N

N

Identification de mécanismes de régulation des fonctions
des interférons: Réle de la palmitoylation du récepteur
de l'interféron de type I

Julie Claudinon

» To cite this version:

Julie Claudinon. Identification de mécanismes de régulation des fonctions des interférons: Role de la
palmitoylation du récepteur de U'interféron de type I. Sciences du Vivant [g-bio]. Université Paris Sud
- Paris XI, 2008. Frangais. NNT: . tel-00354695

HAL Id: tel-00354695
https://theses.hal.science/tel-00354695
Submitted on 20 Jan 2009

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00354695
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE PARIS XI

FACULTE DE MEDECINE PARIS-SUD

Année 2007-2008

THESE

Pour obtenir le grade de

DOCTEUR DE L’UNIVERSITE PARIS XI

Spécialité Biochimie, Biologie Cellulaire et Moléculaire

Ecole doctorale de rattachement :

Signalisations, Neurosciences, Endocrinologie, Reproduction

Présentée et soutenue publiquement par

Julie CLAUDINON
Le 2 décembre 2008

Identification de mécanismes de régulation des fonctions
des interférons :
Role de la palmitoylation du récepteur de I’interféron de type I.

Directeur de recherche : Christophe LAMAZE

JURY (y compris le directeur de these)

Mme Micheline MISRAHI Présidente
Mme Anne-Odile HUEBER Rapporteur
M. Bruno BEAUMELLE Rapporteur
Mme Florence NIEDERGANG Examinateur

M. Jean KANELLOPOULOS Examinateur




Identification de mécanismes de régulation des fonctions
des interférons :
Role de la palmitoylation du récepteur de I’interféron de type I.

Theése réalisée au laboratoire

« Trafic, signalisation et ciblage intracellulaires »
Institut Curie — UMR144 Institut Curie-CNRS
26 rue d’Ulm 75248 PARIS Cedex 05



Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier vivement les membres du Jury d’avoir accepté d’évaluer ce
travail : Micheline Misrahi (Présidente), Anne-Odile Hueber (rapporteur), Bruno Beaumelle
(rapporteur), Florence Niedergang (examinateur) et Jean Kanellopoulos (examinateur). J’exprime en
particulier ma gratitude a Florence Niedergang, également ma tutrice de thése, pour son aide et ses

conseils durant ces derniers mois.

Je voudrais ensuite remercier Ludger Johannes et Christophe Lamaze de m’avoir accueillie
dans leur laboratoire, et de m’avoir ainsi donné la chance de travailler dans les conditions

exceptionnelles de I’institut Curie.

Je remercie chaleureusement tous les membres de I’équipe « trafic, signalisation et ciblage
intracellulaires » avec qui j’ai vécu ces trois années de thése. Merci a mes collégues de 1’équipe
« interféron », Emilie B, avec qui j’ai partagé les joies et déceptions de nos projets, Richard, et
Christine. Un grand merci aussi a Valérie, Bahne, Yoko, Romain, Getao, Siau, Emilie H, Marianne,

Estelle, Vincent, Darius et Bidisha.

Merci a Fatima, pour son aide précieuse, sa sagesse et son sourire. Je remercie bien sir
¢galement tous les membres du premier étage, et toutes les personnes de l’institut Curie avec

lesquelles j’ai été amenée a travailler.

Je voudrais remercier Pierre Eid, avec qui nous avons collaboré sur les projets palmitoylation et
mutants d’endocytose, pour son aide et sa gentillesse. Merci aussi a Pauline, pour avoir partagé avec

moi I’aventure du projet palmitoylation.

J’adresse un merci tout particulier 8 Winni, pour m’avoir soutenue et aidée tout au long de ma

theése, pour m’avoir supportée dans les moments difficiles, et toujours bien conseillée.

Enfin, je remercie naturellement ma famille et mes amis, avec une attention particuliere a ma

mere et ma grand-meére, a William, et avec un clin d’ceil a Soléne, pour leur soutien inébranlable.

Merci a toutes les personnes que j’ai pu oublier, avec toutes mes excuses. Merci a toutes les

personnes qui ont lu et liront ce manuscrit.



Résumé

Les interférons (IFNs) de type I sont des cytokines qui jouent un rdle capital dans les défenses
immunes, antivirales et antiprolifératives de 1’organisme. En se liant a leur récepteur de surface,
composé¢ des deux sous-unités IFNAR1 et IFNAR2, ils induisent la cascade de signalisation
JAK/STAT qui aboutit a leur effets biologiques. L’objectif de ma thése était d’identifier des
mécanismes de régulation de la signalisation des IFNs. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés
a la palmitoylation du récepteur de I’IFN de type I, une modification lipidique souvent impliquée dans
le trafic et la signalisation des protéines. Par marquage métabolique au palmitate triti€¢, nous avons
montré qu lIFNARI1 et IFNAR2 sont palmitoylées. Le domaine cytoplasmique d’IFNARI contient

93 et Cys™®, qui sont des sites potentiels de palmitoylation. A 1’aide de mutants sur

deux cystéines, Cys
chacune de ces cystéines, nous avons montré qu’ IFNARI1 est palmitoylée uniquement sur sa cystéine
la plus proche de la membrane plasmique, la Cys*”. Un mutant non palmitoylé dans lequel cette
cystéine a été remplacée par une alanine nous a permis de constater que la palmitoylation d’IFNARI1
n’est pas impliquée dans son trafic intracellulaire, dans son endocytose ni dans sa stabilité, mais qu’en
revanche elle joue un réle crucial dans ’activation de la voie de signalisation JAK/STAT. De facon
concordante, la palmitoylation d’IFNARI est requise pour ’activation transcriptionnelle des génes

induits spécifiquement par I’I[FN-a. Par contre, un défaut de palmitoylation n’influence nullement

I’activité antiproliférative de I’IFN-a, en dépit du role de cette modification dans la signalisation.

MOTS CLES
Palmitoylation, interféron, récepteurs des interférons, signalisation, JAK/STAT, trafic intracellulaire,

microdomaines membranaires, modifications lipidiques



Abstract

Type I interferons (IFNs) play key roles in mediating innate and acquired immune responses, in
host defense against viral infections, and exhibit antiproliferative and tumoricidal activity. Through the
binding to their shared cell surface receptor, composed of the two subunits IFNAR1 and IFNAR?2,
they induce the JAK/STAT signaling cascade, thus leading to their biological effects.

The goal of my thesis was to identify regulatory mechanisms of IFNs signaling. In this context, we
analyzed the role of protein palmitoylation, a lipid modification which is known to be involved in
trafficking and signaling of proteins. We found that pharmacological inhibition of palmitoylation
results in severe defects of IFN receptor endocytosis and signaling. We generated mutants of IFNAR1
where each or both of the two cysteines present in the cytoplasmic domain were replaced by alanines.

463

We found that only Cys™, the most proximal of the two cytoplasmic cysteines, is palmitoylated.
A thorough microscopic and biochemical analysis of the palmitoylation-deficient IFNAR1 mutant
revealed that IFNAR1 palmitoylation is not required for receptor endocytosis, intracellular
distribution, or stability at the cell surface. Nevertheless, the lack of IFNAR1 palmitoylation results in
major defects in JAK/STAT signaling and gene transcription activated by IFN-a. Suprisingly, it had

no effect on IFN-a antiproliferative activity, in spite of the importance of palmitoylation for signaling.

KEY WORDS
Palmitoylation, interferon, interferons receptors, signalisation, JAK/STAT, intracellular trafficking,

rafts, lipid modifications
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Mx: myxovirus resistance

N
NK: natural killer
NMT: N-myristoyltransferase

nSMase: neutral sphingomyelinase

(0]
OAS: oligoadenylate synthase
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P

P: phosphate

PAT: palmitoyl acyltransferase

Pfa: protein fatty acyl transferase

PI: phosphatidylinositol

PI3K: phosphatidyl inositol 3 kinase
PIAS: protein inhibitor of activated Stats
PKA: protéine kinase A

PKC: protéine kinase C

PKR: protein kinase RNA dependent
PLC: phospholipase C

PPT: protein palmitoyl thioesterase
PRR: pattern recognition receptor

PSD: post-synaptic density

pSTATI: forme phosphorylée de STATI
PTP: protein tyrosine phosphatase

Q-R
RE: réticulum endoplasmique

RGS: regulator of protein G signaling

RIG-I: retinoic acid inducible gene I (hélicase a ARN)

RNaseL: ribonucléase L

S

SDS: sodium dodecyl sulfate

Ser: sérine

SFK: Src family of tyrosine kinase

SH2: Src Homology 2 Domain

SNARE: soluble NSF attachment receptor
SOCS: suppressor of cytokine signaling

T

TAP: transporter activated protein
TBK1: TANK binding kinase
TCR: T cell receptor

TF: transcription factor
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TGF-B: transforming growth factor

Th: T helper

TLR: Toll-like receptor

TNF: tumor necrosis factor

TRAIL: TNF related apoptosis inducing ligand
TRIF: TLR adapter molecule I

Tyr: tyrosine

U-Z

VHB: virus de I’hépatite B

VHC: virus de I’hépatite C

VIH: virus de ’'immunodéficience humaine

Yck: yeast casein kinase
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Les interférons (IFNs) de type I sont de petites molécules appartenant a la famille des cytokines
hélicoidales qui posseédent des propriétés antivirales, antiprolifératives et immunomodulatrices. Ces
fonctions en ont fait un traitement de choix pour certaines maladies virales chroniques et pour certains
types de cancers. La liaison des IFNs de type I a leur récepteur, composé des deux sous-unités
IFNARI1 et IFNAR2, induit les événements de signalisation qui conduisent a leurs effets biologiques.
L’étude des voies de signalisation induites par les IFNs ont permis au cours des années 1980-1990 la
découverte de la voie JAK/STAT, ¢lément majeur de leur signalisation. Toutefois, d’autres voies ont
¢galement été impliquées par la suite, telles que la voie des MAPK et de la PI3K, et la modulation de
la signalisation des IFNs apparait étre réellement complexe, dépendant de facteurs multiples. Il est
important de mieux comprendre les mécanismes d’action de I'IFN de type I, notamment pour
améliorer son efficacité en tant qu’agent thérapeutique.

