP1 dans cette voie de signalisation. En
revanche, I'équipe de So a démontré que TRAF2 pouvait se lier a gp130, afin d’inhiber la
phosphorylation activatrice de JAK et bloquer ainsi I'activation de STAT3. lls n'ont en revanche pas
étudié le role de clAP1 dans ce processus (Nagashima et al., 2016; Kimura et al., 2018). Notre
hypothése est donc que clAP1, en se liant a TRAF2, empéche le recrutement de TRAF2 sur gp130,
levant ainsi l'inhibition de la voie de I'IL-6. L’inhibition de clAPL1 libére donc TRAF2, facilitant ainsi
son recrutement au niveau du gp130. Afin de confirmer cette hypothése, il serait intéressant dans
un premier temps de confirmer I'implication de clAP1 en utilisant des siRNA ciblant clAP1, plutot
gue le GDC-0152. Il pourrait ensuite étre intéressant d’effectuer des expériences de PLA (Proximity

Ligation Assay) entre TRAF2 et gp130 en présence ou non de clAP1.
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Figure 37 : Effet du GDC sur la voie de I'lL-6 dans les cellules A549. Les cellules A549 ont été traitées
avec de I'lL-6 & 25 ng/mL pendant 24h et/ou du GDCO0152 a 5 uM de 15 minutes & 6h. Le niveau d’activation
de la voie IL-6 a été ensuite analysé par Western Blot. GAPDH a été utilisée comme contrble de charge.

D. Recapitulatif des propriéetés oncogéniques du binéme
CIAP1/TRAF2

Les résultats obtenus sur ce projet de recherche ont permis d’étudier précisément les
propriétés oncogéniques de clAP1/TRAF2 dans un modéle de MEF transformées avec 'oncogéne
H-Ras V12. Un rble de clAP1 dans l'activité de cdc42 avait déja été observé par mon équipe de
recherche dans ce modéle. Nous avons ici mis en évidence le réle du binbme clAP1/TRAF2 dans
I'activation des MAPK ERK1/2 médiée par H-Ras, ainsi que dans l'activation de NF-kB menant a la
sécrétion d’IL-6 et I'activation de STAT3. De plus, nos résultats ont démontré pour la premiére fois

limplication de STAT3 dans les propriétés oncogéniques de clAP1 (Figure 38).

NF-kB

ERK1/2 J'
Métastases Croissance tumorale

[ aap1 | TRAF2 |

Croissance tumorale

Figure 38 : Role de clAP1/TRAF2 dans le modele de MEF transformées avec H-Ras V12. H-Ras stimule
l'activation de cdc42 et ERK1/2. La stimulation de cdc42 est dépendante de clAP1 et stimule la formation de
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métastases. La stimulation de ERK1/2 est en partie dépendante de clAP1/TRAF2 et stimule la croissance
tumorale. clAP1/TRAF2 stimule la voie canonique de NF-«kB, provoquant la production d’IL-6, I'activation de
STAT3 et favorisant ainsi la croissance tumorale.

Par la suite, il serait nécessaire de confirmer I'implication de I'lL-6 dans les propriétés
oncogeéniques de clAP1/TRAF2 dépendantes de STAT3. Nous avons observé une interaction
potentielle de TRAF2 avec le récepteur a 'EGF. |l serait important de confirmer cette interaction et
d’étudier I'implication de clIAP1/TRAF2 dans les voies de signalisation médiées par I'EGF.
L’agrégation de TRAF2 par le domaine BIR1 stimule la croissance tumorale. Il serait donc
nécessaire d’étudier en profondeur les mécanismes cellulaires impliqués. De plus, il serait pertinent
d’analyser précisément le role de clAP1 dans les processus d’invasion cellulaire médiés par cdc42.
Il pourrait aussi étre trés intéressant d’étudier le réle des fonctions nucléaires de clAP1 dans son
activité oncogénique, et d’étudier 'implication de TRAF2 dans ces fonctions nucléaires. Il serait aussi

important de déterminer si nos observations sont généralisables a d’autre modeles cellulaires.
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lll. Lerdle de clAP1 et TRAF2 dans la fibrose pulmonaire et la

signalisation médiee par le TGF-B

Une analyse in sillico, réalisée a partir d’'une puce a ADN publique (GSE110147), a démontré
une surexpression significative de clAP1 et 2 ainsi que XIAP dans des poumons de patients atteints
de FPI, comparé a des fractions de poumons normaux bordant des poumons malades de patients
atteints de cancer du poumon (Figure 39 A). A I'inverse, une diminution significative de I'expression
de certains partenaires de clAP1 est décrite dans les poumons malades (Figure 39 B). Au sein de
I'équipe HSP-Pathies, I'équipe du professeur Bonniaud étudie le rble des protéines de la famille des
HSP dans le développement de la fibrose pulmonaire. Elle maitrise parfaitement le modéle murin
de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine. L’étude de I'expression de clAP1 et TRAF2 au sein
de ce modeéle (Figure 39 C) a confirmé la surexpression de clAPl et a mis en avant une
surexpression de TRAF2. Du fait de ces résultats et la maitrise du modéle de fibrose induite par la
bléomycine au sein du laboratoire, ma thése a donc également porté sur I'étude du rdle de clAP1 et

de son interaction avec TRAF2 dans la fibrose pulmonaire.
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Figure 39 : Surexpression de clAP1 dans des échantillons de poumons fibrosés. A. Les expressions de
clAP1 et 2 ainsi que XIAP ont été comparées, entre des poumons de patients atteints de FPI et des fractions
de poumons normaux bordant des poumons malades de patients atteints de cancer du poumon, a partir de la
puce a ADN GSE110147. B. Les expressions de TRAF2, E2F1 et NIK ont aussi été analysées a partir de la
méme base de données. C. Les expressions de clAP1 et TRAF2 dans des poumons de souris saines ou ayant
développé une fibrose pulmonaire par injection de bléomycine ont été étudiées par RT-gPCR

En 2016 dans une étude publiée dans American Journal of Respiratory Cell and Molecular
Biology, Ashley et al. ont mis en avant la surexpression de XIAP ainsi que de clAP1 et 2 dans le

modele murin de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine. lls ont démontré que I'administration
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du SMAC mimetique Debio 1143 inhibe le développement de la fibrose pulmonaire induite a la
bléomycine. lls ont expliqué cet effet par une inhibition de XIAP. Or le Debio 1143 est un SMAC
mimétique monovalent possédant une affinité plus forte pour clAP1 et 2 que XIAP (Figure 40). En
effet, il présente un Ki (constante d’inhibition) pour les domaines BIR3 de clAP1 et clAP2 de
respectivement 1,9 et 5,1 nM, alors qu’il n’est que de 66,4 nM pour XIAP (Selleck Chemicals,
Houston, Etats-Unis). De plus, il a été démontré qu'il induisait la dégradation de clAP1 (Liu et al.,
2014; Thibault et al., 2018). D’autre part, l'utilisation d’'un modéle de souris KO pour XIAP n’a pas
eu d’effet sur la fibrose pulmonaire induite a la bléommycine. En revanche, le développement de la
fibrose a déclenché une surexpression de clAP1 et 2 et I'utilisation de Debio 1143 sur ce modéle a
inhibé le développement de la maladie. Ces résultats les ont amené a conclure qu’en absence de
XIAP, un mécanisme de compensation médié par clAP1 et 2 était mis en place (Ashley et al., 2016).
Pourtant, ces résultats ne présentent aucune preuve d’'un réle de XIAP dans le développement de
la fibrose pulmonaire, et tendent plutbt a mettre en évidence I'implication d’autres IAP dans cette
pathologie. Il est donc tout a fait possible qu’'une autre IAP inhibée par le Debio 1143, telle que
clAP1, soit directement impliquée dans le développement de la maladie. Notre hypothése est donc

gue clAP1 est impliquée dans le développement de la fibrose pulmonaire.

A. Le GDC-0152 bloque le développement de la fibrose
pulmonaire

1. Le GDC-0152 inhibe I’apparition de la fibrose pulmonaire in

Vivo
Le premier objectif de mes travaux de thése a été de valider qu'un SMAC mimétique pouvait
bloquer I'apparition de la fibrose pulmonaire, afin de valider le réle des IAP dans cette derniere. Pour
cela, l'effet du GDC-0152 dans I'apparition de la maladie a été étudié dans le modéle murin de
fibrose pulmonaire induite a la bléomycine. Le GDC-0152 est un SMAC mimétiqgue monovalent,
possédant une forte affinité pour clAP1 et 2 ainsi que XIAP (Ki de respectivement 17, 43 et 28 nM
pour leur domaine BIR3 (Selleck Chemicals, Houston, Etats-Unis)) (Figure 37), couramment utilisé
par notre équipe de recherche. Son utilisation in vitro et in vivo est parfaitement maitrisée par mon

équipe et il a donc été choisi pour la suite de ces travaux.
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Figure 40 : Structure du GDC-0152 et du Debio 1143.

La bléomycine a été injectée par voie intratrachéale a 'ensemble des souris. Elle provoque
rapidement une phase inflammatoire durant laquelle différentes cytokines pro-inflammatoires vont
étre synthétisées, dont le TGF-B, et qui vont mener au développement de la fibrose pulmonaire
(Khalil et O’Connor, 2008). Cette derniere commence a se développer en général au bout de 7 a 8
jours. A partir du deuxiéme jour aprés linjection de bléomycine, le GDC-0152 ou le tampon de
préparation du GDC-0152 (NaCl 0,9% et DMSO) a été injecté a des concentrations de 7,5 ou 15
mg/kg par voie intraveineuse tous les 2 jours jusqu’a I'euthanasie des souris, réalisée le 21°™ jour
(Figure 41 A). Le développement de la fibrose pulmonaire a été analysé de différentes maniéres.
Dans un premier temps, un LBA (Lavage BronchoAlvéolaire) a été réalisé. Ce dernier n’est pas
suffisant pour diagnostiquer la pathologie mais la présence de cellules dans le LBA est
caractéristique du développement de la fibrose (Pesci et al., 2010). Un comptage cellulaire a été
réalisé sur ces prélevements et de fagon trés intéressante, le GDC-0152 diminue de maniéere dose
dépendante [linfiltration cellulaire du LBA. L'effet a une concentration de 15 mg/kg est

statistiguement significatif. (Figure 41 B).

Le dépodt excessif de collagéne est un des principaux marqueurs du développement de la
fibrose pulmonaire. Un moyen efficace d’évaluer le développement de la maladie est donc de
guantifier le collagéne présent dans les poumons. Les poumons ont donc été récupérés et le
collagene a été dosé de deux maniéres différentes : par Sircol, un réactif composé entre autres de
rouge Sirius permettant la coloration en rouge et la précipitation du collagéene, et par une coloration
de coupe de poumons au rouge Sirius. Les deux méthodes de dosage montrent une diminution
significative du taux de collagene chez les souris traitées au GDC-0152 a 15 mg/kg en comparaison
du groupe contrdle. Dans le groupe de souris traitées avec du GDC-0152 a 7,5 mg/kg I'effet est en
revanche moins important. Dans ce groupe, deux populations de souris se dessinent: une
population répondant au traitement (entourée en vert) et une seconde ne semblant pas du tout y

répondre (entourée en bleu) (Figure 41 C et D).

Afin d’étudier plus précisément l'effet du GDC-0152 a 15 mg/kg sur l'apparition de la

maladie, la quantité des protéines a-SMA et PAI-1 a été étudiée par Western Blot sur les échantillons

125



de poumon. PAI-1 est I'un des principaux inhibiteurs de la fibrinolyse. Son expression favorise le
développement de la fibrose pulmonaire en facilitant 'accumulation de composants de la matrice
extracellulaire dont le collagéne. La protéine a-SMA est, quant a elle, un marqueur cellulaire des
myofibroblastes matures, dont la présence persistante et excessive est une des principales causes
du développement de la fibrose pulmonaire, provoquant I'accumulation incontrélée de composants
de la matrice extracellulaire, comme cela a été décrit dans la partie V.G de I'introduction. Ces deux
protéines sont donc des marqueurs du développement de la fibrose pulmonaire et sont en général

surexprimées durant le développement de cette derniére (Fernandez et Eickelberg, 2012).

Premierement, le GDC-0152 provoque bien la dégradation de clAP1 dans la plupart des
souris mais n’a pas d’effet sur la quantité de XIAP. Deuxiémement, il diminue fortement la quantité
de PAI-1 et surtout d’a-SMA retrouvée chez les souris non traitées. Le GDC-0152 semble donc
inhiber la différenciation des cellules pulmonaires en myofibroblastes et pourrait ainsi inhiber
I'apparition de la maladie. Une souris n’a pas du tout répondu au GDC-0152 (encadré en rouge). En
effet, la quantité de clAP1 n’est pas diminuée en présence de GDC-0152 (Figure 41 E). De maniére
trés intéressante, cette souris présente un taux trés élevé de collagene, détecté par les deux
méthodes de dosage (entouré en rouge) (Figure 41 C et D). On observe une corrélation significative
entre le taux de clAP1 et la quantité de collagéne, ce qui conforte 'hypothése que clAP1 puisse étre

impliguée dans I'apparition de la maladie (Figure 41 F).

Ces résultats ont permis de confirmer que l'utilisation d'un SMAC mimétique, ici le GDC-
0152, diminue fortement l'apparition de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la
souris. Malheureusement, lorsque des patients sont diagnostiqués pour une fibrose pulmonaire,
bléomycine, donc bien avant le développement de la fibrose pulmonaire. Les résultats obtenus
précédemment permettent donc de mettre en avant un effet du GDC-0152 sur I'apparition de la

maladie, mais ne sont pas suffisants pour conclure sur un potentiel effet curatif de ce traitement.

126



A I

[ Alimentation enrichie

Bléomycine Point limit
J Inflammation Fibrose pulm@ﬁiﬁ
>

J-7 Jo J2 15 18 J12 J15 J19 J21
GDC-0152 Euthanasie
B 025 - C “ -
0.20 - f '
g u ¥ A @
= 015 £ % 7 S
o ®le oo v
[ ] @ a
0.05 - - &_ < ln A
0.00 L — ; ; . ; . AR
S R A N
élb 0’\\ (_)ON (:\\ Q(;\r B
S — T T o
S Q > “ K ) )
e’b O’\‘ e_)o ("\‘ Q(’
KN S OV O
30 - 9 ©
D E Bléomycine + DMSO 15 Bléomycine + GDC 15
o A —]
525_.0 A q-SMAl-—--— - — - — -|—42
> |ee At ©®
%20 ° 2y ¢ PAI-1[W T — - !- I
S 204
g | = ?: cAPlfem = o wr W e o [Em] |0
§ 154 XIAP[ 0 S e 'wm] IF‘ W56
TRAF2 Rk B e e
10 { (; {,; 0_.) c; HSC70| —_—— e — - — —---‘----l-m
O A~ N A N
W & & & B-actine] wee SIS . G S ——— - -] 5
N 9 o  —
F  30q
p = 0.003
o 254
C
‘D
(®)]
®©
Jo)
O 204
15 1 1 I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Unité relative clAP1

Figure 41 : Le GDC-0152 inhibe I’apparition de la fibrose pulmonaire. A. De la bléomycine & 1,5 mg/kg a
été injectée en intratrachéal a 'ensemble des souris C57BL/6. Deux jours aprés l'injection de bléomycine, les
souris sont divisées en 5 groupes : le premier recoit en intraveineuse du GDC-0152 a 7,5 mg/kg (GDC 7,5),
le second du GDC a 15 mg/kg (GDC 15), le troisieme du NaCl a 0,9% (NT) et les deux derniers du NaCl 0,9%
combiné a la concentration DMSO utilisé pour le GDC (DMSO 7,5 et DMSO 15). Les injections pour chaque
groupe sont réalisées tous les deux jours. Les souris ont été euthanasiées le 21'*™¢ jour. B. Les cellules
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présentes dans les lavages bronchoalvéolaires ont été comptées pour chaque souris. C et D. Le collagéne
présent dans les poumons des souris a été évalué par Sircol (C) et rouge Sirius (D). E. Certaines protéines
de la famille des IAP (clAP1, clAP2 et XIAP), TRAF2 ainsi que PAI-1 et a-SMA ont été analysées par Western
Blot dans les poumons des souris DMSO 15 et GDC 15. L’HSC70 et la B-actine ont été utilisées comme
contr6le de charge. F. Les niveaux relatifs de clAP1 et d’a-SMA ont tous les deux été évalués par une analyse
densitométrique des Western Blot. Une étude corrélative entre le niveau de clAP1 et la quantité de collagéne
a été ensuite réalisée. Le test de Student a été utilisé pour les analyses statistiques.

2. Le GDC-0152 posseéde un effet curatif sur le développement

de la fibrose pulmonaire in vivo

Afin d’analyser I'effet thérapeutique du GDC-0152, une nouvelle expérience in vivo a été
réalisée. Une partie des souris a été injectée avec de la bléomycine, l'autre partie a été utilisée
comme contrdle négatif. Le traitement au GDC-0152 a été fixé a 15 mg/kg, correspondant a la dose
optimale observée précédemment, et celui-ci a commencé a partir du 9™ jour, lorsque la fibrose
est déja installée (Figure 42 A). Au 21°™ jour, les souris ont été euthanasiées et les poumons ont
été récupérés afin de doser le collagéne par Sircol et coloration au rouge Sirius. Le dosage au Sircol
montre que la bléomycine provoque bien une forte augmentation de la quantité de collagéne, liée a
un développement de la fibrose pulmonaire. Le GDC-0152 inhibe fortement 'augmentation de la
guantité de collagene, et maintient méme cette quantité quasiment au niveau du contrble négatif,
excepté pour une souris (entourée en rouge) (Figure 42 B). Ces résultats sont confirmés par la
coloration au rouge Sirius. Le marquage est beaucoup plus important chez les souris ayant regu
uniquement l'injection de bléomycine comparé aux souris traitées avec le GDC-0152 (Figure 42 C).

Le GDC-0152 présente donc aussi un effet curatif sur le développement de la fibrose pulmonaire.

L’effet du GDC-0152 a aussi été analysé par Western Blot. Comme attendu, le GDC-0152
provoque aussi la dégradation de clAP1, excepté pour une souris (entourée en rouge) qui, de
maniére intéressante, correspond a la souris présentant un fort taux de collagene observé
précédemment. Les quantités de PAI-1 et d’'a-SMA sont aussi sensiblement diminuées par le GDC-
0152, démontrant la capacité de ce dernier a inhiber le développement de la fibrose pulmonaire. Cet
effet n’est en revanche pas observé pour la souris présentant un fort taux de clAP1 (Figure 42 D).
Nous retrouvons une corrélation significative entre le taux de clAP1 et la quantité de collagéne
(Figure 42 E).

Ces résultats prouvent donc que le GDC-0152 présente un effet curatif sur la fibrose

pulmonaire et que les IAP jouent un réle dans le développement de cette derniere.
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Figure 42 : Le GDC-0152 inhibe efficacement le développement de la fibrose pulmonaire. A. De la
bléomycine a 1,5 mg/kg ou du NaCl 0,9 % a été injecté en intratrachéal a des souris C57BL/6. Neuf jours
apres ces injections, les souris ayant recu de la bléomycine sont divisées en 3 groupes : le premier recoit en
intraveineuse du GDC-0152 a 15 mg/kg (Bléo GDC), le second du NaCl a 0,9% (Bléo NaCl) et le dernier du
NaCl 0,9% combiné a la concentration de DMSO utilisée pour le GDC (Bléo DMSO). Les injections pour
chaque groupe sont réalisées tous les deux jours. Les souris ont été euthanasiées le 21'*me jour. B et C. Le
collagéne présent dans les poumons des souris a été évalué par Sircol (B) et rouge Sirius (C). D. clAP1,
TRAF2 ainsi que PAI-1 et a-SMA ont été analysées par Western Blot dans les poumons des souris des
groupes Bléo DMSO et Bléo GDC. L’HSC70 a été utilisée comme contréle de charge. E. Le niveau relatif de
ClAP1 a été évalué par une analyse densitométrique des Western Blot. Une étude corrélative entre le niveau
de clAP1 et la quantité de collagéne a été ensuite réalisée. Le test de Student a été utilisé pour les analyses
statistiques.

B. Le TGF-B provoque la surexpression de clAP1

Les données précédentes nous ont poussé a nous demander de quelle maniére les IAP, et
en particulier clAP1, affectent le développement de la fibrose pulmonaire. Un des principaux acteurs
du développement de cette maladie est le TGF-f. Par exemple, les protéines PAI-1 et a-SMA sont

principalement synthétisées en réponse a une stimulation au TGF-B (Fernandez et Eickelberg,

2012). Son action dans cette pathologie a été développée dans la partie V.G de l'introduction. Nous
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avons donc émis I'hypothése que clAP1 pouvait étre surexprimée en réponse au TGF-B et pourrait

ainsi réguler les processus cellulaires induits par ce dernier.

Afin de répondre a I'hypothése émise précédemment, le premier objectif a été d’analyser
I'expression de clAP1 en réponse au TGF-[3. Les expressions de certaines IAP en réponse au TGF-
B ont été étudiées dans les cellules A549 aprés 24 et 48h de traitement. La lignée cellulaire A549
est une lignée d’adénocarcinome pulmonaire humaine couramment utilisée au sein du laboratoire.
Sa réponse au TGF-B est parfaitement connue par notre équipe de recherche et elle a donc été
choisie pour la réalisation de ce projet. L’apparition de PAI-1 a été utilisée comme contrbéle de
I'activation des voies de signalisation du TGF-. Une augmentation significative du taux de clAP1 a
été détectée apres 48h de traitement mais pas de clAP2 et XIAP. La quantité de clAP2 diminue
méme en réponse au TGF-B (Figure 43 A et B). Une surexpression de clAP1 est aussi observée en
réponse au TGF- apres 24h de traitement par immunofluorescence (Figure 43 C). Ces résultats
ont été confirmés par marquage immunohistochimique de clAP1, sur des coupes de poumons de
souris développant une fibrose pulmonaire induite par une surexpression transitoire de TGF-f,
fournies par I'équipe du professeur Bonniaud. Les poumons malades présentent une forte

surexpression de clAP1 en comparaison des poumons sains (Figure 43 D).

Ces résultats mettent donc en avant une surexpression de clAP1 au niveau génique mais

aussi protéique, qui n’est pas observé pour les autre IAP, en réponse au TGF-f3.
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Figure 43 : Le TGF-B induit la surexpression de clAP1. A. Les expressions de clAP1, clAP2, XIAP, PAI-1
et TRAF2 ont été contrélées par Western Blot dans des cellules A549 traitées ou non avec du TGF-8 a 5
ng/mL pendant 48h. L’HSC70 a été utilisée comme contrble de charge. B. Le niveau de clAP1 a été évalué
par une analyse densitométrique des Western Blot (n=5). C. La protéine clAP1 (marquage rouge) a été
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analysée par immunofluorescence dans des A549 traitées ou non pendant 24h avec du TGF-8 a 5 ng/mL. Les
noyaux sont colorés au DAPI (bleu). D. Un marquage immunohistochimique de clAP1 a été réalisé sur des
coupes de poumons de souris contrble ou ayant développé une fibrose pulmonaire par surexpression du TGF-
B (TGF-B). Le test de Student a été utilisé pour les analyses statistiques.

C. Le binbme clAP1/TRAF2 régule les processus biologiques
médiés par le TGF-
1. clAP1 et TRAF2 régulent I’activité du TGF-3

Actuellement, aucun article de recherche n’a décrit un réle de clAP1 dans les processus
cellulaires médiés par le TGF-B (présentés dans la partie \V de l'introduction). Pourtant, les résultats
précédents suggerent un role de clAP1 dans ceux-la. L’objectif suivant a donc été d’analyser le rble

de clAP1 dans ces processus cellulaires.

Afin d’étudier cela, le SMAC mimétique GDC-0152 a été utilisé sur les cellules A549. Ce
dernier provoque bien la dégradation de clAP1 mais n’a pas d’effet sur les quantités de clAP2 et
XIAP (Figure 44 A). Aprées 48h de traitement, la combinaison du GDC-0152 avec le TGF-8 inhibe
'augmentation des taux de PAI-1 et d’'a-SMA observés avec un traitement au TGF-f3 seul (Figure
44 B). De plus, des expériences de migration en « Transwell » ont confirmé I'action du GDC-0152,
ce dernier inhibant la migration cellulaire induite par le TGF- (Figure 44 C). Les SMAC mimétiques
peuvent se lier & XIAP et inhiber son activité sans induire sa dégradation (Bai, Smith et Wang, 2014).
Il était donc nécessaire de confirmer que les effets observés étaient dépendants de clAP1. Pour
cela, les cellules A549 ont été traitées avec un siRNA ciblant clAP1 suivi d’un traitement au TGF-[3.
De la méme maniére que le GDC-0152, la perte de clAP1 provoquée par le siRNA inhibe de maniére
significative I'accroissement du taux de PAI-1 et d’a-SMA en réponse au TGF-B (Figure 44 D, E et
F).

TRAF2 est le partenaire principal de clAP1, comme cela a été décrit précédemment dans
l'introduction. Il était donc pertinent d’analyser le role de TRAF2 sur ces processus cellulaires. De
fagon tres intéressante, l'inhibition de TRAF2 par un siRNA inhibe aussi de maniére significative
'augmentation de PAI-1 et d’a-SMA. De plus, I'inhibition de TRAF2 diminue aussi le taux de clAP1,
ce qui pourrait s’expliquer par une inhibition de I'activation des voies du TGF-3, bloquant ainsi la
surexpression de clAP1 (Figure 44 D, E et F). TRAF2 régule donc aussi les processus cellulaires

médiés par le TGF-B.

Ces résultats démontrent pour la premiére fois la capacité de clAP1 a réguler les processus
biologiques médiés par le TGF-B. lls ont de plus mis en avant un réle de TRAF2 dans I'activité du
TGF-B. De ce fait, nous avons émis I'hypothése que clAP1 régule l'action du TGF-B par

I'intermédiaire de son interaction avec TRAF2.
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Figure 44 : Ladéplétion de clAP1l inhibe les processus cellulaires médiés par le TGF-B. A. Les protéines
de la famille des IAP (clAP1, clAP2 et XIAP) et TRAF2 ont été analysées par Western Blot dans des cellules
A549 traitées ou non pendant 48h avec du TGF-B a 5 ng/mL et/ou du GDC-0152 a 5 uM. Le GDC-0152 a été
ajouté 30 minutes avant le TGF-B. B. a-SMA et PAI-1, deux protéines synthétisées en réponse au TGF-£, ont
aussi été analysées par Western Blot dans les mémes conditions que précédemment. C. La migration de
cellules A549 traitées pendant 48h avec du GDC-0152 a 5 uM et/ou du TGF-B8 a 5 ng/mL a été suivie par
Transwell. Le GDC-0152 a été ajouté 30 minutes avant le TGF-B. D. L’effet du TGF-, utilisé a 5 ng/mL pendant
48h, sur des cellules A549 dont les expressions de clAP1 ou TRAF2 ont été inhibées par des siRNA, a été
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étudié par Western Blot. Pour 'ensemble des Western Blot, HSC70 a été utilisée comme contréle de charge.
E et F. Les niveaux de PAI-1 et a-SMA ont été évalués par une analyse densitométrique des Western Blot
(n=4 pour PAI-1 et n=3 pour a-SMA). Le test de Student a été utilisé pour les analyses statistiques.

2. L’action de clAP1 sur les effets du TGF- est dépendante de

son interaction avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase

clAP1 et TRAF2 régulent ensemble de nombreuses voies de signalisation, comme cela a été
présenté dans la partie 1V de I'introduction. Il ne serait donc pas étonnant que les effets observés
précédemment sur les processus cellulaires médiés par le TGF-B soient dépendants de leur
interaction. Afin de confirmer cette hypothése, le modéle de MEF immortalisées par 'oncogéne H-
Ras V12 et DKO pour clAP1 et clAP2 et développé précédemment dans notre équipe a été utilisé.
Ces derniéres ont été traitées 24 et 48h avec du TGF-B. Comme attendu, le traitement des MEF WT
provoque la synthése de PAI-1 et a-SMA dés 24h et cet effet est accru a 48h. L’absence de clAP1
et clAP2 dans les MEF DKO inhibe cet effet, confirmant les résultats obtenus sur la lignée cellulaire
A549 (Figure 45 A). Dans le but d’analyser le réle de I'interaction entre clAP1 et TRAF2 dans ces
effets, clAP1 ou le mutant clAP1 ABIR1, incapable d’interagir avec TRAF2, ont été surexprimés de
facon transitoire dans les MEF DKO suivi d’un traitement de 48h au TGF-[. L’expression de clAP1
rétablit 'augmentation de PAI-1 et a-SMA en réponse au TGF-3, mais la déplétion de son domaine
BIR1 et donc de son interaction avec TRAF2 inhibe cet effet (Figure 45 B). Ces résultats ont été
confirmés dans les lignées MEF DKO exprimant de fagon stable clAP1 ou les mutants clAP1ABIR1
ou clAP1-L47A, incapables d’interagir avec TRAF2 (Figure 45 C). L’effet de clAP1 sur les processus
cellulaires est donc bien dépendant de son interaction avec TRAF2, confirmant ainsi notre

hypothése.

clAP1 régule de nombreuses voies de signalisation par son activité E3 ubiquitine ligase
comme cela a été décrit dans la partie |V de l'introduction. Son action sur les processus cellulaires
médiés par le TGF- pourrait donc aussi étre dépendante de cette activité. Le réle de cette derniére
a été analysé en exprimant de fagon transitoire le mutant de clAP1 H588A dans le modele de MEF
DKO. Une mutation dans le domaine RING de l'histidine 588 en alanine, responsable de la
coordination d’'un atome de zinc nécessaire a lintégrité de la structure, bloque son activité E3
ubiquitine ligase (Yang et al., 2000). De la méme maniére que le mutant n’arborant pas le domaine
BIR1, I'expression du mutant H588A, bloque I'effet de clAP1 sur PAI-1 et a-SMA en réponse au
TGF-B (Figure 45 B).

L’action de clAP1 sur l'activité du TGF- est donc dépendante a la fois de son interaction

avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase.
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3. Le systéme ubiquitine/protéasome régule les processus

cellulaires médiés par le TGF-B

Un des principaux systémes mettant en jeu les processus d’ubiquitination est le systéme
ubiquitine/protéasome. La protéine jouant le réle d’E3 ligase promeut l'ubiquitination, en général de
type K48, de sa cible et promeut ainsi sa dégradation par le protéasome. Ce systéme a été introduit
dans la partie 1l de l'introduction. Or, les résultats précédents démontrent que I'activité E3 ubiquitine
ligase de clAP1 joue un role dans la régulation de la signalisation du TGF-B. Il est donc tout a fait
possible que clAP1 induise 'ubiquitination de certains de ses partenaires et provoque ainsi leur
dégradation afin de promouvoir la signalisation du TGF-B. Des cellules A549 ont été transfectées
avec un siRNA ciblant clAP1. Elles ont ensuite été traitées avec du TGF-B et/ou du MG132, un
inhibiteur du protéasome, pendant 48h. De la méme maniére que le siRNA ciblant clAP1, le MG132
abolit 'augmentation de PAI-1 médiée par le TGF- mais de maniéere plus importante que le siRNA.
L’effet est méme accru lorsque le MG 1332 est combiné avec le siRNA ciblant clAP1, démontrant un
effet synergigue entre les deux traitements. Les résultats obtenus ne permettent pas, en revanche,

de déterminer si c’est un effet synergique additif ou potentialisateur (Figure 45 D).

L’inhibition du protéasome bloque les processus cellulaires médiés par le TGF-. Il est donc
tout a fait possible que I'effet de clAP1 soit dépendant du systéme ubiquitine/protéasome. Les
résultats obtenus ne permettent pas en revanche d’assurer avec certitude un role de ce systéme
dans les propriétés de clAP1. Il serait par exemple nécessaire de surexprimer clAP1, et démontrer
gue le MG132 est capable de bloquer I'effet de cette surexpression, afin de confirmer le role du

systéme ubiquitine/protéasome dans I'action de clAP1.

L’ensemble de ces résultats montre donc que le rle de clAP1 sur la régulation de I'activité

du TGF-B est dépendante de son interaction avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase.
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Figure 45 : Le role de clAP1 sur les processus biologiques médiés par le TGF-B est dépendant de son
interaction avec TRAF2 et de son activité E3 ubiquitine ligase. A. Des MEF H-Ras V12 double KO pour
clAP1 et clAP2 (DKO) ou non (WT) ont été traitées 24h ou 48h avec du TGF-$ & 5 ng/mL. L’effet de ce dernier
a été analysé par Western Blot. B. L’action du TGF-B, utilisé a 5 ng/mL pendant 48h, sur des MEF DKO
surexprimant de fagon transitoire clAP1 ou des mutants de clAP1 a été analysée par Western Blot. Le mutant
ABIR1 ne peut pas interagir avec TRAF2 et le mutant H588A ne posséde pas d’activité E3 ubiquitine ligase.
C. La méme analyse a été réalisée sur des lignées de MEF DKO exprimant de facon stable clAP1 ou les
mutants ABIR1 et L47A de clAP1. Le mutant L47A posséde une mutation bloguant son interaction avec
TRAF2. D. L’effet du MG132 a 1 uM, un inhibiteur du protéasome, sur les conséquences d’une stimulation au
TGF-8 a 5 ng/mL pendant 48h sur des A549 a été examiné par Western Blot. Ces derniéres ont été
préalablement transfectées avec un siRNA contrdle ou ciblant clAP1. Le MG132 a été ajouté 30 minutes avant
le TGF-B. L'HSC70 est utilisée comme contrble de charge.

D. clAPlrégule les voies canoniques et alternatives du TGF-8

1. clAP1 est nécessaire a I'activation des MAPK et NF-kB par le
TGF-B

Le role de clAP1 dans la régulation des processus cellulaires médiés par le TGF- a été
confirmé précédemment. Ces derniers sont médiés par les voies de signalisation canonique et
alternatives du TGF-f3 (partie V.D de l'introduction). Par exemple, I'expression de PAI-1 et a-SMA a
au départ été associée a la voie de signalisation canonique du TGF-B (Dennler et al., 1998; Hu, Wu
et Phan, 2003). Or, il a aussi été montré que les voies de signalisation alternatives peuvent induire
I'expression de ces protéines (C. Yang et al., 2007; Sebe et al., 2008). Nous avons donc émis
I'hypothése que clAP1 était capable de réguler I'activation de voies de signalisation canonique ou

alternatives du TGF-B. Pour analyser I'activation des voies alternatives du TGF-f3, des cellules A549
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ont été traitées pendant 48h avec du TGF-f et/ou du GDC-0152. Le TGF-f induit la phosphorylation
activatrice des MAPK ERK1/2, JNK et p38 et cet effet est bloqué par le traitement au GDC-0152
(Figure 46 A). Le TGF-B provoque aussi la phosphorylation de IkBa, menant a sa dégradation et a
I'activation de NF-kB, et cette action est aussi inhibée par ce traitement (Figure 46 B). Le GDC-0152
est donc capable de bloquer I'activation de certaines voies alternatives de signalisation médiées par
le TGF-B. Afin de confirmer le réle de clAP1 sur cet effet, un siRNA ciblant clAP1 a été utilise, suivi
d'un traitement au TGF-B. La déplétion de clAP1 par ce siRNA diminue l'activation des MAPK
ERK1/2, JNK et p38 en réponse au TGF-B (Figure 46 C). De plus, elle bloque aussi 'activation de
la voie NF-kB (Figure 46 D).

Ces résultats démontrent donc que clAP1 est capable de réguler I'activation de plusieurs
voies de signalisation alternatives du TGF-[3.
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Figure 46 : clAP1 régule I’activation des voies alternatives du TGF-$. A et B. L’activation des MAPK (JNK,
p38 et ERK1/2) (A) et de NF-kB (B) a été observée par Western Blot dans des cellules A549 traitées avec du
TGF-B a 5 ng/mL et/ou du GDC-0152 a 5 uM pendant 48h. Le GDC-0152 a été ajouté 30 minutes avant le
TGF-B. C et D. Les mémes protéines que précédemment ont été étudiées en réponse au TGF-B a 5 ng/mL
pendant 48h dans des cellules A549 dont I'expression de clAP1 a été inhibée par un siRNA. L’HSC70 et la 3-
actine ont été utilisées comme contrdles de charge.
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2. clAP1 régule l'activation de la voie canonique du TGF-8

Afin d’étudier la voie canonique du TGF-B, un fractionnement cytoplasme/noyau a été réalisé
sur des cellules A549 traitées ou non au TGF-B et/ou du GDC-0152 pendant 48h. Le traitement au
TGF-B accroit la translocation de SMAD2 et 4 dans le noyau. L’ajout du GDC-0152 inhibe en partie
cette translocation. clAP1 semble donc pouvoir aussi réguler la voie canonique du TGF-B (Figure
47 A). Pour confirmer ces résultats, une cinétique courte de TGF-f3, allant de 30 minutes et 6h a été
réalisée, en présence ou non de GDC-0152. L’activation par phosphorylation de la protéine SMAD2
a la suite d’'une stimulation au TGF- est rapide et est donc plus facilement observable a des temps
de traitement courts (Xu, 2006). Le TGF-B provoque une forte augmentation de la phosphorylation
de SMAD2 jusqu’a 1h puis diminue jusqu'a 6h. De maniére trés intéressante, le GDC-0152 ne
bloque que trés peu l'activation de la protéine SMAD2 a 30 minutes. En revanche, il diminue de
maniére significative cette activation a 1h et 3h. De plus, 'augmentation de la quantité de clAP1 en
réponse au TGF-f3 est détectée tres tot, dés 30 minutes, pouvant s’expliquer par une surexpression
trés rapide de clAP1 en réponse au TGF-f3 (Figure 47 B et C). clAP1 est donc aussi capable de

réguler la voie canonique du TGF-B.

L’ensemble de ces résultats démontre donc que clAP1 régule a la fois la voie de signalisation

canonique du TGF- mais aussi les voies de signalisation alternatives de ce dernier.
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Figure 47: clAP1 régule la voie de signalisation canonique du TGF-B. A. Un fractionnement
cytoplasme/noyau a été réalisé sur des cellules A549 traitées ou non avec du TGF-8 a 5 ng/mL et/ou du GDC-
0152 a 5 uM pendant 48h. La phosphorylation ainsi que la translocation dans le noyau de SMAD2 ont été
analysées par Western Blot. E2F1 a été utilisée comme contrdle nucléaire et XIAP comme contrble
cytoplasmique. B. Une cinétique courte de TGF-8 a 5 ng/mL, allant de 30 minutes a 6h, a été réalisée sur des
cellules A549 préalablement traitées ou non avec du GDC-0152. La phosphorylation de SMAD2 a été analysée
par Western Blot. L’HSC70 a été utilisée comme contréle de charge. C. Le ratio pPSMAD2/SMAD?2 été quantifié
par une analyse densitométrique des Western Blot (n=3). Le test de Student a été utilisé pour les analyses
statistiques.

E. CclAP1 interagit avec les récepteurs au TGF-B et régule leur

quantité a la membrane

clAP1 et TRAF2 interagissent avec certains récepteurs de la famille du TNFR ou certains
PRR afin de réguler leur signalisation. Ces effets ont été présentés dans la partie |V de l'introduction.
De plus, les résultats précédents démontrent que clAP1 est capable de réguler a la fois les voies de
signalisation canonique et alternatives du TGF-f. De ce fait, nous avons émis I'hypothése que clAP1
et TRAF2 étaient capable de réguler l'activité des récepteurs du TGF-B. Afin d’étudier cette

hypothése, une immunofluorescence avec un simple marquage de TRAF2 a été réalisée sur des
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A549 traitées ou non avec du TGF- pendant 1h, 24h ou 48h en présence ou non de GDC-0152. La
stimulation pendant 1h des A549 provoque une accumulation de TRAF2 a la membrane. A 24 et
48h, le marquage de TRAF2 est plus important mais est aussi plus diffus, n’étant pas retrouvé
uniguement a la membrane. L'augmentation de la quantité de TRAF2 en réponse au TGF- n’est
pas observée en Western Blot. Ces résultats peuvent donc s’expliquer par une agrégation de TRAF2
ou un changement de conformation exposant I'épitope reconnu par I'anticorps. Le co-traitement avec
le GDC-0152 inhibe completement ces effets. TRAF2 ne se trouve plus a la membrane aprés 1h de
traitement et le marquage n’est pas accru a 24 et 48h. (Figure 48 A). Ces résultats suggérent que
TRAF2 est rapidement recruté a la membrane plasmique en réponse au TGF-3 et que cet effet est
dépendant de clAP1.

Afin de démontrer une interaction entre le récepteur TGFBR2 et clAP1, le récepteur TGFBR2
a été surexprimé de facon transitoire dans des A549, couplé a un tag HA. Ces cellules ont ensuite
été traitées ou non avec du TGF-B pendant 1h. Une co-immunoprécipitation du tag HA a été réalisée
et les présences de clAP1 et du TGFBR2 ont été analysées par Western Blot. Le TGFBR2 n’est
quasiment pas détecté dans linput, correspondant aux cellules non transfectées. Cela s’explique
probablement par une expression trop faible en comparaison avec les cellules le surexprimant,
rendant difficile sa détection en Western Blot. En absence de stimulation, clAP1 n’est pas détectée
mais a la suite d’'une stimulation d’1h au TGF-B, elle est observée aprés co-immunoprécipitation.
clAP1 semble donc interagir avec le récepteur TGFBR2 aprés une stimulation au TGF-$ (Figure 48
B). Afin de confirmer ces résultats, une protéine GST-clAP1 a été produite et une expérience de
GST pull-down a été réalisée avec des lysats de A549 traitées ou non au TGF- pendant 1h. Lorsque
la protéine clAP1-GST est incubée avec un lysat cellulaire non traité, le récepteur TGFBR2 n’est
quasiment pas détecté. A l'inverse, le taux de TGFBR2 interagissant avec clAP1 est bien plus
important lorsque le GST-clAP1 est incubé avec le lysat cellulaire traité 1h avec du TGF-B (Figure

48 C). clAP1 interagit donc avec le récepteur TGFBR2 a la suite d’'une stimulation au TGF-.

Les résultats précédents ont démontré que clAP1 interagit avec le TGFBR2 et régule la voie
canonique du TGF- 1h apres stimulation par ce dernier. Une explication plausible pour expliquer
ces résultats serait que clAP1 est recrutée au niveau du TGFBR2 afin de favoriser le recyclage des
récepteurs et accroitre la réponse au TGF-B. Les mécanismes de recyclage des récepteurs ont été
développés dans la partie V.E.1 de lintroduction. Le réle de clAP1 sur I'adressage du récepteur
TGFBR1 a la membrane a donc été analysé par cytométrie en flux. Des A549 ont été traitées ou
non avec du TGF-B pendant 1 ou 24h en présence ou non de GDC-0152, le récepteur TGFBR1 a
la membrane a été marqué et les cellules ont été analysées par cytométrie en flux. Le nombre de
cellules exprimant le récepteur a la membrane augmente fortement en réponse au TGF-3 apres 1h
mais retourne a un niveau basal aprés 24h. La combinaison avec le GDC diminue fortement le
nombre de cellules positives que ce soit en absence ou aprés 1h de stimulation (Figure 48 C). clAP1

régule donc la quantité de récepteurs TGFBR1 a la membrane a I'état basal et en réponse au TGF-
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B, ce qui pourrait s’expliquer par un réle de clAP1 sur le recyclage des récepteurs. clAP1 est donc

capable de se lier au récepteur TGFBR2 et de réguler le taux de TGFRB1 exprimé a la surface de

la cellule.
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Figure 48 : clAP1 interagit avec le récepteur TGFBR2 a la suite d’une stimulation au TGF-. A. Des
cellules A549 ont été traitées avec du TGF-8 a 5 ng/mL et/ou du GDC a 5 uM pendant 1h, 24h ou 48h. Le
GDC-0152 a été ajouté 30 minutes avant le TGF-B. TRAF2 a été analysée par immunofluorescence (rouge).
Les noyaux ont été marqués par DAPI (bleu). B. Le récepteur TGFBR2 marqué avec un tag HA a été
surexprimé de fagon transitoire dans des cellules A549. Ces derniéres ont ensuite été stimulées ou non au
TGF-8 pendant 1h a 5 ng/mL. Une immunoprécipitation du tag HA a été réalisée et la présence de clAP1 a
été analysée par Western Blot. C. Des protéine GST-clAP1 et GST contrble (GST-ctrl) ont été produites. Un
GST pull-down a ensuite été réalisé avec des lysats de A549 non traitées ou traitées 1h avec du TGF-8. Le
récepteur TGFBR2 a ensuite été détecté par Western Blot. TRAF2 a été utilisée comme contréle d’interaction
avec clAP1. D. Des A549 ont été prétraitées ou non pendant 30 minutes avec du GDC-0152 suivi d’'un
traitement de 1h ou 24h avec du TGF-8. La proportion de cellules exprimant le récepteur TGFBR1 a la
membrane a été analysée.