Mon laboratoire d’accueil a exploré le role de I’endocytose des récepteurs des IFNs dans
I’induction de la voie JAK/STAT, et a ainsi lié 1’endocytose dépendante de la clathrine a la
signalisation JAK/STAT induite par I’I[FN-a. L’objectif de notre travail est d’identifier des modes de
régulation de la signalisation des IFNs, en particulier en étudiant le trafic intracellulaire de leurs
récepteurs. Les modifications post-traductionnelles des récepteurs, telles que la phosphorylation ou
I’acétylation, apparaissent jouer un réle important dans la signalisation : ¢’est pourquoi nous avons
envisagé cette direction. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a la palmitoylation du
récepteur de I'IFN de type I, une modification lipidique souvent impliquée dans le trafic et la
signalisation des protéines.

La palmitoylation, ou S-acylation, consiste en 1’attachement d’un acide gras saturé a longue
chaine, le plus souvent un palmitate, sur un ou plusieurs résidus cystéines d’une protéine par
I’intermédiaire d’une liaison thioester. De nombreuses protéines sont concernées par cette
modification lipidique qui a lieu au niveau des membranes. La palmitoylation est impliquée dans
diverses fonctions, telles que I’ancrage membranaire des protéines cytosoliques, I’endocytose, 1’export
des protéines vers la surface ou leur localisation dans le compartiment cellulaire approprié, la
localisation dans les microdomaines membranaires de type raft, la stabilité protéique, et également, de
facon importante, dans la signalisation. IFNAR1 et IFNAR2 possédent chacune deux résidus cystéines
dans leur domaine cytoplasmique, nous avons donc voulu savoir si le récepteur de I’IFN de type I était
palmitoylé et si cela pouvait jouer un rdle dans la signalisation, en particulier par I’intermédiaire de

fonctions sur le trafic.

Lors d’études préliminaires, j’ai montré qu’un traitement des cellules par un inhibiteur général
de la palmitoylation, le 2-bromopalmitate, provoque une inhibition importante de 1’endocytose

d’IFNARI et de I’induction de la voie de signalisation JAK/STAT par I’IFN-a. Ceci a laissé penser
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que le récepteur de I’IFN de type I pouvait étre palmitoylé et que cette modification pouvait étre
nécessaire & son endocytose ainsi qu’a ses fonctions de signalisation, bien que les effets observés
puissent étre dus a la palmitoylation d’autres protéines.

Afin de démontrer si IFNAR1 et IFNAR2 sont elles-mémes palmitoylées, nous avons effectué
un marquage métabolique au palmitate tritié. Nous nous sommes ensuite focalisés sur [IFNAR1, qui est
la sous-unité la plus importante pour la transduction du signal. Par mutation des cystéines
cytoplasmiques d’IFNARI, nous avons pu identifier la cystéine palmitoylée. Afin d’explorer les
fonctions de la palmitoylation d’IFNARI, nous avons caractérisé un mutant non palmitoylé pour son
trafic et son aptitude a induire la voie de signalisation JAK/STAT ainsi que 1’activité transcriptionnelle
et les effets biologiques de I’IFN-a.

A T’aide d’expériences d’immunofluorescence dans lesquelles nous avons effectué des co-
localisations avec des marqueurs spécifiques de différents compartiments cellulaires, nous avons
analysé par microscopie confocale le role de la palmitoylation d’IFNARI1 dans sa localisation
intracellulaire. Nous avons effectué des essais d’endocytose par cytométrie de flux et par
immunofluorescence pour regarder le réle de la palmitoylation d’IFNAR1 dans son internalisation, et
nous avons réalisé¢ des essais de demie-vie a la membrane plasmique par cytométrie de flux pour
explorer le role de la palmitoylation d’IFNAR1 dans sa stabilité. Afin d’étudier le role de la
palmitoylation dans I’activation de la voie JAK/STAT, nous avons analysé par des méthodes
biochimiques I’induction de la phosphorylation de TYK2 et de JAK1 par I’'I[FN-a, et nous avons
regardé par immunofluorescence la translocation nucléaire de la forme phosphorylée de STAT1. Nous
avons également cherché a étudier le role de la palmitoylation d’IFNAR1 dans I’activation de la
transcription a 1’aide d’un géne rapporteur luciférase placé sous le contréle d’un promoteur contenant
un élément ISRE, spécifiquement activé par I’'IFN de type 1. Enfin, nous avons exploré le réle de la
palmitoylation sur les effets biologiques de I’IFN de type I, en mesurant ’action antiproliférative de

I’IFN-a sur les cellules exprimant le mutant non palmitoylé ou la forme sauvage d’IFNARI.

Dans I’introduction de ce manuscrit de thése, je m’attacherai dans la premiére partie a décrire
les connaissances actuelles sur notre modéle d’étude, I’'IFN de type I et son récepteur. Je détaillerai ses
voies de signalisation, ses activités biologiques et ses applications thérapeutiques, ainsi que le trafic
intracellulaire du récepteur. Dans la deuxiéme partie de 1’introduction, je ferai le tour des
connaissances actuelles sur la palmitoylation, ses mécanismes et ses fonctions. L’objectif et les

résultats de mon travail de thése seront ensuite présentés, puis discutés.
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Partie I : Les interférons et leurs récepteurs

LI Les interférons

L.I.1 Généralités

Les cytokines sont de petites protéines sécrétées par certaines cellules qui affectent le
comportement d’autres cellules. Les interférons (IFNs) sont des cytokines qui possédent des effets
antiviraux, antiprolifératifs et immunomodulateurs. IlIs ont été découverts en 1957 par Isaacs et
Lindenmann, comme une substance qui protégeait les cellules des infections virales (Isaacs and
Lindenmann, 1957).

11 existe trois types d’IFNs, le type I, le type II et le type III. L’IFN de type I regroupe 7 classes
différentes : 'IFN-a (qui est lui-méme divisé en 13 sous-types, 'lFN-al, -a2, -a4, -a5, -a6, -a7,
-a8, -al0, -al3, -al4, -al6, -al7, et -a21), 'IFN-B, 'IFN-¢, 'IFN-k, 'IFN-w, ’IFN-6 et I'IFN-t.
Les geénes qui codent les IFNs de type I sont localisés sur le chromosome 9 chez ’homme, et sur le
chromosome 4 chez la souris. Tous les IFNs de type I se lient a un récepteur commun, le récepteur de
I’'IFN de type I (Pestka et al., 2004).

En revanche, il n’y a qu’un seul type d’IFN de type II, I’'IFN-y. Le géne qui code pour cette
cytokine se trouve sur le chromosome 12 chez I’homme et sur le chromosome 10 chez la souris.
L’IFN-y se lie a un récepteur différent du type I, le récepteur de I’'IFN de type II. L’IFN-y ne posséde
pas vraiment d’homologie avec les IFNs de type I, mais a été classifié dans la famille des IFNs en
raison de sa capacité a interférer avec les infections virales, ce qui correspond a la définition originale
de ’'IFN (Pestka et al., 2004).

Une nouvelle classe d’IFNs, ou « molécules similaires aux IFNs», a émergé récemment
(Sheppard et al., 2003). Il s’agit de I’interleukine-29 (IL-29), de I’IL-28A et de I’IL-28B, nommées
aussi IFN-A1, IFN-A2 et IFN-A3, respectivement. Les IFN-A ont également des propriétés antivirales,
mais sont structuralement distincts des IFNs de type I et de type II. IIs lient un récepteur de surface
différent composé de deux chaines, IFNLR1 (connu aussi comme IL-28Ra) et IL-10Rf. Cette
nouvelle classe représente les IFNs de type III (Kotenko et al., 2003; Uze and Monneron, 2007)
(tableau 1).
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Type d‘IFN Locus du géne humain  Récepteur: chaine 1  Récepteur: chaine 2
Typel IFN-a 9p21+3 (T) IFN-oR1 IFN-aR2
IFN-B 9p21+3 (T)
IFN-8 aucun
IFN-¢ 9p21+3 (C)
IFN-« 9p21+1 (T)
IFN-t aucun
IFN-0 9p21+3 (T)
Type II IFN-y 12q14+3 (C) IFN-yR 1 IFN-yR2
Type Il IFN-Al (IL-29) 19q13+2 (T) IFNLRI (IL-28R0) IL-10RpB
IFN-A2 (IL-28A) 19q13+2 (C)
IFN-A3 (IL-28B) 19q13+2 (T)

Tableau 1. Les trois types d’IFN: nom, locus génique et récepteurs.