Ces travaux ont, dans un premier temps, démontré une surexpression de clAP1 dans des
cas de fibrose pulmonaire. De plus, le SMAC mimétique GDC-0152 présente des effets curatifs sur
le développement de la fibrose pulmonaire. Une surexpression de clAP1 a été observée en réponse
au TGF-B.
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Ces travaux mettent en évidence pour la premiére fois un role de clAP1, dépendant de son
activité E3 ubiquitine ligase et de son interaction avec TRAF2, dans la régulation des voies de
signalisation canonique et alternatives du TGF-3. clAP1 peut interagir avec le récepteur TGFBR2
du TGF-f et régule le taux de TGFBR1 exprimé a la membrane (Figure 49).

1 Présence de 2 Inhibition de
* clAP1 * clAP1

TGF-B _ 1GFBR1
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JNK, p38, INK, p38,
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Figure 49 : clAP1 régule I'activation des voies de signalisation du TGF-B. 1. La stimulation des récepteurs
du TGF-B provoque le recrutement de clAP1 et TRAF2 au niveau du TGFBR2. Ces derniers stimulent
I'activation des voies canonique et alternatives du TGF-B, menant a différents processus cellulaires tels que
des processus de TEM. 2. L’inhibition de clAP1 conduit & une forte diminution de /l’activation de ces voies de
signalisation et donc des processus cellulaires impliqués.

Nous avons émis I'hypothése que clAP1 régule I'endocytose et le recyclage des récepteurs.
Le prochain objectif de ces travaux sera donc de confirmer le réle de clAP1 dans ces processus.
Une stagiaire de Master 2 Recherche travaille actuellement sur ce sujet. Il est aussi nécessaire de
déterminer si l'interaction entre clAP1 et le TGFBR2 est directe ou indirecte, par exemple par le biais
de TRAF2. Il a de plus été déterminé que l'effet de clAP1 dans la signalisation du TGF- est
dépendant de son activité E3 ubiquitine ligase. Il serait donc capital d’approfondir le role de cette

activité dans la régulation de ces voies.

Pour terminer, les résultats obtenus ont démontrés que le GDC-0152 provoque uniqguement
la dégradation de clAP1 mais pas des autres IAP. Il peut en revanche se fixer a XIAP et clAP2 par
exemple et inhiber ainsi leur activité. Il est donc important de confirmer que les résultats obtenus sur
le modele murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine soient bien liés a clAP1 et & son

interaction avec TRAF2. Il pourrait étre trés intéressant de développer des inhibiteurs spécifiques
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de linteraction entre clAP1 et TRAF2. lls permettraient de cibler spécifiqguement clAP1 sans pour
autant inhiber XIAP et clAP2 comme le font les SMAC mimétiques. Ces inhibiteurs pourraient ainsi
étre utilisés dans le modéle murin de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine afin de confirmer
limportance de clAP1 et de son interaction avec TRAF2 dans les résultats obtenus. Le
développement de ces inhibiteurs est en cours et est réalisé par Manon Paccagnini, une doctorante

en premiére année de thése présente au sein de 'équipe.
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IV. Discussion sur leréle de clAP1 dans la fibrose pulmonaire
et les voies de signalisation meédiées par le TGF-B

A. Les |IAP dans lafibrose

L’étude de la puce a ADN GSE110147, et du modéle de fibrose pulmonaire induite a la
bléomycine, a démontré une surexpression de clAP1 dans les poumons de patients atteints de FPI
et chez les souris atteintes de fibrose pulmonaire, suggérant un rbéle de clAP1 dans le
développement de cette pathologie. Ces observations sont en accord avec les résultats obtenus par
I'équipe de Horowitz (Ashley et al., 2016). Cette derniére a décrit une surexpression de clAP1 dans
ce modéle murin. clAP1 est surexprimée dans de nombreux types de cancers différents et sa
surexpression est souvent associée a un mauvais pronostic. Pour autant, la surexpression de clAP1

n’a pour l'instant pas été que trés peu décrite dans d’autres pathologies chez 'Homme.

L’utilisation du SMAC mimétique GDC-0152 sur le modeéle de fibrose pulmonaire induit a la
bléomycine a inhibé l'apparition de la maladie ainsi que le développement de cette derniére,
soutenant I'hypothése d'un réle de clAP1 dans le développement de la fibrose pulmonaire. Les
mémes résultats ont été observés avec un autre SMAC mimétique, le Debio 1147 par Ashley et al.
Les auteurs ont associé cet effet a un réle de XIAP. Pourtant, la déplétion de XIAP dans ce modele
d’étude n’avait pas eu d’effet sur le développement de la maladie. lls ont en revanche détecté une
surexpression de clAP1 et clAP2 et ont donc conclu que ces derniéres compensaient I'absence de
XIAP (Ashley et al., 2016). Nos résultats n’excluent pas un role de XIAP dans cette pathologie mais
suggerent plutot un role de clAP1. En effet, le GDC-0152 a provoqué la dégradation de clAP1 sans
moduler le taux de XIAP. Le GDC-0152 est plus affin pour clAP1 que pour XIAP (17 nM contre 28
nM). De plus, il a été démontré que le GDC-0152 pouvait provoquer la dégradation de XIAP
(Tchoghandijian et al., 2016; Campbell et al., 2018), ce que nous n’observons pas ici. |l est donc
possible que le GDC-0152 n’ait pas bloqué l'activit¢ de XIAP dans notre étude et que nos
observations soient liées a clAP1. Il sera donc important de confirmer I'implication directe de clAP1
dans la fibrose pulmonaire. La mise en place d’'un modéle murin KO pour clAP1 ou d’inhibiteurs

ciblant uniquement clAP1 permettront de répondre a cette hypothése.

clAP2 est aussi ciblé par les SMAC mimétiques. Il pourrait donc aussi étre impliqué dans le
développement de la fibrose pulmonaire. Pourtant, son affinité pour le GDC-0152 est encore plus
faible (43 nM). De plus, nous n’avons pas réussi a le détecter dans nos poumons, ce qui n’est pas
surprenant. En effet, clAP1 est exprimée dans I'ensemble des tissus humains sans aucune
spécificité. A l'inverse, clAP2 est absente ou trés peu exprimée dans la majorité des tissus. Elle est
principalement retrouvée dans les tissus lymphoides, le systéme urinaire et I'appareil digestif et est

tres faiblement exprimée dans les poumons (Zadoroznyj et Dubrez, 2022). 1l est donc probable que
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I'effet des SMAC mimétiques sur le développement de la fibrose pulmonaire ne soit pas dépendant
de clAP2.

Les effets observés des SMAC mimétiques sur le développement de la fibrose pulmonaire
font des IAP de nouvelles cibles intéressantes pour lutter contre le développement de la maladie.
Les traitements actuels ne permettent que de ralentir la maladie mais n’induisent pas sa guérison. Il
pourrait donc étre trés intéressant de mettre en place des essais cliniques utilisant les SMAC
mimétiques, seuls ou en combinaison avec d’autres traitements, afin d’évaluer leur potentiel

thérapeutique sur la fibrose pulmonaire chez ’homme.

B. Lerdle de clAP1 et TRAF2 dans I’action du TGF-$

1. L’expression cellulaire des IAP médiée par le TGF-$

L’équipe de Horowitz a observé une surexpression génique de clAP1, clAP2 et XIAP dans
des fibroblastes et des fibrocytes murins stimulés au TGF-. Nous avons étudié I'expression des
protéines. Nos résultats ont démontré une augmentation de la quantité de clAP1 en réponse au
TGF-B mais pas de clAP2 et XIAP. Une diminution de la quantité de clAP2 est méme observée.
Mais alors comment expliquer que la quantité d’XIAP et de clAP2, pourtant surexprimées au niveau
génique en réponse au TGF-[3, ne varie pas ou diminue ? Mon hypothése actuelle est basée sur la
capacité de clAP1 a réguler négativement, de fagon post-transcriptionnelle, le niveau de clAP2 mais
aussi de XIAP. En effet, clAP1 est capable d’induire I'ubiquitination de clAP2 et XIAP menant a leur
dégradation par le protéasome (Conze et al., 2005; Silke et al., 2005b). La surexpression de clAP1
pourrait donc accroitre le taux de clAP2 et XIAP ubiquitiné puis dégradé de cette maniére, induisant
ainsi une diminution de leur quantité malgré leur surexpression. Cette hypothése pourrait aussi
expliquer les résultats obtenus. Le TGF-B est impliqué dans le développement de la fibrose
pulmonaire, comme cela a été décrit dans la partie V.G de l'introduction. Il est donc tout a fait
possible que la surexpression de clAP1 détectée chez les patients et les souris atteintes de fibrose

pulmonaire soit provoquée par le TGF-.

2. clAP1 dans les processus cellulaires meédiés par le TGF-B

Nos résultats ont démontré limportance de clAP1 dans la régulation des processus
cellulaires médiés par le TGF-B et en particulier dans la régulation des taux de PAI-1 et d’a-SMA.
L’inhibition de clAP1, par le GDC-0152 ou un siRNA, diminue 'augmentation des taux de PAI-1 et
d'a-SMA en réponse au TGF-. PAI-1 ainsi que I'a-SMA sont deux protéines synthétisées en
réponse au TGF-B. PAI-1 est un membre des protéines inhibitrices des protéases a serine dont le
réle majeur est d’inhiber la fibrinolyse. Elle est capable d’'inhiber les protéines uPA (urokinase-type
Plasminogen Activator) et tPA (tissue Plasminogen Activator), bloquant ainsi la conversion du
plasminogéne en plasmine nécessaire a la lyse de la fibrine. Plusieurs études ont démontré que la

déplétion de PAI-1 dans des modéles murins de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine inhibe
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le développement de la pathologie (Ghosh et Vaughan, 2012). L’équipe de Drew a associé cet effet
avec son action sur la lyse de la fibrine. En effet, I'inhibition de l'activité de la plasmine par 'acide
tranéxamique dans un modéle murin KO pour PAI-1 rétablit le développement de la maladie (Hattori
et al., 2000). Senoo et al. ont démontré que la déplétion de PAI-1 par des siRNA dans le modéle de
fibrose pulmonaire induite & la bléomycine, diminue le développement de la maladie. Ils ont aussi
démontré que la déplétion de PAI-1 inhibe les processus de TEM médiés par le TGF-B. lls ont donc
conclu que les effets observés sur le développement de la maladie étaient associés au blocage des
processus de TEM médiés par le TGF-B (Senoo et al., 2010). a-SMA est un marqueur des
myofibroblastes, dont la présence exacerbée est responsable du développement de la fibrose
pulmonaire, comme cela a été décrit dans la partie V.G de l'introduction. Ces deux protéines sont
donc fortement impliquées dans le développement de la fibrose pulmonaire. Il est donc probable que
clAP1 régule le développement de la fibrose pulmonaire par son action sur les processus cellulaires

médiés par le TGF-B.

3. Le role de l’'interaction entre clAP1 et TRAF2

Nos résultats démontrent que le rble de clAP1 dans les processus cellulaires médiés par le
TGF-B est dépendant de son interaction avec TRAF2. En effet, 'expression de mutants de clAP1
incapables d’interagir avec TRAF2 inhibe I'effet du TGF-B. De plus, l'inhibition de TRAF2 par un
siRNA mime l'effet de la déplétion de clAP1 dans les cellules A549. Ces résultats ne sont pas
surprenants, clAP1 et TRAF2 étant trés souvent associés afin de réguler I'action de différents
facteurs tels que le TNFa par exemple. Cest en revanche la premiére fois qu'un rdle de
ClAP1/TRAF2 est décrit dans les processus médiés par le TGF-B. TRAF2 a été principalement
décrite comme un adaptateur de clAP1l, comme cela a été présenté dans la partie |V de
l'introduction. Il permet par exemple d’adresser clAP1 au niveau du récepteur TNFR1 afin que clAP1
puisse induire l'ubiquitination de RIPK1 et provoquer I'activation de la voie NF-kB. Il serait donc trés
intéressant de déterminer si TRAF2 joue ici aussi un réle d’adaptateur pour clAP1 au niveau du

complexe de récepteurs du TGF-f3.

Afin d’approfondir le réle de TRAF2, il serait aussi nécessaire de déterminer si son activité
E3 ubiquitine ligase est impliquée dans ces processus. TRAF2 peut en effet induire I'ubiquitination
activatrice de type K63 de clAP1, lors de la stimulation des récepteurs CD40R et BAFF-R, menant
a l'ubiquitination dégradative de TRAF3 médiée par clAP1 et a l'activation de la voie NF-kB non
canonique (Vallabhapurapu et al., 2008). Il serait trés intéressant de déterminer si TRAF2 pourrait
par exemple médier I'activation de clAP1 par ubiquitination. Un modeéle cellulaire exprimant une
protéine TRAF2 tronquée de son domaine RING pourrait étre utilisé afin de répondre a cette

guestion.

Deux autres protéines de la famille des TRAF, TRAF4 et 6, ont été décrites dans la régulation

des processus cellulaires médiés par le TGF-B. Leur role a été décrit précisément dans la partie
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V.D.2 de lintroduction. De maniére intéressante, TRAF6 est retrouvée dans des complexes de
signalisation cellulaire associée avec TRAF2 et clAP1, en particulier au niveau des récepteurs TLR4
et RIG-1, comme décrit dans la partie |\V.E de lintroduction. Il est donc possible que les effets
observés soient aussi dépendants de TRAF6. clAP1, TRAF2 et TRAF6 pourraient ainsi appartenir
a un complexe protéique situé au niveau des récepteurs du TGF-f et réguleraient ainsi les processus

cellulaires médiés par le TGF-.

4, L’activité E3 ubiquitine ligase de clAP1

Le r6le de clAP1 dans les processus cellulaires médiés par le TGF-B est dépendant de son
activité E3 ubiquitine ligase. En effet, 'expression d’'un mutant de clAP1 ayant perdu cette activité
dans le modele de MEF DKO inhibe les processus cellulaires médiés par le TGF-f3, en comparaison
des MEF exprimant clAP1. Le rble de son activité E3 ligase a été décrit dans de nhombreuses voies
de signalisation cellulaire, présentées dans la partie |V de l'introduction. Il n’est donc pas surprenant
que cette activité soit impliquée dans l'action de clAP1 sur les processus cellulaires médiés par le
TGF-B. Un des principaux systéemes mettant en jeu des processus d’ubiquitination est le systéme
ubiquitine/protéasome. clAP1 peut par exemple induire I'ubiquitination de type K48 de ASK1, TRAF2
et TRAF3 dans les voies de signalisation médiées par le TNFR2, menant a leur dégradation par le
protéasome (Zhao et al., 2007; Vallabhapurapu et al., 2008). Nos résultats ont démontré que le
protéasome est impliqué dans la régulation de la signalisation médiée par le TGF-B. En effet,
l'inhibition du protéasome par le MG132 inhibe les processus cellulaires médiés par le TGF-f. Ces
résultats sont en accord avec les observations de Han et al. ainsi que Hosler et al. qui ont démontré
gue la déplétion du protéasome par le MG132 ou la lactacystine inhibait fortement I'activité du TGF-
B (Hosler, Wang-Su et Wagner, 2006; Han et al., 2019). Pourtant, ces résultats ne sont pas encore
suffisants pour conclure que l'action de clAP1 est dépendante de sa capacité a induire la
dégradation de protéines. La déplétion de clAP1 mime la déplétion du protéasome mais il est tout a
fait possible qu’elle soit dépendante de mécanismes différents. En effet, clAP1 est aussi capable
d’induire des processus d’ubiquitination menant a I'activation et a la stabilisation de ses substrats,
comme cela a été décrit dans la partie 1V de Tlintroduction. L’'analyse des mécanismes
d’ubiquitination mis en jeu est donc nécessaire a une meilleure compréhension du rble de clAP1. Le
réle du protéasome pourrait par exemple étre investigué en surexprimant clAP1 et en démontrant

gue l'effet de la surexpression de clAP1 est bloqué par le MG132.

clAP1 est recrutée aux niveau de nombreux récepteurs, tels que les TFNR1 et 2 par exemple,
présentés dans les parties |V.C et |V.D de l'introduction, et régule leurs voies de signalisation par
des processus d’ubiquitination. Dans ces processus, clAP1 ne cible généralement pas les
récepteurs mais plutdét d’autres protéines, elles aussi recrutées au niveau de ces récepteurs.
apparait donc peu probable que les mécanismes d’ubiquitination médiés par clAP1 dans l'activité

du TGF-B impliquent des processus d’ubiquitination ciblant les récepteurs TGFBR1 et 2.
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L’hypothése la plus probable est donc que clAP1 active et/ou stabilise par ubiquitination certains
partenaires de ces récepteurs tels que les SMAD par exemple. A l'inverse, clAP1 pourrait aussi
provoquer l'ubiquitination dégradative de protéines inhibant ces processus. Par exemple, clAP1
pourrait cibler les protéines SMURF2 et SMAD7, ces derniéres inhibant I'activité du TGF-, comme
cela a été décrit dans la partie V.D de l'introduction. Il pourrait donc étre trés intéressant de réaliser
un ubiquitinylome sur des cellules stimulées au TGF-f, en présence ou en absence de clAP1, afin

de de déterminer les protéines ubiquitinées par clAP1 en réponse au TGF-.

5. clAP1 et les voies de signalisation du TGF-

Les processus cellulaires médiés par le TGF-B sont induits par différentes voies de
signalisation. Ces derniéres sont divisées en deux catégories : la voie de signalisation canonique,
dépendante des SMAD et les voies de signalisation alternatives. Ces voies ont été présentées dans
la partie V.D de l'introduction. Les résultats obtenus démontrent un réle de clAP1 dans les voies de
signalisation alternatives du TGF-f. L'utilisation du SMAC mimétique GDC-0152 inhibe I'activation
par phosphorylation des MAPK JNK, ERK1/2 et p38 ainsi que I'activation de NF-kB. Le réle de clAP1
a été confirmé par un siRNA ciblant clAP1, dont 'utilisation mime les effets du GDC-0152. Ce n’est
pas la premiére fois que clAP1 est décrite comme un régulateur de 'activation des MAPK et de NF-
kKB, comme cela a été décrit précédemment dans la partie 1V de I'introduction. C’est en revanche la

premiére fois qu’un réle de clAP1 dans I'activation de ces protéines en réponse au TGF-3 est décrit.

Nos résultats ont aussi mis en avant un role de clAP1 dans la régulation de la voie de
signalisation canonique du TGF-B. L’inhibition de clAP1 par le GDC-0152 inhibe la phosphorylation
de SMAD?2 a partir de 1h aprés une stimulation des A549 par le TGF-B. Le GDC-0152 inhibe aussi
la translocation des SMAD dans le noyau a la suite d’'une stimulation au TGF-B. C’est aussi la

premiere fois qu’un réle de clAP1 dans la voie de signalisation canonique du TGF-3 est décrite.

Parmi les protéines de la famille des IAP, seul XIAP a été décrite comme protéine régulatrice
des voies de signalisation médiées par le TGF-B. Reffey et al. ont démontré en 2001 que XIAP était
associée au TGFBR1. De plus, ils ont aussi observé que la surexpression de XIAP active la
transcription des genes cibles du TGF-3, de NF-kB de maniére dépendante de SMAD4, suggérant
un role de XIAP sur la voie de signalisation canonique du TGF- (Reffey et al., 2001). L’équipe de
Arsura a démontré plus tard que l'activation de NF-kB provoque la surexpression de XIAP. Cette
derniére peut ensuite cibler TAK1, afin d’'induire son ubiquitination puis sa dégradation par le
protéasome, inhibant ainsi I'activation de JNK par TAK1 en réponse au TGF-B. L'inhibition de JNK
médiée par XIAP permet de bloquer les processus d’apoptose médiés par le TGF-(3, faisant de XIAP
une cible potentielle afin de bloquer les propriétés oncogéniques du TGF-$ (Kaur et al., 2005). Le
réle de XIAP dans les propriétés oncogéniques du TGF-f3 a ensuite été développé par Neil et al. lls
ont démontré que XIAP pouvait interagir avec le TGFBR1 afin d’ubiquitiner TAK1, favorisant

l'interaction de ce dernier avec TAB1 et donc I'activation de la voie NF-kB (Neil, Tian et Schiemann,
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2009) (Figure 50). Nos résultats démontrent donc un nouvel axe de recherche mettant en jeu clAP1
et non XIAP. La capacité de clAP1 & réguler les voies de signalisation canonique et alternatives du
TGF-B nous a mené a émettre I'hypothése d’un réle direct de clAP1 sur les récepteurs TGFBRL1 et
2, et plus précisément sur leur recyclage. clAP1 pourrait par exemple favoriser la formation
d’endosomes de recyclage ou inhiber la formation d’endosomes tardifs et ainsi favoriser I'activation
des voies du TGF-B. Il est aussi possible, de la méme maniére que XIAP, que clAP1 cible
directement d’autre acteurs de ces voies tels que TAK1 et les SMAD. clAP1 régulerait leur activité

par des processus d’ubiquitination, modulant ainsi I'activation des différentes voies de signalisation.

TGF-B
TGFBR1

Transcription des genes
cibles du TGF-B

NF-kB

Mort cellulaire

Figure 50 : Rb6le de XIAP dans les voies de signalisation médiées par le TGF-B. XIAP, par l'intermédiaire
de SMAD4, stimule la synthése des génes cibles du TGF-B. XIAP peut aussi stimuler par ubiquitination TAK1,
menant a [l'activation de NF-kB. Cette derniere induit la synthése de XIAP, qui en retour provoque
l'ubiquitination dégradative de TAK1, inhibant I'activation de JNK et bloquant ainsi les processus de mort
cellulaire. clAP1 pourrait potentiellement réguler 'activité de TAKL.

6. ClAP1/TRAF2 et les récepteurs TGFBR1 et 2

a) La localisation cellulaire de TRAF2

TRAF2 semble étre détectée par immunofluorescence au niveau de la membrane plasmique
a la suite d’'une stimulation d’'une heure au TGF-B. De plus, un traitement de 24 et 48h a accru le
marquage de TRAF2 dans I'ensemble de la cellule. Ces effets sont inhibés par la déplétion de clAP1
par le GDC-0152. Comment expliquer que le marquage de TRAF2 soit plus important alors la
quantité de TRAF2 ne varie pas ? Notre hypothése serait que la stimulation au TGF-$ induise un
changement de conformation de TRAF2, rendant son épitope plus facilement accessible, facilitant
ainsi son marquage. Ce changement de conformation pourrait étre induit par la formation de triméres

de TRAF2, décrit dans la partie [Il.B de l'introduction. Une agrégation de TRAF2 pourrait donc avoir

148



lieu, renforcant ainsi son marquage et expliquant les résultats observés. De plus, il ne serait pas
surprenant que TRAF2 puisse interagir avec les récepteurs du TGF-B. En effet, TRAF2 est décrite
principalement comme un adapteur moléculaire retrouvé au niveau des récepteurs. Ces
informations ont été présentées dans la partie |1I.C de Iintroduction. Il serait important dans un
premier temps de confirmer la localisation de TRAF2 au niveau de la membrane plasmique. Des
expériences de co-immuonprécipitation ou de PLA pourront ensuite étre réalisées afin de démontrer
l'interaction entre TRAF2 et les récepteurs TGFBR1 et TGFBR2.

Nos résultats démontrent aussi que l'inhibition de clAP1 par le GDC-0152 inhibe les effets
du TGF-B sur le marquage de TRAF2. Notre projet portant sur les propriétés oncogéniques de clAP1
a démontré que clAP1 induisait la formation de clusters de TRAF2. Ces résultats sont soutenus par
les travaux de Mace et al., qui ont mis en avant la capacité d’'un dimére de clAP1 a se lier a deux
trimeres de TRAF2 (Mace et al., 2010). En accord avec ces observations, nous avons émis
'hypothése que clAP1 provoque I'agrégation de TRAF2 en réponse au TGF-3. Cette agrégation
pourrait étre nécessaire a la régulation des voies de signalisation médiées par le TGF-B par clAP1.
Afin de confirmer cette hypothése, I'analyse par immunofluorescence de la colocalisation de clAP1
et TRAF2 en réponse au TGF-B pourra étre réalisée. De plus, les modeles de MEF DKO exprimant
un mutant de clAP1 incapable d’interagir avec TRAF2 permettront de confirmer I'importance de

TRAF2 dans nos observations.

b) clAP1 et son interaction avec le TGFBR2

Des expériences de GST pull down et de co-immunoprécipitation ont mis en avant pour la
premiére fois une interaction entre clAP1 et le récepteur TGFBR2. Cette interaction n’est pas
détectée en absence de stimulation mais est observée a la suite d’une stimulation de 1h au TGF-pB.
Il est encore nécessaire de déterminer si cette interaction est directe ou indirecte. clAP1 est décrite
dans de nombreux complexes de récepteurs. Elle est par exemple associée aux récepteurs de la
famille du TNFR ou a certains PRR. Ces interactions sont en général indirectes. Ce sont en effet
des protéines adaptatrices qui permettent le recrutement de clAP1 sur ces complexes. L’hypothése
la plus plausible est donc que clAP1 interagit avec le TGFBR2 de maniére indirecte, a I'aide d’'une
protéine adaptatrice. TRAF2 joue souvent ce role de protéine adaptatrice et permet par exemple le
recrutement de clAP1 au niveau du TNFR1 (Dumétier, Zadoroznyj et Dubrez, 2020). De plus, les
résultats précédents ont mis en avant I'importance de linteraction entre clAP1 et TRAF2 dans le
réle de clAP1 sur les processus médiés par le TGF-B. |l apparait donc probable que TRAF2 puisse
servir de protéine adaptatrice menant au recrutement de clAP1 au niveau du TGFBR2. La réalisation
d’'une co-immunoprécipitation ou d’une expérience de PLA, entre clAP1 et le TGFBR2, sur des
cellules A549 traitées avec un siRNA ciblant TRAF2, permettrait de mettre en évidence le role
d’adaptateur de TRAF2 dans ces processus. Les lignées de MEF DKO exprimant un mutant de

clAP1 incapable d’interagir avec TRAF2 pourront également étre utilisées.
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V. Conclusions et perspectives

Mes travaux de thése ont permis de mettre en évidence de nouvelles fonctions de clAP1,
dépendantes de son interaction avec TRAF2, impliquées dans ses propriétés oncogéniques. Nous
avons confirmé dans un premier temps que I'expression de clAP1 favorisait la croissance tumorale.
Nous avons ensuite démontré que cet effet est dépendant de l'interaction entre clAP1 et TRAF2. De
plus, 'agrégation de TRAF2 par le domaine BIR1 de clAP1 est suffisante pour stimuler la croissance
tumorale. De maniére intéressante, l'interaction de TRAF2 avec ses partenaires protéiques est
dépendante de son interaction avec clAP1. Cette interaction stimule I'activation des MAPK ERK1/2.
Elle induit aussi I'activation de la voie canonique de NF-kB, menant a la production d’IL-6, dont
I'activité autocrine stimule I'activation de la voie de signalisation JAK/STAT3. C’est la premiére fois
gu’'un réle de clAP1 dans l'activation de STAT3 est décrit. Pour terminer, nous avons mis en
évidence que les propriétés oncogéniques de linteraction entre clAP1 et TRAF2 impliquent
I'activation de STAT3, mais pas l'activation de ERK1/2. Ces travaux ont mené a la publication d’un
article scientifique intitulé : « clAP1/TRAF2 interplay promotes tumor growth through the activation

of STAT3 » en 2022 pour lequel je suis co-premier auteur.

Les résultats obtenus durant ma thése ont aussi mis en évidence 'importance de clAP1 dans
le développement de la fibrose pulmonaire et les voies de signalisations médiées par le TGF-p.
clAP1 est surexprimée chez les patients atteints de FPI ainsi que dans le modéle murin de fibrose
pulmonaire induite & la bléomycine. Son inhibition par le SMAC mimétique GDC-0152 inhibe le
développement de la maladie dans ce modéle murin. Une surexpression de clAP1 est aussi détectée
lors de la stimulation de cellules A549 par le TGF-B. clAP1 est impliquée dans la mise en place des
processus cellulaires médiés par le TGF-B. Son réle dans ces processus est dépendant de son
activité E3 ubiquitine ligase et de son interaction avec TRAF2. clAP1 régule les voies de signalisation
canonique et alternatives du TGF-B. De plus, il interagit avec le récepteur TGFBR2 et régule la

guantité de récepteurs TGFBR1 a la membrane.

Les prochaines étapes de ces travaux vont porter sur la caractérisation de I'interaction entre
clAP1 et le TGFBR2 et son rble sur 'adressage des récepteurs a la membrane. |l sera nécessaire
dans un premier temps de démontrer si l'interaction entre clAP1 et le TGFBR2 est directe ou
indirecte. Il pourra ensuite étre intéressant d’étudier un potentiel réle de TRAF2 dans cette
interaction. Il sera ensuite primordial de mettre en évidence un potentiel réle de clAP1 et TRAF2
dans l'endocytose et le recyclage des récepteurs afin d’expliquer les résultats obtenus
précédemment. Pour terminer, il pourra étre trés pertinant d’étudier plus précisément le role de
lactivité E3 ubiquitine ligase de clAP1, afin de déterminer ou non I'implication de processus de
dégradation dans son rdle sur la signalisation médiée par le TGF-f. Un ubiquitinylome pourra ensuite
étre réalisé afin de déterminer les cibles de clAP1 dans cette voie de signalisation. Ces travaux sont

actuellement réalisés par une étudiante de Master 2. Il sera aussi intéressant de développer un
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modeéle murin KO pour clAP1 afin de confirmer 'importance de clAP1 dans le développement de la
fibrose pulmonaire. Des coupes de poumons ont été obtenues a partir de nos précédentes
expériences sur le modele murin de fibrose pulmonaire. Des marquages de clAP1 et des récepteurs
au TGF-B pourront étre réalisés afin de mettre en évidence leur importance dans le développement

de la maladie.

Pour terminer, I'objectif final de I'ensemble de ces travaux sera le développement
d’inhibiteurs moléculaires spécifiques de clAP1 bloguant son interaction avec TRAF2. Les
inhibiteurs actuels de clAP1 sont les SMAC mimétiques. Or, ces derniers ne sont pas spécifiques et
ciblent aussi généralement clAP2, XIAP et ML-IAP. De plus, ils induisent une dégradation rapide de
clAP1, affectant ainsi tous les processus cellulaires médiés par cette derniere. Ce processus peut
aussi entrainer la dégradation des partenaires de clAP1, comme cela a été démontré pour TRAF2.
Plusieurs essais cliniques de phase Il et Il ont été mis en place pour les SMAC mimétiques. lls sont
généralement bien tolérés mais certains essais ont mis en avant des effets secondaires indésirables
nécessitant leur arrét. Le développement de molécules ciblant I'interaction clAP1/TRAF2 pourrait
donc étre une alternative intéressante aux SMAC mimétiques. Ces molécules inhiberont
spécifiguement les propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de clAP1 sans affecter les autre IAP
et pourraient diminuer le risque d’effets secondaires. Le développement de ces inhibiteurs est

actuellement pris en charge par Manon Paccagnini, une étudiante en thése au sein de notre équipe.
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ANNEXES



. Résultats annexes: Développement d’inhibiteurs du
domaine BIR2 de XIAP

Un projet de recherche développé par Charline Kieffer au sein du CERMN (Centre d’Etudes
et de Recherche sur le Médicament de Normandie) a pour but de cibler le domaine BIR2 de XIAP.
Les SMAC mimétiques monovalents ont en général une affinité plus forte pour le domaine BIR3 des
IAP (Chang et Cheung, 2020). Leur objectif est donc de développer de nouveaux inhibiteurs
spécifiques du domaine BIR2 de XIAP. Cibler ce domaine permettra de bloquer spécifiquement la
capacité de XIAP a inhiber les caspases 3 et 7. En effet, le domaine BIR2 de XIAP a été caractérisé
comme étant le domaine d’interaction de XIAP avec ces caspases (Abbas et Larisch, 2020).
L’inhibition de cette interaction permettra donc la libération des caspases 3 et 7 et favorisera donc
les processus d’apoptose. Une chimiothéque a été virtuellement criblée dépendamment des
données disponibles dans la littérature sur la structure du domaine BIR2 de XIAP. Ce criblage a fait
ressortir environ 70 molécules pouvant potentiellement se fixer & ce domaine. Le CERMN ne
possédait pas le matériel nécessaire au criblage de ces molécules. Une collaboration entre notre
équipe et ce laboratoire a donc été initiée afin que nous réalisions le criblage de ces molécules. Afin
de réaliser ce projet, il est nécessaire de mettre au point une méthode d’analyse des interactions

entre les protéines cibles.

Deux méthodes ont été sélectionnées pour ces projets : l'utilisation de la technique de la
thermophorése grace au Monolith de NanoTemper ou de la technique AlphaScreen (Amplified
Luminescent Proximity Homogeneous Assay) grace a I'EnVision de PerkinElmer. Le premier choix
s’est porté sur l'utilisation Monolith de NanoTemper. La termophorése étudie le mouvement de
molécules soumises a un gradient de température. Ce mouvement est dépendant de nombreux
facteurs tels que la taille, la masse ou la charge. La fixation des molécules au domaine BIR2 de
XIAP modifie leur taille et masse et devrait donc provoguer un changement de déplacement.
L’objectif était donc d'utiliser le Monolith de NanoTemper afin d’étudier ces mouvements.
Malheureusement, les tests réalisés ne nous ont pas permis d’étudier efficacement ces interactions.
Les interactions étaient difficiles a détecter et potentiellement instables, rendant d’autant plus difficile
leur analyse. C’est pour cela que la méthode AlphaScreen a finalement été choisie. Cette derniere
utilise un systéme composé de billes donneuses et acceptrices nécessitant I'utilisation de molécules
taguées. Une premiére molécule taguée se lie a la bille donneuse et la seconde, présentant un tag
différent, se lie a la bille acceptrice. Si les molécules interagissent entre elles, les billes seront a
proximité 'une de l'autre. L’excitation de la bille donneuse (en général par un rayon de 680 nm)
provoque la libération d’'un doublet d’oxygéne qui va stimuler la bille acceptrice, qui en retour va
émettre des rayons lumineux (en général d’'une longueur d’'onde comprise entre 520 et 620 nm). S’il
n’y a pas d’interaction, la bille acceptrice ne peut pas capter de doublet d’'oxygéne et il n'y a donc

pas d’émission de lumiére.
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Pour le projet ciblant le domaine BIR2 de XIAP, il a été choisi d’'utiliser un domaine BIR2
tagué avec un His-tag (tag Histidine). Il était nécessaire de choisir un partenaire de ce domaine dont
l'interaction pouvait potentiellement étre inhibée par les molécules. Un peptide AVPI a donc été
choisi, couplé a de la biotine. Il a donc été décidé d'utiliser des billes acceptrices nickel chélate,
capable de lier le His-tag, et des billes donneuses liées a de la streptavidine, capable de fixer la
biotine (Figure 51). L’objectif est donc de sélectionner les molécules capables de bloquer I'émission

de lumiére et donc de bloquer linteraction entre le domaine BIR2 de XIAP et 'AVPI.
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Figure 51 : Représentation schématique de la technique AlphaScreen. Schéma provenant du site de
PerkinElmer.

A. L’AlphaScreen permet de détecter l'interaction entre le
domaine BIR2 de XIAP et I’'AVPI

Des premiers tests d’interaction ont été réalisés afin de vérifier si l'interaction entre le
domaine BIR2 de XIAP et 'AVPI était détectable et de mettre au point les concentrations optimales
des deux molécules. Les concentrations qui ont été utilisées variaient de 1 nM a 300 nM. Dans un
premier temps, l'interaction est détectée par cette méthode a partir d’'une concentration de 10 nM
du domaine BIR2 de XIAP et 30 nM d’AVPI biotinylée (cercle rouge) mais le signal est tres faible et
donc difficilement utilisable. Les concentrations optimales des deux molécules, permettant & la fois
'émission d’un signal suffisamment fort pour étre étudié et une faible consommation de molécules,
sont de 30 nM pour chacune (cercle vert). En effet, le signal émis est suffisamment important pour
étre étudié et ces concentrations restent suffisamment faibles pour ne pas poser de probléme. De
fagon surprenante, certaines concentrations d’AVPI et de BIR2 égales ou supérieures a 30 nM (par
exemple 30 nM de BIR2 de XIAP et 100 nM d’AVPI) ne permettent pas I'émission d’un signal aussi
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fort que celui observé a 30 nM de chaque composé. Cela peut s’expliquer par la présence de
molécules non fixées aux billes. En effet, le signal observé n’augmente quasiment plus a partir de
30 nM, ce qui pourrait signifier que quasiment 'ensemble des billes interagit avec une molécule. Il
est donc tout a fait possible qu’a 100 nM par exemple, certaines molécules ne soient pas fixées aux
billes. Si ces derniéres interagissent avec un partenaire fixé a une bille, il n’y aura pas d’émission

de signal, ce qui pourrait donc expliquer les différences observées (Figure 52).
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Figure 52 : Les concentrations optimales du domaine BIR2 de XIAP et de I’AVPI sont de 30 nM. Des
expériences d’AlphaScreen, analysant l'interaction entre un domaine BIR2 tagué avec un His-tag et de 'AVPI
biotinylée ont été réalisées. Différentes concentrations du domaine BIR2 de XIAP et d’AVPI ont été testées
(de 1 a 300 nM). La concentration optimale a été entourée en vert et la concentration minimale pour détecter
l'interaction en rouge.

B. Le criblage des molécules a permis la sélection de 22

molécules potentiellement inhibitrices de I'interaction

Les expériences réalisées précédemment ont permis de déterminer les concentrations
optimales d’AVPI et du domaine BIR2 de XIAP afin de réaliser les expériences de criblage des
molécules. Ces concentrations sont donc de 30 nM chacune. Les molécules ont été criblées a une
concentration de 500 pM. Elles ont été incubées avec le domaine BIR2 de XIAP avant I'ajout de
'AVPI. Le birinapant, un SMAC mimétique, a été utilisé comme contrdle d’inhibition de I'interaction,
ce dernier se fixant sur le domaine BIR2 de XIAP. Sur 'ensemble des molécules testées, 25 ne n'ont
aucun effet ou un effet trés faible sur l'interaction entre le BIR2 de XIAP et 'AVPI (Figure 53 A). 20
d’entre elles ont un effet important sur cette interaction, mais pas suffisamment pour inhiber
complétement linteraction (Figure 53 B). La concentration de 500 pyM étant trés élevée, il est

nécessaire que la molécule inhibe complétement l'interaction entre les deux partenaires pour étre
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sélectionnée. Sur 'ensemble des molécules, 22 molécules inhibent complétement I'interaction entre
le BIR2 de XIAP et 'AVPI (Figure 53 C). Ces molécules sont donc les candidates inhibitrices idéales
et ont donc été sélectionnées pour réaliser les expériences d’effet-dose, permettant d’affiner la

sélection des molécules.
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Figure 53 : Sélection des molécules inhibant efficacement I'interaction entre le domaine BIR2 de XIAP
et PAVPI. A, B et C. 67 molécules ont été criblées par AlphaScreen afin de déterminer leur capacité a inhiber
l'interaction entre le domaine BIR2 de XIAP et 'AVPI. Les molécules ont été utilisées a 500 uM alors que le
BIR2 et 'AVPI ont été utilisées a 30 nM. Les molécules ont été classées en trois groupes en fonction de leur
capacité a inhiber l'interaction : absence ou trés faible inhibition (A), inhibition moyenne (B), ou inhibition totale
(C). Le birinapant a été utilisé comme contréle d’inhibition de l'interaction.

C. 6 molécules inhibent efficacement ’interaction entre le BIR2
de XIAP et ’AVPI

Afin de sélectionner les molécules les plus efficaces pour inhiber l'interaction entre le BIR2
de XIAP et 'AVPI, des expériences d’effet-dose ont été réalisées. Ces derniéres permettent de
déterminer un ICso (half maximal Inhibitory Concentration) pour chacune des molécules
sélectionnées. L'ICso correspond a la concentration nécessaire pour supprimer 50 % des liaisons
entre 'AVPI et le BIR2 de XIAP. Il permet donc de sélectionner les molécules les plus efficaces pour

inhiber cette liaison et donc de choisir les meilleurs candidats inhibiteurs. Le birinapant a de nouveau
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été utilisé comme contrdle et les concentrations testées étaient comprises entre 500 pM et 300 nM.
Ces tests ont été réalisés sur I'ensemble des molécules sélectionnées précédemment mais
seulement une partie de ces effets-doses a été présentée ici (Figure 54 A et B). Un ICsga donc été
déterminé pour chaque molécule. Sur 'ensemble de ces derniéres, 6 molécules (9, 10, 15, 59, 60,
65) présentent un ICsq inférieur a 50 uM et sont donc les candidats inhibiteurs les plus intéressants
(Tableau 3).
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Figure 54 : Exemple d’effet-doses réalisés pour les 22 molécules sélectionnées. Un effet-dose a été
réalisé en AlphaScreen pour les 22 molécules sélectionnées précédemment. Les molécules ont été testées a
des concentrations de 500 uM, 300 uM, 30 uM, 3 uM et 300 nM. Le domaine BIR2 de XIAP et 'AVPI ont été
utilisés a des concentrations de 30 nM. Le birinapant a été utilisé comme contrdle.

Tableau 3 : Récapitulatif de I'ensemble des IC5, déterminés pour les 22 molécules sélectionnées.

Molécule ICs0 Molécule ICso Molécule ICs0
Birinapant 0,28 49 57,20 76 211,93
8 154,95 59 33,81 82 97
9 30,52 60 4,20 83 Non déterminé
10 21,34 65 1,93 87 Non déterminé
11 50,93 68 Non déterminé 103 199
12 61,10 69 Non déterminé 104 67,32
15 8,28 72 135,90 105 68,74
16 232,30 74 133,15
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L’ensemble de ces résultats est donc trés encourageant. Il a permis de mettre en avant 6
molécules pouvant étre de potentiels inhibiteurs efficaces du domaine BIR2 de XIAP. En revanche,
I'lCso qui a été déterminé est encore éloigné de celui observé pour le birinapant qui est de 0.283 uM.
Il est donc nécessaire de modifier chimiquement ces molécules afin d’améliorer leur efficacité. De
plus, il est nécessaire de confirmer qu’elles ne peuvent se fixer qu’au domaine BIR2 de XIAP et non
pas au domaine BIR3 par exemple. Ces deux domaines sont trés proches structurellement, il est
donc obligatoire de confirmer la spécificité de ces molécules. La CERMN ayant obtenu la technologie

EnVision, un étudiant en thése de leur équipe a pris la suite du projet.

Le protocole d’étude d’interaction entre protéines développé sur ce projet est utilisé
actuellement par la doctorante de I'équipe, Manon Paccagnini, afin de réaliser le criblage et les

effets-doses des potentiels inhibiteurs de I'interaction entre clAP1 et TRAF2.
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[I. Matériel et méthodes

Traitement cellulaire au TGF-B :

Les différentes lignées de MEF et la lignée A549 sont privées de SVF (Sérum de Veau Feetal)
24 h aprés leur ensemencement (passage de 10% de SVF a 1%). Elles sont ensuite traitées avec 5
ng/mL de TGF-B (R&D systems, Minneapolis, Etats-Unis) de 5 minutes & 48h et du GDC-0152
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) a5 uM, du 5Z-7-Oxozeaenol a 5 uM et/ou du MG132 a 1
MM (Euromedex, Souffelweyersheim, France). Le GDC-0152, le MG132 et le 5Z-7-Oxozeaenol sont
ajoutés 30 minutes avant le TGF-B. A la suite de ce traitement, les cellules sont grattées dans du
PBS puis les protéines sont extraites dans un tampon RIPA (50 mM Tris-HCI pH 8,0 ; 150 mM NaCl ;
1% NP-40 ; 0.5% Sodium déoxycholate ; 0.1% SDS ; 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM PMSF)
complété avec des cocktails d’inhibiteurs de phosphatases PhosSTOP™ (Merck, Darmstadt,

Allemagne) et de protéases (PIC, Sigma-Aldrich, St-Louis, Etats-Unis).
Puce 8 ADN :

La puce a ADN GSE110147 a été réalisée et analysée en 2018 par le laboratoire du

professeur Mura (Cecchini et al., 2018).

Etude de la fibrose pulmonaire chez I’animal :

Les souris C57BL/6 (Charles River Laboratories, Saint-Germain-Nuelles, France) sont
hébergées dans la zone conventionnelle du site central de la plateforme de zootechnie de l'université
de Bourgogne. La nourriture et I'eau sont a disposition Ad libitum et I'alimentation est enrichie. Les
animaux sont traités en accord avec les directives du Ministere de la Recherche et de
I'Enseignement Supérieur. Toutes les expériences sont approuvées par le comité d'éthique de
I'expérimentation animale du grand campus de Dijon. La bléomycine est injectée aux souris par
injection intratrachéale & une concentration de 1,5 mg/kg (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Etats-
Unis). A partir de 2 ou 9 jours aprés linjection de bléomycine, le GDC-0152 ou le tampon de
préparation de ce dernier (NaCl 0,9% + DMSO) est injecté par intraveineuse a des concentrations
de 7,5 et 15 mg/kg tous les deux jours. La bléomycine et le GDC-0152 sont dilués dans du NacCl
0.9%. Les souris sont euthanasiées 21 jours aprés la premiére injection de bléomycine par
exsanguination au niveau de I'aorte abdominale. Un lavage bronchoalvéolaire est effectué et un
comptage des cellules au sein de ce dernier est réalisé. Les poumons sont ensuite récupérés pour

différentes analyses.

Dosages de collagéne :

Le collagéne est évalué par une méthode colorimétrique : le SCA (Sircol Collagen Assay).

Le SCA est réalisé sur une partie du lobe gauche du poumon de la souris. Le dosage est réalisé en
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utilisant le kit Sircol (Biocolor, Carrickfergus, Royaume-Uni) et en suivant les recommandations du

fournisseur.

La quantité de collagéne est aussi évaluée par une méthode histologique. Une coloration au
rouge Sirius, un colorant des fibres de collagéne, est effectuée sur des coupes de poumon inclues
a la paraffine. La quantification des fibres de collagene a partir de cette coloration est réalisée en
suivant la méthode décrite précédemment par I'équipe du professeur Bonniaud (Decologne et al.,
2007).

Cytométrie en flux :

Apres traitement au TGF-B et/ou au GDC-0152, les cellules A549 sont grattées dans du PBS
froid. Apres lavage, elles sont saturées dans une solution composée de 10% de SVF et 1% d’azide
de sodium pendant 10 minutes. Aprés la saturation, les cellules sont incubées avec I'anticorps
primaire anti-TGFBR1 (Sigma-Aldrich, St-Louis, Etats-Unis), dans une solution de PBS avec 0,5%
de BSA pendant 30 minutes suivi de deux lavages et d’une incubation avec I'anticorps secondaire
anti-lapin (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) pendant 30 minutes dans cette méme solution. Aprés
deux nouveaux lavages, les cellules sont resuspendues dans du PBS et analysées a l'aide du

LSRFortessa (BD Biosciences, Franklin Lakes, Etats-Unis).

Criblage et effet-dose par la méthode Alpha Screen :

La concentration de molécules choisie pour le criblage est de 500 uM. Les concentrations
choisies pour les effets-doses sont 500 yM, 300 uM, 30 uM, 3 yM et 300nM et les concentrations
du domaine BIR2 de XIAP (R&D systems, Minneapolis, Etats-Unis), de 'AVPI biotinylée et des billes
donneuses et acceptrices (PerkinElmer, Waltham, Etats-Unis) sont fixées & 30 nM pour les deux
protéines et 10 ug/mL pour les billes. L’ensemble des solutions est préparé dans un tampon
AlphaScreen (25 mM Hepes ; 100 mM NaCl ; 0,1 % BSA ; 0,05% Tween-20; pH de 7,4). Les
molécules sont dans un premier temps incubées 1h avec le domaine BIR2 de XIAP a température
ambiante dans une plaque a 96 demi-puits (PerkinElmer, Waltham, Etats-Unis). L’AVPI biotinylée
est ensuite ajoutée et incubée 1h a température ambiante. Les billes acceptrices sont par la suite
déposées et incubées 1h a I'obscurité a température ambiante, suivies des billes donneuses. Aprés
une derniére heure d’incubation a température ambiante et a I'obscurité, les résultats sont lus sur

'EnVision (PerkinElmer, Waltham, Etats-Unis) en suivant le programme AlphaScreen.
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lll. Revue : IAP-mediated protein ubiquitination in regulating

cell signaling

Cette revue, rédigée durant 'année 2020, répertorie les connaissances actuelles sur les
membres de la famille des IAP, et en particulier sur leur fonction E3 ubiquitine ligase. Les différents
partenaires des IAP ainsi que leur mode d’interaction sont présentés. Les différentes voies de

signalisation impliquant les IAP sont développées.
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Abstract: Over the last decade, the E3-ubiquitine ligases from IAP (Inhibitor of Apoptosis) family
have emerged as potent regulators of immune response. In immune cells, they control signaling
pathways driving differentiation and inflammation in response to stimulation of tumor necrosis
factor receptor (TNFR) family, pattern-recognition receptors (PRRs), and some cytokine receptors.
They are able to control the activity, the cellular fate, or the stability of actors of signaling pathways,
acting at different levels from components of receptor-associated multiprotein complexes to signaling
effectors and transcription factors, as well as cytoskeleton regulators. Much less is known about
ubiquitination substrates involved in non-immune signaling pathways. This review aimed to
present IAP ubiquitination substrates and the role of IAP-mediated ubiquitination in regulating
signaling pathways.

Keywords: IAP; ubiquitination; cell signaling; inflammation

1. Introduction

IAPs (Inhibitors of Apoptosis) constitute a family of conserved proteins found in a variety of
organisms including virus, yeast, fungus, worms, insects, arthropods, fish, and mammals [1-6]. They
were discovered in baculovirus in a genetic screen aiming to identify viral proteins able to prevent
the death of infected cells [1]. Mammal IAPs share this anti-apoptotic property (for review, see
Reference [7]). However, most of them function primarily as cell signaling regulators [8,9]. cIAP1
(cellular IAP1), cIAP2, and XIAP (X-linked IAP) are potent regulators of innate immune response [10].
They control the activation of NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
and MAPK (mitogen activated protein (MAP) kinase) signaling pathways in response to the stimulation
of members of the tumor necrosis factor receptor (TNFR) superfamily, pattern-recognition receptors
(PRRs), or some cytokine receptors. Their signaling activity is directly related to their ability to promote
ubiquitination of key signaling intermediates [11].

Ubiquitination is a post-translational modification initially described as the principal way to
regulate the half-life of proteins and to clear defective and misfolded proteins. The Nobel Prize
rewarded the discovery of ubiquitin-mediated protein degradation by Aaron Ciechanover, Avram
Hershko, and Irvin Rose in 2004. Since then, the increasing interest of researchers for the ubiquitin
system has considerably enlarged the spectral of action of this modification, which has ultimately
appeared as a very complex system able not only to control the protein turnover but also to ensure
spatiotemporal signal transduction and dynamic communication within the cells. Because they can
be implemented very quickly, they constitute a remarkable and effective protein-regulating system
employed in the first line of defense by cells to cope with changing cellular environment. They largely
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contribute to the adaptation of cell behavior to physiological intracellular variations, as well as to
intracellular or environmental stresses.

Out of the eight IAPs found in mammals, cIAP1, cIAP2, XIAP, ML-IAP (Melanoma IAP also
named livin), and ILP2 (IAP-like protein 2) are component of the ubiquitination machinery by acting
as E3-ubiquitine ligases. They can catalyze the conjugation of K6, K11, K27, K48, and K63-linked
ubiquitin chains [12-15], as well as mono-ubiquitination [16-19]. They can promote the conjugation
of diverse ubiquitin-linked chains on the same substrate leading to variable cellular fate [20]. The
conjugation of the ubiquitin-like modifier NEDDB8 (neural precursor cell expressed developmentally
downregulated protein 8) by IAPs has even been observed [21]. Many IAP-ubiquitination substrates
involved in various cellular processes have been reported. Although the role of IAPs in immune
response has started to be well characterized, little is known about their function in other signaling
pathways (e.g., autophagy, DNA damage response, transcriptional regulation, etc.). This review is an
overview of the most documented IAP ubiquitination substrates and the role of IAP-mediated protein
modifications in regulating cell signaling.

2. The Ubiquitin System

Typically, ubiquitination consists in the covalent conjugation of ubiquitin moieties on a lysine
residue from an intracellular protein substrate. Ubiquitin isa 76 amino-acid peptide that contains seven
lysine residues (K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63) that, just like the amino-terminal Methionine (M1),
behave as acceptor residues for ubiquitin moieties. Thus, intracellular proteins can be modified by a
single ubiquitin molecule (monoubiquitination) or multimeric ubiquitin chains (polyubiquitination)
of variable topologies conferring specific properties to the modified proteins. Moreover, one protein
substrate can be modified on several lysine residues, and the location of the modification is also
determinant to modulate the properties of the protein [22]. Ubiquitin moieties are specifically recognized
by effector proteins harboring linkage-specific ubiquitin-binding modules that engage in downstream
events. For example, proteins modified by conjugation of homotypic K48-linked ubiquitin chains are
guided toward the proteasome for degradation, homotypic K63-, or the linear homotypic M1-linked
ubiquitin chains are signals for the assembly of intracellular multiprotein signaling platforms, while the
mono-ubiquitination of cell-surface receptors triggers their internalization and subsequent lysosomal
degradation. Recent observations revealing the presence of mixed chains (composed of multiple
linkages), branched chains (in which one ubiquitin unit is modified at two or more acceptor sites), or
ubiquitination at non-lysine sites in substrate [23] have added a level of complexity to the ubiquitin
code [24].

Ubiquitin conjugation is a three-step multi-enzymatic reaction. The first step involves an E1
enzyme that activates, in an ATP-dependent manner, the C-terminus of ubiquitin. Once activated,
ubiquitin is transferred to the active cysteine residue of an E2-conjugating enzyme to form an
E2-ubiquitin thioester conjugate. E3-ubiquitine ligases promote the ubiquitin transfer from E2s to the
substrate [25]. Additional ubiquitins can be tethered to acceptor residues of ubiquitin to form ubiquitin
chains. It is generally admitted that E3s support substrate recognition and determine the specific site
of the modification, while E2s play a major role in determining the type of ubiquitin chain linkage.
However, E3s can also contribute in linkage specificity, particularly in the case of mixed or branched
chains, by employing different E2s to elongate the polyubiquitin chain [24-27].

3. IAP E3-Ubiquitine Ligases

3.1. IAP Structure

IAPs are defined by the presence of one to three specific evolutionary conserved domains named
BIR (baculovirus IAP repeat), whose function is protein-protein interaction (Figure 1a,b). cIAP1, cIAP2,
and XIAP contain three tandem repeats of BIRs, while ML-IAP and ILP2 display one unique BIR
(Figure 1a). These are compact domains composed of approximately 80 amino-acid residues structured
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in 3 short 3-strands and 4-5 o-helices (Figure 1b). In most of them (except the BIR1 of cIAPs and
XIAP), the B-strands and the third «-helix form a deep hydrophobic groove that specifically anchors
a 4 amino-acid linear motif called IBM (IAP binding motif). The main characteristic of IBMs is the
presence of an N-terminal alanine or, for a few of them, a serine residue that has to be exposed to
fit into the BIR pocket. IBM has been found in numerous mitochondrial proteins [28], including the
second mitochondria-derived activator of caspase (Smac) [29,30], for which the IBM is exposed after
removing of the N-terminal mitochondrial targeting motif during its proteolytic maturation process.
IBM of non-mitochondrial proteins is located just downstream of the initiating methionine removal by
methionine aminopeptidases (in the case of the NF-kappa-B (NF-«B)-inducing kinase (NIK) and the
checkpoint kinase 1 (chk1) [31,32] or is exposed at the N-terminal extremity of the cleavage product
upon caspase- or calpain-mediating processing during apoptosis or reticular stress respectively (in
the case of caspase 3, 7, or 9 or the releasing factor eRF3/GSTP) [33-35]. Deciphering the mechanisms
of interaction of Smac with the BIRs led to the design of IAP antagonists named Smac mimetics
able to bind both the BIR2 and the BIR3 domains (see the reviews in Reference [36,37]). Alternative
modes of interaction also exist. The cIAP1-BIR3 can bind protein partners by using unconventional
IBMs [38] or another BIR-binding interface [39]. In addition, the BIR1 of cIAP1/2 and XIAP that are
unable to anchor IBM bind the signaling adaptor tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated
factor 2 (TRAF2) [40,41] and the transforming growth factor-activated kinase 1-binding protein 1
(TAB1) [42], respectively.

(a)
XIAP BIR1 BIR2 BIR3 | UBA | ' RING |
clAP1 BIR1 BIR2 BIR3 UBA CARD RING
cIAP2 uBA }{cARD}{ RING }—
P2
ML1AP
(b) (C) Dimerization site

Figure 1. (a) Structure of Inhibitor of Apoptosis (IAP) E3-ubiquitine ligases. BIR: Baculovirus IAP
repeat; UBA: ubiquitin associated; CARD: caspase activation and recruitment domain; RING: really
interesting gene. (b) Ribbon diagram of the cIAP1 BIR3 domain in contact with the IAP binding motif
(IBM) of caspase 9. The sheets () are shown as yellow ribbons and helixes () as red ribbons. 3-strands
and the third a-helix form a deep hydrophobic groove stabilized by zinc atom (grey spheres) that
is coordinated by three conserved Cysteine (cyan) and one Histidine (orange) residues. The IBM is
represented in blue. (c) Ribbon diagram of an X-linked IAP (XIAP)-RING domain homodimer. The zinc
ions are shown as grey spheres, the cysteine residues interacting with zinc as cyan sticks, the histidine
as orange sticks, the ubiquitin-interacting site as blue sticks, and the E2-interacting sites as red sticks.
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The BIRs serve as ubiquitination substrate binding components. Alternatively, substrates can be
recruited through adaptors or intermediates, such as TRAF2, TRAF3 [43-45], the PHD-bromodomain 1
(TRIP-Brl, Sertad1) [15], or the septin-like ARTS (Apoptosis Related protein in transforming growth
factor (TGF)-beta signaling pathway) [46].

The E3-ubiquitine ligase activity of cIAP1, cIAP2, XIAP, ML-IAP and ILP2 is supported by the
C-terminal RING domain [11] (Figure 1c). RING is the most widespread E3 active domain. It is
structured as a zinc finger platform for bringing in close proximity both the ubiquitin-charged E2 and
the substrate [47] (Figure 1c). It catalyzes the transfers of ubiquitin moieties from the E2 to a Lysine of
the substrate without intermediate conjugation of ubiquitin to E3.

In addition to the BIRs and RING, cIAPs, XIAP, and ILP2 bear a ubiquitin associated (UBA)
domain and cIAPs a caspase activation and recruitment domain (CARD) [11]. The CARD regulates
the activating dimerization of cIAPs (see below) [48,49], while the UBA is an ubiquitin binding
domain allowing the recruitment of IAPs to signaling complex [50,51]. The UBA is also able to
bind ubiquitin-charged E2s suggesting that UBA could contribute in the choice of the E2s, therefore
determining the type of ubiquitin chain linkage [12,52].

3.2. IAP E3-Ubiquitine Ligase Activity

As observed for many RING-finger E3s, a dimerization of IAPs is required for transferring
ubiquitin from E2s to the substrate (for review, see Reference [11]). The dimerization interface is located
at the extreme C-terminus of the RING (Figure 1c). A crystallographic analysis of a construct encoding
the C-part of cIAP1 that includes the BIR3, the RING, and the two intermediate domains, UBA and
CARD, revealed that the monomeric cIAP1 adopts a compact inactive closed conformation, in which the
RING is sequestered in the heart of the molecule [48]. The monomeric form can bind ubiquitin-charged
E2s; however, this binding is not sufficient to promote dimerization [53] nor ubiquitin transfer [54].
The BIR3 and CARD are both critical for maintaining the closed auto-inhibited conformation [49].
Engagement of the BIR3 by synthetic ligands (e.g., Smac mimetics) promotes a cIAP1 conformational
modification and RING exposure, resulting in dimerization and subsequent E3-ligase activation,
auto-ubiquitination, and degradation [48,54]. A dynamic analysis of cIAP1 conformational change and
inter-domain motions suggested that cIAP1 is prime for activation and able to undergo a very rapid
activating conformational change upon binding of ligands [54]. When overexpressed in HEK293T
cells, cIAPs are unstable proteins because of autoubiquitination and degradation, suggesting their
tendency to spontaneously dimerize [55]. Co-expressing the molecular adapter TRAF2 with cIAP1
blocked the cIAP1-auto-ubiquitination process, stabilized the protein [55] and regulated its subcellular
localization [56], demonstrating the importance of TRAF2 as regulatory partner of cIAP1. By contrast,
the dimeric form of XIAP that does not contain CARD is stable and does not require an activation
step [57].

3.3. The cIAPs-TRAF2-TRAF3 E3-Ubiquitin Ligase Complex

TRAFs constitute a family of cytoplasmic adaptors involved in signal transduction from a variety
of receptors involved in immune response [58]. Just like cIAPs, TRAF1 and 2 were discovery in a
biochemical screen aiming to identify cytoplasmic proteins associated with the tumor necrosis factor
Receptor 2 (TNFR2) [59]. Since then, 4 other members have been described in mammals, characterized
by the structural similarity. They share the presence in protein structure of a specific TRAF domain
which function is protein-protein interaction. It binds to receptors by its N-extremity (TRAF-N domain)
and to intracellular signaling molecules through its C-extremity (named TRAF-C). The functional form
of TRAF proteins is a trimer that binds to trimeric active receptors and connects downstream signaling
effectors. Beside this scaffolding function, TRAF2-6 also display an E3-ubiquitin ligase activity thanks
to the presence of an N-terminal RING domain [58].

Among TRAFs, TRAF2 can directly bind cIAPs, whereas TRAF1 and TRAF3 can bind cIAPs
indirectly via TRAF2. The mechanisms of cIAPs-TRAF2 interaction have been extensively analyzed
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and involved the BIR1 domain. Biochemical and structural studies demonstrated that one cIAP2-BIR1
molecule binds TRAF?2 in its trimeric functional form [41]. TRAF2 promotes the recruitment of cIAPs
into receptors associated signaling complexes, thereby engaging downstream signaling pathways. The
concerned receptors are TNFR1, TNFR2, CD40, CD30, and BAFF-R (B-cell activating factor) from the
TNFR superfamily, TLR4 (toll-like receptor-4), nucleotide binding-oligomerization domain (NOD)-like
receptors (NLRs), retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)-like receptors (RLRs), and some cytokine
receptors, such as interferon (IFN) receptor [58,60]. Independently of receptor engagement, cIAP1 has
been found associated with TRAF2 in unstimulated cells from several linages, including epithelial
cells, lymphocytes, macrophages, and murine embryonic fibroblasts (MEF) [43,61,62].

Increasing evidences suggest that cIAP1 and TRAF2 form an E3-ubiquitin ligase complex, in which
cIAP1 functions as E3-enzyme, while TRAF2 constitutes an important regulatory subunit. TRAF2
serves as adaptor for bringing cIAP1 to close proximity of the substrates, it can stabilize cIAP1 by
blocking auto-ubiquitination process [55], regulates its subcellular localization [56], and also activates
its E3-ubiquitine ligase activity through K63-linked ubiquitination [63]. In some situation, TRAF3
takes part in the complex serving as substrate binding component (Table 1).

Table 1. IAP ubiquitination substrates.

Cellular

Process Substrate Interacting I I
[Protein P IAPs Mside Nature of the Ubiquitination/ Consequences Ref
Family

Degradative polyubiquitination &

Apoptosis AIF XIAP BIR2 Nondegradative polyubiquitination at K255 [64,65]
interfering with AIF DNA binding.

Degradative polyubiquitination at K3, blocks

E? S ES XIAP inhibition [66]
Bcl2 XIAP Indirect, - pyo0 radative ubiquitination favoring cell death  [46]
via ARTS & T 8
CZipda?;G cIAP2 Direct Mono-ubiquitination in in vitro assay [16]
cIAP1, BIR2, K48-linked polyubiquitination inhibiting cell [67,68]
XIAP IBM-dep. death g
Caspase-7 XIAP Neddylation, inhibition of caspase activity [21]
cIAP1, Degradative ubiquitination of component of the o
Caspase-8  yjap Ripoptosome 6]
Degradative (auto)ubiquitination, required SR
cIAP1/2 cIAP1 TRAF2 [70,71]
Degradative polyubiquitination, inhibits 5
Bk XaE IR FAF1-mediated cell death [72]
IAP1 Degradative ubiquitination of component of the
FLIP. XI AP, Ripoptosome. Ubiquitination of FLIP required [69]
caspase-8-mediated cleavage.
Smac clAPs, BIR2,3, Degradative ubiquitination, blocks XIAP [73,74]
XIAP IBM-dep. inhibition and inhibits cell death A
XIAP XIAP Degradative autoubiquitination [70]
Autophagy p62 XIAP Direct Degradative ubiquitination [75]
Copper ccs XIAP BIR3 Polyubiquitination a;ctKiZ‘jlitl;enhances chaperone 76]
homeostasis A S .
COMMD1 XIAP BIR3 K48-linked ublqultm.atlon, Increases intracellular (7]
copper in cultured cell
cdcd2 XIAP Direct Degradative polyubiquitination at K166 [78]
Stabilization of RhoGDIx-cdc42 interaction.
Cytoskeleton cIAP1 BIR2 Regulation of the TNFx, EGR or [61]
regulation Ras-V12-mediated activation
Profilin 2 cIAP1 Direct Degradative polyubiquitination [79]
Racl XIAP, BIR1-2 Degradative polyubiquitination at K147 [80]
cIAPs Upregulation and activation of Racl [81]
RhoA XIAP Direct Regulation of protease-activated 82]

receptor-mediated RhoA activation
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Cellular
Process Substrate Interacting g L s i
[Protein i Parties IAPs Mode Nature of the Ubiquitination/ Consequences Ref
Family
BIR3 Positive or negative modulation of the stabili
DNA 4 8 Y 3
damage S XIAP 1BM.dep. regulated by XAF1 [0
response/ MREI11 cIAP2 BIRs D%rect or i‘ndi.rect degradat%ve polyubiquitinat%on [84]
cell cycle 21 IAP1 Direct or indirect modulation of the neddylation [85]
regulation P leading to degradation i
Survivin XIAP Direct Degradative ubiquitination, regulated by XAF1 [86]
Infl z Caspase-1  clAP1/2 BIR1 K63-linked activating ubiquitination [87]
lfmmm;“"“ 50Cs1 XIAP BIR1 K63-linked ubiquitination leading to stabilization ~ [88]
= IKKe cIAPs K63-linked ubiquitination at K30, K401, essential [44]
/TRAF2 of kinase activity.
Ké6-polyubiquitination, mono-ubiquitination at [18,19
IKKy cIAP1 BIR2-3 K285 and K63-linked polyubiquitination at K277 8‘; *
and K309 leading to NF-kB activation. ]
BIR2 and
NIK cIAPs indirect K48-linked degradative ubiquitination [31]
(TRAF2/3)
. K11 and K63-linked ubiquitination leading to 3
fI:InI;II( RIPK1 cIAPs ]i)n“d‘;j;’t' LUBAC recruitment and NF-kB activation. 535)16]'
y Degradative K48-linked polyubiquitination. s
K63-linked ubiquitination leading to LUBAC and
RIPK2 XIAP BIR2 TAK1/TAB1/TAB2 complex recruitment and [20]
NF-kB activation in NOD signaling
cIAPs, Polyubiquitination (diverse ubiquitin chains)
RIEKZS XIAP in vitro assay (4]
RIPK4 IAP1 Direct Polyubiquitination (dlv.erse c}}ams) at K51 and [14]
K145, in vitro assay.
Hdirect via K27-linked polyubiquitination at K1047 (AC1)
ACs XIAP TRIP-Brl leading to enhanced AC1 endocytosis and [15]
si 1 degradation
%m 1 K63-linked ubiquitination leading to recruitment
Hanscugnon Bcl10 cAP1/2 0f LUBAC and IKK complex and NF-kB [91]
activation in BCR signaling
cIAP1, K63-linked ubiquitination that blocks the
MEKK23  x1ap BIR1-2 MEKK2/3-MEK5-ERK5 cascade (921
K48- and K63-linked ubiquitination, regulation
? 93
WIERES XEE of the bi-phasic NF-«B activation (%3]
PTEN XIAP Direct Degradative polyubiquitination [94]
RAF1 érlfs’ BIR1-2 Degradative polyubiquitination [95]
Direct or K63-linked ubiquitination that results in kinase
TAK1 XIAP indirect via activation/Degradative K48-linked [96,97]
TAB1 ubiquitination.
TRAF Degradative and non degradative
: TRAF2 cIAP1 BIR1 polyubiquitination. Regulation of receptor [98,99]
family . . .
complex mediated signaling.
Indirect, via ~ K48-linked degradative ubiquitination leading to ~ [63,100,
TRAES aARs TRAF2 non-canonical NF-kB activation. 101]
K48-linked polyubiquitination. K63-linked
TRAF6 cIAPs Indirect ubiquitination. Regulation of receptor complex- [102]

mediated signaling.
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Table 1. Cont.

Cellular
Process Substrate Interacting g L s i
[Protein i Parties IAPs Mode Nature of the Ubiquitination/ Consequences Ref
Family
Transcriptional CHOP IAP1 Direct Degradative ubiqgitination, preyents ER-stress [103]
program mediated apoptosis.
Indirect, via : : Pt o &
CREB cIAPs TRAF2/3 K48-linked degradative ubiquitination [45]
Indirect, via R S Gad . i
c-Rel cIAPs TRAF2/3 K48-linked ubiquitination [43]
K63-linked ubiquitination at K161/164. [104
E2F1 cIAP1 BIR3 Stabilization in S phase of cell cycle or upon lD‘R]l
genotoxic stress. Binding to chromatin ‘
: Monoubiquitination leading to a decrease of the
Crpucho Xk Direct affinity of Groucho for transcription factor [
K63-linked ubiquitination. Stabilization, nuclear
HIE1a AR translocation. Binding to chromatin [106]
. K63-linked ubiquitination leading to
TREL claRz Direct transcription factor activation. Regulated by S1P. o7
Indirect, via . e . .
IRF5 cIAPs TRAF2/3 K48-linked ubiquitination [43]
Mad1l cIAP1 BIR1-3 Degradative ubiquitination. Activation of c-Myc [108]

ACs (Adenylyl cyclased): enzyme generating cAMP; AIF (Apoptosis-inducing factor): regulator of chromatin
condensation; ARTS: septin-like mitochondrial protein promoting apoptosis by antagonizing XIAP; Bcl2 (B-cell
lymphoma 2): inhibitor of the intrinsic pathway of apoptosis; Bcl10 (B-cell lymphoma 10): adaptor protein in B cell
receptor (BCR)-associated complex; BIR (baculovirus IAP repeat); CCS (copper chaperone for superoxide dismutase):
responsible for delivery copper to superoxide dismutase; cde42 (Cell Division Cycle 42): Small GTPase from Rho
family regulator of actin cytoskeleton; Chk1 (Checkpoint kinase 1): Serine/Threonine protein kinase that controls the
G2/M phase transition in response to DNA damage; CHOP (C/EBP homogous protein): transcription factor activated
in response to endoplasmic reticulum stress; cIAP1 (cellular IAP); COMMDI1 (Copper metabolism MURR1 domain
protein 1): scaffold protein involved in copper homeostasis; CREB (C-AMP Response Element-binding protein):
transcription factor involved in immune response; c-Rel: NF-«kB subunit; E2F1 (E2 promoter binding factor 1):
transcription factor involved in G1-S cell cycle phase transition and in DNA damage response; FAF1: Fas-associated
Factor 1, enhances Fas-induced apoptosis; FLIP (FADD-like IL-13-converting enzyme-inhibitory protein): major
antiapoptotic protein; Groucho: repressing cofactor of the CTF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancer factor-1)
transcription factor; HIF1 & (Hypoxia-inducible factor-1«x); IAP (Inhibitor of Apoptosis); IBM (IAP binding motif);
IKK (I-«B kinase); IRF1&5 (Interferon (IFN) regulator factor 1&5): transcription factors involved in the induction of
IFN, some inflammatory cytokines and genes of inflammation and immune response; Mad1 (Mitotic arrest deficient
1): spindle assembly checkpoint (SAC) regulator, repressor of c-myc; MEKK2/3 (Mitogen-Activated protein kinase
2/3): serine/threonine protein kinase involved in MAP kinase signaling pathway; MRE11 (Meiotic Recombination
11 Homolog): nuclease involved in the homologous recombination (HR) pathway of double strand break repair;
NIK (NF-kB-inducing kinase); p21 (also named CIP: CDK-interacting protein 1): cyclin-dependent kinase inhibitor
(CKI) that controls the S phase of cell cycle; p62: receptor for protein destined to be degraded by autophagy;
Profilin 2: actin cytoskeletal regulator, mediator of synapse architecture; PTEN (phosphatase and tension homolog):
regulator of the phosphatidylinositol 3-kinases (PI-3K)/Akt pathway; Racl: Small GTPase from Rho family regulator
of actin cytoskeleton; RAF1: serine/threonine-protein kinase (MAP3K) involved in Ras-RAF-ERK-MEK cascade;
RIPK (receptor-interacting kinase); RhoA: Small GTPase from Rho family regulator of actin cytoskeleton; S1P
(sphingosine-1-phosphate): bioactive sphingolipid; Smac (second mitochondria-derived activator of caspase): IAP
inhibitor; SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1): inhibitor of IFNs and some cytokine signaling pathways;
TAKI1 (tumor growth factor-p-activated kinase 1); TRAF (tumor necrosis factor Receptor (TNFR)-associated factor);
XIAP (X-linked IAP).

4. IAP-Mediated Ubiquitination of Caspases and IAP Antagonists and Regulation of Apoptosis

IAPs were first identified in baculovirus by their ability to block apoptosis of infected cells. In
insect cells, they are essential for maintaining cell survival. Downregulation or loss of function of the
drosophila IAP1 (DIAP1) is sufficient to induce caspase activation and massive apoptotic cell death in
early embryo [109,110]. Mutation within the RING domain abolished the ability of DIAP1 to prevent
apoptosis, demonstrating the importance of the E3-ubiquitine ligase activity [109,110]. DIAP1 protein
exerts its anti-apoptotic function by inhibiting caspases. It can physically interact with both the initiator
and effector caspases and promotes their ubiquitination that results in modulating their stability and
activity [111,112]. Apoptosis occurrence requires the neutralization of DIAP1 [112]. Genetic analysis of
Drosophila mutants displaying default in developmental cell death highlighted the importance of IAP
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antagonists [111,112]. These proteins share an N-terminal IBM that competes with the IBM of caspases
for DIAP1 interaction. Binding of IAP antagonists to DIAP1 triggers DIAP1 auto-ubiquitination and
degradation [112].

In mammals, XIAP and cIAPs are also able to bind and promote the ubiquitination of apoptotic
caspases in vitro [16,21,68]. However, the in vivo relevance of this modification is still debated.
XIAP is considered as the main direct inhibitor of caspases activity in mammals [113]. It is present
in the apoptosome complex, and its binding to initiator caspase-9 is sufficient to prevents the
activating dimerization and protease activity of the caspase [114,115]. XIAP can also directly bind and
inhibit effector caspases-3 and -7 by hindering the substrate-binding pocket and blocking substrate
accessibility [33,34,115-119], independently of ubiquitination process. However, the analysis of
thymocytes, embryonic stem cells and fibroblasts from A RING mutant-bearing transgenic mice showed
an increased caspase activity and an enhanced sensitivity to apoptosis suggesting the physiological
requirement of the XIAP E3-ubiquitine ligase activity for caspase-inhibition [118]. Although less critical
for apoptosis induction than in drosophila, IBM-containing-IAP antagonists also play a significant
role in apoptosis regulation in mammals. The best characterized is Smac that can bind to both the
BIR2 and BIR3 of cIAP1, cIAP2, XIAP, and ML-IAP in an IBM-dependent manner [120-122]. It is
generally admitted that Smac competes with caspases for XIAP interaction, whereby abrogates caspase
inhibition, while cIAPs and ML-IAP antagonize Smac-XIAP binding [113,123-125]. Moreover, Smac
binding to the BIR domains stimulates cIAP1 E3-ubiquitin ligase activity, autoubiquitination, and
degradation [126]. Accordingly, Smac deficiency in mice led to increased level of cIAPs demonstrating
the essential role for Smac in controlling the intracellular cIAPs content [127]. In turn, ML-IAP, cIAP1,
and XIAP can induce the ubiquitination and degradation of their antagonists [73,128,129].

Besides caspases and IAP antagonists, IAPs can also regulate through ubiquination other regulators
of apoptosis (Table 1). For most of them, except for the B cell lymphoma 2 (Bcl-2) [46], IAP-mediated
ubiquitination results in inhibiting cell death activity.

5. IAP-Mediated Regulation of NF-kB-Signaling

NF-kBs correspond to a family of transcription factors responsible for the expression of
several anti-apoptotic genes, cytokines and pro-inflammatory molecules that orchestrate the innate
immunity [130]. They are activated upon stimulation of membrane or intracellular receptors, including
members of the TNFR superfamily, growth factor receptors, cytokine receptors, and PRRs, as well as in
response to environmental or endogenous stress. Two distinct NF-«B activation signaling pathways
have been described: the canonical and the non-canonical (Figures 2 and 3). Schematically, the
canonical pathway involved the IKK (Inhibitor of kB kinase) complex composed of IKK«, IKK(3, and
IKKy (Figure 2). It is activated by phosphorylation by upstream kinases including the tumor growth
factor-p-activated kinase 1 (TAK1), in turn stimulating the UPS (ubiquitin-proteasome system)-mediated
degradation of the inhibitor-kB (I-«B) through phosphorylation. This results in the release and
translocation of the NF-«B subunits to the nucleus where they promote a specific gene transcription
program. The non-canonical pathway is independent of IKK{3 and IKKy (Figure 3). It involves NIK
that catalyzes the phosphorylation of IKKat homodimer leading to phosphorylation, processing, and
nuclear translocation of the transcription factor [130].
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Figure 2. Regulation of the TNFR and canonical NF-«B signaling pathways by IAPs. The activation
of the tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR1) induces the formation of the complex 1 composed
of TNFR-associated death domain (TRADD), receptor-interacting kinase 1 (RIPK1), TNFR-associated
factor 2 (TRAF2), and cellular inhibitors of apoptosis (cIAP1/2). The latter promote the ubiquitination
of RIPK1 (K63 and K11-linked), leading to the recruitment of the linear ubiquitin chain assembly
complex (LUBAC). In turn, LUBAC induces the conjugation of linear M1-linked polyubiquitin chains to
complex 1 components. The resulting ubiquitin scaffold allows the recruitment of TAK1 (tumor growth
factor-p-activated kinase 1)/TAB1/TAB2/3 (transforming growth factor-activated kinasel-binding
protein 1, 2, and 3) complex and IKK (Inhibitor of kB kinase) complex composed of IKKo/IKK3/IKKY.
TAK1 catalyses the phosphorylation of IKKf and the activation of IKK. This leads to the phosphorylation
of the Inhibitor of kB (I-kB), its K48-linked ubiquitination, and proteasomal degradation, resulting in the
release and nuclear translocation of NF-kB subunits. Stimulation of PRRs (pattern-recognition receptors),
TGEB-R (Transforming Growth Factor-beta receptor), cytokine receptors, NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain), or genotoxic stress can engage the canonical NF-«B pathways by stimulating
TAK1/TAB1/TAB 2/3 complex. XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) can positively regulate
TAKT1 activation through K63-linked ubiquitination or negatively through K48-linked ubiquitination
and proteasomal degradation. In the case of NOD2 stimulation, XIAP promotes the K63-linked
ubiquitination of RIPK2 that results in the recruitment of LUBAC and TAK1 activation. cIAPs can
control IKKy by promoting mono- or K63-linked ubiquitination, while the cIAPs/TRAFs E3-ubiquitin
ligase complex can regulate c-Rel stability. A complex 2 derived from TNFR1-associated complex 1 or
Ripoptosome that contain RIPK1 and RIPK3 can be formed in response to depletion of cIAPs by IAP
antagonists, oxidative or genotoxic stresses, or TLRs (toll-like receptors) stimulation. Theses complexes
can lead to apoptosis, necroptosis, or ROS production and inflammasome activation, depending on
presence of the regulatory or effector proteins c-FLIP (cellular FLICE-like inhibitory protein), caspase
8 (Casp8), and/or MLKL. cIAPs block complex 2/ripoptosme assembly by inhibiting RIPK1 kinase
activity and/or by mediating its K48-linked ubiquitination and degradation. Necrosome is negatively
controlled by XIAP.
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Figure 3. Regulation of signaling pathways by cIAP-mediated degradation of TRAF2 and/or TRAF3. In
standing state, the cIAPs/TRAF2/3 E3-ubiquitin ligase complex controls the cellular content NIK
(NF-kB-inducing kinase) by mediating K43-linked ubiquitination and proteasomal degradation.
Stimulation of CD40-R (cluster of differentiation 40 receptor), BAFF-R (B-cell activating factor receptor),
TNFR2 (tumor necrosis factor Receptor 2), FN14 (Fibroblast growth factor-inducible 14), or TLRs
(toll-like receptors) promotes the recruitment of cIAPs/TRAFs complex to the receptor leading to the
accumulation of NIK, phosphorylation of IKK« dimer, and activation of the non-canonical NF-kB
pathway. In receptor-associated complex, TRAF2 can stimulate cIAPs via K63-linked ubiquitination.
In turn, cIAPs catalyse the K48-linked polyubiquitination of TRAF3 and, in a lower level, TRAF2,
causing their degradation and the formation of a secondary complex. Upon TLR stimulation, RIPK1/3
(receptor-interacting kinase 1/3) are also recruited to the receptor complex that can lead to the assembly
of Ripoptosome and/or necrosome. Myd88: Myeloid differentiation primary response 88; TRIF:
toll-interleukin 1 receptor domain-containing adaptor inducing IFN-3.

5.1. XIAP-Mediated TAK1 Ubiquitination

TAK1 is a mitogen-activated protein kinase (MAP3K). Besides its function in transducing MAPK
signaling, it can participate to NF-«B activation by phosphorylating IKK(3. It is active when associated
to TAK1-binding protein-1 (TAB1) and either TAB2 or TAB3 which share the ability of binding
K63-linked ubiquitin chains [131]. Thus, TAK1/TABs complex is recruited to cell signaling platform via
binding to K63-linked polyubiquitin scaffold that maintains TAK1 and its substrate in close proximity.
TAKI activation requires a direct K63-linked polyubiquitination. The E3-ubiquitin ligase TRAF6
and XIAP [97,131] can mediate this modification [97,131]. XIAP can directly bind to TAB1 via its
BIR1 domain [42,132] and induces K63-linked polyubiquitination that results in TAK1 activation
and stabilization of IKK complex [89,97]. The XIAP-mediated TAK1 polyubiquitination is critical
for NF-kB activation in response to genotoxic stress [89] and for TGF-f3 (transforming growth factor
beta) signaling [97,133]. XIAP is able to directly interact with the TGF-f3 receptor type 1[97,133] and
BMP (bone morphogenetic proteins) receptors [132], bridging the receptor to TAK-1/TABs complex
and allowing the engagement of JNK (c-Jun N-terminal kinase) and NF-«B signaling pathways [133].
XIAP has also been involved in a feed-back loop regulation in TGF-f3 signaling. Indeed, TGF-3 can
induce the expression of the XIAP gene [96,134]. In turn, XIAP mediates the polyubiquitination and
degradation of TAK-1, leading to an inhibition of TGF--induced JNK activation [96].