Les colonnes de gauche a droite indiquent les types, les sous-classes, la localisation du géne dans le
génome humain, et les composants du récepteur. Seules les localisations des génes humains sont
indiquées. La désignation (C) indique que la transcription se déroule vers le centromére, tandis que (T)
indique que la transcription se déroule vers les télomeéres.

LL.2 Spécificité d’espéce

Si la plupart des IFNs sont exprimés chez beaucoup d’espéces mammiféres, I’'IFN-6 et I'IFN-t
sont exprimés uniquement chez le cochon et les bovins respectivement, tandis que ’IFN-f et I'I[FN-o

ne sont exprimés que chez I’homme (Pestka et al., 2004).

I.1.3 Structure des IFNs

L’IFN de type I appartient a la famille des cytokines hélicoidales et a pour structure cing
hélices-a. qui sont liées par une boucle qui connecte les hélices A et B (boucle AB) et trois autres
segments (boucles BC, CD, et DE). La boucle AB contient de courts segments de 310 hélices, et est
subdivisée en trois parties, AB1, AB2 et AB3. Elle joue un role critique dans 1’affinité pour la chaine 2
du récepteur (IFNAR2). Une comparaison de tous les IFNs de type I connus montre une structure de
base conservée qui comprend les hélices A, B, C, D et E et la boucle AB (figure 1). L’IFN de type |
existe sous forme d’un monomere de 166 acides aminés.

Par contraste, I’IFN-y forme un homodimére, chaque partie étant constituée de 6 hélices. La

séquence protéique mature de I’IFN-y comporte 143 acides aminés.
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IFN-a2b IFN-B8

Figure 1. Représentation structurale « en rubans » des IFNs de type L.

La structure de ’IFN-a2b est représentée a gauche, celle de I’IFN-B a droite. Les hélices alpha sont
colorées en vert, les boucles en doré, et les segments a 310 hélices de la boucle AB en bleu.
Ct = domaine C-terminal, Nt = domaine N-terminal. Voir le texte pour plus de détails. D’aprés Pestka
etal., 2004.
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1.1.4 Cellules sécrétant les IFNs

L’IFN-a est secrété principalement par les leucocytes et les cellules dendritiques, I'IFN-P par
les fibroblastes, et I’IFN-y par les cellules T et les cellules NK (natural killer). Néanmoins, il semble

que les IFNs de type I soient également secrétés par de nombreux autres types cellulaires (Pestka et al.,

2004).

LLS5 Induction de la production des IFNs

La production des IFNs est transitoire et nécessite la stimulation par des virus ou des produits
microbiens. A D’origine, lors de la découverte des IFNs, le virus Influenza a été identifi¢é comme
inducteur de leur production (Isaacs and Lindenmann, 1957). Plus tard, d’autres inducteurs ont été
découverts, incluant des produits de bactéries et de protozoaires, de virus 8 ADN et & ARN, mais aussi
des acides nucléiques microbiens, des lipides, des polysaccharides et des protéines (Borden et al.,
2007). Tous ces produits microbiens induisent la production de I’IFN via ’activation de leurs TLRs
(Toll-like receptors) respectifs (figure 2).

La plupart des efforts de recherche pour comprendre les mécanismes cellulaires responsables de
I’induction des IFNs ont été réalisés avec I’ARN double-brin. L’ARN double-brin est reconnu par le
TLR3, présent principalement sur les membranes endocytiques, mais également par deux hélicases a
ARN cytoplasmiques, RIG-I (retinoic acid inducible gene I) et MDAS (melanoma differentiation
associated protein 5). TRIF (TLR adapter molecule I) est une protéine adaptatrice pour la signalisation
du TLR3, et IPS1 (IFN-B promoter stimulator 1) est une protéine adaptatrice pour RIG-I et MDAS.
TRIF et IPS1 recrutent IKK (inhibitor of NF-«xB kinase) et TBK1 (TANK binding kinase).

L’induction de la transcription des geénes codant pour les IFNs est induite par la liaison des
facteurs de transcription activés par les TLRs a leurs promoteurs. Ces facteurs de transcription incluent
des protéines de la famille des IRF (IFN regulatory factor), en particulier IRF3 et IRF7, et NF-kB. Les
IRFs sont activées par TBK1 et IKKe, elles se dimérisent ensuite et sont transloquées dans le noyau.
IKK phosphoryle IxkB ce qui induit son relargage de NF-kB, NF-kB est ensuite activé par
phosphorylation par d’autres kinases (Borden et al., 2007).
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Figure 2. Activation des Toll-like receptors (TLRs).

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 sont localisés a la surface de la cellule. Leurs domaines
extracellulaires (représentés par des cylindres) se lient spécifiquement a des produits microbiens qui
agissent comme des ligands. Les domaines intracellulaires (représentés par des sphéres) transduisent le
signal via des protéines de signalisation cytoplasmiques spécifiques. Les TLRs fonctionnent en tant
qu’homodiméres ou hétérodimeéres. Les ligands spécifiques pour plusieurs de ces dimeéres sont listés
en haut de la figure. Plusieurs autres TLRs, tels que TLR3, TLR7/8 et TLRY, reconnaissent
spécifiquement les acides nucléiques qui sont produits par les virus. Ils sont localisés sur la membrane
endosomale avec les domaines de liaison du ligand dirigés vers la lumicre et les domaines de
signalisation dirigés vers le cytoplasme. Ils fonctionnent également en tant que diméres et
reconnaissent I’ARN double brin (dsRNA), I’ARN simple brin (ssRNA) ou I’ADN double brin
contenant des séquences CpG. GPI, glycosylphosphatidylinositol; LPS, lipopolysaccharide. D’apres
Borden et al., 2007.
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LII Les récepteurs des IFNs

LIL.1 Généralités

Les IFNs de type I se lient & un récepteur commun composé¢ de deux chaines, IFNARI et
IFNAR2, dont les génes se trouvent sur le chromosome 21. IFNARI est une protéine
transmembranaire de 110 kDa dont ’ADNc a été cloné en 1990 (Uze et al., 1990). IFNAR2 a été
purifiée quatre ans plus tard, puis caractérisée en 1995 (Domanski et al., 1995; Novick et al., 1994).
IFNAR?2, également transmembranaire, existe sous deux formes résultant d’un épissage alternatif du
méme géne : une forme de 55 kDa dont la partie intracellulaire est courte (IFNAR2b) et une forme
longue (IFNAR2c) d’environ 95 a 100 kDa (Mogensen et al., 1999). La forme courte est non
fonctionnelle. Dans la suite de ce manuscrit, nous considérerons par |’abréviation IFNAR2
uniquement la forme longue.

L’unique IFN de type II, I'IFN-y, se lie a un récepteur composé également de deux chaines,
IFNGR1 (90 kDa) et IFNGR2 (62 kDa). Le géne codant pour IFNGR1 est localisé sur le chromosome
6, son ADNCc a été cloné en 1988 (Aguet et al., 1988). IFNGR2, qui a été isolé en 1994, est localisé sur
le chromosome 21 (Soh et al., 1994). La liaison de I’'I[FN-y induit la formation d’un complexe
tétramérique composé de deux de chacune des deux chaines du récepteur (figure 3).

Si IFNAR est exprimé par une majorité de cellules, IFNGR est exprimé principalement par les

macrophages, les monocytes, les cellules B et les cellules endothéliales.

LIL.2 Formation du complexe ligand-récepteur pour I’IFN de type I

o Sites de liaison

Les IFNs de type I se lient a IFNAR2 au niveau des boucles 43-53, 76-80 et des résidus inter-
domaines 100-110 (figure 4) (Chill et al., 2003). IFNARI1 posséde plusieurs domaines structuraux
fibronectine de type III (FNIII). Des études in vitro ont montré que les trois domaines FNIII
N-terminaux sont requis pour la reconnaissance du ligand. De plus, la liaison de I’'IFN induit un
changement conformationnel du domaine extracellulaire d’IFNAR1 (Lamken et al., 2005).

Tous les IFNs de type I se lient au méme épitope sur IFNAR?2, bien qu’ils présentent des centres
de liaison différents (Peleg-Shulman et al., 2004). Les IFN-a et —f lient également le méme épitope
sur IFNARI1 (Uze et al., 2007).

o Affinités des IFNs de type I pour les deux sous-unités du récepteur
Les IFNs de type I se lient a IFNAR2 avec une affinité beaucoup plus forte que pour IFNARI,
de 1000 fois supérieure. Il existe aussi des différences d’affinité entre les sous-types d’IFNs de type |

pour IFNAR2 et IFNARI. Ainsi, les affinités pour IFNAR2 vont de 100 nM (IFN-al) a 100 pM
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(IFN-B). Les affinités pour IFNAR1 sont seulement de I’ordre du uM, a I’exception de I’IFN- qui se
lie a IFNARI1 avec une affinité plus élevée (K4 = 100 nM). Les différences d’affinité avec lesquelles
les IFNs de type I lient leur récepteur ont été impliquées dans des différences de signalisation (Jaks et

al., 2007).

o Formation du complexe ternaire IFNARI1-IFNAR2-1FN

Les données d’analyse fonctionnelle d’IFNAR1 et IFNAR?2 et les études de liaison qui ont été
réalisées jusqu’alors sont en faveur d’un complexe entre IFNARI1, IFNAR2 et IFN présentant une
stoechiométrie 1:1:1 (Uze et al., 2007). Aucune interaction entre les deux sous-unités du récepteur n’a
pu étre observée (Lamken et al., 2004), I’existence d’un complexe pré-assemblé a la membrane
plasmique peut donc étre exclue. En accord avec les études de liaison qui ont été réalisées, un
mécanisme de liaison a deux étapes a été expérimentalement confirmé, dans lequel I'IFN se lie
d’abord & une sous-unité puis recrute 1’autre (figure 5) (Gavutis et al., 2005). Deux voies différentes
possibles sont représentées (figure 5). Si la liaison initiale de I’'IFN a IFNAR2 semble plus probable en
raison de sa haute affinité (voie 1), la voie 2 dans laquelle I’'IFN se lie d’abord a IFNARI1 est aussi
possible (Gavutis et al., 2006). La disponibilit¢ d’IFNARI, dont les concentrations sont souvent

basses, semble étre 1’é1ément limitant dans la formation du complexe ternaire.
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Figure 3. Activation des récepteurs des IFNs de type I, de type II et de type III.