Cells 2020, 9, 1118 110f28

5.2. cIAPs-Mediated Ubiquitination of IKKy and IKKe

IKKYy (also known as NEMO for NF-kB essential modulator) is the regulatory subunit of IKK
complex. While the catalytic subunits IKKx and {3 are activated by phosphorylation, IKKY is subjected
to multiple post-translational modifications including monoubiquitination, Ké-linked, K63-linked,
M1-linked, and K63/M1 hybrid polyubiquitination [130]. Genotoxic stress or TNFx induce mono- or
Ké6-linked polyubiquitination of IKKy, respectively, which are inhibited in cIAP1-deficient cells [18,89].
Directed mutagenesis and in vitro assay demonstrated a direct interaction of the N-terminus of IKKy
with the cIAP1 BIR2-3 domain [89] and the ability of cIAP1 to conjugate monoubiquitin at Lys285 [18]
and polyubiquitin chains at Lys277 and 309 [89] (Figure 3). Of interest, the mulluscum contagiosum
virus (MCV) that infects keratinocytes causing small neoplasms takes advantage of this process. The
MCV MC159 protein can compete with cIAP1 for IKKy binding; therefore, it can inhibit K63-linked
ubiquitination of IKKy and can suppress NF-«B activation [135].

cIAP1/2 in complex with TRAF2 can also mediate K63-linked ubiquitination of IKKe (also called
IKBKE: inhibitor of nuclear factor k-B kinase subunit ¢) [44]. IKKe is a noncanonical member of the
IKK family, a downstream effector of TLR3, RIG-1, and IFN-f3 receptors. It participates in signal
transduction leading to the activation of NF-kBs, IFRs (interferon (IFN) regulatory factors) or STATs
(Signal Transducers and Activators of Transcription). The K63-linked ubiquitination at K30 and K401
is essential for its kinase activity and NF-«B activation [136].

5.3. cIAP1/2-TRAF2-TRAF3 E3-Ubiquitin Ligase Complex Regulates the Cellular Content of c-Rel

Among NF-kB transcription factors, the c-Rel subunit is required for TLR-induced expression of
pro-inflammatory cytokines. It has been associated with inflammatory and autoimmune diseases in
c-Rel knockout mouse models. The steady-level of c-Rel and its activation in response to TLR stimulation
is enhanced in TRAF2-deficient myeloid cells. TRAF2 mediates UPS-dependent degradation of c-Rel,
which depends on the presence of cIAP1s. cIAPs and TRAF2 can complex with c-Rel only in the
presence of TRAF3. Thus, cIAPs, TRAF2, and TRAF3 cooperate to regulate the stability of c-Rel [43].

5.4. Regulation of the Cellular Content of NIK and the Non-Canonical NF-xB-Activating Signaling Pathway
by the cIAP1/2-TRAF2-TRAF3 E3-Ubiquitin Ligase Complex

The development of Smac mimetics that trigger cIAP1 auto-ubiquitination and degradation
has revealed the role of this IAP in the regulation of the non-canonical NF-kB-activating signaling
pathway [137,138]. In the standing state, the cellular content of NIK is maintained low through
sustained UPS-mediated degradation process (Figure 3). Cell exposure to Smac mimetics induced NIK
stabilization that resulted in the activation of the non-canonical NF-kB signaling [137,138].

Genetics analysis of primary multiple myelomas that are characterized by a high level of NIK
have revealed inactivating mutations in cIAP-encoding genes [139,140], which strengthen the role of
cIAPs in the negative regulation of NIK. Although NIK protein contains an N-terminal IBM that can
directly bind the BIR2 cIAPs, TRAF2, and TRAF3 are required for regulating NIK protein turnover [63].
The analysis of TRAFs or cIAPs mutant multiple myeloma and cIAPs- or TRAFs-deficient MEFs
demonstrated that NIK degradation is ensured by the TRAF3-TRAF2-cIAP1 ubiquitin ligase complex,
in which TRAF3 serves as NIK-binding component and recruits cIAPs via TRAF2 [63,141]. The NIK
IBM-cIAPs interaction stabilizes the complex and facilitates the cIAP-mediated NIK degradative
(K48-linked chains) ubiquitination [31].

6. IAP-Mediated Ubiquitination of Receptor-Interacting Kinases (RIPKs)

During the last decade, serine/threonine kinases from receptor-interacting kinase (RIPK)
family had emerged as critical determinants of cell fate in response to stimulation of death,
interleukin, or pattern-recognition receptors, as well as genotoxic or oxidative stresses, at the crosstalk
between differentiation, inflammatory response, and cell death signaling pathways (for review, see
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Reference [142]). RIPKs are characterized by the presence of a homologous serine-threonine kinase
domain (KD) and at least one additional variable domain required for the recruitment of RIPKs into
receptor complexes or signaling platforms through homotypic interaction. Their cellular functions
are tightly regulated by post-translational modifications, and ubiquitination constitutes one of the
most important mechanism regulating their kinase activity, determining their recruitment into various
multiprotein signaling complexes and modulating their ability to engage downstream signaling
pathways [143-145]. cIAP1/2 and XIAP are able to catalyze the conjugation of ubiquitin chains of
variable topology to RIPK1, 2, 3, and 4, but the in vivo significance of these modifications is not
completely solved [14].

6.1. cIAP1/2-Mediated RIPK1 Ubiquitination in Signal Transduction and Ripoptosome Assembly

RIPK1 is a death domain (DD)-containing protein able to bind members of TNFR superfamily
and adapter proteins via DD homotypic interaction. It determines the response of cells to receptor
stimulation, controlling the activation of transcriptional response leading to survival, differentiation,
and inflammation, as well as the assembly of cell death signaling platforms leading to apoptosis
or necroptosis. RIPK1 can also take part to TNFR-independent signaling complexes thanks to the
presence of a RIP homotypic interaction motif (RHIM) that mediates homotypic interaction with its
closely related kinase RIPK3, TRIF (toll-interleukin 1 receptor domain—containing adaptor inducing
IFN-f) that is an adaptor downstream of the pathogen-recognition receptors TLR3 and TLR4 [146]
and DAI (DNA-dependent activator of interferon-regulatory factor) involved in the RIG-1 (retinoic
acid-inducible gene I) signaling pathway.

The role and mechanisms of regulation of RIPK1 has been extensively studied in TNFR1 signaling
pathway and recently very well reviewed [142,147] (Figure 3). Briefly, TNFR1 engagement triggers
the binding of RIPK1 along with the adaptor TNFR1-associated death domain protein (TRADD) that
allows the recruitment of TRAF2 and cIAP1/2 and the subsequent binding of the linear ubiquitin chain
assembly complex (LUBAC). This transient membrane-associated complex referred to complex-I leads
to the activation of canonical NF-kB and MAPK that culminate in the expression of genes promoting
survival, inflammation, and differentiation. TNFR1 stimulation can also trigger the assembly of
RIPK1-containing secondary cytoplasmic complexes referred to as complexes II that ultimately result
in apoptotic or necroptotic cell death (Figure 3). While the kinase activity of RIPK1 is required for
complexes-II assembly, it is dispensable for its scaffolding function. The ubiquitination of RIPK1
has been shown to be determinant for TNF-a-induced NF-kB activation in some cell lines, such as
Jurkat T-cells [20,69,144]. K11 and K63-linked polyubiquitin chains conjugated on the K377 residue
of RIPK1 are recognized by the UBD (ubiquitin-binding domain) of the LUBAC subunit HOIP
(HOIL1 (interacting protein heme-oxidized IRP2 ubiquitin ligase 1)-interacting protein) and allows
the recruitment of LUBAC. In turn, LUBAC added a linear (M1-linked) ubiquitin chain to complex I
components. Altogether, K11, K63, M1-linked, and hybrid poly-ubiquitin chains [13,148,149] form a
molecular scaffold that allows the recruitment of the trimeric kinase complexes IKK (Inhibitor of kB
kinase composed of IKK1/2/NEMO) and TAB1/TAB2/TAK1 and ultimately results in NF-kB and MAPK
activation and gene activation (Figure 2).

cIAP1/2 and XIAP has been shown to promote K11-, K63-, and K43-linked ubiquitination
of in vitro RIPK1 and in TNF-x-treated cells [13,14,90,149,150]. We cannot rule out that cIAP1/2
could also mediate the conjugation of branched ubiquitin chains. Of interest, constitutive RIPK1
ubiquitination has been detected in several tumor samples including mucosa-associated lymphoid
tissue lymphoma that displays a recurrent t(11;18)(q21; q21) translocation involving cIAP-encoding
gene [151]. Exposing cells to Smac mimetics that trigger the degradation of cIAP1 or deletion of cIAPs
abrogated TNF-x-dependent ubiquitination of RIPK1 prevented the recruitment of LUBAC, TAK1,
and IKK into TNFR1-associated complex I and reduced NF-«B activation [13,149,152]. Although the
involvement of RIPK1 in TNFR2 signaling pathway has not been clearly demonstrated, Smac mimetics
can also prevent the K63-polyubiquitination of components of TNFR2 signaling complex and inhibit the



Cells 2020, 9, 1118 13 0f 28

subsequent recruitment of LUBAC and activation of canonical NF-«B [153]. On the other hand, double
deletion of genes birc2 and birc3 (encoding cIAPland cIAP2 respectively) or birc2 and birc4 (encoding
cIAP1 and XIAP respectively) in mice led to embryogenic mortality, which is abolished or delayed
by deleting RIPK1 suggesting that cIAP1 can also inhibit the pro-cell death function of RIPK1 [154].
Deletion of cIAP1/2 sensitized cells to TNF-&, TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand), or
Fas-mediated cell death [137,138,155-158] by promoting the assembly of cytoplasmic RIPK1-containing
complex-II [152,159]. Such a cytoplasmic complex, named Ripoptosome, can also be spontaneously
formed in cells treated with IAP antagonists or can be assembled in response to microbial infection,
genotoxic, or oxidative stress [69,159,160]. In addition to its capacity to assist the scaffolding function of
RIPK1, cIAP1 represses its kinase activity and autoactivation required for the assembly of complex II or
Ripoptosome [12,161]. The generation of conditional knockin mouse deleted for cIAP2 and expressing
cIAP1 mutated in its UBA domain made it possible to distinguish between the cIAP1-mediated RIPK1
ubiquitination required for its scaffolding function and that controlling its kinase activity [12]. These
animals developed normally but were highly sensitive to TNF-mediated cell death. UBA mutation did
not affect TNF-mediated NF-«B activation but prevented the K48-linked polyubiquitination on several
acceptor Lysines of RIPK1 that resulted in sustain activation and accumulation of RIPK1 and enhanced
formation of complex-II leading to cell death [12]. Thus, the cIAP1-UBA seems critical in defining the
type of ubiquitination and the target lysine residues. This function could be related to its ability to
facilitate the recruitment of the E2-ubiquitin conjugating enzyme [52].

To summarize, cIAP1 has the ability to control the scaffolding function of RIPK1 through K11-
and K63-linked ubiquitination at K377, as well as its stability and kinase activity required for the
cell death-inducing complex II/Ripoptosome assembly, through K48-linked ubiquitination on several
ubiquitin-acceptor lysine residues (Figure 2). It constitutes a remarkable flexible checkpoint, able to
determine the response to receptor engagement and to regulate the duration of the stimulation by
switching the transcriptional response to cell death response or by promoting the ubiquitin-mediated
degradation of RIPK1.

6.2. Regulation of RIPK3 and Necrosome by IAPs

In death-inducing complex II or Ripoptosome, RIPK1 binds to its closely related kinase RIPK3
through homotypic interaction via the RHIM domain, forming the so-called necrosome complex
(Figure 3). Upon toll-like receptor priming by pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), the
necrosome can be formed in a cIAP-regulated RIPK1-dependent manner or independently of RIPK1
via a direct binding of RIPK3 with the adaptor TRIF [162]. Depending on the presence or not of
adaptors and regulatory proteins, such as XIAP, caspase-8, cFLIPs (Cellular FADD-like IL-1p-converting
enzyme-inhibitory protein), or MLKL (Mixed lineage kinase domain like pseudokinase), necrosome can
lead to apoptosis, necroptosis and even to activation of inflammasome [162-167], leading to interleukin-1
(IL-1) and -18 secretion. Both RIPK3-dependent necrosis and inflammasome activation are negatively
regulated by XIAP [163,167,168]. Accordingly, exacerbated pathogen-associated hyper-inflammation
has been observed in some patients displaying XIAP deficiency. Moreover, mice lacking cIAP1, cIAP2,
and XIAP are predisposed to IL-1-dependent autoantibody-mediated arthritis [166]. Polyubiquitination,
including K63-, K48-, and linear-ubiquitination of both RIPK1 and RIPK3, has been detected within the
necrosome [20,166]. The exact mechanism and function of this ubiquitination is not clearly determined.
It could maintain RIPK1 kinase activity and modulate the assembly of necrosome. Although cIAP1/2
and XIAP are able to bind and catalyze the ubiquitination of in vitro RIPK1 and RIPK3 [14], they
have not been involved in such ubiquitination processes [20]. On contrarily, deletion of XIAP in
bone marrow-derived dendritic cells resulted in enhanced lipopolysaccharide- and TNFx-mediated
necroptosis and inflammation [166]. Deletion of the XIAP-RING domain was sufficient to favor
necrosome assembly, suggesting that XIAP functions as E3-ubiquitin ligase in regulating necroptosis.
However, the ubiquitination substrates have not been determined [168].
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6.3. XIAP-Mediated RIPK2 Ubiquitination and Regulation of NOD1/2 Signaling Pathway

RIPK2 protein (also named RIP2, RICK, or CARDIAK) lacks DD and RHIM domains, but
it contains a CARD allowing its recruitment to the cytosolic receptors NOD1 and NOD2. NOD
receptors participate to the innate immune response by sensing intracellular PAMPs. They recognize
bacterial peptidoglycans and, in turn, activate pro-inflammatory and antimicrobial response via NF-«B,
ERK2, and JNK intracellular signaling pathways. Similarly, to RIPK1, the polyubiquitination of
RIPK?2 is critical for the recruitment and the activation of TAK1/TAB1/TAB2 and IKK complexes
that drive NF-kB and MAPKs signaling pathways [169,170]. Among the IAP family, cIAP1/2
and XIAP are able to induce ubiquitination of RIPK2 [14]. However, XIAP seems the main
determinant of NOD signal transduction. NOD2 signaling occurred normally in bone marrow-derived
macrophages from cIAP1/2-compromised mice [169,171], while NOD2-dependent activation of NF-«xB
and p38MAPK and secretion of proinflammatory cytokines were impaired in XIAP-deficient myeloid
cells [169,171-173]. Accordingly, mice deficient in XIAP are highly sensitive to bacteria [174]. A default
in NOD1/2-dependent immune signaling had been detected in XLP2 (X-linked lymphoproliferative
syndrome type-2) that is an immunodeficiency disease linked to inactivating mutation in the
XIAP gene [169]. XIAP can directly interact with RIPK2 via its BIR2 domain and catalyzes the
conjugation of K63-linked ubiquitin chains on K209, K410, and K538 residues located in the kinase
domain [173,175,176]. As for RIPK1 in the TNF-signaling pathway, IAP-mediated ubiquitination of
RIPK?2 allows the recruitment of LUBAC, TAB1/TAB2/TAK1, and IKK complexes and ultimately triggers
the activation of transcriptional response [175] (Figure 3). Interfering with XIAP-RIPK2 interaction
blocked NOD2-mediated RIPK2 ubiquitination and the downstream signaling pathway [175]. A
recent study demonstrated that, similarly to RIPK1 in the TNF-signaling pathway, RIPK2 can form
secondary cytosolic high molecular weight complexes [176] upon NOD stimulation. These secondary
RIPK2-containing complexes depend on RIPK2 kinase activity and are inhibited by XIAP-mediated
ubiquitination [176].

7. cIAP1-Mediated Degradation of TRAF2/3 as Regulatory Mechanism of Downstream Signaling
Pathways

Because TRAF2 is a critical intermediate in signal transduction from receptors, and TRAF3 serves
as substrate binding component in the cIAPs/TRAFs E3-ubiquitin ligase complex, the modulation
of TRAF2, and/or TRAF3 cellular content constitutes a very efficient mechanism of spatio-temporal
regulation of signaling.

The maturation and survival of B cells are controlled by CD40 or BAFF-R-dependent activation
of the non-canonical NF-kB signaling pathway. Deletion of both cIAP1 and cIAP2 in mice
induced a sustained activation of non-canonical NF-kB and maintained B-cells survival and
maturation independently of BAFF-R [177]. CD40 or BAFF-R stimulation leads to the recruitment
of TRAF3-TRAF2-cIAP1/2 complex to the receptor. In the membrane-associated complex, TRAF2
promotes the K63-linked ubiquitination and activation of cIAPs. In turn, cIAPs induce K48-linked
ubiquitination and degradation of TRAF3 [63] and, to a lesser extent, TRAF2 [100] that results in
NIK release and engagement of canonical NF-kB signaling [63] (Figure 3). Other members of TNFR
can use such mechanisms for the activation of the noncanonical NF-«B pathway [178]. Upon CD40
stimulation, cIAPs and TRAF2 are translocated from the membrane receptor complex into the cytosol
in a cIAP-dependent manner. The cytosolic cIAP1/TRAF2 containing-complex promotes MAPK
activation [100].

A cytoplasmic translocation and cIAP-mediated TRAF2 degradation have also been observed upon
TNFR2 [179] or FN14 (Fibroblast growth factor-inducible 14) [180] stimulation. We demonstrated that
differentiation of monocytic cells into macrophages is associated with cIAP1-induced UPS-mediated
degradation of TRAF2 [62]. However, the significance of this event is still unclear. It could induce
the stabilization of NIK and activation of noncanonical NF-kB and/or could constitute a feedback
regulatory mechanism inhibiting canonical NF-«B activation [62,181-183]. Indeed, the activation of
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NF-kB in TNFR2-stimulated cells or along the macrophagic differentiation process is transitory, and
its downregulation is critical for differentiation achievement. The NF-kB downregulation has been
proposed to result from the cIAP1-mediated TRAF2 degradation [62].

The cIAP1-TRAF2-TRAF3 complex is also a potent regulator of TRLs signaling in
macrophages [43,101,184,185]. TRAF1 and TRAF3 can directly bind the TRL-associated adaptor
MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88). They then recruit TRAF2-cIAP1/2 into the
receptor-associated complex (Figure 3). RIPK1 and RIPK3 are also present in the complex, recruited via
the adaptor TRIF (Figure 3). Depletion of cIAPs by Smac mimetics inhibited TLR2 and TLR4-induced
TRAF3-degradation and MAPK signaling but did not affect noncanonical NF-«B [101]. As observed
after CD40 stimulation [100], TLR4-associated cIAP-mediated TRAF3-degradation is followed by
the cytoplasmic translocation of a secondary large cytoplasmic complex containing, among other
signaling molecules, MyD88, TRAF2, and cIAP1/2, which results in canonical NF-kB and MAPK
activation[101,185]. In the absence of cIAPs, an XIAP-regulated cytoplasmic Ripoptosome or necrosome
can be formed, leading to inflammation and necroptosis [166,167].

8. IAP-Mediated Regulation of Transcription Factors

cIAP1 and XIAP indirectly stimulate the activation of the transcription factor Myc and CTF
(T-cell factor)/LEF (lymphoid enhancer factor-1) by blocking the recruitment of their respective
repressor co-factors Mad1 (Max-dimerization protein-1) and Groucho [17,108]. While cIAP1 promotes
the UPS-mediated degradation of Mad1 [108], XIAP catalyzes the mono-ubiquitination of Gro/TLE
resulting in a decrease affinity for the transcription factor CTF/Lef. As a consequence, XIAP favors the
[-catenin-TCF/Lef complex assembly and the initiation of a Wnt-specific transcriptional program [17].

IAPs have also been involved in the regulation of the transcription factor stability. cIAP1 can
catalyze the degradative ubiquitination of C/EBP homologous protein CHOP, a transcription factor
activated in response to endoplasmic reticulum stress. Consequently, cIAP1 protects pancreatic [3-cells
from toxic effect of free fatty acids [103]. As previously described, cIAP/TRAFs complex controls the
cellular content of c-Rel [43]. In the same way, cIAP/TRAFs complex can mediate the degradation
of IFR5 [43] and CREB (C-AMP Response Element-binding protein) [45]. IFR5 and CREB, as well
as c-Rel, are mediators of the immune and inflammatory response. IRFs control the expression of
IFN and some pro-inflammatory cytokine genes, and CREB plays a specific function in immune
response by interfering with NF-«B and IFN response, promoting survival signals in macrophages and
controlling the proliferation, survival, and/or differentiation of T and B lymphocytes [186]. IRF5 and
CREB can directly interact with TRAF3, which recruits TRAF2 and cIAP to promote ubiquitination and
degradation of the transcription factors [43,45].

A positive regulation of the transcriptional activity of IRF1, HIF1x (Hypoxia-inducible factor-1«x),
and E2F1 (E2 promoter binding factor 1) by IAP-dependent ubiquitination processes has also been
reported [104-106,187,188]. The activating process of IRFs involves post-transcriptional modifications,
such as phosphorylation and K63-linked ubiquitination, which engage their dimerization and nuclear
translocation. Molecular adaptors from TRAF family, mainly TRAF6, act as E3-ubiquitin ligase
mediating this modification. In 2014, Harikumar et al. demonstrated that cIAP2 in complex with the
bioactive sphingolipid mediator sphingosine-1-phosphate (S1P) can bind IRF1 and promotes K63-linked
ubiquitination. In astrocytes, cIAP2-mediated IRF1 ubiquitination is essential for IL-1-induced
IRF1-dependent expression of the chemokines CCL5 (C-C Motif Chemokine Ligand 5) and CXCL10
(C-X-C motif chemokine 10), which are involved in the recruitment of mononuclear cells to the site of
inflammation [187]. HIF1« participates to the adaptive response of cells exposed to stressful conditions.
K63-linked ubiquitination is required for HIF1x nuclear translocation and for its recruitment to target
promoters. In 2017, Park et al. demonstrated that XIAP can promote this modification and is essential
for the expression of HIF-dependent genes in hypoxia-stressed cells [106]. E2F1, the funding member
of E2F family, is activated at the end of the G1 phase of cell cycle and promotes the expression of genes
required for DNA replication and G1-S cell cycle phase transition. E2F1 also participates to the DNA
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damage response by controlling cell cycle arrest and apoptosis. The activity and turnover of E2F1
are regulated through post-translational modifications and association with co-factors and regulatory
proteins [188]. The accumulation of E2F1 in S phase of cell cycle and in response to DNA damaging
agents is associated with K63-linked ubiquitination at lysine 161/164 residues [105]. Studies from our
group and others demonstrated the ability of IAPs to bind and regulate the transcriptional activity of
E2F1 [104,105,189,190]. We showed that cIAP1 overexpression stabilized E2F1 protein expression and
modified its ubiquitination profile, increasing the content of E2F1 modified with K11-and K63-linked
polyubiquitin chains and decreasing the proportion of K48-ubiquitinated E2F1 [104]. On the other hand,
the downregulation of cIAP1 inhibited the accumulation of E2F1 in S-phase-of cell cycle, as well as the
one induced by genotoxic stress [105], and completely blocked its capacity to bind chromatin [104].
cIAP1 can bind E2F1 through its BIR3 domain [189] and can promote K63-linked ubiquitination [105].
Thus, IAPs-mediated K63-linked ubiquitination can act as a signal for recruiting E2F1, as well as HIF1«,
to target promoter genes [104-106,188].

9. IAP-Mediated Regulation of Rho-GTPases and Cytoskeleton Remodeling

Although sometimes contradictory, numerous studies have reported modifications in the cell shape,
cell polarity, or alterations in migratory or invasive behavior of cells after modulation (overexpression
or downregulation) of IAP expression in mammal, drosophila, or zebrafish models (for review, see
Reference [9]). The ability of IAPs to directly bind members of Rho family support these observations
and may explain the divergent results [61,80,82,191].

Rho GTPases are potent regulators of actin cytoskeleton that maintain cell architecture and
polarization. They orchestrate the actin remodeling involved in several fundamental cellular processes,
including cell adhesion, cell motility, cell migration, cell growth, cell differentiation, and cell death.
Rho-GTPases constantly cycle between a cytoplasmic, inactive GDP-bound state, and an active
GTP-bound state that is mainly found in membrane-associated compartments. While the inactive
forms are stabilized by association with RohGDIs (RhoGDP dissociation inhibitors), in their active
forms, Rho-GTPases are very unstable proteins. They are either recycled in inactive state by action
of the GTPases accelerating proteins (GAPs) or ubiquitinated and degraded by the proteasome
system. A function for IAP E3-ubiquitin ligases in the regulation of RhoGTPase turnover has been
demonstrated [78,80]. XIAP can promote degradative ubiquitination of Racl at Lys147 [80] and cdc42
at Lys166 [78] and cIAP1 can induce ubiquitination of Racl. Accordingly, loss of XIAP increased
the cellular content of Racl and cdc42 in normal and tumor cell lines, therefore modifying cell
morphology and migration [78,80]. On the other hand, IAP antagonists or silencing of XIAP reduced
RhoA activation in response to protease-activated receptor [82], deletion of cIAP1 abolished cdc42
activation, and filopodia formation in response to TNF or EGF(Epidermal Growth Factor) [61] and
the overexpression of cIAP2 led to the upregulation and activation of Rac1 in regenerating intestinal
epithelial cells [81]. All studies agree that IAPs can bind RhoGTPases independently of the activation
status [61,78,82,95,191]. We observed that cIAP1 stabilized the interaction of cdc42 with its regulator
RhoGDlg, thereby controlling cdc42 homeostasis. Similarly, to RhoGDIx downregulation, cIAP1
depletion sped up the activating cycle and turnover of cdc42, resulting in enhanced filopodia formation
in unstimulated cells. On the other hand, cIAP1 functions as an intermediate between membrane
receptor and cdc4?2 activation; therefore, downregulation of cIAP1 completely blocked TNF, EGF,
and HRas-V12-mediated cdc42 activation and migration [61]. Thus, as observed in RIP-dependent
signaling pathways, IAPs have the ability to negatively or positively regulate RhoGTPase activity and
turnover in function of cellular environment and conditions.

10. Conclusions

Numerous studies have demonstrated the critical function for IAPs in immune response.
IAP-mediated ubiquitination constitutes the foundations of ubiquitin scaffold required for the assembly
of multiprotein complexes that engage signaling from several receptors involved in immune response.
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IAP-mediated ubiquitination of RIPK1 and RIPK2 in receptor-associated complex has been well
documented; however, other adapters could also be IAP ubiquitination targets. For example,
cIAPs-mediated ubiquitination of Bcl10 has been shown to be critical for driving BCR-mediated
NF-kB activation [91]. Besides receptor complex, IAPs have also the ability to regulate downstream
effectors, acting at different levels of signaling, from signaling kinases to transcription factors and
cytoskeleton regulators. IAPs participate in signal transduction leading to cell survival, differentiation,
motility, migration, and cytokine production. Thanks to their ability to promote different types of
ubiquitination on substrates, they are also able to block the signaling pathways either by promoting
UPS-dependent degradation of key intermediates or by switching the signal from survival to cell death.
Thus, IAPs are able to modulate the strength and kinetics of signaling and to modify the cell response
to a specific signal in time and space. They constitute fast and efficient adjustment parameters allowing
the adaption of cells to changing conditions. The identification of IAP partners involved in cell cycle
regulation, DNA damage response, copper metabolism, or autophagy (Table 1) suggests that IAPs
could have more general functions in adaptive response to cellular stress.

Many of the IAP substrates remain to be identified, and the role and mechanisms of IAP-mediated
ubiquitination are still misunderstood for many known partners. Determining the type and site of
ubiquitination is of importance since it determines the cellular fate of proteins. Further works should
be able to benefit from advances in understanding of the ubiquitin biology and from the development
of new tools for investigating ubiquitination.

The mechanisms of activation and regulation of IAPs are still an importantissue. IAP E3-ubiquitine
ligases are actives in a dimeric form. Since IAPs are able to form heteromeric complex [192], it could be
interesting to determine whether homodimers and heterodimers could have different functions. In most
case, when investigated, the interplay between TRAF2 and cIAP1 was observed. TRAF2 appeared to be
a very important regulator of cIAPs [55,56,63]. It has been observed expressed both in the cytoplasmic
and nuclear fraction. Whether TRAF2 is dispensable or absolutely required for the E3-ligase activity of
IAPs is still an important question to address. Some post-translational modifications of IAPs have been
described, but the number of studies remains limited. Upon CD40, BAFF, or TLR4 stimulation, cIAP
E3-ubiquitine ligases are activated by TRAF2 or TRAF6-mediated K63-linked ubiquitination [63,101,184].
Oxidation of the Cys308 residue in the BIR3 domain seems sufficient to trigger the dimerization,
activation, and auto-ubiquitination of cIAP1 [193]. S-nitrosylation of XIAP at Cys213 within the BIR2
can modulate the anti-apoptosis function of XIAP, while S-nitrosylation of cIAP1 at Cys571 and 574
located in the RING can inhibit its E3-ubiquitine ligase activity [194]. The phosphorylation of XIAP at
Ser87 or Ser40 by PKC (protein kinase C) or cdk1/Cyclin B1 complex, respectively, could modulate
its stability and anti-apoptotic function [195,196]. The subcellular localization of IAPs seems also of
importance. Most IAP substrates are cytoplasmic proteins; however, we have found that cIAP1 can be
recruited to some promoters [105,189], and cIAP1/2 and XIAP are able to ubiquitinate transcription
factors and modulate their binding to chromatin [104,106,189]. While cIAPs are mostly located in the
cytoplasm in immune cells, including lymphocytes and macrophages, we and other detected them in
the nucleus of some cancer cells and undifferentiated cells (e.g., hematopoietic stem cells), and cIAP1
undergoes nuclear cytoplasmic translocation along a differentiation program [197-199].

IAPs appeared as pleiotropic proteins with cell type-specific functions. Accordingly, they have
been involved in diverse human pathologies, including immune deficiencies, cancers, and inflammatory
disorders [200], and IAP antagonists have entered into clinical trials for diverse clinical applications.
It will be important to decipher further the specific functions and regulation mechanisms of IAPs
in immune or non-immune cell subsets and to determine the impact of IAP antagonists on specific
cell populations.

Author Contributions: B.D. participated to the writing and construction of the figures, A.Z. constructed the
Figures and L.D. conceived and supervised the project, wrote the article with input from all authors. All authors
have read and agreed to the published version of the manuscript.



Cells 2020, 9, 1118 18 of 28

Funding: Our work is supported by grants from “La Ligue contre le cancer” Comité de la Céte d'Or », the “Conseil
Regional de Bourgogne-Franche-Comté”, the French National research Agency, (“Investissements d’Avenir”
program ANR-11-LABX-0021), the European Union program FEDER, and fellowships from the “Ministere de
I’Enseignement Supérieur et de la Recherche” of France (AZ) and the “Fondation ARC” (BD).

Acknowledgments: We apologize to the authors that made contributions to the field but have not been cited due
to space limitations. We thank Natalia Bonan-Borges for correcting reading of the manuscript.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1.  Crook, N.E; Clem, R ].; Miller, LK. An apoptosis-inhibiting baculovirus gene with a zinc finger-like motif. J.
Virol. 1993, 67, 2168-2174. [CrossRef]

2. Inohara, N.; Nunez, G. Genes with homology to mammalian apoptosis regulators identified in zebrafish.
Cell Death Differ. 2000, 7, 509-510. [CrossRef] [PubMed]

3.  Owsianowski, E.; Walter, D.; Fahrenkrog, B. Negative regulation of apoptosis in yeast. Biochim. Biophys. Acta.
2008, 1783, 1303-1310. [CrossRef] [PubMed]

4. Qu,C;Sun,J; Xu, Q; Ly, X;; Yang, W.; Wang, F; Wang, Y,; Yi, Q.; Jia, Z.; Wang, L.; et al. An inhibitor
of apoptosis protein (ESIAP1) from Chinese mitten crab Eriocheir sinensis regulates apoptosis through
inhibiting the activity of EsCaspase-3/7-1. Sci. Rep. 2019, 9, 20421. [CrossRef]

5. Zhang, L; Zhong, K,; Ly, R.; Zheng, X.; Zhang, Z.; Zhang, H. The inhibitor of apoptosis protein MoBir1l
is involved in the suppression of hydrogen peroxide-induced fungal cell death, reactive oxygen species
generation, and pathogenicity of rice blast fungus. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2019, 103, 6617-6627.
[CrossRef] [PubMed]

6.  Chen, P; Kang, T.T.; Bao, X.Y,; Dong, Z.Q.; Zhu, Y.; Xiao, W.E; Pan, M.H.; Lu, C. Evolutionary and functional
analyses of the interaction between the Bombyx mori inhibitor of apoptosis (IAP) and nucleopolyhedrovirus
IAPs. Insect Sci. 2019. [CrossRef]

7. Berthelet, J.; Dubrez, L. Regulation of Apoptosis by Inhibitors of Apoptosis (IAPs). Cells 2013, 2, 163-187.
[CrossRef]

8.  Kocab, AJ.; Duckett, C.S. Inhibitor of apoptosis proteins as intracellular signaling intermediates. FEBS ].
2016, 283, 221-231. [CrossRef]

9.  Dubrez, L, Rajalingam, K. IAPs and cell migration. Semin. Cell Dev. Biol. 2015. [CrossRef]

10. Sharma, S.; Kaufmann, T.; Biswas, S. Impact of inhibitor of apoptosis proteins on immune modulation and
inflammation. Immunol. Cell Biol. 2017, 95, 236-243. [CrossRef]

11. Budhidarmo, R.; Day, C.L. IAPs: Modular regulators of cell signalling. Semin. Cell Dev. Biol. 2015, 39, 80-90.
[CrossRef] [PubMed]

12.  Annibaldi, A; Wicky John, S.; Vanden Berghe, T.; Swatek, K.N.; Ruan, J.; Liccardi, G.; Bianchi, K.; Elliott, PR ;
Choi, S.M.; Van Coillie, S.; et al. Ubiquitin-Mediated Regulation of RIPK1 Kinase Activity Independent of
IKK and MK2. Mol. Cell 2018, 69, 566-580.€565. [CrossRef] [PubMed]

13. Dynek, J.N.; Goncharov, T.; Dueber, E.C.; Fedorova, A.V.; Izrael-Tomasevic, A.; Phu, L.; Helgason, E.;
Fairbrother, WJ].; Deshayes, K.; Kirkpatrick, D.S.; et al. c¢-IAP1 and UbcH5 promote Kl1-linked
polyubiquitination of RIP1 in TNF signalling. EMBO ]. 2010, 29, 4198-4209. [CrossRef]

14. Bertrand, M.].; Lippens, S.; Staes, A.; Gilbert, B.; Roelandt, R.; De Medts, J.; Gevaert, K.; Declercq, W.;
Vandenabeele, P. cIAP1/2 are direct E3 ligases conjugating diverse types of ubiquitin chains to receptor
interacting proteins kinases 1 to 4 (RIP1-4). PLoS ONE 2011, 6, €22356. [CrossRef] [PubMed]

15. Hu, W.; Yu, X;; Liu, Z,; Sun, Y;; Chen, X; Yang, X.; Li, X.; Lam, WK_; Duan, Y.; Cao, X,; et al. The complex of
TRIP-Br1 and XIAP ubiquitinates and degrades multiple adenylyl cyclase isoforms. Elife 2017, 6. [CrossRef]
[PubMed]

16. Huang, H.; Joazeiro, C.A.; Bonfoco, E.; Kamada, S.; Leverson, J.D.; Hunter, T. The inhibitor of apoptosis,
cIAP2, functions as a ubiquitin-protein ligase and promotes in vitro monoubiquitination of caspases 3 and 7.
J. Biol. Chem. 2000, 275, 26661-26664.

17. Hanson, A.J.; Wallace, H.A.; Freeman, T.J.; Beauchamp, R.D.; Lee, L.A; Lee, E. XIAP monoubiquitylates
Groucho/TLE to promote canonical Wnt signaling. Mol. Cell 2012, 45, 619-628. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 19 0f 28

18.

19.

20.

21.

24.

26.

27.

28.

29.

31.

32.

35.

37.

39.

40.

Hinz, M.; Stilmann, M.; Arslan, S.C.; Khanna, K.K; Dittmar, G.; Scheidereit, C. A cytoplasmic
ATM-TRAF6-cIAP1 module links nuclear DNA damage signaling to ubiquitin-mediated NF-kappaB
activation. Mol. Cell 2010, 40, 63-74. [CrossRef]

Tang, E.D.; Wang, C.Y,; Xiong, Y.; Guan, K.L. A role for NF-kappaB essential modifier/TkappaB kinase-gamma
(NEMO/IKKgamma) ubiquitination in the activation of the IkappaB kinase complex by tumor necrosis
factor-alpha. J. Biol. Chem. 2003, 278, 37297-37305. [CrossRef]

Witt, A.; Vucic, D. Diverse ubiquitin linkages regulate RIP kinases-mediated inflammatory and cell death
signaling. Cell Death Differ. 2017, 24, 1160-1171. [CrossRef]

Broemer, M.; Tenev, T.; Rigbolt, K.T.; Hempel, S.; Blagoev, B.; Silke, J.; Ditzel, M.; Meier, P. Systematic in vivo
RNAI analysis identifies IAPs as NEDDS-E3 ligases. Mol. Cell 2010, 40, 810-822. [CrossRef] [PubMed]
Mattiroli, F.; Sixma, T.K. Lysine-targeting specificity in ubiquitin and ubiquitin-like modification pathways.
Nat. Struct. Mol. Biol. 2014, 21, 308-316. [CrossRef] [PubMed]

McDowell, G.S.; Philpott, A. Non-canonical ubiquitylation: Mechanisms and consequences. Int. |. Biochem.
Cell Biol. 2013, 45, 1833-1842. [CrossRef] [PubMed]

Yau, R.; Rape, M. The increasing complexity of the ubiquitin code. Nat. Cell Biol. 2016, 18, 579-586. [CrossRef]
Zheng, N.; Shabek, N. Ubiquitin Ligases: Structure, Function, and Regulation. Annu. Rev. Biochem 2017, 86,
129-157. [CrossRef]

Iwai, K.; Tanaka, K. Ubiquitin chain elongation: Anintriguingstrategy. Mol. Cell 2014, 56, 189-191. [CrossRef]
Ohtake, F.; Saeki, Y.; Ishido, S.; Kanno, J.; Tanaka, K. The K48-K63 Branched Ubiquitin Chain Regulates
NEF-kappaB Signaling. Mol. Cell 2016, 64, 251-266. [CrossRef]

Verhagen, A.M.; Kratina, TK.; Hawkins, C.J.; Silke, J.; Ekert, P.G.; Vaux, D.L. Identification of mammalian
mitochondrial proteins that interact with IAPs via N-terminal IAP binding motifs. Cell Death Differ. 2007, 14,
348-357. [CrossRef]

Silke, J.; Verhagen, A.M.; Ekert, PG.; Vaux, D.L. Sequence as well as functional similarity for DIABLO/Smac
and Grim, Reaper and Hid? Cell Death Differ. 2000, 7, 1275. [CrossRef]

Verhagen, A.M.; Ekert, P.G.; Pakusch, M.; Silke, ]J.; Connolly, LM.; Reid, G.E.; Moritz, RL.; Simpson, R.].;
Vaux, D.L. Identification of DIABLO, a mammalian protein that promotes apoptosis by binding to and
antagonizing IAP proteins. Cell 2000, 102, 43-53. [CrossRef]

Lee, S.; Challa-Malladi, M.; Bratton, S.B.; Wright, C.W. Nuclear factor-kB-inducing kinase (NIK) contains
an amino-terminal inhibitor of apoptosis (IAP)-binding motif (IBM) that potentiates NIK degradation by
cellular IAP1 (c-IAP1). J. Biol. Chem. 2014, 289, 30680-30689. [CrossRef] [PubMed]

Galvan, V.; Kurakin, A.V,; Bredesen, D.E. Interaction of checkpoint kinase 1 and the X-linked inhibitor of
apoptosis during mitosis. Febs Lett. 2004, 558, 57-62. [CrossRef]

Srinivasula, SM.; Hegde, R, Saleh, A.; Datta, P; Shiozaki, E.; Chai, J.; Lee, R.A,; Robbins, PD;
Fernandes-Alnemri, T.; Shi, Y.; et al. A conserved XIAP-interaction motif in caspase-9 and Smac/DIABLO
regulates caspase activity and apoptosis. Nature 2001, 410, 112-116. [CrossRef] [PubMed]

Tenev, T.; Zachariou, A.; Wilson, R.; Ditzel, M.; Meier, P. IAPs are functionally non-equivalent and regulate
effector caspases through distinct mechanisms. Nat. Cell Biol. 2005, 7, 70-77. [CrossRef]

Hashimoto, Y.; Inagaki, H.; Hoshino, S. Calpain mediates processing of the translation termination factor
eRF3 into the IAP-binding isoform p-eRF3. Febs Lett. 2015, 589, 2241-2247. [CrossRef]

Dubrez, L.; Berthelet, J.; Glorian, V. IAP proteins as targets for drug development in oncology. Oncotargets
Ther. 2013, 9, 1285-1304. [CrossRef]

Cossu, E; Milani, M.; Mastrangelo, E.; Lecis, D. Targeting the BIR Domains of Inhibitor of Apoptosis (IAP)
Proteins in Cancer Treatment. Comput. Struct. Biotechnol. J. 2019,17, 142-150. [CrossRef]

Kurakin, A.; Bredesen, D.E. An unconventional IAP-binding motif revealed by target-assisted iterative
screening (TAIS) of the BIR3-cIAP1 domain. . Mol. Recognit. 2007, 20, 39-50. [CrossRef]

Bornstein, B.; Gottfried, Y.; Edison, N.; Shekhtman, A.; Lev, T.; Glaser, F.; Larisch, S. ARTS binds to a distinct
domain in XIAP-BIR3 and promotes apoptosis by a mechanism that is different from other IAP-antagonists.
Apoptosis 2011, 16, 869-881. [CrossRef]

Mace, P.D.; Smits, C.; Vaux, D.L; Silke, J.; Day, C.L. Asymmetric recruitment of cIAPs by TRAF2. ]. Mol. Biol.
2010, 400, 8-15. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 200f 28

41.

45.

46.

47.

49.

51.

52.

53.

55;

57.

58.

59.