Les IFNs de type I interagissent avec les chaines IFNARI et IFNAR2 du récepteur de I’IFN de type [;
I’IFN-y, unique représentant de I’IFN de type II, avec les chaines IFNGRI1 et IFNGR2 du récepteur de
I’IFN de type 1II; et les IFNs de type III ou IFN-As avec la chaine 1 du récepteur de I’'IFN-A (IFNLRI1,
aussi nommeée IL28RA) et la chaine 2 du récepteur a I’'IL-10 (IL1I0OR2, aussi nommée IL10RB).
L’IFN-y est un homodimeére antiparalléle qui se lie de fagon symétrique a deux récepteurs : deux
chaines IFNGR1 et deux chaines IFNGR2.

Chaque chaine des récepteurs est associée a une tyrosine kinase de la famille JAK: IFNARI1 et
IFNAR2 sont associées a TYK2 et JAKI, respectivement ; IFNGR1 et IFNGR2 a JAK2 et JAKI ;
IL10R2 et IFNLR1 a TYK2 et JAKI. La liaison de I’IFN induit 1’activation par phosphorylation des
JAKSs, qui a leur tour phosphorylent les STATs. Une fois activées, les STATs se dimérisent et sont
transloquées dans le noyau. Les IFNs de type I et de type III induisent la formation d’hétérodiméres
STATI1-STAT2, qui s’asocient avec IRF9 pour former le complexe de transcription ISGF3. ISGF3
reconnait les éléments ISRE des promoteurs de certains geénes induits par les IFNs. L’IFN-y induit la
formation d’homodiméres STATI-STATI, qui reconnaissent les éléments GAS.

Toutes les chaines des récepteurs aux IFNs appartiennent a la classe 2 des récepteurs aux cytokines
hélicoidales, qui est définie par la structure des domaines extracellulaires de leurs membres : environ
200 acides aminés structurés en deux domaines de 100 acides aminés (modules fibronectine de type
IIl), eux-mémes structurés en sept feuillets-f arrangés en B-sandwich. Le domaine extracellulaire
contient le site de liaison au ligand. IFNAR2, IFNLRI1, IL10R2, IFNGR1 et IFNGR2 sont des
représentants classiques de cette famille, tandis qu’IFNARI est atypique en raison de son domaine
extracellulaire dupliqué. GAS, IFN-y-activated site; IRF9, IFN regulatory factor 9; ISGF3,
IFN-stimulated gene factor 3 ( complexe STAT1-STAT2-IRF9); ISRE, IFN-stimulated response
element; P, phosphate; STAT1/2, signal transducers and activators of transcription 1/2. D’aprés
Borden et al., 2007.
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IFNAR2-EC IFN-c2

IFNAR1 IFNAR1

Figure 4. Modélisation du complexe IFN-récepteur.

(A) Représentation du site de liaison entre IFNAR2-EC (domaine extracellulaire) et IFN-a2. Les six
paires de résidus intéragissant (déterminées par des études de double mutants) sont connectées par des
lignes. Les résidus de liaison sont nommés et colorés ainsi: vert clair, aliphatique; vert foncé,
aromatique ; rouge et bleu, résidus chargés respectivement négativement et positivement; bleu clair,
histidine ; cyan, asparagine et glutamine ; orange, sérine et thréonine.

(B) Organisation du complexe ternaire IFNAR1-IFNAR2-IFN. Le complexe IFNAR2-EC/IFN-02 est
représenté par des rubans bleu (IFNAR2-EC) et rouge (IFN-02), leur interface de liaison est
représentée en orange. Les deux domaines de 200 acides aminés d’IFNAR1 (D1 et D2) sont
représentés en représentation de surface. Les régions d’interaction entre IFNAR1 et IFN-a2 sont
représentées en violet.

D’aprés Chill et al., 2003.
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Figure 5. Assemblage en deux étapes du complexe ternaire.

Aprés liaison du ligand a 1’'une des sous-unités du récepteur, la seconde sous-unité est recrutée par
interaction latérale dans la membrane. Deux voies d’assemblage sont possibles. Etant donné que la
premiére étape de liaison du ligand a I'une des sous-unité du récepteur est limitante, la population des
deux voies dépend uniquement des constantes d’association K1 et K4, et des concentrations relatives
d’IFNARI et IFNAR2. Le complexe ternaire est dans un équilibre dynamique avec les complexes
binaires, ce qui est déterminé par I’affinité des constantes K2 et K3. En particulier pour les sous-types
IFN-a, la faible affinité envers IFNARI1 (K2) limite son recrutement vers le complexe ternaire. Adapté
d’aprés Gavutis et al., 2006.

28



INTRODUCTION

LIl Voies de signalisation des IFNs

Si I’on pensait a 1’origine que toute la signalisation des IFNs se faisait par la voie JAK/STAT, il
est aujourd’hui évident que cette voie seule n’est pas suffisante pour 1’induction de tous les effets
biologiques des IFNs. D’autres voies de signalisation, telles que la voie des MAP kinases et la voie de
la PI3 kinase, sont également impliquées. La modulation de la signalisation des IFNs apparait étre

réellement complexe, dépendant de nombreux paramétres et aboutissant a des réponses différentes.

LIII.1 La voie JAK/STAT

La voie de signalisation majeure et la mieux connue induite par les IFNs est la voie JAK (Janus

Activated Kinase) — STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) (Platanias, 2005; Stark
et al., 1998). Cette voie de signalisation a ét¢ découverte dans les années 1990 lors des recherches sur
les voies de signalisation induites par les IFNs (Fu et al., 1992; Velazquez et al., 1992).
Chaque sous-unité des récepteurs aux IFNs est liée constitutivement a un membre de la famille des
JAKs. Ainsi, IFNARI est liée a TYK?2 (tyrosine kinase 2) et IFNAR2 a JAKI1, IFNGRI est liée a
JAK1 et IFNGR2 a JAK2, quant aux sous-unités du récepteur du type III, IL-10R2 est lice a TYK2 et
IFNLR1 a JAKI1 (figures 3 et 6) (Platanias, 2005; Sadler and Williams, 2008). La liaison de I’IFN a
son récepteur induit la dimérisation des sous-unités du récepteur puis 1’autophosphorylation et la
transactivation des JAKs associées, qui ensuite phosphorylent et activent les STATs. Une fois
activées, les STATs se dimérisent et sont transportées dans le noyau ou elles initient la transcription
des génes stimulés par les IFNs (ISGs) (Stark, 2007; Stark et al., 1998).

Dans le cas de I’'IFN de type I, STAT2, qui est liée constitutivement a IFNAR2, est recrutée
suite 4 son activation sur la tyrosine 466 (Tyr**®) d’IFNARI1, préalablement phosphorylée par TYK2.
STAT2 recrute ensuite STATI, qui peut seulement alors étre activée par phosphorylation sur sa Tyr’*'
(figure 6) (Mogensen et al., 1999). L’IFN-y, quant & lui, induit la phosphorylation des Tyr**" des deux
sous-unités IFNGR1, qui peuvent alors recruter STAT1 (Shuai et al., 1992).

L’IFN de type I induit la formation d’hétérodimeéres STAT1-STAT2, qui s’associent ensuite a
I’IRF9 (IFN Regulatory Factor 9, aussi connu sous le nom de p48) pour former le complexe de
transcription ISGF3 (ISG factor 3). Ce complexe se lie aux éléments ISREs (IFN stimulated response
elements) qui sont présents dans les promoteurs de certains ISGs, initiant ainsi leur transcription
(Platanias, 2005). L’IFN-y induit la formation d’homodiméres STAT1-STAT] qui constituent le
complexe GAF (IFN-y activation factor), qui se lie a des éléments différents, les éléments GAS (IFN-y
activated site). Comme I’IFN de type I, 'IFN de type III induit la formation de ’'ISGF3. L’IFN de
type I, de fagon mineure, peut aussi induire la formation d’homodimeres STAT1-STAT]I, mais I’I[FN-y
ne peut pas induire la formation d’hétérodimeres STATI-STAT?2 ; I’activation des promoteurs
contenants des ISREs est donc spécifique aux IFNs de type I et de type III (Platanias, 2005; Sadler and
Williams, 2008).
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Figure 6. Représentation schématique des sous-unités du récepteur de I’'IFN-a, IFNARI1 et
IFNAR2.