Zheng, C.; Kabaleeswaran, V.; Wang, Y.; Cheng, G.; Wu, H. Crystal structures of the TRAF2: cIAP2 and
the TRAF1: TRAF2: cIAP2 complexes: Affinity, specificity, and regulation. Mol. Cell 2010, 38, 101-113.
[CrossRef] [PubMed]

Lu, M.; Lin, S.C; Huang, Y.; Kang, Y.J.; Rich, R.; Lo, Y.C.; Myszka, D.; Han, J.; Wu, H. XIAP induces
NF-kappaB activation via the BIR1/TAB1 interaction and BIR1 dimerization. Mol. Cell 2007, 26, 689-702.
[CrossRef] [PubMed]

Jin, J.; Xiao, Y.; Hu, H.; Zou, Q.; Li, Y.; Gao, Y.,; Ge, W.; Cheng, X.; Sun, S.C. Proinflammatory TLR signalling
is regulated by a TRAF2-dependent proteolysis mechanism in macrophages. Nat. Commun. 2015, 6, 5930.
[CrossRef] [PubMed]

Zhou, A.Y,; Shen, RR.; Kim, E.; Lock, Y.J.; Xu, M.; Chen, Z.].; Hahn, W.C. IKKe-mediated tumorigenesis
requires K63-linked polyubiquitination by a cIAP1/cIAP2/TRAF2 E3 ubiquitin ligase complex. Cell Rep. 2013,
3,724-733. [CrossRef] [PubMed]

Mambetsariev, N.; Lin, W.W,; Stunz, L.L.; Hanson, B.M.; Hildebrand, ].M.; Bishop, G.A. Nuclear TRAF3 is a
negative regulator of CREB in B cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2016, 113, 1032-1037. [CrossRef]

Edison, N.; Curtz, Y.; Paland, N.; Mamriev, D.; Chorubczyk, N.; Haviv-Reingewertz, T.; Kfir, N.;
Morgenstern, D.; Kupervaser, M.; Kagan, J.; et al. Degradation of Bcl-2 by XIAP and ARTS Promotes
Apoptosis. Cell Rep. 2017, 21, 442-454. [CrossRef]

Deshaies, R].; Joazeiro, C.A. RING domain E3 ubiquitin ligases. Annu. Rev. Biochem. 2009, 78, 399-434.
[CrossRef]

Dueber, E.C.; Schoeffler, A ].; Lingel, A.; Elliott, ].M.; Fedorova, A.V,; Giannetti, A.M.; Zobel, K.; Maurer, B.;
Varfolomeev, E.; Wu, P; et al. Antagonists induce a conformational change in cIAP1 that promotes
autoubiquitination. Science 2011, 334, 376-380. [CrossRef]

Lopez, J.; John, SW.; Teney, T.; Rautureau, G.J.; Hinds, M.G.; Francalanci, F.; Wilson, R.; Broemer, M.;
Santoro, M.M.; Day, C.L.; et al. CARD-mediated autoinhibition of cIAP1’s E3 ligase activity suppresses cell
proliferation and migration. Mol. Cell 2011, 42, 569-583. [CrossRef]

Gyrd-Hansen, M.; Darding, M.; Miasari, M.; Santoro, M.M.; Zender, L.; Xue, W.; Tenev, T.; da Fonseca, PC.;
Zvelebil, M.; Bujnicki, ].M.; et al. IAPs contain an evolutionarily conserved ubiquitin-binding domain that
regulates NF-kappaB as well as cell survival and oncogenesis. Nat. Cell Biol. 2008, 10, 1309-1317. [CrossRef]
Blankenship, ].W.; Varfolomeey, E.; Goncharov, T.; Fedorova, A.V,; Kirkpatrick, D.S.; Izrael-Tomasevic, A.;
Phu, L.; Arnott, D.; Aghajan, M.; Zobel, K.; et al. Ubiquitin binding modulates IAP antagonist-stimulated
proteasomal degradation of c-IAP1 and c-IAP2(1). Biochem. J. 2009, 417, 149-160. [CrossRef]

Budhidarmo, R.; Day, C.L. The ubiquitin-associated domain of cellular inhibitor of apoptosis proteins
facilitates ubiquitylation. J. Biol. Chem. 2014, 289, 25721-25736. [CrossRef]

Feltham, R.; Bettjeman, B.; Budhidarmo, R.; Mace, P.D.; Shirley, S.; Condon, S.M.; Chunduru, SK,;
McKinlay, M.A; Vaux, D.L; Silke, J.; et al. Smac mimetics activate the E3 ligase activity of cIAP1
protein by promoting RING domain dimerization. J. Biol. Chem. 2011, 286, 17015-17028. [CrossRef]
Phillips, A.H.; Schoeffler, A.J.; Matsui, T.; Weiss, T.M.; Blankenship, ].W.; Zobel, K.; Giannetti, AM.;
Dueber, E.C.; Fairbrother, W.J. Internal motions prime cIAP1 for rapid activation. Nat. Struct. Mol. Biol. 2014,
21,1068-1074. [CrossRef]

Csomos, RA.; Brady, G.E; Duckett, C.S. Enhanced cytoprotective effects of the inhibitor of apoptosis protein
cellular IAP1 through stabilization with TRAF2. J. Biol. Chem. 2009, 284, 20531-20539. [CrossRef]
Vischioni, B.; Giaccone, G.; Span, SW.; Kruyt, F.A.; Rodriguez, ].A. Nuclear shuttling and TRAF2-mediated
retention in the cytoplasm regulate the subcellular localization of cIAP1 and cIAP2. Exp. Cell Res. 2004, 298,
535-548. [CrossRef]

Nakatani, Y.; Kleffmann, T.; Linke, K.; Condon, S.M.; Hinds, M.G.; Day, C.L. Regulation of ubiquitin transfer
by XIAP, a dimeric RING E3 ligase. Biochem. ]. 2013, 450, 629-638. [CrossRef] [PubMed]

Dhillon, B.; Aleithan, F.; Abdul-Sater, Z.; Abdul-Sater, A.A. The Evolving Role of TRAFs in Mediating
Inflammatory Responses. Front. Immunol. 2019, 10, 104. [CrossRef] [PubMed]

Rothe, M.; Pan, M.G.; Henzel, W.].; Ayres, T.M.; Goeddel, D.V. The TNFR2-TRAF signaling complex contains
two novel proteins related to baculoviral inhibitor of apoptosis proteins. Cell 1995, 83, 1243-1252. [CrossRef]
Shi, J.H.; Sun, S.C. Tumor Necrosis Factor Receptor-Associated Factor Regulation of Nuclear Factor kB and
Mitogen-Activated Protein Kinase Pathways. Front. Immunol. 2018, 9, 1849. [CrossRef] [PubMed]



Cells 2020, 9, 1118 210f 28

61.

62.

67.

69.

70.

71

72.

73.

74.

75.

76.

78.

79

Marivin, A.; Berthelet, J.; Cartier, J.; Paul, C.; Gemble, S.; Morizot, A.; Boireau, W.; Saleh, M.; Bertoglio, J.;
Solary, E; etal. cIAP1 regulates TNF-mediated cdc42 activation and filopodia formation. Oncogene 2014, 33,
5534-5545. [CrossRef]

Dupoux, A.; Cartier, J.; Cathelin, S.; Filomenko, R.; Solary, E.; Dubrez-Daloz, L. cIAP1-dependent TRAF2
degradation regulates the differentiation of monocytes into macrophages and their response to CD40 ligand.
Blood 2009, 113, 175-185. [CrossRef]

Vallabhapurapu, S.; Matsuzawa, A.; Zhang, W.; Tseng, PH.; Keats, ].J.; Wang, H.; Vignali, D.A.; Bergsagel, P.L;
Karin, M. Nonredundant and complementary functions of TRAF2 and TRAF3 in a ubiquitination cascade
that activates NIK-dependent alternative NF-kappaB signaling. Nat. Immunol. 2008, 9, 1364-1370. [CrossRef]
Wilkinson, J.C.; Wilkinson, A.S.; Galban, S.; Csomos, R.A.; Duckett, C.S. Apoptosis-inducing factor is a target
for ubiquitination through interaction with XIAP. Mol. Cell Biol. 2008, 28, 237-247. [CrossRef]

Lewis, EM.; Wilkinson, A.S.; Davis, N.Y.; Horita, D.A.; Wilkinson, J.C. Nondegradative ubiquitination of
apoptosis inducing factor (AIF) by X-linked inhibitor of apoptosis at a residue critical for AIF-mediated
chromatin degradation. Biochemistry 2011, 50, 11084-11096. [CrossRef]

Bornstein, B.; Edison, N.; Gottfried, Y.; Lev, T,; Shekhtman, A.; Gonen, H.; Rajalingam, K.; Larisch, S. X-linked
Inhibitor of Apoptosis Protein promotes the degradation of its antagonist, the pro-apoptotic ARTS protein.
Int. J. Biochem. Cell Biol. 2012, 44, 489-495. [CrossRef]

Suzuki, Y.; Nakabayashi, Y.; Takahashi, R. Ubiquitin-protein ligase activity of X-linked inhibitor of apoptosis
protein promotes proteasomal degradation of caspase-3 and enhances its anti-apoptotic effect in Fas-induced
cell death. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001, 98, 8662—-8667. [CrossRef]

Choi, Y.E.; Butterworth, M.; Malladi, S.; Duckett, C.S.; Cohen, G.M.; Bratton, S.B. The E3 ubiquitin ligase
cIAP1 binds and ubiquitinates caspase-3 and -7 via unique mechanisms at distinct steps in their processing.
J. Biol. Chem. 2009, 284, 12772-12782. [CrossRef]

Tenev, T.; Bianchi, K.; Darding, M.; Broemer, M.; Langlais, C.; Wallberg, F.; Zachariou, A.; Lopez, J.;
MacFarlane, M.; Cain, K,; et al. The Ripoptosome, a signaling platform that assembles in response to
genotoxic stress and loss of IAPs. Mol. Cell 2011, 43, 432-448. [CrossRef]

Yang, Y.; Fang, S.; Jensen, ].P.; Weissman, A.M.; Ashwell, ].D. Ubiquitin protein ligase activity of IAPs and
their degradation in proteasomes in response to apoptotic stimuli. Science 2000, 288, 874-877. [CrossRef]
Darding, M.; Feltham, R.; Tenev, T.; Bianchi, K.; Benetatos, C.; Silke, J.; Meier, P. Molecular determinants of
Smac mimetic induced degradation of cIAP1 and cIAP2. Cell Death Differ. 2011, 18, 1376-1386. [CrossRef]
Caballero-Lopez, M.].; Nieto-Diaz, M.; Yunta, M.; Reigada, D.; Mufioz-Galdeano, T.; Del Aguila, A;
Navarro-Ruiz, R.; Pita-Thomas, W.; Lindholm, D.; Maza, R M. XIAP Interacts with and Regulates the Activity
of FAF1. Biochim. Biophys. Acta. Mol. Cell Res. 2017, 1864, 1335-1348. [CrossRef]

Hu, S.; Yang, X. Cellular inhibitor of apoptosis 1 and 2 are ubiquitin ligases for the apoptosis inducer
Smac/DIABLO. J. Biol. Chem. 2003, 278, 10055-10060. [CrossRef]

MacFarlane, M.; Merrison, W.; Bratton, S.B.; Cohen, G.M. Proteasome-mediated degradation of Smac during
apoptosis: XIAP promotes Smac ubiquitination in vitro. J. Biol. Chem. 2002, 277, 36611-36616. [CrossRef]
Huang, X.; Wang, X.N.; Yuan, X.D.; Wu, W.Y.; Lobie, PE.; Wu, Z. XIAP facilitates breast and colon carcinoma
growth via promotion of p62 depletion through ubiquitination-dependent proteasomal degradation. Oncogene
2019, 38, 1448-1460. [CrossRef]

Brady, G.F,; Galban, S Liu, X.; Basrur, V.; Gitlin, ].D.; Elenitoba-Johnson, K.S.; Wilson, T.E.; Duckett, C.S.
Regulation of the copper chaperone CCS by XIAP-mediated ubiquitination. Mol. Cell Biol. 2010, 30,
1923-1936. [CrossRef]

Burstein, E.; Ganesh, L.; Dick, R.D.; van De Sluis, B.; Wilkinson, ].C.; Klomp, L.W.; Wijmenga, C.; Brewer, G.].;
Nabel, G.J.; Duckett, C.S. A novel role for XIAP in copper homeostasis through regulation of MURR1. EMBO
J. 2004, 23, 244-254. [CrossRef]

Murali, A.; Shin, J.; Yurugi, H.; Krishnan, A.; Akutsu, M.; Carpy, A.; Macek, B.; Rajalingam, K.
Ubiquitin-dependent regulation of Cdc42 by XIAP. Cell Death Dis. 2017, 8, €2900. [CrossRef]

Jeong, D.H.; Choi, Y.N.; Seo, T.W,; Lee, ].S.; Yoo, S.J. Ubiquitin-proteasome dependent regulation of Profilin2
(Pf2) by a cellular inhibitor of apoptotic protein 1 (cIAP1). Biochem. Biophys. Res. Commun. 2018, 506,
423-428. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 22 0f 28

80.

81.

82.

87.

89.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Oberoi, TK.; Dogan, T.; Hocking, J.C.; Scholz, R.P; Mooz, J.; Anderson, C.L.; Karreman, C.; Meyer zu
Heringdorf, D.; Schmidt, G.; Ruonala, M.; et al. IAPs regulate the plasticity of cell migration by directly
targeting Racl for degradation. EMBO |. 2012, 31, 14-28. [CrossRef]

Seidelin, ].B.; Larsen, S.; Linnemann, D.; Vainer, B.; Coskun, M,; Troelsen, J.T,; Nielsen, O.H. Cellular inhibitor
of apoptosis protein 2 controls human colonic epithelial restitution, migration, and Rac1 activation. Am. J.
Physiol. Gastrointest. Liver Physiol. 2015, 308, G92-G99. [CrossRef]

Hornburger, M.C.; Mayer, B.A.; Leonhardt, S.; Willer, EA.; Zahler, S.; Beyerle, A.; Rajalingam, K;
Vollmar, A.M.; Furst, R. A novel role for inhibitor of apoptosis (IAP) proteins as regulators of endothelial
barrier function by mediating RhoA activation. Faseb J. Publ. Fed. Am. Soc. Exp. Biol. 2014, 28, 1938-1946.
[CrossRef]

Kim, K.S.; Heo, ].I; Choi, KJ.; Bae, S. Enhancement of cellular radiation sensitivity through degradation of
Chk1 by the XIAP-XAF1 complex. Cancer Biol. 2014, 15, 1622-1634. [CrossRef]

Nicholson, J.; Jevons, S.J.; Groselj, B.; Ellermann, S.; Konietzny, R.; Kerr, M.; Kessler, B.M,; Kiltie, A.E. E3
Ligase cIAP2 Mediates Downregulation of MRE11 and Radiosensitization in Response to HDAC Inhibition
in Bladder Cancer. Cancer Res. 2017, 77, 3027-3039. [CrossRef]

Chen, SM.; Lin, TK; Tseng, Y.Y.; Tu, C.H,; Lui, TN.; Huang, S.F,; Hsieh, L.L.; Li, Y.Y. Targeting inhibitors
of apoptosis proteins suppresses medulloblastoma cell proliferation via G2/M phase arrest and attenuated
neddylation of p21. Cancer Med. 2018, 7, 3988-4003. [CrossRef]

Arora, V.; Cheung, H.H.,; Plenchette, S.; Micali, O.C.; Liston, P; Korneluk, R.G. Degradation of survivin by
the X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP)-XAF1 complex. J. Biol. Chem. 2007, 282, 26202-26209. [CrossRef]
Labbé, K.; McIntire, C.R.; Doiron, K.; Leblanc, PM.; Saleh, M. Cellular inhibitors of apoptosis proteins cIAP1
and cIAP2 are required for efficient caspase-1 activation by the inflammasome. Immunity 2011, 35, 897-907.
[CrossRef]

Hsieh, W.C.; Hsu, T.S.; Chang, Y.J.; Lai, M.Z. IL-6 receptor blockade corrects defects of XIAP-deficient
regulatory T cells. Nat. Commun. 2018, 9, 463. [CrossRef]

Jin, H.S; Lee, D.H.; Kim, D.H.; Chung, ].H.; Lee, S.J.; Lee, T.H. cIAP1, cIAP2, and XIAP act cooperatively via
nonredundant pathways to regulate genotoxic stress-induced nuclear factor-kappaB activation. Cancer Res.
2009, 69, 1782-1791. [CrossRef]

Bertrand, M.].; Milutinovic, S.; Dickson, K.M.; Ho, W.C.; Boudreault, A.; Durkin, J.; Gillard, ].W.; Jaquith, ].B.;
Morris, S.J.; Barker, P.A. cIAP1 and cIAP2 facilitate cancer cell survival by functioning as E3 ligases that
promote RIP1 ubiquitination. Mol. Cell 2008, 30, 689-700. [CrossRef]

Yang, Y.; Kelly, P; Shaffer, A.L.; Schmitz, R.; Yoo, HM.; Liu, X.; Huang, D.W.; Webster, D.; Young, RM.;
Nakagawa, M.; et al. Target. Non-Proteolytic Protein Ubiquitination Treat. Diffus. Large B Cell Lymphoma.
Cancer Cell 2016, 29, 494-507. [CrossRef]

Takeda, A.N.; Oberoi-Khanuja, T.K.; Glatz, G.; Schulenburg, K.; Scholz, R.P; Carpy, A.; Macek, B.; Remenyi, A.;
Rajalingam, K. Ubiquitin-dependent regulation of MEKK2/3-MEK5-ERKS signaling module by XIAP and
cIAP1. EMBO ]. 2014, 33, 1784-1801. [CrossRef] [PubMed]

Winsauer, G.; Resch, U.; Hofer-Warbinek, R.; Schichl, Y.M.; de Martin, R. XIAP regulates bi-phasic NF-kappaB
induction involving physical interaction and ubiquitination of MEKK2. Cell Signal. 2008, 20, 2107-2112.
[CrossRef]

Van Themsche, C.; Leblanc, V.; Parent, S.; Asselin, E. X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) regulates
PTEN ubiquitination, content, and compartmentalization. J. Biol. Chem. 2009, 284, 20462-20466. [CrossRef]
Dogan, T.; Harms, G.S.; Hekman, M.; Karreman, C.; Oberoi, TK.; Alnemri, E.S.; Rapp, U.R; Rajalingam, K.
X-linked and cellular IAPs modulate the stability of C-RAF kinase and cell motility. Nat. Cell Biol. 2008, 10,
1447-1455. [CrossRef]

Kaur, S.; Wang, F; Venkatraman, M.; Arsura, M. X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) inhibits
c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) activation by transforming growth factor betal (TGF-betal) through
ubiquitin-mediated proteosomal degradation of the TGF-betal-activated kinase 1 (TAK1). J. Biol. Chem.
2005, 280, 38599-38608. [CrossRef]

Neil, J.R.; Tian, M.; Schiemann, W.P. X-linked inhibitor of apoptosis protein and its E3 ligase activity
promote transforming growth factor-{beta}-mediated nuclear factor-{kappa}B activation during breast cancer
progression. . Biol. Chen. 2009, 284, 21209-21217. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 23 of 28

98.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111

112.

113.

114.

115.

116.

117:

118.

Samuel, T.; Welsh, K.; Lober, T,; Togo, S.H.; Zapata, ] M.; Reed, J.C. Distinct BIR domains of cIAP1 mediate
binding to and ubiquitination of tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 and second mitochondrial
activator of caspases. J. Biol. Chem. 2006, 281, 1080-1090. [CrossRef]

Li, X;; Yang, Y.; Ashwell, J.D. TNF-RII and c-IAP1 mediate ubiquitination and degradation of TRAF2. Nature
2002, 416, 345-347. [CrossRef]

Matsuzawa, A.; Tseng, PH.; Vallabhapurapu, S.; Luo, ].L.; Zhang, W.; Wang, H.; Vignali, D.A.; Gallagher, E.;
Karin, M. Essential cytoplasmic translocation of a cytokine receptor-assembled signaling complex. Science
2008, 321, 663—668. [CrossRef]

Tseng, P.H.; Matsuzawa, A.; Zhang, W.; Mino, T.; Vignali, D.A.; Karin, M. Different modes of ubiquitination
of the adaptor TRAF3 selectively activate the expression of type I interferons and proinflammatory cytokines.
Nat. Immunol. 2010, 11, 70-75. [CrossRef] [PubMed]

Mao, AP; Li, S.; Zhong, B.; Li, Y.; Yan, J.; Li, Q.; Teng, C.; Shu, H.B. Virus-triggered ubiquitination of TRAF3/6
by cIAP1/2 is essential for induction of interferon-beta (IFN-beta) and cellular antiviral response. J. Biol.
Chem. 2010, 285, 9470-9476. [CrossRef] [PubMed]

Qi, Y,; Xia, P. Cellular inhibitor of apoptosis protein-1 (cIAP1) plays a critical role in beta-cell survival under
endoplasmic reticulum stress: Promoting ubiquitination and degradation of C/EBP homologous protein
(CHOP). J. Biol. Chem. 2012, 287, 32236-32245. [CrossRef]

Allegre, J.; Cartier, J.; Glorian, V.; Droin, N.; Dumetier, B.; Kayaci, C.; Berthelet, ].; Gemble, S.; Vuillier, C.;
Maillet, L.; etal. E2F1 binds to the peptide-binding groove within the BIR3 domain of cIAP1 and requires
cIAP1 for chromatin binding. PLoS ONE 2018, 13, €0206253. [CrossRef]

Glorian, V;; Allegre, ].; Berthelet, J.; Dumetier, B.; Boutanquoi, P.M.; Droin, N.; Kayaci, C.; Cartier, ].; Gemble, S.;
Marcion, G.; et al. DNA damage and S phase-dependent E2F1 stabilization requires the cIAP1 E3-ubiquitin
ligase and is associated with K63-poly-ubiquitination on lysine 161/164 residues. Cell Death Dis. 2017, 8,
€2816. [CrossRef]

Park, C.V,; Ivanova, I.G.; Kenneth, N.S. XIAP upregulates expression of HIF target genes by targeting HIF1x
for Lys63-linked polyubiquitination. Nucleic Acids Res. 2017, 45, 9336-9347. [CrossRef]

Wang, T.; Wang, J. K63-linked polyubiquitination of IRF1: An essential step in the IL-1 signaling cascade.
Cell Mol. Immunol. 2014, 11, 407—409. [CrossRef]

Xu, L.; Zhu, J.; Hu, X.; Zhu, H.; Kim, H.T.; LaBaer, ].; Goldberg, A.; Yuan, J. c-IAP1 cooperates with Myc by
acting as a ubiquitin ligase for Mad1. Mol. Cell 2007, 28, 914-922. [CrossRef]

Wang, S.L.; Hawkins, C.J.; Yoo, S.J.; Muller, H.A.; Hay, B.A. The Drosophila caspase inhibitor DIAP1 is
essential for cell survival and is negatively regulated by HID. Cell 1999, 98, 453—463. [CrossRef]

Igaki, T.; Yamamoto-Goto, Y.; Tokushige, N.; Kanda, H.; Miura, M. Down-regulation of DIAP1 triggers a
novel Drosophila cell death pathway mediated by Dark and DRONC. |. Biol. Chem. 2002, 277, 23103-23106.
[CrossRef]

Chai, J; Yan, N.; Huh, J.R; Wu, J.W,; Li, W,; Hay, B.A,; Shi, Y. Molecular mechanism of
Reaper-Grim-Hid-mediated suppression of DIAP1-dependent Dronc ubiquitination. Nat. Struct. Biol.
2003, 10, 892-898. [CrossRef]

Wilson, R.; Goyal, L.; Ditzel, M.; Zachariou, A.; Baker, D.A.; Agapite, J.; Steller, H.; Meier, P. The DIAP1 RING
finger mediates ubiquitination of Dronc and is indispensable for regulating apoptosis. Nat. Cell Biol. 2002, 4,
445-450. [CrossRef]

Eckelman, B.P; Salvesen, G.S. The human anti-apoptotic proteins cIAP1 and cIAP2 bind but do not inhibit
caspases. J. Biol. Chem. 2006, 281, 3254-3260. [CrossRef]

Scott, FL.; Denault, ].B.; Riedl, S.J.; Shin, H.; Renatus, M.; Salvesen, G.S. XIAP inhibits caspase-3 and -7 using
two binding sites: Evolutionarily conserved mechanism of IAPs. EMBO J. 2005, 24, 645-655. [CrossRef]
Takahashi, R.; Deveraux, Q.; Tamm, I.; Welsh, K.; Assa-Munt, N.; Salvesen, G.S.; Reed, J.C. A single BIR
domain of XIAP sufficient for inhibiting caspases. J. Biol. Chem. 1998, 273, 7787-7790. [CrossRef]

Chai, J.; Shiozaki, E.; Srinivasula, S.M.; Wu, Q.; Datta, P.; Alnemri, E.S.; Shi, Y. Structural basis of caspase-7
inhibition by XIAP. Cell 2001, 104, 769-780. [CrossRef]

Riedl, S.J.; Renatus, M.; Schwarzenbacher, R.; Zhou, Q.; Sun, C.; Fesik, SW.; Liddington, R.C.; Salvesen, G.S.
Structural basis for the inhibition of caspase-3 by XIAP. Cell 2001, 104, 791-800. [CrossRef]

Schile, A.J.; Garcia-Fernandez, M.; Steller, H. Regulation of apoptosis by XIAP ubiquitin-ligase activity. Genes
Dev. 2008, 22, 2256-2266. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 24 0f 28

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

Suzuki, Y.; Nakabayashi, Y.; Nakata, K.; Reed, ].C.; Takahashi, R. X-linked inhibitor of apoptosis protein
(XIAP) inhibits caspase-3 and -7 in distinct modes. J. Biol. Chem. 2001, 276, 27058-27063. [CrossRef]

Arnt, C.R.; Chiorean, M.V.; Heldebrant, M.P; Gores, G.J.; Kaufmann, S.H. Synthetic Smac/DIABLO peptides
enhance the effects of chemotherapeutic agents by binding XIAP and cIAP1 insitu. J. Biol. Chem. 2002, 277,
4423644243, [CrossRef]

Wu, G.; Chai, J.; Suber, TL.; Wu, ].W.; Du, C.; Wang, X.; Shi, Y. Structural basis of IAP recognition by
Smac/DIABLO. Nature 2000, 408, 1008-1012. [CrossRef]

Liu, Z; Sun, C.; Olejniczak, E.-T.; Meadows, R.P; Betz, S.F,; Oost, T.; Herrmann, J.; Wu, J.C.; Fesik, S.W.
Structural basis for binding of Smac¢/DIABLO to the XIAP BIR3 domain. Nature 2000, 408, 1004-1008.
[CrossRef]

Ekert, PG.; Silke, J.; Hawkins, C.J.; Verhagen, A.M.; Vaux, D.L. DIABLO promotes apoptosis by removing
MIHA/XIAP from processed caspase 9. J. Cell Biol. 2001, 152, 483—490. [CrossRef]

Huang, Y.; Rich, R.L.; Myszka, D.G.; Wu, H. Requirement of both the second and third BIR domains for the
relief of X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP)-mediated caspase inhibition by Smac. J. Biol. Chem.
2003, 278, 49517-49522. [CrossRef]

Hui, KK.; Kanungo, A.K; Elia, A.].; Henderson, J.T. Caspase-3 deficiency reveals a physiologic role for
Smac/DIABLO in regulating programmed cell death. Cell Death Differ. 2011, 18, 1780-1790. [CrossRef]
Yang, Q.H.; Du, C. Smac/DIABLO selectively reduces the levels of c-IAP1 and ¢-IAP2 but not that of XIAP
and livin in HeLa cells. J. Biol. Chem. 2004, 279, 16963-16970. [CrossRef]

Qiu, W,; Liu, H,; Sebastini, A.; Sun, Q.; Wang, H.; Zhang, L.; Yu, ]. An apoptosis-independent role of SMAC
in tumor suppression. Oncogene 2013, 32, 2380-2389. [CrossRef]

Ma, L.; Huang, Y.; Song, Z.; Feng, S.; Tian, X.; Du, W.; Qiu, X.; Heese, K.; Wu, M. Livin promotes Smac/DIABLO
degradation by ubiquitin-proteasome pathway. Cell Death Differ. 2006, 13, 2079-2088. [CrossRef]
Hamacher-Brady, A.; Choe, S.C.; Krijnse-Locker, J.; Brady, N.R. Intramitochondrial recruitment of
endolysosomes mediates Smac degradation and constitutes a novel intrinsic apoptosis antagonizing
function of XIAP E3 ligase. Cell Death Differ. 2014, 21, 1862-1876. [CrossRef]

Xia, L.; Tan, S.; Zhou, Y,; Lin, J.; Wang, H.; Oyang, L.; Tian, Y,; Liu, L.; Su, M.; Cao, D.; et al. Role of the
Nfkb-signaling pathway in cancer. OncoTargets Ther. 2018, 11, 2063-2073. [CrossRef]

Mukhopadhyay, H.; Lee, N.Y. Multifaceted roles of TAK1 signaling in cancer. Oncogene 2019. [CrossRef]
Yamaguchi, K.; Nagai, S.; Ninomiya-Tsuiji, J.; Nishita, M.; Tamai, K.; Irie, K.; Ueno, N.; Nishida, E.; Shibuya, H.;
Matsumoto, K. XIAF, a cellular member of the inhibitor of apoptosis protein family, links the receptors to
TAB1-TAK1 in the BMP signaling pathway. EMBO ]. 1999, 18, 179-187. [CrossRef]

Birkey Reffey, S.; Wurthner, ].U.; Parks, W.T.; Roberts, A.B.; Duckett, C.S. X-linked inhibitor of apoptosis
protein functions as a cofactor in transforming growth factor-beta signaling. J. Biol. Chem. 2001, 276,
26542-26549. [CrossRef]

Van Themsche, C.; Chaudhry, P; Leblanc, V.; Parent, S.; Asselin, E. XIAP gene expression and function is
regulated by autocrine and paracrine TGF-beta signaling. Mol. Cancer 2010, 9, 216. [CrossRef]

Biswas, S.; Shisler, ].L. Molluscum Contagiosum Virus MC159 Abrogates cIAP1-NEMO Interactions and
Inhibits NEMO Polyubiquitination. J. Virol 2017, 91. [CrossRef]

Yin, M.; Wang, X.; Lu, J. Advances in IKBKE as a potential target for cancer therapy. Cancer Med. 2020, 9,
247-258. [CrossRef]

Varfolomeev, E.; Blankenship, ].W.; Wayson, S.M.; Fedorova, A.V.; Kayagaki, N.; Garg, P.; Zobel, K ;
Dynek, ].N.; Elliott, L.O.; Wallweber, H.].; et al. IAP antagonists induce autoubiquitination of c-IAPs,
NF-kappaB activation, and TNFalpha-dependent apoptosis. Cell 2007, 131, 669—681. [CrossRef]

Vince, J.E.; Wong, WW.; Khan, N.; Feltham, R.; Chau, D.; Ahmed, A.U.; Benetatos, C.A.; Chunduru, SK.;
Condon, S.M.; McKinlay, M.; et al. IAP Antagonists Target cIAP1 to Induce TNFalpha-Dependent Apoptosis.
Cell 2007, 131, 682—-693. [CrossRef]

Annunziata, C.M.; Davis, R.E.; Demchenko, Y.; Bellamy, W.; Gabrea, A.; Zhan, F; Lenz, G.; Hanamura, [;
Wright, G.; Xiao, W.; et al. Frequent engagement of the classical and alternative NF-kappaB pathways by
diverse genetic abnormalities in multiple myeloma. Cancer Cell 2007, 12, 115-130. [CrossRef]

Keats, ].].; Fonseca, R.; Chesi, M.; Schop, R.; Baker, A.; Chng, W.J.; Van Wier, S.; Tiedemann, R.; Shi, C.X,;
Sebag, M.; et al. Promiscuous mutations activate the noncanonical NF-kappaB pathway in multiple myeloma.
Cancer Cell 2007, 12, 131-144. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 250f 28

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151:

152.

153.

154.

155:

156.

157.

158.

159.

Zarnegar, B.J.; Wang, Y.; Mahoney, D.]J.; Dempsey, PW.; Cheung, H.H.; He, ].; Shiba, T.; Yang, X.; Yeh, W.C.;
Mak, TW.; et al. Noncanonical NF-kappaB activation requires coordinated assembly of a regulatory complex
of the adaptors cIAP1, cIAP2, TRAF2 and TRAF3 and the kinase NIK. Nat. Immunol. 2008, 9, 1371-1378.
[CrossRef] [PubMed]

He, S.; Wang, X. RIP kinases as modulators of inflammation and immunity. Nat. Immunol. 2018, 19, 912-922.
[CrossRef]

Hasegawa, M.; Fujimoto, Y.; Lucas, P.C.; Nakano, H.; Fukase, K.; Nufiez, G.; Inohara, N. A critical role of
RICK/RIP2 polyubiquitination in Nod-induced NF-kappaB activation. EMBO ]. 2008, 27, 373-383. [CrossRef]
[PubMed]

Ea, CK.; Deng, L.; Xia, Z.P; Pineda, G.; Chen, Z.]. Activation of IKK by TNFalpha requires site-specific
ubiquitination of RIP1 and polyubiquitin binding by NEMO. Mol. Cell 2006, 22, 245-257. [CrossRef]
O’Donnell, M.A,; Legarda-Addison, D.; Skountzos, P,; Yeh, W.C.; Ting, A.T. Ubiquitination of RIP1 regulates
an NF-kappaB-independent cell-death switch in TNF signaling. Curr. Biol. 2007, 17, 418-424. [CrossRef]
Cusson-Hermance, N.; Khurana, S.; Lee, T.H.; Fitzgerald, K.A.; Kelliher, M.A. Ripl mediates the
Trif-dependent toll-like receptor 3- and 4-induced NF-{kappa|B activation but does not contribute to
interferon regulatory factor 3 activation. J. Biol. Chem. 2005, 280, 36560-36566. [ CrossRef]

Annibaldi, A.; Meier, P. Checkpoints in TNF-Induced Cell Death: Implications in Inflammation and Cancer.
Trends Mol. Med. 2018, 24, 49-65. [CrossRef]

Emmerich, C.H.; Bakshi, S.; Kelsall, L.R.; Ortiz-Guerrero, J.; Shpiro, N.; Cohen, P. Lys63/Met1-hybrid ubiquitin
chains are commonly formed during the activation of innate immune signalling. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 2016, 474, 452-461. [CrossRef]

Varfolomeev, E.; Goncharov, T.; Fedorova, A.V.; Dynek, J.N.; Zobel, K.; Deshayes, K.; Fairbrother, W.].;
Vucic, D. ¢-IAP1 and c-IAP2 are critical mediators of tumor necrosis factor alpha (TNFalpha)-induced
NF-kappaB activation. J. Biol. Chem. 2008, 283, 24295-24299. [CrossRef]

Park, S.M.; Yoon, ].B.; Lee, T.H. Receptor interacting protein is ubiquitinated by cellular inhibitor of apoptosis
proteins (c-IAP1 and ¢-IAP2) in vitro. Febs Lett. 2004, 566, 151-156. [CrossRef]

Rosebeck, S.; Rehman, A.O.; Apel, L].; Kohrt, D.; Appert, A.; O’'Donnell, M.A.; Ting, A.T.; Du, M.Q.; Baens, M.;
Lucas, PC.; et al. The API2-MALT1 fusion exploits TNFR pathway-associated RIP1 ubiquitination to promote
oncogenic NF-kB signaling. Oncogene 2014, 33, 2520-2530. [CrossRef]

de Almagro, M.C.; Goncharov, T.; Newton, K.; Vucic, D. Cellular IAP proteins and LUBAC differentially
regulate necrosome-associated RIP1 ubiquitination. Cell Death Dis. 2015, 6, €1800. [CrossRef] [PubMed]
Borghi, A.; Haegman, M.; Fischer, R.; Carpentier, L; Bertrand, M.J.M.; Libert, C.; Afonina, LS.; Beyaert, R.
The E3 ubiquitin ligases HOIP and cIAP1 are recruited to the TNFR2 signaling complex and mediate
TNFR2-induced canonical NF-«B signaling. Biochem. Pharm. 2018, 153, 292-298. [CrossRef] [PubMed]
Moulin, M.; Anderton, H.; Voss, A.K.; Thomas, T.; Wong, W.W.; Bankovacki, A.; Feltham, R.; Chau, D.;
Cook, W.D; Silke, J.; et al. IAPs limit activation of RIP kinases by TNF receptor 1 during development.
EMBO ]. 2012, 31, 1679-1691. [CrossRef]

Li, L.; Thomas, R.M.; Suzuki, H.; De Brabander, ].K.; Wang, X.; Harran, PG. A small molecule Smac mimic
potentiates TRAIL- and TNFalpha-mediated cell death. Science 2004, 305, 1471-1474. [CrossRef]

Petersen, S.L.; Wang, L.; Yalcin-Chin, A.; Li, L.; Peyton, M.; Minna, J.; Harran, P; Wang, X. Autocrine
TNFalpha signaling renders human cancer cells susceptible to Smac-mimetic-induced apoptosis. Cancer Cell
2007, 12, 445-456. [CrossRef]

Geserick, P.; Hupe, M.; Moulin, M.; Wong, W.W.; Feoktistova, M.; Kellert, B.; Gollnick, H.; Silke, J.; Leverkus, M.
Cellular IAPs inhibit a cryptic CD95-induced cell death by limiting RIP1 kinase recruitment. J. Cell Biol. 2009,
187,1037-1054. [CrossRef]

Vanlangenakker, N.; Vanden Berghe, T.; Bogaert, P; Laukens, B.; Zobel, K.; Deshayes, K.; Vucic, D.; Fulda, S.;
Vandenabeele, P.; Bertrand, M.]. cIAP1 and TAK1 protect cells from TNF-induced necrosis by preventing
RIP1/RIP3-dependent reactive oxygen species production. Cell Death Differ. 2011, 18, 656-665. [CrossRef]
Feoktistova, M.; Geserick, P; Kellert, B.; Dimitrova, D.P,; Langlais, C.; Hupe, M.; Cain, K.; MacFarlane, M.;
Hacker, G.; Leverkus, M. cIAPs block Ripoptosome formation, a RIP1/caspase-8 containing intracellular cell
death complex differentially regulated by cFLIP isoforms. Mol. Cell 2011, 43, 449-463. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 26 of 28

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

Estornes, Y.; Aguileta, M.A.; Dubuisson, C.; De Keyser, ].; Goossens, V.; Kersse, K.; Samali, A.; Vandenabeele, P;
Bertrand, M.]. RIPK1 promotes death receptor-independent caspase-8-mediated apoptosis under unresolved
ER stress conditions. Cell Death Dis. 2014, 5, €1555. [CrossRef]

McComb, S.; Cheung, H-H.; Korneluk, R.G.; Wang, S.; Krishnan, L.; Sad, S. cIAP1 and cIAP2 limit macrophage
necroptosis by inhibiting Rip1 and Rip3 activation. Cell Death Differ. 2012, 19, 1791-1801. [CrossRef]
Kaiser, W.J.; Sridharan, H.; Huang, C.; Mandal, P.; Upton, J.W.; Gough, PJ.; Sehon, C.A.; Marquis, R.W.;
Bertin, J.; Mocarski, E.S. Toll-like receptor 3-mediated necrosis via TRIF, RIP3, and MLKL. ]. Biol. Chem. 2013,
288, 31268-31279. [CrossRef] [PubMed]

Vince, J.E.; Wong, WW.; Gentle, I.; Lawlor, K.E.; Allam, R.; O'Reilly, L.; Mason, K.; Gross, O.; Ma, S.;
Guarda, G.; et al. Inhibitor of apoptosis proteins limit RIP3 kinase-dependent interleukin-1 activation.
Immunity 2012, 36, 215-227. [CrossRef] [PubMed]

Vanlangenakker, N.; Bertrand, M.].; Bogaert, P; Vandenabeele, P; Vanden Berghe, T. TNF-induced necroptosis
in 1929 cells is tightly regulated by multiple TNFR1 complex I and II members. Cell Death Dis. 2011, 2, €230.
[CrossRef]

Newton, K.; Dugger, D.L.; Wickliffe, KE.; Kapoor, N.; de Almagro, M.C.; Vucic, D.; Komuves, L,;
Ferrando, R.E.; French, D.M.; Webster, J.; et al. Activity of protein kinase RIPK3 determines whether
cells die by necroptosis or apoptosis. Science 2014, 343, 1357-1360. [CrossRef]

Lawlor, K.E.; Khan, N.; Mildenhall, A.; Gerlic, M.; Croker, B.A.; D’Cruz, A.A.; Hall, C.; Kaur Spall, S,;
Anderton, H.; Masters, S.L.; et al. RIPK3 promotes cell death and NLRP3 inflammasome activation in the
absence of MLKL. Nat. Commun. 2015, 6, 6282. [CrossRef]

Lawlor, K.E; Feltham, R.; Yabal, M.; Conos, S.A.; Chen, K.W,; Ziehe, S.; Grafi, C.; Zhan, Y.; Nguyen, T.A_;
Hall, C,; et al. XIAP Loss Triggers RIPK3- and Caspase-8-Driven IL-1 Activation and Cell Death as a
Consequence of TLR-MyD88-Induced cIAP1-TRAF2 Degradation. Cell Rep. 2017, 20, 668-682. [CrossRef]
Yabal, M.; Miiller, N.; Adler, H.; Knies, N.; Grof}, C.J.; Damgaard, R.B.; Kanegane, H.; Ringelhan, M.;
Kaufmann, T.; Heikenwilder, M.; et al. XIAP restricts TNF-and RIP3-dependent cell death and inflammasome
activation. Cell Rep. 2014, 7, 1796-1808. [CrossRef]

Damgaard, R.B.; Nachbur, U.; Yabal, M.; Wong, W.W.; Fiil, B.K,; Kastirr, M.; Rieser, E.; Rickard, J.A.;
Bankovacki, A.; Peschel, C; et al. The ubiquitin ligase XIAP recruits LUBAC for NOD2 signaling in
inflammation and innate immunity. Mol. Cell 2012, 46, 746-758. [CrossRef]

Hrdinka, M.; Fiil, B.K.; Zucca, M.; Leske, D.; Bagola, K.; Yabal, M.; Elliott, PR.; Damgaard, R.B.; Komander, D.;
Jost, PJ.; et al. CYLD Limits Lys63- and Met1-Linked Ubiquitin at Receptor Complexes to Regulate Innate
Immune Signaling. Cell Rep. 2016, 14, 2846-2858. [CrossRef]

Stafford, C.A.; Lawlor, KE.; Heim, V.J.; Bankovacki, A.; Bernardini, J.P; Silke, J.; Nachbur, U. IAPs Regulate
Distinct Innate Inmune Pathways to Co-ordinate the Response to Bacterial Peptidoglycans. Cell Rep. 2018,
22,1496-1508. [CrossRef]

Damgaard, R.B.; Fiil, B.K.; Speckmann, C.; Yabal, M.; zur Stadt, U.; Bekker-Jensen, S.; Jost, PJ.; Ehl, S.;
Mailand, N.; Gyrd-Hansen, M. Disease-causing mutations in the XIAP BIR2 domain impair NOD2-dependent
immune signalling. EMBO Mol. Med. 2013, 5, 1278-1295. [CrossRef]

Krieg, A.; Correa, R.G.; Garrison, ].B.; Le Negrate, G.; Welsh, K.; Huang, Z.; Knoefel, W.T.; Reed, J.C. XIAP
mediates NOD signaling via interaction with RIP2. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2009, 106, 14524-14529.
[CrossRef]

Bauler, L.D.; Duckett, C.S.; O’'Riordan, M.X. XIAP regulates cytosol-specific innate immunity to Listeria
infection. PLoS Pathog. 2008, 4, €1000142. [CrossRef]

Goncharov, T.; Hedayati, S.; Mulvihill, M.M.; Izrael-Tomasevic, A.; Zobel, K.; Jeet, S.; Fedorova, A.V,;
Eidenschenk, C.; deVoss, J.; Yu, K.; et al. Disruption of XIAP-RIP2 Association Blocks NOD2-Mediated
Inflammatory Signaling. Mol. Cell 2018, 69, 551-565.€557. [CrossRef]