IFNARI1 et IFNAR2 (rectangles violets) sont des protéines transmembranaires ayant leur extrémité
NH, dirigée vers I’extérieur de la cellule et leur extrémit¢é COOH dirigée vers le cytoplasme. La
membrane plasmique est représentée par un rectangle orange. Les tailles respectives, en acides aminés
(aa), de leurs domaines extracellulaires, transmembranaires et cytoplasmiques sont indiquées en violet.
Les positions des sites de liaison a TYK2, JAK1 et STAT2 sont indiquées. Dans les conditions
restantes, STAT2 est liée a IFNAR2 ; aprés stimulation par I'IFN, STAT2 se lie au résidu Tyr*®
phosphorylé de IFNARI1 et recrute STATI. Informations issues des références suivantes : Mogensen
et al., 1999; Nadeau et al., 1999; Domanski et al., 1997 ; Yan, Krishnan, Greenlund et al., 1996; Yan,
Krishnan, Lim et al., 1996.
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La famille des STATs comprend sept membres (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSA,
STATSB et STAT6), qui peuvent tous étre activés par ’IFN de type I (van Boxel-Dezaire et al.,
2006). Tous les IFNs de type I peuvent activer STATI, STAT2, STAT3 et STATS, quant a
I’activation de STAT4 et STATS, elle est induite par seulement par I’I[FN-a et restreinte a certains
types cellulaires. Les complexes de STATs pouvant étre formés par I'IFN de type I incluent les
homodiméres STAT1-STAT1, STAT3-STAT3, STAT4-STAT4, STAT5-STATS et STAT6-STATS,
ainsi que les hétérodiméres STATI-STAT2, STATI-STAT3, STATI-STAT4, STATI-STATS,
STAT2-STATS3, et STAT5-STATG6 (Brierley and Fish., 2005).

L’activation des STATs implique leur phosphorylation sur un résidu tyrosine par les JAKs,

70! La phosphorylation en tyrosine des STATs permettrait leur

ainsi, STAT]1 est phosphorylé sur la Tyr
dimérisation par I’intermédiaire de leurs domaines SH2 (Src Homology 2 Domain, domaines qui
interagissent avec les tyrosines phosphorylées). Les IFNs de type I et de type Il induisent également la

phosphorylation de STATI et de STAT3 sur un résidu sérine en position 727 (Ser’”’

). Cette
phosphorylation n’est pas requise pour la translocation nucléaire ni pour la liaison aux promoteurs des
ISGs, mais est essentielle a 1’activation compléte de ’activité transcriptionnelle. Il semble qu’une des
sérine kinases impliquées soit un membre de la famille des protéines kinases C (PKC), la PKC-6

(Platanias, 2005).

Plusieurs études semblent remettre en cause le modele classique de la signalisation des STATS
(Sehgal, 2008). Tout d’abord, contrairement au modele qui veut que les STATs existent a 1’état latent
sous forme de monomeéres qui se dimérisent suite a leur phosphorylation en tyrosine, il se trouve que
les STATs semblent ne pas exister sous forme monomérique mais plutdt sous forme dimérique voire
méme de macrocomplexes nommés « Statosomes » (Lackmann et al., 1998; Ndubuisi et al., 1999;
Sehgal, 2003). Ensuite, il a ét¢ montré que les formes non phosphorylées des STATs sont également
transcriptionnellement actives, mais au niveau de genes cibles différents de ceux des STATs
phosphorylés (Chatterjee-Kishore et al., 2000; Yang et al., 2005). Enfin, s’il est pensé que les STATs
sont dirigés vers le noyau suite a leur activation, il apparait que les STATs méme non phosphorylés
transitent entre le cytoplasme et le noyau et inversement de maniére constitutive. En revanche, la
stimulation par des cytokines induirait une diminution de leur export du noyau (Frahm et al., 2006;

Lodige et al., 2005; Meyer and Vinkemeier, 2004; Pranada et al., 2004).

LIIL2 Les autres voies de signalisation des IFNs

Si I’importance de la voie JAK/STAT dans la signalisation des IFNs a été largement démontrée,
cette voie seule n’est pas suffisante pour la génération de toutes les activités biologiques des IFNs.
D’autres voies de signalisation sont requises, qui peuvent agir indépendamment de la voie JAK/STAT

ou en coopération avec elle (Kalvakolanu, 2003).
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Figure 7. La protéine CRKL dans la signalisation de ’IFN de type 1.

CRKL est présente sous une forme latente cytoplasmique constitutivement associée avec C3G (voir
texte). STATS est associé avec TYK2 qui est liée a IFNARI1. Aprés la liaison de I’'IFN de type I & son
récepteur, CRKL s’associe avec TYK?2 et est rapidement phosphorylée sur un résidu tyrosine. Une fois
activée par phosphorylation, CRKL forme un complexe de signalisation avec STATS, également
phosphorylé sur un résidu tyrosine par TYK2. Le complexe CRKL-STATS est transporté dans le
noyau et se lie spécifiquement aux éléments GAS présents dans les promoteurs de certains ISGs
(IFN-stimulated genes), ce qui initie la transcription de ces génes. L’activation de CRKL par I'I[FN
induit également I’activité GEF (guanine nucleotide exchange factor) de C3G. C3G régule alors
I’échange du GTP de la petite protéine G RAPI1, ce qui résulte en ’activation de cette GTPase,
laquelle induit probablement des réponses antiprolifératives. D’aprés Platanias, 2005.
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LIIL.2.1 Les protéines CRK dans signalisation de I’IlFN

Les CRKs sont une famille de protéines adaptatrices qui comprend trois membres, CRKL,
CRKI et CRKII. CRKL a ¢été impliquée dans une voie de signalisation induite par ’IFN de type I
(figure 7) (Ahmad et al., 1997). La stimulation des cellules par I’IFN-a, I’'I[FN-B ou I'[FN-® induit
I’association de CRKL avec TYK2 et sa phosphorylation sur un résidu tyrosine. Une fois activée,
CRKL s’associe avec STATS qui est également phosphorylé par TYK2. Le complexe CRKL-STATS
est ensuite transloqué dans le noyau, ou il lie des éléments GAS présents dans les promoteurs de
certains ISGs, initiant ainsi leur transcription. L’activation de CRKL induit également 1’activité GEF
(guanine nucleotide exchange factor) de C3G, qui régule alors 1’échange du GTP de RAP1, une petite
GTPase apparentée a RAS qui induit probablement des effets antiprolifératifs (Feller, 2001).

LIIL.2.2 La voie des MAPK dans la signalisation de 'l FN

Les MAPK (mitogen activated protein kinase) sont des sérine/thréonine kinases qui induisent
des signaux impliqués dans la régulation de fonctions cellulaires importantes telles que la transcription
de génes, les régulations post-transcriptionnelles, 1’apoptose et la progression du cycle cellulaire.
Il existe trois groupes principaux de MAPK, qui sont les ERK (extracellular signal regulated kinase),
les p38, et les INK (JUN amino-terminal kinase) (Chang and Karin, 2001 ; Krishna and Narang,
2008). La voie de signalisation des MAPK est schématisée et expliquée figure 8.

La voie des MAPK la plus importante dans la signalisation de I’IFN est celle dépendante de la
p38. 11 a été¢ montré que 1’isoforme p38a est phosphorylée et activée par ’IFN de type I dans plusieurs
lignées cellulaires (Goh et al., 1999; Uddin, 2000). De plus, I’inhibition de p38 par des inhibiteurs ou
par mutation empéche la transcription de geénes induits par I’'IFN-a régulés par des éléments ISREs ou
des éléments GAS (Uddin et al., 2000; Uddin et al., 1999), et ces effets sont indépendants des STATs
(Li et al., 2004). En revanche, contrairement aux IFNs de type I, la transcription des génes induite par
I’IFN-y n’est pas perturbée lorsque la p38a est inhibée (Li et al., 2004).

La voie de la p38 joue un réle important dans les propriétés antiprolifératives et antivirales de
I’'IFN de type I (Platanias, 2005). Cette voie est représentée figure 9. Additionnellement a la p38, la
voie ERK est aussi stimulée par les IFNs de type I et de type II (David et al., 1995; Hu et al., 2001).
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Figure 8. Voie de signalisation des MAPK (mitogen-activated protein kinases). La stimulation
des récepteurs active les tyrosine kinases intrinséques ou non, qui phosphorylent alors des GEFs
(guanine nucleotide exchange factors), qui a leur tour régulent I’activité de petites GTPases. Les
petites GTPases activent alors les MAP kinase-kinase-kinases (MAPKKK), qui activent par
phosphorylation les MAP kinase-kinases (MAPKK), lesquelles activent les MAP kinases (MAPK).
Enfin, les MAPK activent par phosphorylation diverses kinases effectrices en aval (Chang and Karin,
2001).
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Figure 9. Signalisation de I’ FN de type I par la voie des MAPK.

Les JAKs activées par I’IFN régulent la phosphorylation de VAV ou d’autres GEFs, résultant en
I’activation en aval de RAC1 et probablement d’autres petites protéines G (SGPs) qui peuvent réguler
la voie de signalisation de la MAPK p38. Une MAPKKK est alors activée et régule 1’activation en
aval des MAPKK3 et MAPKKG®6, lesquelles phosphorylent directement p38, résultant ainsi en son
activation. La p38 activée régule alors I’activation en aval d’effecteurs multiples, incluant
MAPKAPK?2 (MAPK-activated protein kinase 2), MAPKAPK3, MSK1 (mitogen- and stress-activated
kinase 1) et MNK1 (MAPK-interacting protein kinase 1). D’aprés Platanias, 2005.
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LIIL.2.3 La voie de la PI3K dans la signalisation de I’lFN

L’implication de la voie de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), schématisée et expliquée
figure 10, a été mise en évidence par le fait que plusieurs IFNs de type I sont capables d’induire la
phosphorylation en tyrosine d’IRS1 (membre de la famille des protéines adaptatrices IRS, insulin
receptor substrate) (Uddin et al., 1995). IRS1 est une protéine de signalisation qui, une fois
phosphorylée, s’associe avec la sous-unité p85 de la PI3K. Cette interaction résulte en 1’activation de
la sous-unité catalytique p110 de la PI3K. Les IFNs de type I induisent ainsi la voie de signalisation de
la PI3K en aval des JAKs et indépendamment des STATs (Uddin, 2000).

Contrairement aux IFNs de type I, 'IFN-y est ¢galement capable d’induire la voie de la PI3K
mais indépendamment d’IRS1 et d’IRS2 (Uddin, 2000). L’IFN-y induit par cette voie la
phosphorylation de STATI sur le résidu Ser’®’. Ceci se fait par I’intermédiaire de I’activation de la
PKC-9, et montre un exemple de collaboration entre les différentes voies de signalisation induites par
les IFNs (Nguyen et al., 2001).

AKT, un effecteur en aval de la PI3K, induit a la fois des signaux apoptotiques et anti-
apoptotiques. Certains IFNs induisent la survie cellulaire par I’intermédiaire de cette voie, c’est le cas
de ’IFN-B dans les astrocytes et de ’IFN-a dans certaines cellules lymphoides. En revanche, I’IFN-a
utilise aussi cette voie pour induire 1’apoptose des cellules U266 de myélome, il semble donc
I’activation de la PI3K par les IFNs puisse conduire a des effets pro-apoptotiques ou anti-apoptotiques
selon le contexte cellulaire et, probablement, 1’activation ou non d’autres voies de signalisation. La
voie de la PI3K induite par les IFNs est aussi impliquée dans I’expression de la synthétase d’oxide
nitrique inductible (iNOS), la régulation de la phosphorylation la sous-unit¢ p65 de NF-kB, et
I’activation de MTOR (mammalian target of rapamycin) qui permet I’initiation de la traduction

(Platanias, 2005).
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Figure 10. Voie de signalisation de la PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase). La stimulation par des
cytokines, des hormones ou des facteurs de croissance induit I’activation de tyrosine kinases, qui
phosphorylent la PI3K. La PI3K est composée d’une sous-unité de régulation, p85 et d’une sous-unité
catalytique, p110 qui sont codées par des génes distincts. Une fois activée, la PI3K phosphoryle un
lipide phosphatidylinositol (PI) membranaire, le PI-4,5-biphosphate pour générer un PI-3,4,5-
triphosphate auquel certaines protéines de signalisation se lient par ’intermédiaire de domaines
spécifiques (pleckstrin homology domain, phox homology domain). Il existe plusieurs effecteurs en
aval de cette voie de signalisation qui aboutissent a des voies de signalisation diverses, notamment les
sérine/thréonine kinases AKT, la PDK1 (3-phosphatidylinositol-dependent protein kinase 1), diverses
isoformes de la PKC (protein kinase C) et certains membres de la famille de tyrosine kinases TEC
(Cantley, 2002).
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LIIL.3 Modulation complexe de la signalisation par ’IFN de type I

LIIL.3.1 Régulation négative de la signalisation de I’IFN de type 1

Les réponses de I’'IFN de type I deviennent délétéres lorsqu’elles sont trop fortes ou qu’elles se
prolongent dans le temps, il est donc nécessaire pour 1’organisme de les réguler négativement. Il existe
plusieurs mécanismes de régulation négative de la signalisation de I’IFN de type I : I’internalisation et
la dégradation des récepteurs, la déphosphorylation des récepteurs, des JAKs et des STATSs par des
tyrosine phosphatases, I’inhibition des fonctions de STAT dans le noyau, la régulation négative de la

transcription par certaines IRFs (Coccia et al., 2006).

I.IT1.3.1.1 Diminution des récepteurs présents a la surface cellulaire

La disponibilité des sites de liaison de I’IFN a la surface de la cellule représente un premier
niveau de régulation de la signalisation des IFNs. La liaison de I’IFN de type I a son récepteur induit
son ubiquitination, suivie de son internalisation et de sa dégradation dans les lysosomes (voir 1.VI,
Trafic cellulaire des récepteurs des IFNs), permettant ainsi la terminaison des événements de

signalisation initi¢s a la membrane plasmique (Kumar et al., 2004).

I.IT1.3.1.2 Tyrosine phosphatases

Plusieurs protéines tyrosine phosphatases (PTPs) déphosphorylent les résidus tyrosine des
JAKs. PTP-1B et TC-PTP sont deux PTPs principalement localisées dans le réticulum endoplasmique
(RE) qui déphosphorylent TYK2, JAK2 et JAK1, JAK3, respectivement. Bien que PTP-1B et TC-PTP
peuvent étre localisées dans le cytoplasme, il n’est pas bien compris comment ces enzymes du RE
intéragissent avec les JAKs associées au récepteur. Une possibilité serait que cette interaction ait lieu
au niveau des endosomes. Deux PTPs cytoplasmiques, SHP-1 et SHP-2, déphosphorylent les résidus
tyrosine des récepteurs et des JAKs, inhibant ainsi la signalisation de 'IFN de type I. CD45 est une
PTP transmembranaire exprimée dans toutes les cellules hématopoiétiques et qui régule négativement
la signalisation des récepteurs des lymphocytes B et T, elle agit également comme tyrosine
phosphatase des JAKs. Enfin, TC-PTP peut aussi se trouver dans le noyau ou elle déphosphoryle
STAT]I, participant ici encore a la régulation négative de la voie JAK/STAT (Coccia et al., 2006).

L.IT1.3.1.3 Les SOCS

La famille des SOCS (suppressor of cytokine signaling) comprend huit membres (CIS, SOCS1
a 7), qui se lient via leur domaine SH2 aux motifs phosphotyrosine présents dans les récepteurs de

cytokine ou dans les JAKSs. Il a été proposé que les SOCS permettent 1’adressage des récepteurs vers la
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voie de dégradation protéasomale (Krebs and Hilton, 2001). L’expression des SOCS est induite par la

voie JAK/STAT, permettant ainsi un rétrocontrdle négatif.

I.II1.3.1.4 Les PIAS

Les PIAS (protein inhibitor of activated STAT) sont des protéines qui régulent négativement
I’activité des STATs dans le noyau en les empéchant de lier I’ADN (Shuai and Liu, 2005). Elles sont
exprimées constitutivement, et leurs mécanismes de régulation ne sont pas bien compris.
Additionnellement aux STATs, les PIAS sont également capables de moduler [’activité
transcriptionnelle d’autres facteurs de transcription tels que NF-«xB. Il semble que les PIAS aient la
capacité de discriminer entre les ISGs, inhibant de maniére spécifique certains génes induits par I’'IFN

(Coccia et al., 2006).

LIIL3.2 Induction différentielle des STATs par I’IFN selon les types cellulaires

Les IFNs de type I sont capables d’activer toutes les STATs connues, néanmoins, il existe des
différences importantes selon les types cellulaires. Ainsi, des études de FACS (fluorescence activated
cell sorting) intracellulaires sur des cellules sanguines avec des anticorps spécifiques de chaque forme
phosphorylée des différentes STATs ont montré des différences majeures d’activation de STATI,
STAT3 et STATS en réponse a I’'I[FN-f dans les monocytes, les cellules B et les cellules T CD4+ et
CD8+ (Stark, 2007; van Boxel-Dezaire et al., 2006).

Si STATI1 induit souvent des effets pro-apoptotiques et antiprolifératifs, STAT3, STAT4 et
STATS induisent plutdt des signaux de survie. Néanmoins, dans certaines cellules, STAT3 peut aussi
avoir des fonctions apoptotiques.

L’induction de signaux de survie par STAT3, STAT4 et STATS nécessite que le niveau
d’expression de STATI soit suffisamment bas. D’une maniére générale, la balance des niveaux des
différents STATs dans la cellule influence la réponse induite par I’'IFN (van Boxel-Dezaire et al.,

2006).

LIIL3.3 Réponse différentielle aux sous-types d’IFN de type 1

Les ISGs sont induits plus fortement par I’'IFN-B que par I’IFN-a, c’est ce que révelent
uniformément plusieurs études par puces ADN. De plus, il a également été montré que le géne
CXCLI11 est sélectivement induit par I’IFN-B et non par I’'l[FN-a, et que le géne TRAIL (Tumor
necrosis factor related apoptosis inducing ligand), impliqué dans [D’apoptose, est induit
préférentiellement par ’IFN- comparé a I’'I[FN-a.

Des différences sont également a noter au niveau de 1’activation de la voie de signalisation des

MAPK. Si tous les IFNs de type I sont capables d’activer ERK1 et ERK2, JNK n’est phosphorylée
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qu’apres stimulation par ’IFN-B et non par ’IFN-a. Inversement, la p38 est activée uniquement par
I’IFN-a et non par I’'IFN-B. Enfin, il a ét¢ montré dans plusieurs types cellulaires que I’IFN-f induit
une activité apoptotique, et non I’IFN-a (van Boxel-Dezaire et al., 2006).