Ellwanger, K.; Briese, S.; Arnold, C.; Kienes, I.; Heim, V.; Nachbur, U.; Kufer, T.A. XIAP controls RIPK2
signaling by preventing its deposition in speck-like structures. Life Sci. Alliance 2019, 2. [CrossRef]
Gardam, S.; Turner, VM.; Anderton, H.; Limaye, S.; Basten, A.; Koentgen, F.; Vaux, D.L.; Silke, J.; Brink, R.
Deletion of cIAP1 and cIAP2 in murine B lymphocytes constitutively activates cell survival pathways and
inactivates the germinal center response. Blood 2011, 117,4041-4051. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 27 of 28

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

Varfolomeev, E.; Goncharov, T.; Maecker, H.; Zobel, K.; Komuves, L.G.; Deshayes, K.; Vucic, D. Cellular
inhibitors of apoptosis are global regulators of NF-kappaB and MAPK activation by members of the TNF
family of receptors. Sci. Signal. 2012, 5, ra22. [CrossRef]

Wu, C.J.; Conze, D.B; Li, X,; Ying, S.X.; Hanover, J.A.; Ashwell, ].D. TNF-alpha induced c-IAP1/TRAF2
complex translocation to a Ubc6-containing compartment and TRAF2 ubiquitination. EMBO J. 2005, 24,
1886-1898. [CrossRef]

Vince, J.E.; Chau, D.; Callus, B.; Wong, W.W.; Hawkins, C.J.; Schneider, P.; McKinlay, M.; Benetatos, C.A_;
Condon, S.M.; Chunduru, SK; et al. TWEAK-FN14 signaling induces lysosomal degradation of a
cIAP1-TRAF2 complex to sensitize tumor cells to TNFalpha. J. Cell Biol. 2008, 182, 171-184. [CrossRef]
Cabal-Hierro, L.; Rodriguez, M.; Artime, N.; Iglesias, ].; Ugarte, L.; Prado, M.A.; Lazo, PS. TRAF-mediated
modulation of NF-kB AND JNK activation by TNFR2. Cell Signal. 2014, 26, 2658-2666. [CrossRef]

Borghi, A.; Verstrepen, L.; Beyaert, R. TRAF2 multitasking in TNF receptor-induced signaling to NF-«B,
MAP kinases and cell death. Biochem Pharm. 2016, 116, 1-10. [CrossRef]

Feltham, R.; Moulin, M.; Vince, ].E.; Mace, P.D.; Wong, W.W.; Anderton, H.; Day, C.L.; Vaux, D.L.; Silke, J.
Tumor necrosis factor (TNF) signaling, but not TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis)-triggered
cIAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein 1) degradation, requires cIAP1 RING dimerization and E2
binding. J. Biol. Chem. 2010, 285, 17525-17536. [CrossRef]

Xiao, Y.; Jin, J.; Chang, M.; Chang, ].H.; Hu, H.; Zhou, X,; Brittain, G.C.; Stansberg, C.; Torkildsen, &.;
Wang, X.; etal. Pelil promotes microglia-mediated CNS inflammation by regulating Traf3 degradation. Naf.
Med. 2013, 19, 595-602. [CrossRef]

Busca, A.; Konarski, Y.; Gajanayaka, N.; O’Hara, S.; Angel, J.; Kozlowski, M. Kumar, A.
cIAP1/2-TRAF2-SHP-1-Src-MyD88 Complex Regulates Lipopolysaccharide-Induced IL-27 Production
through NF-kB Activation in Human Macrophages. J. Immunol. 2018, 200, 1593-1606. [CrossRef]

Wen, AY.; Sakamoto, K.M.; Miller, L.S. The role of the transcription factor CREB in immune function. J.
Immunol. 2010, 185, 6413-6419. [CrossRef]

Harikumar, K.B.; Yester, ].W.; Surace, M.J.; Oyeniran, C.; Price, M.M.; Huang, W.C.; Hait, N.C.; Allegood, ].C.;
Yamada, A.; Kong, X.; et al. K63-linked polyubiquitination of transcription factor IRF1 is essential for
IL-1-induced production of chemokines CXCL10 and CCL5. Nat. Immunol. 2014, 15, 231-238. [CrossRef]
Dubrez, L. Regulation of E2F1 Transcription Factor by Ubiquitin Conjugation. Intj. Mol. Sci. 2017, 18.
[CrossRef]

Cartier, ].; Berthelet, J.; Marivin, A.; Gemble, S.; Edmond, V.; Plenchette, S.; Lagrange, B.; Hammann, A_;
Dupoux, A.; Delva, L.; etal. Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein-1 (cIAP1) Can Regulate E2F1 Transcription
Factor-mediated Control of Cyclin Transcription. J. Biol. Chem. 2011, 286, 26406-26417. [CrossRef]

Cao, Z,; Li, X.; Li, J; Luo, W.; Huang, C.; Chen, J. X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) lacking
RING domain localizes to the nuclear and promotes cancer cell anchorage-independent growth by targeting
the E2F1/Cyclin E axis. Oncotarget. 2014, 5, 7126-7137. [CrossRef]

Geisbrecht, E.R.; Montell, D.J. A role for Drosophila IAP1-mediated caspase inhibition in Rac-dependent cell
migration. Cell 2004, 118, 111-125. [CrossRef]

Rajalingam, K.; Sharma, M.; Paland, N.; Hurwitz, R.; Thieck, O.; Oswald, M.; Machuy, N.; Rudel, T. IAP-IAP
complexes required for apoptosis resistance of C. trachomatis-infected cells. PLoS Pathog. 2006, 2, e114.
[CrossRef]

Lee, S.; Lee, J.Y,; Lee, EW,; Park, S.; Kang, D.H.; Min, C.; Lee, DJ.; Kang, D.; Song, J.; Kwon, ].; et al. Absence
of Cytosolic 2-Cys Prx Subtypes I and II Exacerbates TNF-x-Induced Apoptosis via Different Routes. Cell
Rep. 2019, 26, 2194-2211.€2196. [CrossRef]

Romagny, S.; Bouaouiche, S.; Lucchi, G.; Ducoroy, P,; Bertoldo, ].B.; Terenzi, H.; Bettaieb, A.; Plenchette, S.
S-Nitrosylation of cIAP1 Switches Cancer Cell Fate from TNFo«/TNFR1-Mediated Cell Survival to Cell Death.
Cancer Res. 2018, 78, 1948-1957. [CrossRef]

Kato, K,; Tanaka, T,; Sadik, G.; Baba, M.; Maruyama, D.; Yanagida, K.; Kodama, T.; Morihara, T.; Tagami, S.;
Okochi, M.; et al. Protein kinase C stabilizes X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) through
phosphorylation at Ser(87) to suppress apoptotic cell death. Psychogeriatrics 2011, 11, 90-97. [CrossRef]
Hou, Y,; Allan, L.A; Clarke, PR. Phosphorylation of XIAP by CDK1-cyclin-B1 controls mitotic cell death. J.
Cell Sci. 2017, 130, 502-511. [CrossRef]



Cells 2020, 9, 1118 28 of 28

197.

198.

199.

200.

Plenchette, S.; Cathelin, S.; Rebe, C.; Launay, S.; Ladoire, S.; Sordet, O.; Ponnelle, T.; Debili, N.; Phan, T.H.;
Padua, R.A; et al. Translocation of the inhibitor of apoptosis protein c-IAP1 from the nucleus to the Golgi in
hematopoietic cells undergoing differentiation: A nuclear export signal-mediated event. Blood 2004, 104,
2035-2043. [CrossRef]

Didelot, C.; Lanneau, D.; Brunet, M.; Bouchot, A.; Cartier, J.; Jacquel, A.; Ducoroy, P; Cathelin, S,;
Decologne, N.; Chiosis, G.; et al. Interaction of heat-shock protein 90 beta isoform (HSP90 beta) with cellular
inhibitor of apoptosis 1 (c-IAP1) is required for cell differentiation. Cell Death Differ. 2008, 15, 859-866.
[CrossRef]

Che, X.; Yang, D.; Zong, H.; Wang, J.; Li, X.; Chen, F.; Chen, X.; Song, X. Nuclear cIAP1 overexpression is a
tumor stage- and grade-independent predictor of poor prognosis in human bladder cancer patients. Urol.
Oncol. 2012, 30, 450-456. [CrossRef]

Hrdinka, M.; Yabal, M. Inhibitor of apoptosis proteins in human health and disease. Genes Inmun. 2019, 20,
641-650. [CrossRef]

o~ ® © 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access
|@ \ article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution

(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).



IV. Revue: Cross Kingdom Immunity: The Role of Immune
Receptors and Downstream Signaling in Animal and Plant Cell
Death

Cette revue, rédigée durant 'année 2021, recense le role des récepteurs de 'immunité dans
les processus de mort cellulaire chez 'animal et les plantes. Les différentes voies de signalisation

cellulaires stimulées par ces récepteurs sont développées.
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Both plants and animals are endowed with sophisticated innate immune systems to
combat microbial attack. In these multicellular eukaryotes, innate immunity implies the
presence of cell surface receptors and intracellular receptors able to detect danger signal
referred as damage-associated molecular patterns (DAMPs) and pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs). Membrane-associated pattern recognition receptors
(PRRs), such as Toall-like receptors (TLRs), C-type lectin receptors (CLRs), receptor-like
kinases (RLKs), and receptor-like proteins (RLPs) are employed by these organisms for
sensing different invasion patterns before triggering antimicrobial defenses that can be
associated with a form of regulated cell death. Intracellularly, animals nucleotide-binding
and oligomerization domain (NOD)-like receptors or plants nucleotide-binding domain
(NBD)-containing leucine rich repeats (NLRs) immune receptors likely detect effectors
injected into the host cell by the pathogen to hijack the immune signaling cascade.
Interestingly, during the co-evolution between the hosts and their invaders, key cross-
kingdom cell death-signaling macromolecular NLR-complexes have been selected, such
as the inflammasome in mammals and the recently discovered resistosome in plants. In
both cases, aregulated cell death located at the site of infection constitutes a very effective
mean for blocking the pathogen spread and protecting the whole organism from invasion.
This review aims to describe the immune mechanisms in animals and plants, mainly
focusing on cell death signaling pathways, in order to highlight recent advances that could
be used on one side or the other to identify the missing signaling elements between the
perception of the invasion pattern by immune receptors, the induction of defenses or the
transmission of danger signals to other cells. Although knowledge of plant immunity is less
advanced, these organisms have certain advantages allowing easier identification of
signaling events, regulators and executors of cell death, which could then be exploited
directly for crop protection purposes or by analogy for medical research.

Keywords: pattem recognition receptors, Toll-like receptors, NOD-like receptors, pathogen-associated molecular
patterns, damage-associated molecular pattems, hypersensitive response, regulated cell death
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Immune Receptors and Cell Death

INTRODUCTION

Eukaryotic cells have evolved complex defense mechanisms in
order to combat microbial challenges and preserve organism
integrity. Both plants and animals are endowed with a conserved
innate immune system able to neutralize pathogens and to
contain the infection. It uses specialized receptors to detect
microbial patterns, pathogen-derived compounds, and danger
signals and elicits an adapted response. The immune response
includes a transcriptional reprogramming, the production of
antimicrobial molecules, the activation of a regulated cell death
program in infected cells and the release of soluble factors such as
cytokines and phytohormones able to signal away from the
original infection site and alert the host organism of danger. In
plants, a systemic resistance is transiently established to prevent
forthcoming microbial assault (1). In addition, vertebrates have
evolved an adaptive immune system involving specialized cells
able to produce a stronger, specific immune response and ensure
a long-term protection.

The activation of cell death processes at the site of pathogen
attack constitutes an efficient strategy shared by plants and
animals to protect the organism from pathogen invasion by
directly destroying the pathogen niche. Cell death can also
produce alert signals for neighboring cells through the release
of intracellular components that can elicit or amplify the anti-
microbial response. During a microbial infection, three types of
regulated cell death are classically described in animals for
confining pathogen progression: apoptosis, pyroptosis, and
necroptosis (2, 3). Apoptosis is defined by specific morphological
criteria that include cell shrinkage, condensation of the chromatin
and fragmentation of the nucleus, plasma membrane blebbing, and
the formation and release of apoptotic bodies that are engulfed
through a phagocytosis-like process named efferocytosis. At the
molecular level, apoptosis involves a cascade of events that
culminates in the activation of specific proteases belonging to
the caspase family responsible for cell dismantling (2). Of note,
apoptosis is a “silent form” of cell death that does not directly
cause inflammatory response because of conserved plasma
membrane integrity and efferocytosis. Efferocytosis has even
been linked to the resolution of inflammation, required for the
clearance of dead cells after infection, reducing the production of
inflammatory factors by phagocytes and progressively allowing
the restoration of homeostasis (4). On the opposite, pyroptosis
and necroptosis are associated with the release of pro-
inflammatory molecules allowing the establishment of the
adaptive immunity. They both involve pore-forming proteins
[gasdermin-D (GSDMD) in pyroptosis and mixed lineage kinase
domain-like (MLKL) in necroptosis] that trigger membrane
permeabilization and osmotic imbalance leading to cell
swelling. Many connections exist between signaling pathways
leading to apoptosis, pyroptosis, and necroptosis, and these cell
death processes can occur simultaneously.

Recognition of invading microbes by plants can also trigger a
specific cell death referred to as the hypersensitive response (HR)
which efficiently blocks the spreading of biotrophic pathogens in
healthy tissues by limiting their access to plant metabolites (5).

However, the molecular events involved in HR have not yet been
completely deciphered. HR-associated cell death is characterized
by an early rupture of the plasma membrane associated with
some apoptosis-like features such as cytoplasm shrinkage,
chromatin condensation, and nucleus disruption (6). These
events are associated with plant-specific cell death features
including the dismantling of tonoplast and the vacuolar
collapse (7). Consequently, the release of active hydrolases and
proteases from collapsed vacuoles can trigger autophagy-like
processes (8). Thus, HR appeared as a plant regulated necrosis
displaying some feature of necroptosis or pyroptosis in animals
(5, 9). As observed during necroptosis and pyroptosis, leakage of
the cellular content can constitute alert signals for neighboring
cells and prepare them to cope with infections. All of these
concerted events insure a global and effective defense response.

The theory that innate immune response is elicited by
specialized receptors which recognize conserved microbial
components referred to as pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) was laid out by Medzhitov and Janeway (10),
rewarded by the Nobel Prize in 2011. The first pattern recognition
receptor (PRR) was described in plants as a cell surface receptor
encoded by the rice gene Xa2l, which confers resistance to the
bacteria Xanthomonas oryzae pv. Oryzae (11). For many years,
two major strategies to study the plant innate immunity have
existed. The first was based on a genetic approach: certain varieties
of a plant species express R genes leading to the perception of
microbial effectors encoded by avirulence genes (Avr) and then
generally to the establishment of the HR. This is the basis of the
gene-for-gene concept (R-Avr) described by Flor on flax and then
widely used for genetic breeding of crop plants (12). The second
used a biochemical approach coupled with pharmacological
studies. Several teams have purified microbial-derived
compounds, commonly referred to as elicitors (chitin, flagellin,
elicitin, B-glucans, ...) able to trigger plant immune responses.
They also characterized high-affinity plasma membrane binding
sites interacting with elicitors and showing biochemical features of
receptors. To combine the results of these two approaches and to
get closer to the concept of PAMPs existing in mammals came the
concept of PAMP-Triggered Immunity (PTI), that takes into
account the recognition of PAMPs by surface receptors, and
Effector-Triggered Immunity (ETI), related to the recognition of
effectors (pathogen Avr gene products) by intracellular receptors
(encoded by R genes). However, this PTI-ETT concept proposed by
Jones and Dangl (13) was a bit controversial because it was too
binary (ETI or PTI) and did not reflect all the existing shade of
gray levels of plant immune responses, notably during symbiotic
interactions. Recently, new models have emerged in the plant
innate immunity with the concept of invasion patterns (14) and
signs of danger perceived by a complex plant surveillance system
that can produce secondary host-derived immunogenic factors
termed phytocytokines (15).

This review aims at highlighting similarities and specificities
of the immune responses existing in mammals and plants,
mainly focusing on recent advances in the discovery of
immune receptors and the involvement of signaling pathways
leading to cell death.
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MEMBRANE-ASSOCIATED PRRs

Cells employ a large number of cell surface or endosomal
receptors to sense PAMPs and endogenous danger signals
referred to as damage-associated molecular patterns (DAMPs)
to engage defense responses. In vertebrates, membrane-bound
immune receptors belong to the Toll-like receptors (TLRs)
family, which are located either at the cell surface or within the
endosomal compartment, and C-type lectin receptors (CLRs)
located at the cell surface. Plant PRRs are mainly plasma
membrane-localized and are divided into two categories: the
receptor-like kinases (RLKs) and the receptor-like proteins
(RLPs) (Figure 1). In both plants and vertebrates, recognition
of PAMPs/DAMPs by membrane PRRs primarily activates
transcriptional programs that culminate in the production of
antimicrobial molecules and in the implementation of an
adaptive response of the host to counteract the pathogen attack.

Membrane-bound PRRs are composed of an N-terminal
extracellular domain that functions as a ligand recognition and
binding domain, a transmembrane intermediate and a C-
terminal cytoplasmic signal transducing domain (Figure 1). In
animals, PAMPs are recognized by tandem copies (16-22) of
LRR (leucine-rich repeat) in TLRs and by C-type lectin-like
domains in CLRs (23). Thirteen TLR paralogs were described in
vertebrates. Cell surface TLRs (TLRI, 2, 4-6, and 10) recognize
components of microbial membranes such as lipids, lipoproteins,
membrane anchored proteins, or extracellular proteins bound to
pathogens such as heat shock proteins (HSP) 60 and 70 while
TLRs found within endosomal compartment (TLR3, 7-9, and
11-13) likely sense virus and bacteria-derived nucleic acids or
endogenous nucleic acids in some pathological conditions. On
the other hand, CLRs are dedicated to the defense against fungal
infections (23). CLRs can also sense commensal fungi and thus
contribute to maintain homeostasis (24, 25). Molecular

mechanisms of signal transduction in animal cells are well
characterized. They involve the presence of conserved modular
domains found in receptors, adaptor proteins or signaling effectors
and mediate, through homotypic interaction, the assembly of
oligomeric signaling platforms favoring the activation by
proximity of signaling effectors. In TLRs, the intracytoplasmic
signal transduction domain is the conserved Toll/IL-1 receptor
(TIR) domain, also found in the adaptor proteins myeloid
differentiation factor 88 (MyD88), MyD88 adaptor-like (MAL),
TIR-domain-containing adaptor-inducing IFN- (TRIF), TRIF-
related adaptor molecule (TRAM), and sterile o- and armadillo-
motif-containing protein (SARM). Ligand binding triggers TLR
homo- or hetero-dimerization, conformational change in their
intracellular TIR domain and the consecutive recruitment via TIR-
TIR homotypic interaction of adaptor proteins to form a signaling
platform and initiate downstream signaling pathway. TLR
stimulation engages MAPKs and/or NF-kB and ultimately
promotes inflammatory response that constitutes the first line of
defense in mammals and appears critical to maintain homeostasis
and tissue integrity. This includes the production of antimicrobial
molecules, pro-inflammatory cytokines, and immune cell
differentiating mediators responsible for the recruitment and
activation of specialized immune cells to the site of infection
(Figure 2) (16). However, in some situations such as a sustained
infection, the presence of pathogens that resist to inflammatory
defense or in some pathological conditions [e.g., some cancers,
X-linked lymphoproliferative syndrome type 2 (XLP-2)] (17, 18),
several TLRs such as TLR3 that recognizes virus-derived double
stranded RNAs and RN As released from damaged cells, and TLR4
that senses LPS from Gram-negative bacteria, can also trigger cell
death (19-21). For CLRs, the signal transduction motif is the
immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) or
ITAM-like motif that mediates the binding and the activation
via phosphorylation of the spleen tyrosine kinase (Syk). Generally,
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FIGURE 1 | Structural comparison of the main immune receptors found in animals and plants. ALR, AIM2 (absent in melanoma 2)-like receptors; BIR, Baculovirus
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and an amplification of the signal.

CLR stimulation does not trigger cell death but results in MAPKSs,
NEF-kB, or interferon-regulatory factors (IRFs) activation (23).

By comparison, plants have evolved hundreds of membrane
PRRs able to recognize a wide variety of PAMPs such as flagellin,
peptidoglycan, chitin, elicitin, polygalacturonase, and xylanase
(22, 26) or DAMPs such as fragments of the plant cell wall
extracellular matrix (oligogalacturonides from pectins,
cellobiose, and cellodextrines from cellulose and xyloglucans
from hemicellulose) (27, 28), extracellular ATP, NAD", or
secondary endogenous phytocytokines such as systemin, rapid
alkalinization factors (RALFs), pathogen-associated molecular
pattern-induced peptides (PIPs), and elicitor peptides (PEPs)
(15). The diversity of sensed PAMPs is made possible thanks to
the presence of different extracellular domains (Figure 1). For
example, LRRs found in flagellin sensing 2 (FLS2) sense flagellin
or its 22-amino acid epitope flg22 (29, 30), whereas Lysin motif
(LysM) specifically recognizes chitin oligosaccharides in chitin
elicitor receptor kinase 1 (CERK1) associated with LYK4/5 (31—
34) or peptidoglycan with lysin-motif proteins LYM1/LYM3

(35). Epidermal growth factor (EGF)-like domain present in
the wall-associated kinase 1 (WAK1) senses oligogalacturonides
released during the degradation of the plant cell wall by fungal
hydrolases (36, 37), whereas the lectin domains present in
AtLecRK1.9 (DORN1) and AtLecRK1.8 perceive extracellular
ATP and NAD", respectively (38, 39).

Unlike animal PRRs that require the recruitment of adaptor
proteins to transduce signal, plant membrane-associated RLKs
are endowed with kinase activity thanks to the presence of a
cytoplasmic kinase domain (KD) (Figure 1). PAMP-sensing
induces oligomerization of RLKs and kinase activation that
directly triggers numerous cellular responses (Figure 3) such
as ion fluxes across the plasma membrane, a burst of reactive
oxygen species (ROS), a phosphorylation cascade activating
MAPKSs, and transcription factors leading to the expression of
defense genes which encode enzymes involved in the production
of defensive secondary metabolites (e.g., phytoalexins, callose,
and lignin that reinforce plant cell wall) (26). Because of their
very short cytoplasmic domain (about 24 amino acids) devoid of
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FIGURE 3 | Signaling events leading to HR in plants. PRRs are activated by the recognition of eliciting molecules resulting from the degradation of plant cells
(DAMPs) or released by the pathogens (PAMPs, elicitins, apoplastic avirulence factors: Avr). The signal is then transduced by a cascade of phosphorylation events
involving MAPKSs, cytoplasmic protein kinases (CPKs), and transcription factors, mainly from the WRKY family. This phosphorylation can also activate the NADPH
oxidase RbohD, leading to the production of ROS [0 transformed into hydrogen peroxide {H,0,) by a superoxide dismutase (SOD)]. An influx of intracellular Ca®*,
initiated quickly after perception of H0» by HPCA1 leads to the production of nitric oxide (NO), as well as the activation of transcription factors via the calcium
dependent protein kinases (CDPKs). This is followed by a reprogramming of the transcriptional activity leading to the expression of defense genes involved in the
synthesis of phytohormones (SA, JA, ...), the antimicrobial phytoalexins or even the release of hydrolytic enzymes (glucanases, chitinases, ...) from the pathogenesis-
related proteins family. In the meantime, eflectors secreted by pathogens to counter the plant’s defenses can also be directly or indirectly (via the recognition of a
modified host-protein) recognized by NLRs. This recognition generally induces a conformational change in the protein (noted here by an asterisk and a color change),
allowing the exchange of ADP by an ATP and therefore the activation of the NLR leading in some cases to macromolecular complexes such as the resistosome or to
the activation of transcription factors. These larger-scale molecular complexes have been proposed to act via the recruitment of other signaling actors leading to a
potentiation of the defenses already in place or by the formation of pores in the plasma membrane. A HR cell death is then observed locally to block the spreading of
the pathogen. This will also be associated with the release of DAMPs, phytohormones and phyto-cytokines which will transmit information to neighboring cells and
organs to prevent future infections in healthy tissues. Some plant peptides (e.g., PEPs) can be matured by metacaspase-mediated cleavage and released in the
apoplast to prime immune responses in neighboring cells, thus enabling the establishment of a local resistance.

kinase activity, RLPs are not able to transduce signal but function NUCLEOTIDE-BINDING

as co-receptors heterodimerized with RLKs that finally elicit a ~ OLIGOMERIZATION DOMAIN (NOD)-LIKE
similar cascade of immune signaling events. Most of the PAMPs ~ RECEPTORS (NLRs)

and DAMPs recognized by plant cell surface PRRs are unable to

elicit specific plant cell death. Only some proteinaceous elicitors ~ Nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like
secreted by pathogens in the apoplast can trigger HR in a plant  receptors (NLRs), also generalized as nucleotide-binding
species dependent manner. domain (NBD)-containing LRRs (NB-LRR in plants), are a
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class of immune proteins found across both plant and animal
kingdoms, with some exceptions in taxa such as Algae,
Nematoda, and Drosophila. They were previously classified in
plants as R-proteins in the gene-for-gene model. In the animal
kingdom, NLRs are the most represented family of cytosolic
immune receptors, along with ALRs [AIM2 (absent in melanoma
2)-like receptors] and RLRs (RIG-I-like receptors) (Figure 1).
ALRSs recognize cytosolic DNAs and RLRs sense cytosolic RNAs
that include virus nucleic acids as well as endogenous
microRNAs (miRNAs) whereas NLRs sense cytosolic PAMPs
(e.g., bacteria-secreted toxins, components of bacteria with pore
forming activity, internalized LPS, viral proteins) but also
markers of intracellular stresses acting as DAMPs such as
ATP, uric acids, ROS, metabolic products, or cell-derived
peptides that are released by cells in response to endogenous
(e.g., ER stress, disruption of ion gradients) or environmental
stresses. Stimulation of cytosolic immune receptors can trigger
inflammatory response. However, for most of them, the main
response is the release of the pro-inflammatory molecules IL-1
and IL-18 and pyroptosis (Figure 4). NLR stimulation can also
indirectly lead to apoptosis, necroptosis, or activate autophagy
process to clear pathogen (40). In plants, NLRs directly or

indirectly detect pathogen-secreted effectors (i.e., virulence
proteins) to generally promote HR cell death.

Although NLRs are found in both animals and plants, they seem
to result from an independent evolutionary process (41). They are
characterized by the presence of a central NBD (also named NOD)
that may be originated from a prokaryotic class of AAA" ATPases.
Both mammals and plants would have selected the NBD for the
flexibility of its architecture. It catalyzes the ADP/ATP exchange
which promotes the NLR oligomerization and activation. ATP-
bound active forms are generally unstable and rapidly recyded into
inactive forms or degraded. This mode of activation allows the NLR
to quickly react after detection of pathogens and enable to preserve
the organism from a costly and useless mobilization of defenses in
their absence. Animal NLRs are characterized by a “NACHT”
[NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), CIITA (MHC
class II transcription activator), HET-E (incompatibility locus
protein from Podospora anserina) or TP1 (telomerase-associated
protein)] NBD subtype while plants NLRs possess an “ARC”
(Apafl, Resistance, CED4) NBD subtype, also found in some
animal adaptor proteins involved in apoptosis such as Apaf-1 (42).

In addition to NBD, LRR is common to both sides. As in
animal TLRs, this domain is involved in sensing microbe

L8d4d ARAN 3 d LS 8518383000008 0:8 8
TEEEPETET TSI TR ST IR ST TR LA E AR AT v iy evsssy LRL4Y

AROABAAR AARAAARALR NARTRNR TAARARARARA N
SUESUY LARLIY Y SUS UYL LB Uy SN SS L R RS LIRS RIS LY

ASC

FoSHAL o

1/

Inflammasome

NOD1/2{ inm weo camp|

192 Gig )

u

PSe o
i NF-kB/MAPK
820 pi0 cARD)|

Pro-Caspd/5

J

FIGURE 4 | NLR-mediated signaling pathway in mammals. The recognition of PAMPs/DAMPs [Pathogen-Associated Molecular Patterns/Damage-Associated

Molecular Patterns) by NLRs (NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain)-like receptor proteins: NLRCs, NLRPs] promotes the recruitment of procaspase-1
(Pro-Casp1) through homotypic domain interaction, forming a large cytoplasmic complex named inflammasome. In some situation, the adaptor ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD domain) can take part to the complex, bridging the receptor to procaspase-1. The procaspase-1 undergoes auto-
activation and processing of its 2 active sub-units (p10 and p20) which assemble into a tetrameric active form. Active caspase-1 catalyzes the cleavage of prolL-18
(prolnterleukine-18), prolL-1B (prolntereukine-1P) into mature cytokines, and gasdermin-D releasing the PFD domain that can cligomerizes and anchors into the
membrane to form pores. Processing of gasdermin-D can also be ensured by caspase-4 and caspase-5, which are activated after LPS binding. The gasdermin PFD
can also form pores into the mitochondrial membrane that induce K* release and ROS production. In addition, pores created in the plasma membrane by PFD also
lead to IL1B and IL18 release and to an ion imbalance that finally results in pyroptosis. The recognition of PAMPs/DAMPs by NOD1/2 promotes the formation of the
NODosome composed of the sensor and the protein RIP2 (Receptor Interacting Protein 2) through CARD-dependent homotypic interaction. RIP2 can then recruit
TAB1/TAB2/3/TAK1 and IKK complexes that engage MAPK and NF-kB signaling pathways leading to the production of pro-inflammatory cytokines.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org 6 March 2021 | Volume 11 | Article 612452

196



Roudaire et al.

Immune Receptors and Cell Death

effectors or modified host-proteins. As an alternative, some
animal NLRs own other motif domains with sensing activity
such as WD/WD40, HEAT, Ankyrin, or TPR (tetratricopeptide)
motifs. LRR domain is widespread among immune receptors of
any kinds, probably because of its pre-disposition for forming
mismatches thus easily creating diversity and therefore new
potential recognition sites, as suggested by Baggs et al. (43).
After invasion pattern recognition, LRRs undergo a
conformational change allowing NLR switch from an inactive
NBD-ADP-bound closed conformation to an active NBD-ATP-
bound open conformation and the recruitment of downstream
signaling effectors (44, 45). LRR has also the ability to negatively
regulate the NBD through intramolecular interactions that
prevent its oligomerization (46).

The domains found in the N-term part of the protein are
involved in the transduction of downstream signaling (45, 47). In
animals, these domains belong to the death-fold superfamily
which are homotypic interacting domains also found in adaptor
and signaling molecules. The pyrin effector domain (PYD) is the
most represented and characterizes the NLRP (NOD-like
receptor protein) sub-family of NLRs (also named NALP). The
NLRC sub-family contains one or two caspase-activation and
recruitment domains (CARD), NLRA the acidic transactivation
domain and NLRB the baculoviral inhibitory repeat-like domain
(BIR) (Figure 1) (40).

In plants, if present, the N-term accessory domain could be of
three main types: TIR defining the TIR-NB-LRR (TNLs) group,
CC (Coiled-Coil) which defines the CNLs subgroup of NLRs, or
CCr (the CC domain subtype with high similarity with the non-
NBD-LRR resistance gene RPW8) that characterizes RNLs (48,
49). In addition, different structure variants lacking one or two of
the previously described NLR domains can be found (42, 50, 51).
Some of these truncated forms, also termed “adapters” or
“helpers”, amplify the immune response in plants or could
serve as effector baits.

Because of the wide diversity and shorter lifespan of pathogens,
different modes of NLR-mediated detection of pathogens have
emerged, allowing them to bypass the recognition issue due to
their obvious slowly evolution (43, 52). In addition to the classic
direct detection of one effector by its related NLR, different ways to
activate NLRs have been observed such as the “guard and decoy
concept” (42). In this strategy, a decoy protein is in close relation
with and constitutively represses the activity of a guard NLR.
Effectors or endogenous danger signals mediate decoy
modification such as direct cleavage, phosphorylation,
acetylation, or uridylation (53-56). These post-translational
modifications (PTMs) finally disrupt the inhibition signal
allowing the NLR to be fully active (42). In this way, many
pathogen effectors can be only detected by monitoring a small
number of targets, whether directly involved in defenses (guardee
model) or not (decoy model). Moreover, as NLRs are often
working by pairs or oligomers, it is not rare to observe an
“autoimmune” phenotype, i.e., a constitutive activation of NLRs
in the absence of pathogen. This phenotype can result from
mutations within the molecule (57, 58) or might also be the
consequence of the absence of its related inhibitor, as well as an

inappropriate negative interaction between closely related NLRs
(59, 60). This is particularly common in the case of crossed plant
populations, where inappropriate allelic combinations generate
underdeveloped or self-deteriorating seedlings due to the fitness
imbalance between growth and defense (61, 62). This
phenomenon, also known as hybrid incompatibility, thus
facilitates the natural selection of related units. In connection
with this, integration of decoy domains inside the NLR protein
may have been selected more easily, as the probability of
recombination being more important in genetically distant
partners than in linked proteins. This then gives rise to the last
NLR activation strategy described by Jones et al. (42), the
“integrated decoy” model, exemplified by the RRS1 TLR that
contains an integrated WRKY transcription factor domain, target
of numerous effectors, or the NLR RGAS5 that holds an integrated
heavy metal-associated copper binding domain.

DOWNSTREAM SIGNALING EVENTS
LEADING TO CELL DEATH IN ANIMALS

In Animals, although many interplays between cell death
signaling pathways exist, pyroptosis is primarily the result of
the stimulation of intracellular immune receptors (NLRs and
cytosolic DNA sensors) while apoptosis and necroptosis are
mainly triggered by membrane-associated TLRs.

NLR-Induced Pyroptosis

The signaling pathway induced by NLR stimulation has been
extensively studied in animals and is about to be well
characterized [for review, see (63)]. Sensing of PAMPs or
DAMPs by the C-term domain triggers NLRs oligomerization
and the recruitment of downstream adaptors or signaling
proteins to the N-terminal death fold domain via homotypic
domain interaction, forming large, cytoplasmic, ring-like multi-
protein complexes. The best characterized are known as
inflammasomes and result in pyropotosis. However, some
NLRs such as NOD1 and NOD?2 from the NLRC subfamily are
not able to induce the assembly of an inflammasome but of a
NODosome that ultimately results in the activation of a
transcriptional program through NF-«kB and/or MAPK
signaling pathways (Figure 4) (64-66).

Inflammasome is built by the association of a cytoplasmic
immune receptor and the effector pro-caspase 1, a cysteine
protease from the caspase family (Figure 4). Pro-caspase 1 is
composed by a CARD-containing prodomain and two active
subunits. Its recruitment into the inflammasome via CARD-
dependent homotypic interactions induces an activating
dimerization and subsequent auto-cleavage of the two active
subunits that assemble into the tetramer active form. Once
activated, caspase-1 induces the processing of the pro-IL-1PB
and pro-IL-18 into mature cytokines. Caspase-1 can also
catalyze the cleavage and activation of the pore-forming
protein gasdermin D. Gasdermin D belongs to the pore-
forming protein family gasdermin (GSDM) characterized by
the presence of an N-terminal pore-forming domain (PFD).
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It is synthetized as a precursor composed of two domains linked
by a loop. Caspase-1 cleaves Gasdermin D within the loop,
releasing the PFD that oligomerizes and anchors into the inner
plasma membrane to form pores. Inflammasome-mediated
Gasdermin D activation results in IL-1p and IL-18 release, and
ionic imbalance that culminates in cell swelling (67, 68). The
cleavage of gasdermin D can also be performed by the human
CARD-containing caspase-4 and -5 (mouse caspase-11) that is
activated in the so-called non-canonical inflammasome thanks to
their ability to directly sense LPS by their CARD domain (69).
Interestingly, Gasdermin D is also able to form pores into
bacterial and organelle membrane such as mitochondria or
endoplasmic reticulum that can result in potassium efflux,
calcium mobilization and ROS generation (70).

Among NLRs, NLRPI, -3, -4, -6, -7, and NLRC4 can form
inflammasome. Moreover, the cytosolic DNA sensors AIM2 and
IFI16 also have the ability to form it (71-73). For NLRP3 and AIM2
that do not contain a CARD domain, the molecular adaptor ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
domain), that owns both a pyrin and a CARD domain, is
recruited as an intermediate bridge to link the sensor to the pro-
caspase-1 (Figure 4). ASC adaptor is also observed in the NLRC4
and NLRP1 inflammasomes, stabilizing the interaction between the
NLR and the pro—caspase-1 (74). The activation process of NLRP3-
inflammasome is the most documented (75). It involves a priming
step that can be provided by sensing LPS by TLRs which induces
NF-kB-dependent expression of NLRP3 and ASC (76). As the
intracellular amount of these proteins have reached a sufficient level,
NLPR3-inflammasome activation can be completed by sensing
DAMPs (such as ATP) or some PAMPs (viral RNA or proteins,
bacterial-derived compounds). Some PTMs such as
phosphorylation (77) and de-ubiquitination (78) could also be of
importance for the priming step.

TLR-Mediated Apoptosis and Necroptosis
As described above, TLR-mediated signal transduction involves
the assembly of multiprotein signaling platforms thanks to the
presence of homotypic interacting domains in the receptors,
adaptors and effector proteins (16). Ligand binding triggers TLR
homo- or heretodimerization, conformational change in their
intracellular TIR domain and the consecutive recruitment via
TIR-TIR homotypic interaction of adaptor proteins.
Schematically, TLR signaling pathways are subdivided into
MyD88-dependent and TRIF-dependent signaling. Briefly,
MyD88 can bind most of endosomal and cell-surface-TLRs. In
turn, it promotes the recruitment of serine/threonine IL-IR-
associated kinase (IRAK) family members, via homotypic
interaction with its C-term death domain (DD), to form a
multiprotein complex named Myddosome. IRAK4 catalyzes a
phosphorylation reaction that leads to the recruitment of the E3-
ubiquitine ligase TRAF6 [tumor necrosis factor receptor
(TNEFR)-associated factor 6], the subsequent recruitment and
activation of TAK1/TAB1/3 and IKK complexes. This signaling
platform engages MAPKs and NF-kBs, and that ultimately leads
to the expression of pro-inflammatory cytokines that include
TNFo (tumor necrosis factor-or) (16) (Figure 2).

The endosomal TLR3 and the cell surface TLR4 recruit the
adaptor TRIF. While TLR3-TRIF binding is direct via TIM-
mediated homotypic interaction, TLR4 requires the adaptor
TRAM that bridges TLR4 to TRIF. TRIF can recruit TRAF3
and/or TRAF6 thanks to the presence of TRAF-binding motifs in
the N-terminal part of the protein. TRAF6 promotes subsequent
MAPK or NF-kB-dependent transcriptional program while
TRAF3 engages the IRF3-activating signaling pathway and the
expression of type I IFN genes (16) (Figure 2). In addition to the
TIR and TRAF-binding domains, TRIF owns a C-terminal RIP
homotypic interaction motif (RHIM) also found in the receptor-
interacting kinases (RIPs) RIP1 and RIP3 (79).

The serine/threonine kinase RIPI has been identified in 1995
because of its capacity of binding death receptors from TNFR
superfamily (80). Thus, RIP1-dependent signaling pathway can be
activated by TLR3 and TLR4 as described above and also indirectly
by the other TLRs via the NF-kxB-dependent production of TNFa.
and autocrine stimulation of TNFR1. RIP1 appears as the core
component of signaling platforms, at the crossroad between
inflammatory response, apoptotic and necroptotic cell death
signaling pathways [for review see (81)] (Figure 2). When
modified by non-degradative ubiquitin chains, RIP1 constitutes a
scaffold for the recruitment of the kinase complexes TAK1/TAB1/
TAB2 and IKK that activate MAPK and NF-kB-dependent
transcriptional response. In a non-ubiquitinated form, RIP1
promotes the assembly of a secondary cytoplasmic cell death
signaling platforms thanks to its kinase activity. Associated with
the adaptor FADD (Fas-associated protein with DD) and caspase-8,
it promotes caspase-dependent apoptotic cell death via the
activation of the proteolytic cascade involving the caspase-3 (82).
RIP1 can recruit its closely related protein RIP3 via their respective
RHIM domain and forms a necrosome (Figure 2). Independently
of RIP1, RIP3 can also be directly engaged by TLR3 and TLR4 via a
RHIM-dependent binding to TRIF, and also by the cytosolic DNA
sensor DAI from RLR family that owns a RHIM domain (83).

RIP3 is the main effector of necroptosis (84). It is activated by
homodimerization and autophosphorylation. RIP3 promotes the
activating phosphorylation of MLKL (85). Once activated, MLKL
oligomerizes and translocates to the plasma membrane where it
interacts with phosphatidylinositols and forms pores or cation
channels responsible for membrane permeabilization and
disruption and cell death (84, 86). Necroptosis has been
associated with the production of ROS. Deletion of RIP3
completely blocked ROS production suggesting that this event
occurs downstream of necrosome activation (87).

The concept of necroptosis has emerged over the two last
decades but its contribution to the control of pathogen infections
is still not very well understood. Experimental necroptosis model
usually requires an inhibition of apoptotic signaling pathway,
suggesting that necroptosis occurred as a secondary event (88).
The role of RIPK3-mediated cell death in antiviral response was
highlighted by the analysis of mice deficient in RIPK3 that
appeared highly susceptible to Influenza A virus or vaccinia
virus (87, 89). In the same manner, macrophages or lung
epithelial cell death induced by some bacteria (that include
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
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marcescens, or Streptococcus pneumoniae) are inhibited by
RIPK3 deficiency or necroptosis inhibitors (90-92).
Necroptosis could constitute an important defense mechanism
against infection with pathogens able to bypass apoptosis
induction by expressing anti-apoptotic proteins.

DOWNSTREAM SIGNALING EVENTS
LEADING TO CELL DEATH IN PLANTS

NLR-Mediated HR

ETI-related HR cell death is frequently associated with early
signaling events such as NLR oligomerization, activation of a
MAPK cascade, ROS generation, transcriptional reprogramming,
and a later accumulation of phytohormones associated to plant
immune responses (93, 94). Once the pathogen is detected
through the direct recognition of an effector or via a
modification of a host molecular target, larger immune receptor
complexes are built. Recently, an NLR supramolecular structure
termed resistosome and showing similarities with the mammalian
inflammasomes has been discovered in plants. In this case, the
bacterial pathogen Xanthomonas campestris injects into the host
plant cells the AvrAC effector which uridylates the PBSI-like
protein 2 (PBL2) decoy receptor-like cytoplasmic kinase (RLCK).
This modification (PBL2Y™") triggers its association with the
second RLCK resistance-related kinase 1 (RKS1) that interacts
with the NLR Hop-Z-activated resistance 1 (ZAR1). This allows
the NBD to become active by exchanging its ADP to ATP (95, 96).
Subsequent ATP binding triggers the pentamerization of the
ZARI-RKS1-PBL2 resistosome complex (Figure 3). The
assembled supramolecular complex forms a funnel-shaped
structure with a pore diameter ranging from ~10 to 30 A.
Because of its structural resemblance with the hemolytic pore
forming protein fragaceatoxin C and the partial requirement of its
association with the plasma membrane for the induction of cell
death, Wang and collaborators hypothesized this complex to be
pore-forming. The ZARI resistosome would thus disrupt the
plasma membrane integrity and/or alter the ions homeostasis by
acting in a similar manner to the MLKL and gasdermins in
mammals (9). Nonetheless, we cannot rule out that the ZAR1
resistosome could also serve as a docking site for others immune
actors. Furthermore, some NLRs complexes appear to directly
activate the expression of transcription factors, rather than
associating with the membrane, to finely tune cell death and
immune responses in plants. In that way, the Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis) helper NLR AtNRG1 (N-requirement gene 1) forms
a cell death signaling hub when it is associated with the
heterodimer formed by the lipase-like protein enhanced disease
susceptibilityl (AtEDSI) interacting with the senescence-
associated genelO1l (AtSAG101) (97-99). However, if AtEDS1
interacts with phytoalexin-deficient 4 (AtPAD4), this molecular
complex associates with another helper NLR AtADR1 (accelerated
disease resistance 1) to promote the expression of immune genes
via transcriptional reprogramming (99).

In Arabidopsis, HR cell death pathway is regulated by a
MAPK cascade, involving the MAPK kinase kinase MEKKI,

the MAPK kinases MKK1/2, and the MAPK MPK4.
Interestingly, the CC-NLR protein SUMM?2 (suppressor of
mkk1/2, 2) has been shown to monitor this MAPK cascade
(100). Indeed, the Arabidopsis mekkl, mkkl/2, and mpk4
mutants or plants in which MEKKI has been silenced
exhibited spontaneous cell death and constitutive immune
responses such as defense gene activation and ROS production
(101-106), whereas mutations in SUMM2 suppressed the cell
death of mekkl, mkk1/2, and mpk4 mutants (100). A screening of
Arabidopsis T-DNA insertion lines identified SUMM?2, MEKK2,
and calmodulin-binding receptor-like cytoplasmic kinase 3
(CRCK3) as key regulators of MEKK1 depletion-induced cell
death (107). At the opposite, overexpression of CRCK3 induced a
SUMM2- and MEKK2-dependent cell death (106). Altogether,
these results suggest that a dedicated plant MAPK cascade plays
an important role in the HR signaling, which is under the tight
control of different regulator proteins.

The onset of HR is also often associated with the production
of ROS. Most of the apoplastic ROS generated during plant-
pathogen interactions are produced via plasma membrane-
localized enzymes with homology to the mammalian
phagocytes NADPH oxidases (NOXs) and called respiratory
burst oxidase homologs (RBOHs) in plants (108). These
enzymes generate apoplastic superoxide ions (O3") that rapidly
dismutate to hydrogen peroxide (H,0,), a well-known
microbicide. Following infection by a bacterial pathogen
possessing the avirulence gene AvrRpml, HR is reduced in
Arabidopsis AtrbohD mutant and AtrbohD/F double mutant
plants, indicating that RBOHs and ROS promote and/or
mediate cell death (109). This process requires the
concomitant production of nitric oxide (NOj; see below).
Nevertheless, infection with an avirulent oomycete pathogen in
Arabidopsis AtrbohD/F double mutant plants caused more HR
and resistant phenotype even though ROS production was
suppressed (109). Similarly, Arabidopsis ncal (no catalase
activity 1) and cat2 (catalase 2) mutants, supposed to have an
increased H,O, level, surprisingly showed reduced cell death
when infected by a bacterial pathogen expressing AvrRpm]l
(110). At the molecular level, the discovery that RBOHD
activity is positively and negatively regulated by many PTMs
via different phosphorylation or ubiquitination events suggests a
finely tuned control of the spatio-temporal ROS production
during plant-pathogen interaction (111-114). Thus, the
connection between ROS and HR still needs clarifications.
Interestingly the Arabidopsis LRR-RK HCPAI has been
recently shown to perceive extracellular H,O, via cysteine
oxidation to trigger Ca>* influx, which then leads to immune
responses such as stomatal closure to delay the pathogen
penetration through this natural opening in plants (115).

PRR-Triggered Signaling Events Leading
to HR

Apoplastic elicitors which trigger HR are more the exception
than the rule. Nevertheless, Avr2/4/5/9 proteins secreted by the
fungus Cladosporium fulvum induce HR in tomato expressing the
corresponding surface RLP Cf-2, Cf-4, Cf-5, or Cf-9, respectively
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(116-118). Similarly, fungal endopolygalacturonases secreted by
Botrytis cinerea trigger plant cell death in a specific Arabidopsis
ecotype (Columbia-0) co-expressing the RLPs RBPGI1
(responsiveness to Botrytis cinerea polygalacturonasesl)
associated with SOBIR1 (suppressor of BIR1-1) (119). Elicitin
proteins secreted by different species of Phytophthora can also
trigger HR in different solanaceous plants after recognition by the
RLP ELR (elicitin response) which forms a molecular receptor
complex with the RLK BAKI1 (brassinosteroid insensitive 1-
associated receptor kinase 1) (120).

Cryptogein produced by Phytophthora cryptogea proved to be
an efficient biological tool to study the mechanism underlying
HR. More precisely, Phytophthora cryptogea induces an immune
response in tobacco plants characterized by a HR and a transient
systemic resistance conferring protection against numerous
micro-organisms, including virulent ones (121). Cryptogein
secreted by this oomycete is the major inducer of plant
immunity and mimics the effects of the oomycete once applied
to tobacco plants and cell suspensions (122, 123). Cryptogein is
an elicitin protein of 10 kDa that acts as sterol carriers and could
supply Phytophthora species with sterols, these latter being sterol
auxotrophs (124). In vitro binding assays provided first evidences
that cryptogein is recognized by a putative plasma membrane
receptor (125). Even if its molecular identity has not been
reported so far, it is plausible to assume that the RLP ELR
fulfils this role (120).

The cellular and molecular processes leading to the
cryptogein-induced HR have been widely studied, mostly using
tobacco cell suspensions. Cells undergoing cell death show a
vacuole shrinkage within few hours (126). This vacuole volume
loss has been functionally linked to fast and ample nitrate effluxes
across the plasma membrane resulting from the activity of anion-
permeable channels (126, 127). Accordingly, inhibition of these
effluxes, as well as Ca®" influxes from the extracellular space,
suppressed or delayed cell death (128). A similar result was
observed in cryptogein-treated tobacco cells in which the activity
of protein kinases, including MAPK, has been suppressed (129).
All together, these data highlighted that the machinery leading to
cell death is a dynamic process requiring early signaling events.
These latter also include the production of NO and ROS. More
precisely, cryptogein triggers within minutes the activation of a
plasma membrane NADPH oxidase (NtRBOHD) which
produces O3 simultaneously dismutated into H,O, through
the activity of superoxyde dismutases (130). Interestingly, a
coordinated action of ROS and NO has been highlighted (131).
Indeed, the production of H,O, is a prerequisite for NO
synthesis and functions as impairment of NtRBOHD
expression compromises NO production as well as its
involvement in cell death. In turn, NO negatively regulates the
level of H,0, through the formation of peroxynitrite (ONOO")
resulting from the chemical combination between NO and O;".
The formation of ONOO™ might mitigate the effects of H,O, and
provide a mean to control the intensity of cell death. The
possibility that NO also mitigates H,O, production and the
amplitude of HR through the inhibition of NtRBOHD by S-
nitrosation, a NO-dependent post-translational protein

modification, has been reported in other plant-pathogens
models (132). However, the occurrence of this mechanism in
cryptogein-treated cells has not been confirmed (131).
Caspase-like activities have also been detected in plants
during HR. If genes encoding true orthologs of caspases
(cysteine dependent aspartate-directed proteases) are absent in
the plant genomes, many proteases involved in HR have been
identified such as metacaspases in the cytosol, vacuolar
processing enzymes (VPEs) in the vacuole or saspase,
cathepsin B or papain-like cysteine protease (PLCP-like Rcr3
or Pipl) in the apoplast (9). Interestingly, plant metacaspases are
lysine- and arginine-specific, whereas caspases found in
mammals are aspartate-specific, indicating a different substrate
specificity of these plant enzymes. Based on their protein
structure, the phylogenetic analysis of plant metacaspases
indicated three major clades that can be divided into type I
with, or without, a zinc finger motif in the N-terminus region,
and type II harboring a linker region between the two subunits of
10 and 20 kDa of the caspase-like regulatory and catalytic
domains (133). In Arabidopsis, the type I metacaspase AtMC1
promotes HR during biotic stresses whereas AtMC2 acts
antagonistically by inhibiting plant cell death without any
different pathogen dissemination in both atmcl and atmc2
mutants (134). The type II metacaspase AtMC4 is a calcium-
dependent cysteine protease which cleaves the PROPEP1 phyto-
cytokine in order to release PEP1 in the apoplast, itself detected
by the PEPR1 PRR in neighboring cells to amplify plant immune
responses during the damage-triggered immunity (135). The
recent resolution of the AtMC4 crystal structure highlights the
inhibitory role of the large linker domain which blocks activation
and substrate access to the catalytic domain (136). Concerning
VPEs, they have been shown to exhibit similar enzymatic
properties as the animal caspase 1 except that they are active
in the vacuole (7). They possess an autocatalytic conversion of
the inactive proprotein (pVPE) into the mature active mVPE
(137). In tobacco plants infected by the tobacco mosaic virus
(TMV), caspase-1 inhibitors or VPE gene silencing reduces the
caspase-1-like activity associated to the rupture of the vacuolar
membrane normally leading to the virus-induced HR (138).
During plant immunity, bacterial harpin-induced cell death
was compromised in Nicotiana benthamiana VPE-silenced
plants (139) and inhibitors of caspase-1 delayed the HR cell
death normally triggered in tobacco cells by the oomycete elicitor
cryptogein (126). In Arabidopsis, a vpe null mutant lacking the
four VPE genes (o, -, y-, and 6-vpe) was unable to show any
VPE or caspase-like 1 activity (140) and y-vpe mutant was more
susceptible to viral, bacterial or fungal infection (141). The
extracellular proteases Pipl and Rcr3 also actively participate
to the perception of the fungal pathogen C. fulvum in tomato. C.
fulvum secretes Avr2 into the apoplast which associates with
Rer3 and Pipl. The mentioned complexes perceived by Cf-2, a
RLP, trigger HR and induce resistance to C. fulvum (142).
Recently, the first proteolytic cascade has been discovered in
plants where the extracellular immune protease proRcr3 is
cleaved by the subtilase P69B in mature Rcr3 that interacts
with Avr2 before that the molecular complex binds to the Cf-2
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RLP (143). Interestingly, this P69B subtilase has been previously
shown to be itself the target of the matrix metalloproteinases SI2-
MMP and SI3-MMP (144, 145), suggesting that these MMP are
initiator proteases whereas Rcr3 plays an effector role in this
cascade, as shown for intracellular caspases in mammals.

CELL DEATH REGULATIONS IN
MAMMALS AND PLANTS

In host-pathogen interactions, the control of the regulated cell
death is crucial for both partners. Host have to adapt their
defense responses to contain pathogen development while
avoiding their own lethal outcome. At the opposite, pathogens
need to modulate the regulated cell death to ensure their
infection cycle.

Cross Regulation Mechanisms Between
Immune Signaling Pathways

Organisms need to adapt their response as the infection evolves.
Thus, many interplays and cross-regulation mechanisms exist
between the different immune cell signaling pathways. The
stimulation of one receptor can cause different responses
including the activation of transcriptional programs or the
engagement of cell death pathways, depending on the nature,
the duration and the intensity of the stimuli. These responses can
occur simultaneously or successively and cells have the ability to
change the response very quickly. In animals, the interplay
between TLR and NLR signaling pathways is illustrated by the
activation of NLRP3-inflammasome in a two-step process. The
first priming step involves the TLR-mediated, NF-kB-dependent
expression of NLRP3. Then DAMPs or PAMPs can stimulate the
NLRP3-inflammasome assembly and pyroptosis (76). Thus,
NLRP3-inflammasome-mediated pyroptosis is only activated
when the TLR-mediated immune response is not sufficient to
neutralize pathogens. As illustrated Figure 2, TLR4 is able to
trigger NF-kB-dependent pro-inflammatory response, IFN-
response, necroptosis, or apoptosis. This implies the presence of
accurate regulation mechanisms. In addition to promote the
production of microbicidal molecules and pro-inflammatory
mediators, TLR-mediated NF-kB activation induces the
expression of several survival proteins such as cellular inhibitors
of apoptosis (cIAPs) (146). cIAPs act as E3-ubiquitin ligases
promoting poly-ubiquitination of RIP1. Therefore, they are
required for the TLR-dependent activation of transcriptional
programs while they inhibit RIP-dependent apoptotic and
necroptotic pathways (18, 147). The presence of a second signal
that neutralizes cIAP activity could convert the transcriptional
signal to a cell death signal. It is interesting to note that some
viruses such as baculovirus express proteins from IAP family (148)
that block cell death of infected cells and allow viral propagation.
The different cell death signaling pathways are also interconnected
and have the ability to regulate each other [for review, see (75)].
Blocking apoptosis signaling pathway is generally a prerequisite
for detecting necroptosis because the apoptotic caspase-8 can
inhibit the activity of key components of the necroptosis

signaling pathway including RIP1 and RIP3 (84, 88). On the
contrary, caspase-8 can activate the NLRP3-inflammasome (149)
or directly cleave the caspase-1 leading to pyroptosis (150).
Conversely, inflammasomes can connect caspase-8 to induce
apoptosis (151). The necroptotic effector RIP3 is also able to
cause NLRP3-inflammasome activation and pyroptosis via ROS
production (152, 153).

Although less documented, such cross-regulations between
immune receptor-mediated signaling pathways probably exist in
plants. Mutations or overexpression of some plant immune
receptors such as the RLK CERKI, the co-receptor BAKI, its
closest homolog BKK1 (BAKI-like 1) or the RLP BIR2 (BAK1-
interacting RLK 2) can trigger an enhanced cell death (154-157).
This discovery suggests that a plant surveying system probably
guards these immune receptors from inhibition by pathogen
effectors to trigger HR (9, 158, 159).

Modulation of Immune Signaling Pathways
by Post-Translational Modifications
Molecular mechanisms that dictate the response to immune
receptor stimulation are not completely understood and are
subject of intense research. Because of their flexibility and speed
of implementation, PTMs constitute a remarkable and effective
process to modulate the intracellular signaling and to regulate the
communication networks between cell transduction pathways.

In mammals, as reported above, the priming step required for
the full activation of NLRP3-inflammasome has also been shown to
involve some PTMs of NLRP3 such as phosphorylation (77) and
de-ubiquitination (78). A nice example is given by RIP proteins
(RIP1, RIP2, and RIP3) for which the recruitment into various
multiprotein signaling platforms, the kinase activity and the ability
to engage downstream signaling pathways is orchestrated by PTMs,
mainly ubiquitination and phosphorylation (160). The serine/
threonine kinase RIP1 is recruited to the TLR3 and TLR4-
associated signaling complex (Figure 2) and RIP2 is associated
with the cytosolic NLRs NODI and NOD2 (161) (Figure 4). When
polyubiquitinated RIP1 and -2 function as a molecular scaffold. It
promotes the recruitment and the activation of the kinase
complexes IKK and TABI1/TAB2/TAKI1 that promote a pro-
survival and pro-inflammatory response (Figure 2) (146, 160,
161). On the other hand the non-degradative ubiquitination also
completely inhibits RIP1 kinase activity that is essential for the
assembly of secondary cytoplasmic cell death signaling platforms
leading to apoptosis or necroptosis (18, 160). Of note, some viruses
have developed strategies to counteract the death of infected cells by
modulating RIP ubiquitination (162).

The plant immune responses are also finely regulated by PTMs
of signaling proteins. The ubiquitin-proteasome system (UPS)
plays an essential role in plant immunity. Among UPS
components, E3 ubiquitin ligases have been particularly studied.
Wang et al. (163) showed that the E3 ligase OsPUBIS5 interacts
with the homodimerized PID2K, a transmembrane RLK, which
confers rice resistance against Magnaporthe oryzae. Interestingly,
the authors demonstrated that the overexpression of OsPUBI15 led
to an enhanced resistance against the pathogen, correlated with
up-regulation of some defense genes, excessive accumulation of
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ROS and plant cell death, suggesting that ubiquitination of PID2K
could favor its activity. However, in this case, the observed lesions
were so important that they conducted to the plant death. Another
example of the importance of UPS in plant immunity is provided
by studies investigating the function of the ATPase cell division
cycle 48 (CDC48). CDC48 is a highly conserved chaperone-like
protein from yeast to plants and animals [also named VCP
(vasolin-containing protein) or p97 in mammals]. This protein
catalyzes the disassembly of protein complexes and/or the
extraction of ubiquitinated proteins from membranes or
chromatin in order to deliver them to the proteasome.
Therefore, it plays an important function in UPS and, more
generally, proteostasis (164). Investigations of CDC48 function
in plant immunity demonstrated that the tobacco CDC48 isoform
rapidly accumulates in its hexameric active structure in tobacco
cells exposed to cryptogein (165). A screening for its binding
partners allowed to the identification of key regulators of the redox
status, including cytosolic ascorbate peroxidase (cAPX) a pivotal
enzyme for ROS removal (165, 166). In CDC48-overexpressing
tobacco cells, the activity of cAPX was impaired, leading to severe
decrease in the cell capacity to respond to oxidative stress (167).
Accordingly, a faster and pronounced cell death was observed in
those cells. Although speculative, the involvement of CDC48 in
cell death could also be explained by its ability to promote the
degradation of cell death repressors. In animals, several studies
have reported a role for its ortholog p97 in viral spreading
(poliovirus, herpes simplex virus, cytomegalovirus, or influenza
virus) by regulating the cycle of viral replication in infected cells
(168). However, the mechanisms and the relationship with
immune receptor-induced cell death have not been
clearly demonstrated.

Histone deacetylases (HDACs) of type 2 (HD2s) have also
been identified as important regulators of the cryptogein-
induced HR in tobacco. HD2s design a plant specific family of
nuclear histone deacetylases (169). Two HD2s tobacco isoforms,
NtHD2a and NtHD2b, were shown to undergo a fast
phosphorylation in tobacco cells treated with cryptogein (170).
This process was followed by a decrease both at the transcript
and protein levels. Interestingly, silencing of HD2 in cell
suspensions or in planta led to a faster and amplified cell death
manifested by exacerbated HR symptoms. Based on these data, it
has been proposed that NtHD2a and NtHD2b act as constitutive
negative regulators of HR by modulating the expression or
activity of HR regulators or effectors which identities remain to
be discovered. In a similar manner, a role for histone deacetylases
in the acquisition of cell resistance phenotype has also been
observed in mammal macrophages. An upregulation of HDACS8
has been correlated with the acquisition of a resistance
phenotype to anthrax lethal toxin (LeTx). HDAC inhibitors
sensitized cells to LeTx-induced pyroptosis while inversely
upregulation of HDACS prevents LeTx-induced cell death (171).

Regulation of Immune Signaling Pathways
by miRNAs

As NLRs are often tightly linked to strong immune process
including cell death, these proteins need to be finely tuned to

avoid any deleterious impact on the plant fitness in the absence
of pathogen. In accordance, animals and plants possess several
regulation processes among which are miRNAs. These
regulatory elements function similarly in animals and plants
and are in the same way excised from long primary miRNA
transcripts by Dicer or Dicer-like enzymes (such as DCL1) before
being loaded into an RNA-induced silencing complex (RISC)
and to repress the gene by DNA methylation or by cleavage,
destabilization or translational inhibition of its messenger RNA
(mRNA) (172). These miRNAs are involved in the regulation of
different biological processes, and particularly studied in plants
in development and defense contexts. In addition to interact with
exogenous nucleic acid and defend plant cells against viral
pathogens (173), some host miRNAs also target their own
transcripts encoding immune receptors such as the NLR
proteins (174-177). This is believed to allow them to control
their immune reactions in the absence of pathogen and therefore
to avoid any unnecessary waste of energy. In addition, since some
bacterial and viral pathogens infect their host by blocking its
miRNA interference process, the decrease in these miRNAs
would also, at the same time, lead to an accumulation of the
previously repressed immune receptors, ultimately leading to a
potentiation of defenses (174, 176, 178).

Regulation of Plant Immunity by
Phytohormones

Plant immunity is also regulated by a complex network of
phytohormones, which integrate signals from biotic and abiotic
stresses in order to finely tune the spatio-temporal expression of
the different immune responses. Among them, salicylic acid (SA)
and jasmonic acid (JA) play major roles and their antagonism is
believed to specifically adapt the plant immunity to biotrophic or
necrotrophic pathogens, respectively (179). SA has been shown
to positively regulate the HR cell death during interaction with
biotrophic pathogens whereas JA seems to be more important for
the plant resistance against invading necrotrophs or insects.
Actually, low level of SA downregulates HR cell death whereas
high level of SA triggers plant cell death (180). Moreover, this
hormonal balance between SA and JA seems to finely regulate
plant cell death locally as SA accumulates into the HR-related cell
death zone whereas JA level increases in the surrounding area to
act antagonistically with the SA-pathway (181).

Pathogens Interfere With Cell Death
Signaling Pathways to Their Own Benefits
According to their infection cycle, some pathogens also interfere
with regulated cell death signaling pathways to their own benefits
(182). So, it is generally accepted that viruses and biotrophic
pathogens whose survival is fully dependent on the intracellular
machinery of host cells can delay or inhibit cell death contrary to
necrotrophic ones which take nutrients from dead cells.
However, the classification does not always reflect the
complexity of the pathogen cycle infection. The strategies used
by pathogens to evade host defenses in order to favor their
multiplication and spread have been widely studied in animal
cells. Many viruses or bacteria deliver anti-apoptotic proteins
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TABLE 1 | Main signaling pathways driving cell death or transcriptional reprogramming in response to activation of membrane-associated or intracellular immune
receptors in animals and plants.

Membrane-
associated
receptors

Intracellular
receptors

Animals Plants
Receptors TLRs, CLRs RLKs, RLPs
Signal transduction domain homotypic interacting domains kinase domains
Mechanisms of signal assembly of multiprotein complexes in which executors are PRR oligomerization, kinase activation &
transduction activated by proximity trans-phosphorylation

Signaling pathways leading to
transcriptional reprogramming

MAPK, NF-xB or IRFs
(MyD88, TRIF or RIP1-dependent)

MAPKs and phosphorylation-dependent
kinases

ROS/NO production

Ca®* influx

transcription factors activation
Phyto-cytokines secretion

Cell Death Necroptosis Apoptosis Hypersensitive Response (HR)*
Cell death signaling, Signaling platforms:
executors, Necrosome Ripoptosome lons fluxes across the PM
associated features, Production of NO and ROS
regulation Key executors: Inhibition/degradation of cell death
RIP3, RIP1, repressors (HD2s...)
pore-forming Caspases cascade Proteases activation (metacaspases in the
MLKL cytosol, VPEs in the vacuole)
(RIP1 dependent (caspase-8, -3, -7)
or independent) Phyto-cytokines secretion
associated features: Chromatine condensation, nucleus
disruption,
ROS, membrane  Silent form of cell death vacuolar collapse
permeabilisation
Receptors NLRs, RLRs, ALRs NLRs
Signal transduction Homotypic interacting domains Proteins interaction
Mechanisms of signaling Assembly of multiprotein complexes in which executors are Effectors detection (direct) or proteins
activation activiated by proximity moedification (indirect)
Signaling pathways leading to NODosome assembly leading to Unknown

transcriptional reprogramming

MAPK & NF-xB

(direct activation of transcription factors by
NLRs or linked to pore-forming structures
in the PM?)

Cell Death Main: Pyroptose Hypersensitive response (HR)
Alternative: Necroptose
Signaling pathways/platforms Inflammasome Resistosome, other NLR complexes
leading to cell death
Key executors of cell death Caspase 1, Unknown (pore-forming Ca?*-dependent

pore-forming Gasdermin D

activation of proteolytic cascade?)

Associated-features, regulations

IL-1B, IL-18 release, membrane permeabilisation, ionic
unbalance, ROS production

ROS & NO production, phytohormones
accumulation, membranes
permeabilization, release of active
proteases and phyto-cytokines

ALR, AIM2 (absent in melanoma 2)-like receptors; AtEDST, Arabidopsis thaliana enhanced disease susceptibility 1; AINRG1, Arabidopsis thaliana N-requirement gene 1; AtSAG101,
Arabidopsis thaliana senescence-associated gene101; CLR, C-type lectin receptors; HD2, Histone deacetylase; HR, Hypersensitive response; IL, Interfeukin; IRF, Interferon-regulatory
factors; MAPK, Mitogen-activated protein kinase; MLKL, Mixed lineage kinase domain-like; MyD88, myeloid differentiation factor 88; NLR, Nudeotide-binding and oligomenzation domain
(NOD)-Like Receptor [animals] or Nucleotide-Binding Domain (NBD)-containing LRRs [plants]: NO, Nitric oxide; PLCP, papain-like cysteine proteases; PM, plasma membrane; RLK,
Receptor-Like Kinase; RIP, receptor-interacting kinase; RLP, Receptor-Like Protein (contains a short cytoplasmic domain devoid of kinase activity): RLR, RIG-I-ike receptors; ROS,
Reactive oxygen species; TLRs, Toll-like receptors; TRIF, TIR-domain-containing adaptor-inducing IFN-b; VIPE, Vacuolar processing enzyme.

*HR cell death induced by membrane-associated receptors is an exceptiona outcome.

that directly block apoptotic, necroptotic and/or pyropotic
machineries. For example, caspase-1 and/or caspase-8 involved
in pyroptosis and apoptosis (Figures 2 and 4), respectively, can
be directly inhibited by serpin (serine proteinase inhibitor)

homologs encoded by poxvirus, the influenza virus protein
NSI, the vaccinia virus protein BI5N or effectors molecules
secreted by Pseudomonas aeruginosa or Yersinia spp. (183).
The necroptosis executor RIP3 can be sequestered by MLKL
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homologs produced by poxviruses (184). RIP1 involved in TLR3
and 4 signaling pathways (Figure 4) is also frequently found as a
target. Virus or bacteria effectors can modulate the PTM of RIP1
such as phosphorylation or ubiquitination, thereby affecting its
kinase activity and its cell death-promoting ability (apoptosis or
necroptosis). Thus, the latent membrane protein 1 (LMP1) from
Epstein-Barr virus (EBV) and op-IAP produced by baculovirus
can promote the poly-ubiquitination of RIP1 (162, 185) and the
Yersinia pestis effector Yop]/P modulates the phosphorylation
status of RIP1 by targeting the kinases TAK1 and IKK or MK2
(186). Pathogens can bypass host defense mechanisms by blocking
signaling pathways just downstream of the pathogen recognition-
receptor. This is illustrated by the enterohemorrhagic bacteria type
3 that produces a protease that cleaves the RHIM domain owned
by RIP1, RIP3, TRIF, the adaptor proteins involved in TLR3 and
TRL4-mediated signaling pathways and the cytosolic DNA sensor
DAI (187). On the other hand, RHIM-homotypic interaction that
mediates the assembly of the necrosome, as well as the recruitment
of RIPs to sensors (Figure 4) can be affected by the presence of
viral RHIM-containing proteins such as the proteins ICP6 and
ICP10 produced by Herpes simplex virus (188), vaccinia virus
innate immune evasion protein E3 (189), or vIRA encoded by the
murine cytomegalovirus (190).

What is the situation in plants? Biotrophic or hemibiotrophic
phytopathogens have to keep plant cells alive to ensure their
infection cycle. In this way, they secrete many effectors which
target receptors or key signaling components to suppress host
immunity triggered by their own invading patterns (191, 192).
As examples, RipAY produced by Ralstonia solanacearum
inhibits SA-dependent defense responses and HR induced by
the effector RipEl in Nicotiana benthamiana (193), and RipAK
suppresses catalase activity and HR of Nicotiana tabacum (194).
Phytophtora infestans AVR3a targets the E3 ligase CMPG1 and
suppresses HR induced by the elicitin INF1 in Nicotiana
benthamiana (195, 196). In addition, it has been shown that P.
infestans PexRD?2 interacts with the KD of MAPKKKG, a positive
regulator of cell death, increasing the susceptibility of Nicotiana
benthamiana to this pathogen (197).

Inversely, necrotrophic phytopathogens favor plant cell death
to ensure the infection spreading. For example, the broad host
range necrotrophic plant pathogen Sclerotinia sclerotiorum
secretes oxalic acid (OA) which is considered as a key
molecule for its pathogenesis. It has been shown that OA has
opposite roles: i) to suppress host oxidative burst and then HR at
early state of infection allowing the establishment of the
pathogen and ii) to activate plant cell death, via ROS
production, facilitating disease development (198, 199). Besides
OA secretion, Sclerotinia sclerotiorum produces several effectors
or toxins inducing plant cell death (200). For some of them,
secreted in apoplast such as SsSNE1-SsNES5, the death-inducing
signal is mediated by the BAK1/SOBIRI receptor complex (200).
The involvement of these RLK was already highlighted for the
necrotizing activity of the xylanase BcXYG1 secreted by Botrytis
cinerea (201). Others would be internalized in host cells as the
“effector-like” protein SsSSVP1 which interacts with QCRS, a
subunit of plant cytochrome complex in mitochondrial

respiratory chain (202). This leads to the loss of function of
QCRS8 and to plant cell death induction. Actually, numerous
phytopathogens secrete several toxins or effectors to induce cell
death. Around 180 apoplastic cell death-inducing proteins
(CDIPs) have been identified and for some of them, the
associated receptors are known (203, 204). Other toxins are
internalized in host cells and interact in some case with NB-LRR
(182). Thus, the Arabidopsis susceptibility to Cochliobolus
victoriae is due to the interaction between the secreted toxin
victorin with the NB-LRR LOVI. In this case, the pathogen co-
opts HR to facilitate its development (205).

A beneficial effect of cell death for pathogens to ensure
infection cycle has also been described in mammals. It is well
illustrated by the human immunodeficiency virus (HIV) that
hijacks the immune surveillance by promoting the pyroptosis of
immune cells (CD4" lymphocytes) (206).

CONCLUDING REMARKS

Although number of questions still remain to address, the
intense research of the scientific communities on innate
immunity in mammals during the three last decades and
recent technological advances gave rise to a relative clear
scheme of the cell death-signaling pathways activated in
response to immune receptors (Table 1). By comparison, the
understanding of the immune receptor-induced cell death
signaling pathways remains incipient in plants although the
use of Arabidopsis mutants allowed the identification of
signaling molecules and regulators of HR (207-209). Up to
date, more than 600 RLKs and 100 NLRs have been
inventoried but only few have been characterized and many
have not even been identified yet. The abundance of immune
receptors, the different processes used for their activation as well
as the diversity of cellular models make the decoding of cell death
signaling pathways very difficult. The generic name HR does not
reflect the complexity of signaling pathways and, as in mammals,
recognition of PAMPs, DAMPs or effectors does probably not
lead to the engagement of one unique cell death response but
likely activates different cell death-signaling pathways with
specific features and outcomes. The cell death signal also likely
depends on the cell type and plant species.

The plant immune response is associated with different
biochemical modifications and cellular signals that include
MAPK activation, oxidative and nitrosative bursts, calcium
fluxes, phytohormones production, protease activation, and
transcriptional reprogramming (5). Studies analyzing their
involvement in immune receptor-induced cell death reported
controversial results and their direct role in transducing cell
death signal is still debated. A closer characterization of the
spatial and temporal aspects of these cellular events could
probably provide a better view of their involvement. By putting
animal models into perspective, we can hypothesize that the
stimulation of plant membrane PRRs or NLRs have the ability to
engage (i) signaling pathways leading to transcriptional
reprogramming responsible for phytohormones production
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and expression of defense genes, and (ii) a cell death signaling
pathway that can culminate into ions imbalance and in the
rupture of plasma membrane, both regulated by interplays and
cross-regulation mechanisms.

The analysis of plant NLRs structure showed that the signal
transduction domains belong to conserved homotypic
interacting domain family. This suggests that mechanisms of
activation involve the assembly of multiprotein platforms. A
range of evidences indeed suggests that plant NLRs form
signaling platforms to promote cell death (39, 96-99, 204,
210), as observed for mammals NLRs. The recent works of
Wang and colleagues (96, 210) highlighting the presence of a
resistosome that can translocate into plasma membrane to
probably form pore-like structures provided very important
elements into understanding the plant NLR-mediated cell
death signaling. It is interesting to note that the lumen of the
funnel-shape structure found in the resistosome has negative
electrostatic potentials given by two negatively charged glutamic
acid residues (96). Such negatively charged glutamate residue is
thought to be critical for anion selectivity in several human Ca**
voltage-dependent channels (211, 212). It is thus tempting to
speculate that this selectivity for cations could be associated with
a death process. The similarities between the ZAR1-resistosome
and NLR inflammasomes as discussed in the recent review of
Xiong et al. (213) suggest that the NLR-mediated cell death
signaling pathway could be a conserved process.

While the role and mechanisms of activation of proteases (i.e.,
caspases-1, -8, and -3) in PRR-induced signaling pathways start
to be well characterized in mammals, the activation mechanisms
of plant proteases and their importance in the immune-receptor-
induced HR remain important questions to address. Indeed, our
knowledge about the proteolytic cascades involved in HR cell
death is really scarce and fragmentary. Of interest, AtMC4 has
been recently shown to be activated by Ca®* (136), suggesting a
link between calcium influx, metacaspase activation and release
of mature phytocytokines. However, many things remain to
discover such as the different proteolytic cascades involved,
their initiation and regulation during plant HR.

FUTURE APPLICATIONS FOR PLANT
PROTECTION

In Arabidopsis, the screening of vast mutant collections and
naturally occurring ecotypes, as well as forward genetic
approaches, has led to the successful identification of novel
immune receptors involved in HR cell death. In crops,
analyzing genomic variations within different cultivars but also
the “wild” relative species and their introgression lines allowed to
map the Quantitative Trait Loci (QTLs) related to disease
resistance. Although QTLs will mostly carry R-genes, they may
also contain PRR genes (encoding RLKs or RLPs). In a scientific
point of view, it is interesting to note that PRRs can be
successfully transferred from one plant species to another to
provide a novel source of resistance. A very effective

demonstration was achieved in tomato (from the Solanaceae
family), where the transfer of the EFR RLK receptor (from the
Brassicaceae family) led to a great resistance of plants against a
wide range of different bacterial pathogens (214). Different
studies also showed that the ectodomain and KDs from
distinct PRRs can be combined in order to form chimera
receptors with preserved signal transduction. Such a chimeric
receptor was built from the chitin-binding ectodomain of
OsCEBiP and the KD of Xa21. This chimera receptor was able
to initiate HR in rice thus conferring to the plant a highly
improved resistance to the fungus Magnaporthe oryzae. This
strategy thus represents an interest for practical use in disease
resistance engineering (215).

Analysis of the polymorphism occurring in plant immune
receptors or cell death regulators in different cultivars or species
could lead to the identification of more efficient variants. As an
alternative to the transgenic approach, conventional breeding
can be assisted by the use of molecular markers that help to
deliver the desired gene into the crop, pyramiding it with other
genes important for the plant resistance such as R-genes.

All over, the immune receptor-based breeding, the transfer
and creation of novel chimeric PRRs might be applicable as an
alternative in agriculture disease and pest management, as a
“tailored immune-receptor therapy” that might provide more
durable and broader resistance when associated with R-genes.
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V. Revue : Cytoplasmic and Nuclear Functions of clAP1

Cette revue, rédigée durant 'année 2022, présente les connaissances actuelles sur la
protéine clAP1. Les fonctions nucléaires et cytoplasmiques de clAP1, ainsi que les voies de

signalisation impliquées sont décrites.
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Abstract: Cellular inhibitor of apoptosis 1 (cIAP1) is a cell signaling regulator of the IAP family.
Through its E3-ubiquitine ligase activity, it has the ability to activate intracellular signaling pathways,
modify signal transduction pathways by changing protein-protein interaction networks, and stop
signal transduction by promoting the degradation of critical components of signaling pathways.
Thus, cIAP1 appears to be a potent determinant of the response of cells, enabling their rapid adap-
tation to changing environmental conditions or intra- or extracellular stresses. It is expressed in
almost all tissues, found in the cytoplasm, membrane and/or nucleus of cells. cIAP1 regulates
innate immunity by controlling signaling pathways mediated by tumor necrosis factor receptor
superfamily (TNFRs), some cytokine receptors and pattern recognition-receptors (PRRs). Although
less documented, cIAP1 has also been involved in the regulation of cell migration and in the control
of transcriptional programs.

Keywords: IAPs; signaling pathways; innate immunity; ubiquitination; TNF«; NF-kB; cell migration;
E2F1

1. Introduction

IAPs (Inhibitors of Apoptosis) form a family of proteins highly conserved during
evolution. The named “IAP” was chosen by Lois Miller’s teams, who described a new class
of proteins encoded by the Cydia pononella granulosis virus (CpGV) genome and were able
to protect infected insect cells from apoptosis to allow viral spread [1]. Since then, based on
sequence homologies, IAP homologs have been identified in insects, yeasts, nematodes,
fish and mammals. However, although they are able to inhibit or delay cell death when
overexpressed, the main cellular function for most of them is not an inhibition of apoptosis.
Among the eight described mammal homologs, XIAP (X-linked IAP) [2], cIAP1 (cellular
IAP1), cIAP2, ML-IAP (Melanoma IAP) [3] and ILP-2 (IAP-like protein 2) [4] are enzymes
of the ubiquitination reaction involved in proteostasis and the regulation of the assembly
of intracellular signaling platforms.

XIAP has the greatest ability to inhibit apoptosis by directly interacting with initiator
and effector caspases and blocking their activity [5-7]. Upon apoptotic stimuli, XIAP is
neutralized by Smac (Second mitochondria derived activator of caspase), which is contained
into the mitochondrial intermembrane space and released into the cytosol during the early
phase of apoptotic intrinsic pathway [8-10]. Based on these observations, Smac mimetics
have been developed in order to counteract the anti-apoptotic activity of IAPs in tumors.
However, Smac as well as Smac mimetics are also able to bind and neutralize other IAPs
such as cIAP1, cIAP2 and ML-TIAP with high affinities [11].

cIAP1 and its paralogous cIAP2 are most studied for their ability to regulate innate
immunity and inflammation [12]. By controlling the scaffolding and kinase activities of
RIPK1, cIAPs dictate the response of cells to tumor necrosis factor receptor (TNFR) super-
family stimulation [13]. They have also been involved in the control of the inflammatory
response mediated by pattern recognition (PRRs) and cytokine receptors [14]. In addition,
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cIAP1 can control intracellular signaling pathways that drive cell motility and migration,
regulate cell cycle cell proliferation and transcriptional programs [15].

The expression of cIAP1, cIAP2 and XIAP is preferentially induced under stressful
conditions such as hypoxia, endoplasmic reticular stress and DNA damage. Regulation can
occur at a transcriptional level via HIF-1x, NF-«B or E2F1-dependent mechanisms [16,17] or
at translational level due to the presence of an internal ribosome entry site (IRES)-dependent
mechanism of translation initiation [18-20]. Moreover, the stability of cIAPs is regulated by
heat shock proteins (HSPs) [21]. Thus, these pleiotropic proteins appeared to act as potent
regulators of the adaptive response of cells to a changing environment or in response to
environmental or intracellular stresses such as pathogen attack, hypoxic-ischemic injury or
DNA damage [22]. Consistent with their role in regulating homeostasis, dysregulations
of cIAPs have been observed in cancer, neurodegenerative disorders and inflammatory
diseases. Moreover, the oncogenic properties of cIAP1 were clearly demonstrated in
mouse models of hepatocarcinoma, osteosarcoma and breast cancer [23-25]. This review
aims to analyse the role of cIAP1 and, by comparison, cIAP2 and XIAP in maintaining
cellular homeostasis.

2. cIAP1 Structure and Molecular Function

The IAP family is defined by its structural feature, i.e., the presence of at least one
conserved protein domain named BIR (Baculoviral IAP repeat). cIAP1, cIAP2 and XIAP
own three copies of BIRs (Figure 1). These domains have approximatively 70-80 amino-
acids organized into three short 3-strands and 4-5 «-helices forming a hydrophobic groove
with protein-protein interacting properties [26]. The BIR1 of cIAP1/2 binds the signaling
adaptor tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 2 (TRAF2) (Figure 1) which
regulates the stability, localization and activity of the concerned IAPs and which acts as an
intermediate for their recruitment into TNFR-associated signaling complex [27-29]. The
BIR2 and 3 of cIAPs and XIAP have the particularity of having a deep hydrophobic pocket,
which allows the specific anchoring of a conserved tetrapeptide motif called IBM (IAP
binding motif). The best characterized IBM-containing proteins are critical regulators of
apoptosis Smac/diablo and HtrA2. cIAPs can also bind some caspases, the DNA damage
response and cell cycle regulators chk1, eRF3/GSTP releasing factor and the kinase NIK in
an IBM-dependent manner [15].

TRAF-C
g cIAP1
R BIRs UBA CARD Ring
— NES NES
2 =1 a o
- al f 2 f 3 e

zZF

Ring

Figure 1. cIAP1-TRAF2 E3-Ubiquitin ligase complex, schematic representation. TRAF-N, TRAF-C,
Zing finger (ZF), RING, BIRs (Baculoviral IAP repeat), UBA (ubiquitin-associated), CARD (caspase
recruitment) domains and NES (Nuclear export signal) are represented. cIAP1-TRAF2 interaction
involves the cIAP1-BIR1 domain and the N-terminal half of TRAF domain (TRAF-N). Trimeric TRAF2
is recruited to receptor thanks to their TRAF-C domain. Oligomerisation of TRAF2 is also required
for the recruitment of downstream signaling molecules. Trimeric TRAF2 can bind one isolated BIR1.
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The second domain shared by cIAP1, cIAP2 and XIAP is the conserved Ring that gives
them their molecular function. It is the widespread active domain found in E3-ligases
of the ubiquitination reaction [30]. This is a 3-step enzymatic reaction that catalyzes the
covalent binding of molecules or chains of ubiquitins of different topologies to protein
substrates. This post-translational modification modifies the stability, localization, activity
or the recruitment of intracellular proteins into signaling platforms, depending of the type
of ubiquitin chains conjugated. Ubiquitination uses El-activating, E2-conjugating and
E3-ligase enzymes sequentially. It is generally admitted that the E3 is responsible for the
recruitment of substrate proteins whereas the E2 determines the type of ubiquitination.
IAPs bind, via the Ring, ubiquitin-charged E2-conjugating enzyme and catalyze the transfer
of ubiquitin moieties from the E2 to the protein substrate, specifically recruited thanks
to their BIR domains [15]. Like many Ring-containing E3-ligases, IAPs are active in a
dimeric form [31,32]. The binding of ligand promotes their conformational change leading
to activation [32]. Engagement of Smac mimetic to the BIR3-cIAP1 induces the activating
dimerization and auto-ubiquitination of c[AP1 leading to its rapid degradation (within
15 min) [33]. We observed that cIAP1 and TRAF2 need each other to perform their respective
activities. Increasing evidences suggests that they form an E3-ubiquitin ligase complex
(Figure 1) in which cIAP1 functions as the E3-enzyme while TRAF2 serves as an adaptor for
bring cIAP1 in close proximity to the substrates [34,35]. TRAF2 is also a potent regulator
of cIAP1 stability [36,37]. In some situation, TRAF3 that directly binds TRAF2 takes
part in the complex, serving as the substrate binding component [34,35,38,39]. In cytokine
receptor-mediated signaling pathways, TRAF2, which also harbors a Ring domain (Figure 1)
can function as an E3-ligase able to promote K63-linked ubiquitination and activation of
cIAP1 [34].