Il est probable que ces différences d’activité entre I’'I[FN-o et 'IFN-B soient dues a des
différences d’affinité pour le récepteur (voir chapitre 1.IL.2, Formation du complexe ligand-récepteur

pour I'IFN de type I).

LIII.3.4 Comment I’exposition antérieure a d’autres cytokines influence la réponse des IFNs de
type I

L’exposition antérieure a d’autres cytokines influence profondément la fagon dont les cellules
répondent aux IFNs. Un mécanisme évident par lequel ceci a lieu est I’induction de 1’augmentation de
I’expression ou de 1’activité de facteurs de transcription spécifiques.

La stimulation par I’'IFN-y augmente les concentrations des trois composants de I’'ISGF3
(STATI, STAT2 et IRF9) et augmente ainsi la réponse des cellules a ’IFN de type 1. En revanche,
une exposition a long terme a I’I[FN-y (3-6 jours) diminue ’activation de STAT1, STAT2 et STAT3
(Radaeva et al., 2004; Wong et al., 1998).

La stimulation des cellules par I’IL-1p et I’'I[FN-B diminue 1’activation de STATI en raison de
I’augmentation de I’activité de la tyrosine phosphatase TC-PTP. Une exposition antérieure a I’IL-1 et
a I’IFN-p présente donc des effets inhibiteurs sur la signalisation de I’IFN de type I (Tian et al., 2000).

Enfin, I’'[L-6 augmentant I’expression de STAT3, il est probable que 1’exposition des cellules a
I’'IL-6 avant I’IFN de type I influence des réponses de type anti-apoptotique (Yang et al., 2005).

En résumé, I’exposition antérieure a d’autres cytokines peut influencer positivement ou
négativement la signalisation des IFNs de type I, de maniére quantitative et qualitative. Ce phénomeéne
joue probablement un rdle important en situation d’infection ou d’inflammation en raison de

I’explosion de la sécrétion de cytokines qui a lieu alors.

LIIL3.5 Conclusion sur la complexité de la signalisation de I’IFN de type 1

Une représentation de la complexité de la signalisation de I’'I[FN de type I est présentée figure
11. Les différentes voies d’activation des STATSs aboutissent a I’activation des génes uniquement
activés par les STATs (« STAT-only genes »). D’autres kinases que les JAKs peuvent étre activées
(PI3K, p38, ERK, JNK) et peuvent contribuer a la phosphorylation des STATs. D’autres facteurs de
transcription que les STATs peuvent également &tre activés par ces kinases (par exemple NF-kB,
API1, IRF1). Les voies de signalisation additionnelles a la voie STAT peuvent soit coopérer avec les
STATSs au niveau du promoteur et induire 1’activation des genes « STATs + transcription factors (TF)

genes » ou agir indépendemment des STATs pour induire 1’activation des génes « TF-only genesy.

40



INTRODUCTION

L’exposition antérieure a d’autres cytokines (« priming ») influence positivement ou négativement
I’activation des STATs.

L’IFN de type I peut ainsi induire des réponses différentes en fonction de la combinaison
utilisée (prolifération ou antiprolifération, apoptose ou survie), qui dépend elle-méme du sous-type
utilisé, du type cellulaire et de la variabilité individuelle et environnementale (van Boxel-Dezaire et

al., 2006).

Une autre composante de la modulation de la signalisation de I’'I[FN de type I pourrait étre le
trafic intracellulaire du récepteur. En effet, une étude menée précédemment par mon laboratoire
d’accueil indique une relation entre 1’endocytose et I’induction de la voie JAK/STAT par I’'IFN-a.
On pourrait supposer que différentes voies de trafic du récepteur méneraient a une signalisation
différentielle, comme cela a été montré pour le récepteur de I’EGF ou du TGF-§ (Hoeller et al., 2005)

(voir L.V, Trafic cellulaire des récepteurs des IFNs).
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Figure 11. Complexité de la signalisation par I’IFN de type 1.
Voir le texte (chapitre 1.II1.3.5, Conclusion sur la complexité de la signalisation de I'IFN de type I)
pour les explications. EIRE (Ets-IRF response element) et GATE (IFN-y activated transcriptional
element) sont deux éléments apparentés a ISRE présents dans les promoteurs de certains ISGs.

D’aprés van Boxel-Dezaire et al., 2006.
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LIV Activités biologiques des IFNs

Les IFNs exercent leurs actions a travers 1’induction des ISGs (IFN stimulated genes). Il existe
plus de 300 ISGs, qui induisent les réponses antivirales, antiprolifératives et immunomodulatrices des

[FNs (Borden et al., 2007).

LIV.1 Activités antivirales

Parmi les ISGs induits par I’'IFN de type I qui jouent un réle important dans 1’activité antivirale,
on peut noter ISG15 (IFN stimulated protein of 15 kDa), les protéines Mx (myxovirus resistance), la
PKR (protéine kinase dépendante de I’ARN double-brin), et le systéme OAS (oligoadenylate
synthase) / RNaseL (ribonucléase L) (Sadler and Williams, 2008) (figure 12).

LIv.l.1 ISGIS5

ISG15 est une protéine de 15 kDa homologue de 1’'ubiquitine et qui modifie les protéines a
travers un processus nommé « ISGylation ». Son mécanisme d’action exacte dans 1’activité antivirale
est inconnu, mais provient certainement de ses propriétés similaires aux cytokines et de sa capacité a

se conjuguer aux protéines et a modifier leur fonction (Borden et al., 2007).

L1IV.1.2 Protéines Mx

Les protéines Mx sont des GTPases abondantes de 70 a 80 kDa de la superfamille de la
dynamine dont I’expression est induite par les IFNs de type I et de type III (Sadler and Williams,
2008; Stark et al., 1998). Il en existe deux chez ’homme, MxA et MxB, et deux chez la souris, Mx1 et
Mx2 ; chez I’homme, seule MxA présente une activité antivirale. Les cibles virales principales de
MxA semblent étre les structures des nucléocapsides. Une fois leur expression activée par 'IFN de
type I, les protéines MxA s’accumulent dans le cytoplasme sur les membranes intracellulaires telles
que le RE, ou elles peuvent surveiller les événements exocytiques. Lors d’une infection virale, elles
piégent ainsi les nucléocapsides virales ; ou d’autres composants viraux. Les protéines MxA et Mx1
s’associent aussi avec les polymérases virales pour bloquer la transcription des génes viraux (Sadler

and Williams, 2008; Stark et al., 1998).

L1V.1.3 PKR

La PKR (aussi appelée EIF2aK2) appartient a une famille de protéines kinases répondant a des
stress environnementaux pour réguler la synthése protéique (Sadler and Williams, 2008). Si elle est

constitutivement exprimée a un niveau basal, son expression est augmentée par les IFNs de type I et de
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type III. Dans les conditions normales, la PKR est inactive, mais la liaison de ses ligands, tels que
I’ARN double-brin, [’héparine, le céramide, ou des activateurs protéiques, induit son
autophosphorylation et son activation. L’activité antivirale de la PKR est due a I’inhibition par
phosphorylation de la sous-unité alpha du facteur d’initiation de la traduction EIF2, ce qui résulte en

une inhibition rapide de la traduction.

L1V.1.4 Systéeme OAS / RNaseL

Les OAS (2°,5’-oligoadenylate synthase) sont des protéines qui polymérisent ’ATP en
oligoméres d’adénosine en générant des liaisons phosphodiesters 2°,5’. Ces oligoméres 2°,5” activent
spécifiquement la forme latente de la RNaseL, qui peut alors induire la dégradation de I’ARN
(cellulaire et viral). De plus, ’ARN dégradé par la RNaseL peut activer d’autres PRRs (pattern
recognition receptors) et induire ainsi la production d’IFN de type I (voir chapitre 1.1.5, Induction de la
production des IFN5s).

Les OAS sont exprimées constitutivement a un faible niveau, leur expression est augmentée par

I’IFN de type I (Sadler and Williams, 2008).

/ o
PKR OAS Protéines Mx
ATP 3ATP
&= ARN db viral ==—>»
active . GTP
ADP 2Pi
PKR-Pi 25 oligoadenylates
GDP + Pi
elF2 + ATP j\
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e Transduction du Rnase L
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l \ 4 v

Inhibition de la synthése
protéique et contréle Clivage de 'ARN
transcriptionnel

Inhibition de la
transcription, autres

Figure 12. Mécanismes antiviraux de I’action de I’'IFN.
Voir le texte (chapitre 1.IV.1, Activités antivirales) pour plus de détails.
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LIV.2 Inhibition de la prolifération cellulaire et contréle de I’apoptose

Les IFNs inhibent la prolifération cellulaire et contrélent I’apoptose, ce qui permet le controle
des processus cancéreux et des infections. Les mécanismes d’action des IFNs dans ces phénomeénes
ont été relativement peu décrits, en revanche, il semble que certains ISGs jouant un réle dans 1’activité

antivirale régulent aussi la prolifération cellulaire et I’apoptose (Stark et al., 1998).