In addition to the BIRs and Ring, cIAPs and XIAP harbor a UBA (ubiquitin- associated)
domain whose function is to bind ubiquitins [40,41] (Figure 1). It has been involved in
regulating clAPs-mediated ubiquitination. It participates in the specific recruitment of
ubiquitin-charged E2 [42] and therefore in determining the type of ubiquitination [43].
cIAP"UBA has also been involved in the recruitment of cIAPs into signaling platforms and
in the binding to TRAF2 [41,43]. Moreover, cIAP1 and cIAP2 have a CARD domain that
regulates their activating dimerization and enzymatic activity [44]. At least two functional
NES sequences located in the BIR2-BIR3 linker region and in the CARD [45,46] were
detected in the cIAP1 sequence.

3. Tissue Expression and Subcellular Localisation of cIAP1, cIAP2 and XIAP in
Healthy and Tumor Cells

As documented in the human protein atlas (Human Protein Atlas proteinatlas.org) [47,48],
cIAP1 is expressed in almost all tissues and cell types tested without specificity (Figure 2,
Table 1). In comparison, cIAP2 is absent or less abundant in most tissues, except in the small
intestine, kidney and lymphoid tissue. cIAP2 is highly expressed in subsets of immune
cells, including B-cells.

cIAP1 has been found in the cytoplasm /membrane and/or nuclear compartments.
In bone marrow hematopoietic cells, ovarian follicle cells, pancreas glandular cells, squa-
mous epithelial cells of oral mucosa and cervix, hippocampus glial cells, lung alveolar
cells and testis Leydig cells [49], it was exclusively detected in the nucleus (Table 1). In
a work published in 2004, we demonstrated that cIAP1 is expressed in the nucleus of
hematopoietic stem cells [50], and that its translocation into the cytoplasm is necessary for
their differentiation into macrophages or dendritic cells [21,45,50]. Such nuclear export has
also been observed during epithelial differentiation [21,50].
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Figure 2. Tissue distribution of cIAP1 and cIAP2 proteins Data available from v21.0.proteinatlas.org
(proteinatlas.org /ENSG00000110330-BIRC2 /tissue, accessed on 23 January 2022; proteinatlas.org/
ENSG00000023445-BIRC3 /tissue, accessed on 23 January 2022).
Table 1. Tissue expression and subcellular localization of cIAP1, cIAP2 and XIAP. Data available from
v21.0.proteinatlas.org (proteinatlas.org /ENSG00000110330-BIRC2/ tissue, accessed on 23 January
2022; proteinatlas.org/ENSG00000023445-BIRC3/tissue; proteinatlas.org/ENSG00000101966-XIAP/
tissue, accessed on 23 January 2022) [47,48].
& i ) Protein Expression 1/Subcellular Localization 2
gan or System Tissue Cells JIAP1 JIAP2 XIAP
Adipose tissue Adipocytes M/CMN nd L/CM
y M/CMN nd L/CM
Centsr;l tx;:nrvous Cerebellum Cellsin g;a;\iar; én;lﬁzular layer M /CMN nd nd
M/CMN nd L-M/CM
Cerebral Cortex Glial and neuronal cells M/CM or N nd L-M/CM
Hippocampus Glial cells H/N nd nd
Neuronal cells M/CM or N nd M/CM
Caudate Glial cells and neuronal cells M/CM or N - -
Endocrine Thyroid gland Glandular cells H/N or CM L/CM M-H/CM
system Parathyroid Gland Glandular cells M/CM or CMN L/CM M/CM
Adrenal Gland Glandular cells H/CMN nd M-H/CM
Respiratory Nasopharynx Respiratory epithelial cells M/CM nd H/CM
system Lung Alveolar cells H/N nd L/CM
Oral mucosa Squamous epithelial cells M/N L/N M/CM
Gastrointestinal Salivary Gland Glandular cells L/CM or CMN L/N M-H/CM
tract Esophagus Squamous epithelial cells M/CM or CMN L/N M/CM
Stomach Glandular cells L/N M/CM
Duodenum and
Small intestine and Glandular cells M/CM or CMN nd M-H/CM
colon
Rectum Glandular cells L/CM or CMN M-H/CM

Liver Cholangiocytes and hepatocytes M/CM L/CM L-M/CM
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Table 1. Cont.

Organ or System

Tissue

Cells

Protein Expression !/Subcellular Localization 2

cIAP1 cIAP2 XIAP
Gallbladder Glandular cells H/CMN nd H/CM
Pancreas Exocrine glandular cells M/N nd L-M/CM
Endocrine cells M/N L/CM L-M/CM
Urinary system Kidney Glomeruli cells L-M/CMor N nd L-M/CM
Tubule cells M/CM or CMN - M/CM
Urinary Bladder Urothelial cells M/CMN M/N M/CM
Female Vagina Squamous epithelial cells L/CMorN L/N L/CM
reproductive Faloppian tube Glandular cells M/CM - M/CM
system Endometrium Glandular cells L/CMN nd L-M-H/CM
Cervix Glandular cells M/CM or CMN nd L-H/CM
Squamous epithelial cells L/N L/N L-M/CM
Ovary Ovarian stromal cells L/CMor N nd L/CM
Follicle cells L/N nd nd
Placenta Trophoblastic cells M/N or CMN M/N L-M/CM
Bresit Glandular ar;:ur;lyoeplthehal L/CM L/N M/CM
Male Testis Cells in seminiferous ducts L/CM nd L/CM
reproductive Leydig cells H/N L M-H/CM
system Epididymis Glandular cells M/CM or CMN nd L-M/CM
Seminal vesicle Glandular cells M/CMN M/CM M/CM
Prostate Glandular cells L/CMorN nd L-M/CM
Muscle Heart muscle Cardiomyocytes M/CM nd M-H/CM
tissues Smooth muscle Smooth muscle cells L/CM nd L/CM
Skeletal muscle Myocytes M/CM nd L-H/CM
Skin Keratinocytes and melanocytes L/CM nd L-M/CM
Soft tissue Fibroblastes L/CM nd L/CM
Bo;; gpa}l;l:;;v & Kipperidin Glandular ce:il:s Lz:reld lymphoid L/CMN il L-M-H/CM
tissues Spleen Cells in red pulp L/CMorN nd M/CM
Cells in white pulp L/N L/N nd
Lymph node Germmacleﬁgr’l‘:l‘l fermmal L/CMorN M/N L-M/CM
Germinal, non germinal center
Tonsil cells and squamous epithelial M/N Hor M/N L-M/CM
cells
Bone marrow Hematopoietic cells M/N H/N L-M/CM

I L: low; M: medium, H: high; nd: not detected. 2 CM: cytoplasm/membrane; CMN: cytoplasm/membrane/
nucleus; N: nucleus. Antibodies used for the immunohistochemical analyses: cIAP1: HPA005512, Sigma-Aldrich
and CAB020661, Origene; cIAP2: HPA002317 Sigma-Aldrich; XIAP: HPA042428 Sigma-Aldrich and CAB009203,
Santa Cruz Biotechnology.

The subcellular localization of cIAP2 is much less documented in the literature, prob-
ably because of the low specificity of the available antibodies. The human protein atlas
indicates a nuclear expression of cIAP2 in hematopoietic stem cells of bone marrow, spleen
and lymph node cells, squamous epithelial cells of the vagina, cervix and oral mucosa, glan-
dular cells from the stomach and salivary gland, and cells from the breast and urinary blad-
der (Table 1). On the other hand, XIAP has been found only in the cytoplasm /membrane
compartment (Table 1). However, a nuclear translocation of XIAP has been observed in cells
of the cortical region of the brain of neonatal rat exposed to hypoxic-ischemic brain injury.
In the nuclei, XIAP interacts with XAF1 (XIAP-associated factor 1) [51]. The decreased
cytoplasmic content of XIAP has been associated with enhanced caspase 3 activity and
neuronal death [52]. XIAP has also been found in the nucleus of breast carcinoma cells [53].

Gene expression profiling interactive analysis (GEPIA) [54] revealed that cIAPT ex-
pression tends to be overexpressed in 11 out of 31 tumors selected in the cancer genome
atlas (TCGA), which is significant for diffuse large B-cell lymphoma (DLBC), glioblastoma
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multiforme (GBM) and thymoma (THYM) (Figure 3). Nevertheless, it appears to be signifi-
cantly correlated with overall survival only in lung adenocarcinoma. Conversely, cIAP1
appeared downregulated in testicular germ cell (TGCT) and uterine cancers (UCEC) (UCS).
cIAP1 and cIAP2-encoding genes (named BIRC2 and BIRC3) are very closely located on
chromosome locus 11q22.2, a region found amplified (11q21 amplicon) in human medul-
loblastoma, hepatic, breast, pancreatic, cervical, lung, oral squamous cell and esophageal
carcinoma [55]. Conversely, multiple myeloma is associated with inactivating mutations in
genes involved in non-canonical NF-«kB signaling pathways, which include cIAP1 and/or
cIAP2. At the protein level, cIAP1 expression does not emerge as a cancer prognostic factor
in the cancers referenced in the human protein atlas. However, its nuclear expression has
been correlated with overall survival, tumor stage or poor patient prognosis in cohorts
of 70 cervical cancers [56], 102 bladder cancers [57] and 55 head and neck squamous cell
carcinomas [58].
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Figure 3. Gene expression profile interactive analysis (GEPIA) of BIRC2 (cIAP1-encoding gene) in
tumors (T, red)) and normal (N, grey) samples from the cancer genome atlas (TCGA) project. Only
results showing a difference in BIRC2 expression between cancer and normal samples are shown.
CHOL: Cholangio carcinoma, DLBC: Lymphoid Neoplasm Diffuse Large B-cell Lymphoma, ESCA:
Esophageal carcinoma, GBM: Glioblastoma multiforme, LAML: Acute Myeloid Leukemia, LGG: Brain
Lower Grade Glioma, OV: Ovarian serous cystadenocarcinoma, PAAD: Pancreatic adenocarcinoma,
STAD: Stomach adenocarcinoma, TGCT: Testicular Germ Cell Tumors, THYM: Testicular Germ Cell
Tumors, UCEC: Uterine Corpus Endometrial Carcinoma, UCS: Uterine Carcinosarcoma. The method
for differential gene expression analysis is one-way ANOVA, * p < 0.01.

4. Cytoplasmic Functions of cIAP1
4.1. Role for cIAP1 in Regulating Innate Immunity
4.1.1. Regulation of TNF« Signaling Pathways in Immune and Non-Immune Cells

The tumor necrosis factor alpha (TNF«) is the master regulator of tissue homeostasis
by coordinating the inflammatory response and regulating the immune system (for review,
see [59]). Dysregulated TNFR-signaling pathways or sustained production of TNF« has
been involved in the pathogenesis of many chronic inflammatory diseases and anti-TNFx
therapy has demonstrated efficiency in the treatment of severe forms of rheumatoid arthritis,
Crohn'’s disease, ulcerative colitis, psoriasis, psoriatic arthritis, ankylosing spondylitis and
juvenile idiopathic arthritis. Conversely, neutralizing TNF« can also result in the onset
of autoimmune disease supporting its pleiotropic functions in regulating the immune
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system [59,60]. It is produced within minutes of injury or stress, mainly by monocytes and
macrophages, and it exerts its activity in transmembrane or soluble, secreted forms. TNFa
is endowed with multiples functions depending on the cellular and environmental context.
Its predominant activity is to trigger the production of pro-inflammatory cytokines and
chemokines. It can also stimulate the survival and differentiation of immune cells, promote
their recruitment to the site of damage, and enhance the adhesion of endothelial cells.
Under specific conditions, survival signals can switch to cell death signals. For example,
TNFa can help in killing infected cells in order to contain the infection and ensure tissue
integrity; it takes part in the maintenance of peripheral immune tolerance by participating
to the deletion of activated T-cells [61]; it can promote the death of irreversibly damaged
cells in order to ensure tissue homeostasis [59].

TNF« is recognized by TNFR1 expressed in all human tissues and by TNFR2, whose
expression is limited to immune cells, neurons, endothelial cells, cardiomyocytes, and
osteoclast precursors. It is generally admitted that TNFR1 can trigger a strong inflam-
matory response and/or cell death, while TNFR2 induces cell death protection and a
moderate inflammation. The response to TNFR1 stimulation is orchestrated by the pres-
ence of different checkpoints. The kinase RIP1 is critical in determining the inflammatory
response or cell death. It is recruited into the surface receptor-associated intracellular
complex via homotypic interaction thanks to the death-domain (DD) exhibited by both
the receptor (intracellular side) and RIP1 [62]. In the receptor-associated signaling com-
plex, so-called complex I, RIP1 acts as a scaffold for the recruitment of kinase complexes
including TAK1/TAB2/TAB3 and IkB kinase (IKK) complex that promote MAPK and
NF-kB-mediated transcriptional programs [63] (Figure 4). This scaffolding function is fully
dependent on non-degradative poly-ubiquitination including K11, K63-linked, linear and
hybrid-polyubiquitination [64,65]. On the other hand, thanks to its kinase activity, RIP1
can promote the assembly of a secondary cytoplasmic complexes including complex-II,
ripoptosome and necrosome that result in apoptotic or necroptotic cell death [66] (Figure 4).
Necroptosis is associated with a massive release of cytokines, chemokines and damage-
associated molecular patterns (DAMPs) recognized by pattern recognition receptors (PRRs)
that trigger the innate immune response [67,68]. The role of TNF« in chronic inflammatory
diseases has been explained by its capacity to activate this immunogenic cell death [60].

cIAP1 takes part in this regulation. It constitutes an essential survival factor in in-
testinal epithelial cells, neutrophils, macrophages and activated T cells, allowing them
to resist to TNFR1-mediated cell death when exposed to an acute inflammatory environ-
ment [69-73]. Depletion of cIAPs prevents TNFa-mediated NF-kB and MAPK activation
and sensitizes cells to TNFx-mediated cell death [74-77]. In mice, deletion of cIAP1 as
well as cIAP2 or XIAP did not lead to obvious phenotypic abnormalities. A moderate
inflammation in lungs and intestines was observed in cIAP1~/~ KO mice [78]. However,
double deletion of cIAP1 and cIAP2 or cIAP1 and XIAP in mice leads to embryonic lethality
in TNFR1 and RIP1-dependent manner [75] and the specific depletion of cIAP1, -2 and
XIAP in myeloid lineage or keratinocytes causes a severe local inflammation and TNFR1
or RIP1-dependent cell death [71,79,80]. By controlling the stability, scaffold function and
kinase activity of RIP1, cIAPs have the ability to control the intensity and duration of
the TNFR1-mediated inflammatory response: (i) they activate the scaffold function by
promoting the conjugation of K11 and K63-linked poly-ubiquitin chains on components of
complex I that include RIP1 [43,81-83]; (ii) they can stop the TNFR1-mediating signaling
pathway by the promotion of ubiquitin-dependent degradation of RIP1 [43]; (iii) alter-
natively, cIAP-mediated ubiquitination of RIP1 represses its kinase activity necessary for
the assembly of cell-death-mediated complexes-II [43] and then prevents TNF-mediated
cytotoxicity and necroptosis-associated massive inflammation [84] (Figure 4). In addition
to controlling the scaffold function, kinase activity and stability of RIP1, cIAP1 can reg-
ulate the TNFa-mediated NF-kB activating signalling pathway by the ubiquitination of
NEMO/IKKY (NF-«B essential modulator /IkB kinase-y), the regulatory subunit of IKK
complex [85].
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Figure 4. Regulation of signaling pathways by cIAP1. The cIAP1-TRAF2 E3-Ubiquitin ligase complex
regulates the cellular content of NIK by mediating its ubiquitin-proteasome dependent degradation.
The recruitment of cIAP1/TRAF2 to TNFR2, CD30, CD40 or BAFF-R releases NIK that in turn
stimulates the non-canonical NF-kB signaling pathway. In the TLR4-associated signaling complex,
cIAP1 induces the ubiquitination and degradation of TRAF3. cIAP1/TRAF2 forms a secondary
cytoplasmic complex leading to NF-kB / MAPK activation. In TNFR1-associated complex, cIAP1
induces the ubiquitination of RIP1 and other components of the complex, resulting in the assembly
of the signaling platform driving NF-kB and MAPK activation. cIAP1-mediated ubiquitination of
RIP1 inhibits its kinase activity required for the assembly of cytoplasmic RIP-containing platforms
leading to apoptotic or necrotic cell death. cIAP1 controls the cycle of activation of cdc42. The
recruitment of cIAP1/TRAF2 to TNFR-associated signaling complex releases cdc42 for activation.
BAFF-R: B-cell activating factor receptor; CD40-R: Cluster of differentiation 40 receptor, IKK, 3 or y:
Inhibitor of kB kinase o, 3 or y; LUBAC: linear ubiquitin chain assembly complex; Myd88: Myeloid
differentiation primary response 88; NIK: NF-kB-inducing kinase; Rho-GDI: Rho-guanine-nucleotide
dissociation inhibitors; TAB1, 2 or 3: transforming growth factor-activated kinasel-binding protein 1,
2, and 3; TAKI:tumor growth factor-B-activated kinase 1; TLR 4: toll-like receptor 4; TNFR2: tumor
necrosis factor Receptor 2, TRADD: TNFR-associated death domain; TRIF: toll-interleukin 1 receptor
domain-containing adaptor inducing IFN-{.

TNFR2 plays a role in promoting the differentiation and stabilization of regulatory T
cells, and mutation in TNFR2 has been involved in the pathogenesis of several autoimmune
diseases [60]. In endothelial cells, it participates in tissue regeneration. Since the TNFR2
protein does not harbor DD (death- domain), it cannot recruit RIP1, but it can directly
bind the molecular adaptors TRAF2 and TRAF3. TRAF2 recruits cIAP1 into the TNFR2-
associated signaling complex. As observed in the TNFR1-associated signaling complex,
cIAP1 can promote K63-linked polyubiquitinatin at the TNFR2-signaling complex [86],
resulting in the recruitment and activation of kinase complexes that drive MAPK and
canonical NF-«B. However, TNFR2 stimulation likely leads to cIAPs-dependent canonical
NF-kB activation [86] (see below).
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4.1.2. Regulation of the Non-Canonical NF-«B Signaling Pathway in Immune Cells,
Osteoclasts and Endothelial Cells

The best characterized substrate of the cIAP1/TRAF2 E3-ubiquitine ligase complex is
NF-kB-inducing kinase (NIK), an essential mediator of the non-canonical NF-«B signaling
pathway [34,87,88].

The non-canonical NF-«B signaling pathway is characterized by inducible processing
of the p100 subunit in active p52 which, when heterodimerized with RelB, acts as a tran-
scription factor. The processing of p100 is triggered following its phosphorylation by the
IKKo homodimer, itself activated by NIK [89]. cIAP1 regulates the NF-kB alternative path-
way by controlling the cellular content of NIK. In the resting condition, NIK is recruited to
the cIAP1/TRAF2 complex via TRAF3. The complex is stabilized by direct binding of NIK
with the BIR2 domain of cIAP1 in IBM-dependent manner [34,38,88]. cIAP1 promotes the
ubiquitin-mediated proteasomal degradation of NIK, turning off the non-canonical NF-«B
signaling pathway [34,87,88] (Figure 4). Stimulation of TNFR2, CD30, CD40, BAFF-R (B-
cell-activating factor) or FN14 leads to the recruitment of TRAF2/TRAF3/cIAP1 complex to
membrane-associated signaling complex [37,90-93]. TRAF2 induced cIAP1 activation via
K63-linked ubiquitination. In turn, cIAP1 catalyzes K43-linked ubiquitination of TRAF2/3
and their degradation by the proteasome system, resulting in upregulation of NIK and
activation of non-canonical NF-«B signaling [34].

Non-canonical NF-kB signaling is essential for the activation, survival and differentia-
tion of immune cells such as B-cells, macrophages and dendritic cells. Deletion of cIAP1
and c[AP2 in mice maintained B-cells survival and maturation independent of BAFF-R
stimulation [91], and can account for B-cell transformation [94-96]. We demonstrated that
cIAP1-mediated degradation of TRAF2 is essential for the full activity of macrophages in
response to CD40 stimulation [45]. IAP antagonists can also favor osteoclasts differentia-
tion in a NIK-dependent manner, supporting the critical role of the non-canonical NF-«B
signaling pathway in osteoclastogenesis [97].

4.1.3. Regulation of PRR Signaling Pathways

The presence of pathogens in an organism is sensed by cell surface and intracellu-
lar receptors able to recognize a wide variety of pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) and danger signals (DAMPs). Among them, the cell surface membrane TLR4,
which recognizes bacteria lipopolysaccharides (LPS) can elicit distinct signaling pathways
leading to either pro-inflammatory or interferon response. TLR4 engagement induces the
recruitment of several cytoplasmic adaptor proteins thanks to the presence, in both the
receptors and adaptors, of a homotypic interacting domain. The adaptor MyD88 (myeloid
differentiation factor 88) has been involved in NF-kB and MAPK-dependent production of
pro-inflammatory cytokines, whereas the adaptor TRIF (TIR-domain-containing adaptor-
inducing IFN-b) is required for the IFN response. The cIAP1/TRAF2 E3-ubiquitine ligase
complex is a potent determinant of the response to TLR4 stimulation. MyD-88 can directly
recruit the adaptor TRAF3 which can bind the TRAF2/cIAP1 complex. In the MyD88-
containing TLR4 complex (so-called Myddosome), the cIAP1/TRAF2 E3-ubiquitin ligase
complex induces the ubiquitination and degradation of TRAF3, which results in the assem-
bly of a secondary cytoplasmic signaling platform containing TRAF2/cIAP1, TAK1/TAB1-3
and IKK complexes leading to the activation of MAPK (Mitogen-activated protein kinases)
and NF-kB (nuclear factor-kappa B)-signaling pathways [98-100] (Figure 4). Depletion of
TRAF3 can also turn-off the IFN response that is involved in the TRAF6 /TRAF3 complex.

In some situations, such as a sustained infection, the presence of pathogens resistant
to inflammatory defense, or in some pathological conditions, TLR4, just like TLR3, which
senses virus-derived nucleic acids, can also trigger RIP1-dependent cell death through a
direct binding of RIP1 to the adaptor TRIF. cIAP1 constitutes a powerful survival factor
in infected cells by preventing the assembly of ripoptosome and necrosome as explained
above (4.1.1) [68,80].
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Supporting the role of IAPs in controlling the strength and duration of the inflam-
matory response, Jin et al. showed that the cIAP1/TRAF2 complex can limit inflamma-
tion by promoting the ubiquitin-proteasome dependent degradation of c-Rel and IRF5
(interferon-responsive factor 5), two critical transcription factors involved in TLR-mediated
NF-kB-dependent inflammatory and IFN response respectively. Depletion of TRAF2 in
macrophages promoted colitis characterized by enhanced leukocyte infiltration in colon,
mucosal damage and pro-inflammatory cytokines production in an animal model [35].

4.2. Role for cIAP1 in Cell Motility and Migration

Cell shape and cell motility are controlled by small GTPases of the Rho family.
These proteins are critical regulators of the dynamic reorganization of the actin cytoskele-
ton [101-103]. They control cell architecture, focal adhesion complexes and local contraction
by promoting the generation of stress fibers or membrane protrusions such as lamellopodia
or filopodia [104]. They switch between a cytoplasmic, inactive GDP-bound state and a
membrane-associated, active GTP-bound state, providing energy required for cytoskeleton
rearrangement. RhoGTPase activation is mediated by guanine-nucleotide exchange factors
(GEFs), which catalyze the transfer of GDP-bound to GTP-bound forms. Once activated,
RhoGTPases are either recycled in inactive state by the action of GTPase-activation proteins
(GAPs) or subjected to UPS-mediated degradation. The activation cycle of Rho GTPase
is controlled by molecular chaperones such as guanine-nucleotide dissociation inhibitors
(GDIs) which stabilize Rho GTPases in their cytosolic inactive state [104]. A relationship
between IAPs and RhoGTPases was suggested in 2004 in a study showing that drosophila
DIAP1 can interact with Racl and compensate for the migration defect triggered by the
expression of a dominant negative form of this GTPase [105]. In mammals, in vitro assays
have demonstrated that cIAP1, cIAP2 and XIAP are able to directly interact with the three
most studied RhoGTPases [106-109] RhoA, Racl and cdc42, which promote lamellopodia,
stress fibers or filopidia, respectively. In a study analysing the influence of cIAP1 on cell
shape and migration, we demonstrated that cIAP1 can directly bind cdc42. It stabilizes
cdc42 in its GDP-, inactive-state by promoting its association with its molecular chaper-
one RhoGDI. Deletion of cIAP1 deregulated the activation cycle of cdc42 by promoting
its activation and then degradation [106]. Accordingly, cIAP1~/~ fibroblasts display an
enhanced ability to migrate and exhibit filopodia. TNFa has the ability to induce cdc42
activation and actin reorganisation [102,103]. Upon TNF« stimulation, cIAP1 is recruited
to the membrane receptor-associated complex, releasing cdc42 and promoting its activa-
tion [106] (Figure 4). The ubiquitination of cdc42 by cIAP1 has not been demonstrated;
however, the ability of XIAP to ubiquitinate cdc42 and of XIAP and cIAP1 to ubiquitinate
Racl has been observed [107,110]. Single or combined deletion of cIAP1, cIAP2 or XIAP
differently affects cell shape, actin distribution and migratory capacity. They appear to
have specific and distinct activity on each of the Rho proteins, suggesting that IAPs could
regulate the spatiotemporal and sequential activation of Rho proteins [111]. Additional
analysis will be required to decipher the regulation of the Rho proteins by IAPs.

5. Nuclear Functions of cIAP1

cIAP1 is a nuclear shuttling protein. Its nuclear expression has been correlated with the
proliferative capacity of the cells. cIAP1 is excluded from the nucleus in cells undergoing
differentiation [50]. Nuclear export is supported by the nuclear transport receptor Crm1
(chromosome region maintenance 1), which specifically recognizes leucine-rich nuclear
export sequences (NES). Two NES were detected in the cIAP1 protein sequence. The
first is located in the linked region between the BIR2 and the BIR3 [46] and the second
in the CARD domain (Figure 1) [50]. These NES sequences are not conserved in cIAP2.
Since cIAP1, as well as the cIAP2 and XIAP proteins do not contain NLS, an important
issue is to understand the mechanisms of their nuclear accumulation. They could bind
NLS-containing proteins. In the nucleus of B-cell, cIAP1 is complexed with TRAF2 and
TRAES3, the latter containing a functional NLS in its TRAF-C domain [39]. Overexpression
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of the transcription cofactor Vestigial-like 4 (Vgl-4) have been shown to promote the nuclear
translocation of cIAP2 [112], and the overexpression of the XIAP, cIAP1 and cIAP2-binding
protein XAF1 (XIAP-associated factor 1) [113] triggered the nuclear retention of XIAP [51].
Intracellular protein movements are likely accompanied by post-translational modifications.
Modifications of cIAP1 by ubiquitination, phosphorylation, S-nitrosylation and oxidation
have been reported [114-116], but their roles in its subcellular distribution have not been
investigated. Although cIAP1 has been found in cell nuclei in many tissues (Table 1), its
nuclear functions remain poorly documented (Figure 5).

Cell cycle
regulation
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Transcription Transcriptional
Factors: Co-factors:
Cytokinesis
« y
cars Vo CIART Survivin (XIAP)
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DNA damage
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Figure 5. Nuclear partners of cIAP1, cIAP2 and XIAP.

5.1. Regulation of Cytokinesis

In 2005, Samuel et al. showed that overexpression of cIAP1 increased the proportion
of cells in the G2-M phase of the cell cycle and of polyploid cells, suggesting that cIAP1
could affect chromosome segregation. cIAP1 was observed in the midbody structures at
the telophase where it colocalizes with Survivin. The binding of XIAP with survivin has
also been reported [113]. Survivin is the smallest IAP member involved in chromosome
segregation and cytokinesis [117]. Much work remains to be done to understand the role
played by cIAP1 and XIAP in the regulation of cytokinesis.

5.2. Regulation of Transcriptional Program

We demonstrated that cIAP1 engages with chromatin. Different transcription factors
are ubiquitination substrates of cIAP1. In 2011, the research of nuclear partners of cIAP1
revealed its binding with the transcription factor E2F1 [118]. This involves the cIAP1-BIR3
domain [17]. We demonstrated that cIAP1 and E2F1 are recruited together to the promoter
of E2F-target genes [118]. Nuclear cIAP1 can promote K11- and K63-linked ubiquitination of
E2F1 [17] and stabilize its protein expression. cIAP1-mediated K63-ubiquitination at Lysine
161/164 residues of E2F1 is required for its accumulation and transcriptional activation
in the S phase of the cell cycle and in response to DNA damage [119]. Deletion of cIAP1
completely abrogated the binding of E2F1 onto DNA [17], suggesting that ubiquitin chains
could act as a signal for the recruitment of the transcription factor to DNA. However, the
underlying molecular mechanisms are not known. Of interest, the Lysine 161/164 residues
are located in the DNA-binding domain of E2F1. The activation of the hypoxia inducible
factor HIF1 that is responsible for adapting the transcriptional program in response to
hypoxia is also controlled by K63-linked ubiquitination. In 2017, Park et al. demonstrated
that XIAP can promote this modification, which results in the nuclear accumulation of
the HIF1x subunit and the expression of the HIF1-responsive gene [120]. The ability of
cIAP2 to stimulate the transcriptional program via non-degrading ubiquitination has also
been reported. In 2014, Harikumar et al. demonstrated that IL-1 stimulation triggers the
cIAP2-mediated K63-linked ubiquitination of IRF1-(interferon-regulatory factorl) resulting
in activation and subsequent expression of IRF1-target genes. IL-1 induced the assembly
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of a signaling complex containing cIAP2, the adaptor TRAF6, the sphingosine kinase
SphK1 and IRF-1. In the complex, SphK1 activation induced the local production of the
bioactive lipid S1P (Shingosine-1-Phosphate) which acts as a cofactor for cIAP2 E3 ligase
activity [121]. The nuclear expression of cIAP2 and XIAP does not seem required for the
modification of IRF1 or HIF1«x.

As mentioned above, cIAP1/TRAF2 E3-ubiquitine ligase complex is able to promote
ubiquitination and degradation of the transcription factors c-Rel and IRF5 [35] and also the
cAMP response element binding protein CREB [39]. The degradation of CREB in B-cells
occurs in the nucleus and involves TRAF3, which bridges CREB to the E3-ubiquitine ligase
complex [39]. Interestingly, CD40L stimulation in neurons has been observed to induce
the translocation of TRAF2 /TRAF3 complex into the nucleus where it can bind the NF-kB
promoter element and act as a transcriptional regulator [122]. The presence of cIAPs in the
complex was not analyzed.

cIAP1 can also indirectly modulate the activity of transcription factors c-myc by
promoting the UPS-mediated degradation of its repressor Mad1 (Max dimerization pro-
tein 1) [123]. The authors suggest that cIAP1 could cooperate with c-myc to drive tumorige-
nesis. Since Mad1 is exclusively expressed in the nucleus, this is consistent with the nuclear
localization of cIAP1 in the nucleus of tumor cells. Recently, a novel strategy for specifically
inhibiting the E3-ubiquitine ligase activity of cIAP1 has been developed. Contrarily to the
Smac mimetics which, by inducing a short pulse of cIAP1 activation prior to its degradation,
destabilize Mad1 and thus promote c-myc activation, these novel compounds promote
c-myc degradation [124].

cIAP1 is also able to bind the transcriptional cofactors Vestigial-like 4 (Vgl-4) [112];
and cIAP1, cIAP2 and XIAP can bind and modulate the stability of C-terminal binding
protein 2 (CtBP2) [125].

In the nucleus, XIAP was detected associated to TCF/Lef transcriptional complexes
whose expression is controlled by (-catenin. -catenin moves the Groucho (Gro)/TLE
transcriptional repressor and recruits a coactivator complex to enable TCF/Lef expression.
When bound to TCF/Lef, XIAP can promote the monoubiquitination of GRO/TLE, which
facilitates its detachment from TCF/Lef and favors the activation of the transcriptional
program [126].

5.3. Cell Cycle Regulation

In addition to E2F1 that is essential for G1-S phase transition, the cyclin-dependent
kinase (CDK) inhibitor p21 is a potential substrate of cIAP1. p21 is well known for its ability
to arrest cell cycle progression in G1/S and G2/M transition by inhibiting CDK4/6 /cyclin D
and CDK2 /Cyclin E complexes, respectively. Its half-life is regulated by post-translational
modifications that included phosphorylation, ubiquitination and neddylation [127]. cIAP1
and cIAP2 can interact with p21. Downregulation of cIAP1 but not cIAP2 upregulated
p21; however, it did not modify the ubiquitination profile of p21 but it did modify that of
neddylation. The capacity of cIAP1 to directly induce ubiquitination or neddylation of p21
was not determined [128]. The subcellular localization of the cIAP-p21 interaction was not
determined, however, because p21 is likely expressed in the nucleus; the capacity of cIAP1
to regulate p21 is consistent with its nuclear localization.

5.4. DNA Damage Response

A shRNA-based screening of ubiquitination-associated genes involved in DNA re-
pair highlighted BIRC2 (cIAP1l-encoding gene) and BIRC3 (cIAP2-encoding gene), the
downregulation of which modulated chkl activation [129]. Chk1 is a well known DNA
damage sensor, preventing progression of cells into the cell cycle by promoting G2 arrest.
Its protein sequence contains an IBM located just upstream of the initiator Methionine [130].
The ability of XIAP and also cIAP1 to interact with chkl has been confirmed [130]. In the
presence of XAF1, XIAP can promote chkl degradation [131]
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A role for cIAP2 in DNA damage response was also shown by Nicholson et al. in
2017 [132]. cIAP2 can complex with MRE11, a nuclease involved in homologous recombi-
nation (HR) and microhomology-mediated end-joining (MME]) repair pathways. cIAP2
was identified as an E3-ubiquitine ligase able to regulate the MRE11 protein level in cells
exposed to HDAC (Histone deacetylase) inhibitors [132].

6. Conclusions

cIAP1 mainly exerts its activity by controlling the cell fate of its protein partners.
Thanks to their ability to promote the conjugation of ubiquitin chains of different types,
they can modulate the stability, localization and/or the activity of intracellular proteins
and can change the composition of signaling platforms by modifying the intermolecular
binding affinities. Thus, IAPs have the ability to control the implementation of signaling
pathways and their regulations in time and space. To date, more than 30 cIAP substrates
have been identified (recently reviewed in [15]). A database search for proteins containing
IBM-like sequences found many proteins with different cellular functions [133], greatly
expanding the number of potential IAP-binding partners. The identified IAP substrates are
involved in various cellular processes essential for maintaining cell homeostasis (innate
immune response, DNA damage response, cell cycle regulation). For most of them, the
type and site of ubiquitination have not been determined. However, this is an important
issue to address since they determine the cellular fate of the substrate [43].

The ultimate function of IAPs is to allow cells to adapt to their changing environment,
to help implement an appropriate response to combat endogenous or exogenous stress
or microbial aggression, and to restore homeostasis. Although loss of cIAP1 in mice has
been associated with locale inflammation in lung, intestines or skin [78,79], deletion or
mutation of the BIRC2/3 gene has not been associated with chronic inflammatory disease
but has with cancer development. More in-depth studies of the implication of cIAPs in
these pathologies deserve to be carried out. Most studies have focused on analyzing the
role of cIAPs in innate immunity and in regulating cell surface receptor signaling pathways.
However, consistent with their nuclear expression in cells in many tissues, their functions
in the nucleus, in particular as a transcriptional regulator, may have been underestimated.

The expression of cIAP1 is ubiquitous and its regulation mechanisms are still poorly
understood. The last observations suggest that cIAP1 and TRAF2 require each other and
form an E3-ubiquitin ligase complex. cIAP1 E3-ligase activity is stimulated by K63-linked
ubiquitination that can be mediated by TRAF2 or TRAF6 [34,98]. The stability of cIAP1 can
be controlled by phosphorylation [114], and its regulation by S-nitrosylation and oxidation
processes have also been reported [115,116]. One important issue to address concerns the
mechanisms of regulation of the subcellular localization of cIAP1.

Smac mimetics designed to block XIAP anti-apoptotic activity are also potent inhibitors
of cIAP1 by promoting its proteasome-mediated degradation. They have been developed
as anticancer agents. However, because of the ability of cIAP1 to regulate RIP1 activities,
numerous preclinical studies are exploring their potential in the treatment of inflammatory
and infectious diseases.
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Analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de clAP1/TRAF2

clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) est un important régulateur de la signalisation cellulaire et moléculaire
appartenant a la famille des IAP (Inhibitor of Apoptosis). Elle interagit avec ses différents partenaires par ses domaines
BIR (Bacculovirus IAP repeat) et possede un domaine RING (Really interesting New Gene) lui conférant une activité E3
ubiquitine ligase. clAP1 est impliquée dans différentes fonctions telles que l'inflammation, la différenciation, la migration et
la prolifération cellulaire. Des anomalies d’expression ont été détectées dans différents types de cancers et sont trés
souvent associées a un mauvais pronostic et a une résistance aux traitements chimiothérapeutiques. Une surexpression
de clAP1 a aussi été retrouvée chez des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique. Mon projet de thése porte
sur I'analyse des propriétés oncogéniques et pro-fibrosantes de clAP1. Mes travaux ont démontré que son interaction avec
son partenaire TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) est nécessaire a ses propriétés oncogéniques, dans un modéle
de MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) transformés avec I'oncogéne H-Ras V12. TRAF2 est un adaptateur moléculaire
permettant le recrutement de clAP1 dans des plateformes de signalisation. Elle se lie sous forme de trimere au domaine
BIR1 de clAP1. La mutation ou la déplétion de ce domaine inhibe la croissance tumorale et la formation de métastases.
L’expression d’'un domaine BIR1 isolé force I'agrégation de TRAF2 et suffit a stimuler la croissance tumorale. Le bindbme
clAP1/TRAF2 stimule l'activation des voies de signalisation ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) et NF-kB
(Nuclear Factor kB). L’activation de NF-kB stimule la production d’IL-6, menant a I'activation autocrine de la voie STAT3
(Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JJAK (Janus Kinase). L'utilisation du niclosamide, un inhibiteur de
I'activation de STATS, inhibe la croissance tumorale des MEF exprimant clAP1 mais n’a pas d’effet sur les MEF exprimant
le mutant de clAP1 déplété de son domaine BIR1, dans un modéle de xénogreffe chez la souris. Ces résultats montrent
pour la premiére fois I'importance de la voie JAK/STAT3 dans les propriétés oncogéniques de clAP1/TRAF2. La suite de
mes travaux de thése a porté sur I'étude du réle du bindbme clAP1/TRAF2 dans le développement de la fibrose pulmonaire.
Dans un modéle murin de fibrose pulmonaire induite a la bléomycine, I'utilisation du GDC-0152, un antagoniste des IAP,
inhibe le développement de la maladie. Le développement de la fibrose pulmonaire est étroitement li¢ au TGF-B
(Transforming Growth Factor-G). Pour la premiére fois, un r6le de clAP1 dans les processus cellulaires médiés par le TGF-
B a été démontré. La déplétion de clAP1 ou de TRAF2 bloque les processus cellulaires médiés par le TGF-B : il inhibe
I'expression des marqueurs terminaux de différenciation mésenchymateuse et inhibe les différentes voies de signalisation,
canonique ou non canonique activées par la cytokine. Une interaction entre clAP1 et le récepteur TGFBR2 (TGF-8
Receptor 2) a été détectée. L’ensemble de ces données mettent en évidence de nouvelles propriétés oncogéniques et
pro-fibrosantes de clAP1 dépendantes de son interaction avec TRAF2.
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Analysis of the oncogenic and pro-fibrotic properties of clAPL/TRAF2

clAP1 (cellular Inhibitor of Apoptosis) is an important regulator of cellular and molecular signaling belonging to
the IAP (Inhibitor of Apoptosis) family. It interacts with its partners through its BIR domain (Bacculovirus IAP repeat) and
has a RING domain (Really interesting New Gene) conferring an E3 ubiquitin ligase activity. clAP1 participates in various
functions such as inflammation, differentiation, migration and cell proliferation. Expression abnormalities have been
detected in various types of cancers and are often associated with poor prognosis and resistance to chemotherapy. Over-
expression of clAP1 was found in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. My research project aimed to analyze the
oncogenic and pro-fibrotic properties of clAP1. My thesis work has shown that its interaction with its partner TRAF2 (TNF
Receptor-Associated Factor 2) is essential for clAP1’oncogenic properties in a model of Mouse Embryonic Fibroblasts
transformed with the H-Ras V12 oncogene. TRAF2 is a molecular adaptor allowing the recruitment of clAP1 in signaling
platforms. TRAF2 trimer binds to the BIR1 domain of clAP1 and mutation or depletion of this domain inhibited tumor growth
and metastases formation. The expression of an isolated BIR1 domain forced the aggregation of TRAF2 and was sufficient
to stimulate tumor growth. clAP1/TRAF2 stimulated the activation of ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) and
NF-kB (Nuclear Factor kB) signaling pathways. The activation of NF-kB stimulated the production of IL-6, leading to
autocrine activation of STAT3 (Signal Transducers and Activators of Transcription 3) /JAK (Janus Kinase) pathway.
Niclosamide, an inhibitor of STAT3 activation, inhibited tumor growth of MEF expressing clAP1 but had no effect on MEF
expressing the clAP1 mutant depleted from its BIR1 domain in a xenograft model in mice. These results showed for the
first time the importance of JAK/STAT3 pathway in the oncogenic properties of clAP1/TRAF2. The rest of my thesis work
focused on the study of the role of clAP1/TRAF2 in the development of pulmonary fibrosis. In a mouse model of pulmonary
fibrosis induced by bleomycin, the use of GDC-0152, an IAP antagonist, inhibited the disease development. The
development of pulmonary fibrosis is closely related to TGF- (Transforming Growth Factor-f). For the first time, a role of
clAP1 in cellular processes mediated by TGF- has been demonstrated. Depletion of clAP1 blocked cellular processes
mediated by TGF-B. In addition, the expression of a clAP1 mutant without E3 ubiquitin ligase activity or BIR1 domain also
inhibited these cellular processes. The latter are dependent of the canonical and alternative signaling pathways of TGF-p.
Depletion of clAP1 blocked the activation of these signaling pathways. An interaction between clAP1 and the TGFBR2
(TGF-B Receptor 2) was detected by GST pull-down and co-immunoprecipitation. All these data highlight new oncogenic
and pro-fibrotic properties of clAP1 dependent on its interaction with TRAF2.
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