LIV.2.1 Réle des IFNs dans I’inhibition de la prolifération cellulaire

Si des ISGs directement impliqués dans 1’inhibition de la prolifération cellulaire n’ont pas été
identifiés, I’I[FN-a cible des composants spécifiques du cycle cellulaire, tels que c-myc, pRB, la
cycline D3, et cdc25A. 11 a été montré par exemple que I’I[FN-o diminue la transcription de c-myc
dans des cellules Daudi (Stark et al., 1998). La PKR (voir chapitre .IV.1, Activités antivirales) est
¢galement impliquée dans les activités antiprolifératives des IFNs : en effet, une déficience de la PKR
aboutit a une croissance accrue des cellules en culture et induit la formation de tumeurs chez la souris.
L’activité antiproliférative de la PKR pourrait étre due a la phosphorylation de EIF2a (Stark et al.,
1998).

LIV.2.2 Réle des IFNs dans I’apoptose

Dépendant du contexte, les IFNs peuvent avoir des effets pro- ou anti-apoptotiques. Plusieurs
geénes impliqués dans les effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques de I’'IFN-y ont été clonés, parmi
eux les protéines DAP 1 a 5 (death associated proteins) (Stark et al., 1998). La PKR joue également un
r6le important dans I’apoptose induite par les IFNs. Additionnellement a sa fonction de régulation de
la traduction par phosphorylation du facteur d’initiation EIF2, elle agit comme kinase dans les voies de
transduction du signal, aboutissant ainsi a 1’activation de facteurs de transcription tels de NF-xB et
IRF1 (figure 11). De cette fagon, la PKR régule I’expression de génes impliqués dans I’apoptose, Fas
en particulier. Il semble que la PKR induise I’apoptose a travers la régulation de 1’activité de IRF1
(Stark et al, 1998). La RNaseL est un autre exemple d’ISG impliqué dans la réponse antivirale qui
participe aussi a 1’apoptose ; en effet, en dégradant I’ARN cellulaire, la RNaseL endommage la
machinerie cellulaire ce qui provoque ’apoptose de la cellule (Castelli et al., 1998). TRAIL/APO2L
est également un ISG qui contribue a 1’apoptose (Borden et al., 2007). Enfin, si la plupart des ISGs ont
un role pro-apoptotique, d’autres sont plutét impliqués dans la survie, comme I’ISG G1P3 qui induit

entre autres 1’inhibition de la caspase-3 (Tahara et al., 2005).

Les IFNs jouent un role important dans I’inhibition de la prolifération cellulaire et dans

I’induction de 1’apoptose, ce qui permet de lutter a la fois contre les tumeurs et les virus. Cette
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fonction est également assurée par 1’intermédiaire de la stimulation de certains ¢léments du systéme

immunitaire (voir chapitre suivant).

LIV.3 Effets des IFNs sur le systéme immunitaire

Un aspect important de 1’action des IFNs est leur réle dans la modulation de la réponse
immunitaire, qui a été largement décrit. Dans la famille des IFNs, I'IFN-y joue un rdle
immunomodulateur prédominant. Il est produit par un répertoire réduit de cellules immunitaires, les
cellules T et les cellules NK (Natural Killer) en réponse a une stimulation immunologique ou

inflammatoire.

L1V.3.1 Augmentation de la présentation de I’antigéne

Une des fonctions importantes des IFNs dans I’induction des réponses immunes est
I’augmentation de I’expression du complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH). L’activation des
cellules T CD4+ a lieu lors de la reconnaissance par leur TCR (T cell receptor) de leur antigéne qui est
présenté par le CMH de classe II (CMHII), exprimé a la surface de certaines cellules spécialisées dans
la présentation d’antigéne. Le CMHI, présent a la surface de toutes les cellules, est reconnu par les
cellules T CD8+ qui éliminent ainsi les cellules « anormales » c'est a dire infectées ou tumorales.
L’IFN-y augmente I’expression du CMHII, et I’expression du CMHI est augmentée a la fois par I’IFN
de type I et 'IFN-y. Additionnellement aux molécules du CMH, d’autres ISGs sont impliquées dans la
présentation de I’antigéne, codant pour diverses protéines impliquées dans ce processus (composants

du protéasome, TAPs, chaine invariante, ...) (Borden et al., 2007; Stark et al., 1998).

L.1V.3.2 Différenciation des cellules T CD4+ en Thl

Les cellules T CD4+, ou « T helper », peuvent se différencier en deux types : les cellules Thl
(T helper 1), qui facilitent le développement d’une réponse immunitaire a médiation cellulaire
(activation des T CDS8+), et les cellules Th2, qui facilitent le développement d’une réponse
immunitaire humorale (production d’anticorps). L’IFN-y posséde un réle important dans 1’induction
du phénotype Thl, ce qui permet une augmentation de la réponse immunitaire contre les virus et les

tumeurs (Stark et al., 1998).

L1V.3.3 Immunité humorale

Les IFNs de type I et de type II ont un également un réle dans la réponse immunitaire humorale,

car ils sont impliqués dans la régulation des cellules B a trois niveaux : (1) développement et
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prolifération, (2) sécrétion des anticorps, (3) commutation de classe des immunoglobulines (Stark et

al., 1998).

1.1V.3.4 Recrutement des leucocytes au site d’infection

Par I’induction de la production de molécules d’adhésion vasculaires telles que ICAMI1
(intracellular adhesion molecule 1), et de chimiokines telles que CXCL9, CXCL10 et CXCL11, les

IFNs participent a I’accumulation des leucocytes au site d’infection (Borden et al., 2007).

L1IV.3.5 Activation des effecteurs de la réponse immunitaire

Enfin, les IFNs, en particulier I’IFN-y, induisent I’activation de cellules effectrices de la réponse
immunitaire telles que les cellules NK, les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules T

(Borden et al., 2007; Stark et al., 1998).

LV Utilisation thérapeutique des IFNs

L’IFN de type I est I'IFN le plus largement utilisé en thérapeutique, en effet, il a prouvé son
efficacité dans un certain nombre de maladies virales, de cancers, mais aussi dans le traitement de la
sclérose en plaque. L’IFN-y, quant a lui, est utilisé dans le traitement de la granulomatose familiale
chronique, il diminue alors la fréquence et la gravité des infections bactériennes (Parmar and Platanias,

2003).

L.V.1 Lutte antivirale

Les IFNs ont initialement été utilisés en recherche clinique en raison de leurs propriétés
antivirales. Néanmoins, s’ils ont la capacité d’agir sur une grande variété de virus, on leur a souvent
préféré d’autres antiviraux plus efficaces et moins toxiques, a I’exception de I’hépatite B et de
I’hépatite C pour lesquelles I’IFN-a reste le traitement de choix.

Le virus de I’hépatite B (VHB) engendre souvent une infection chronique, qui peut mener a une
cirrhose et a un hépatocarcinome. L’infection débute par une phase immunotolérante, suivie d’une
phase immunoactive durant laquelle les hépatocytes infectés sont éliminés (Lok et al., 2007).
L’IFN-02 est actif sur le VHB durant la phase immunoactive, ou il induit une réponse chez plus de
40% des patients. L’IFN-a2 existe maintenant sous forme pegylée (PEGASYS, Roche;
VIRAFERONPEG; Schering Plough), qui agit plus longtemps et permet une meilleure stabilité des

concentrations plasmatiques.
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Le virus de I’hépatite C (VHC), identifié en 1989, infecte plus de 170 millions de personnes a
travers le monde et méne dans 80% des cas a une hépatite chronique avec risque d’évolution vers une
cirrhose ou un hépatocarcinome. L’hépatite C a été originellement traitée par I'IFN-a2 en
monothérapie, et menait ainsi a une réponse chez 20% des patients. La combinaison de I’IFN-a2 avec
la ribavirine a augmenté la réponse a 40% des patients ; aujourd’hui, I’utilisation d’IFN-a2 pegylé en
association avec la ribavirine permet de guérir plus de 60% des patients. La sensibilit¢é du VHC au
traitement dépend du génotype du virus, ainsi, les génotypes 2 et 3 sont plus sensibles que ne le sont
les génotypes 1 et 4 (Heathcote and Main, 2005).

Les IFN-a et IFN-B ont prouvé leur efficacité sur les virus de la famille de I’herpés, tels que
I’herpes zoster, le HSV (herpes simplex virus) ou le CMV (cytomégalovirus). Néanmoins, d’autres
antiviraux plus efficaces et ayant moins d’effets secondaires tels que 1’acyclovir ont achevé le
développement clinique des IFNs pour ces indications (Borden et al., 2007).

L’IFN de type I est aussi actif sur le VIH (virus de I'immunodéficience humaine), mais
n’apporte pas d’avantage par rapport a la trithérapie usuelle (azidothymidine + inhibiteurs de
protéases) (Lane et al., 1990).

Enfin, I’IFN de type I pourrait étre efficace contre le SRAS (syndrome respiratoire aigu sévére),

et devenir ainsi agent de traitement de premiére ligne en cas de pandémie (Loutfy et al., 2003).

LV.2 Sclérose en plaques

La sclérose en plaque est une maladie neurologique chronique, il s’agit d’un désordre
inflammatoire démyélinisant du systéme nerveux central. La maladie débute en général par des
épisodes annuels de disfonctionnement neurologique transitoire.

Des études ayant suggéré que les cellules de patients atteints de sclérose en plaques secrétent
moins d’IFN, ajoutées a la notion qu’une infection virale serait impliquée dans la maladie, ont conduit
a I’évaluation clinique de I’IFN pour cette pathologie. L’IFN-f s’est avéré avantageux, tandis que les
essais avec I’IFN-a2 étaient non concluants et ’IFN-y déléteére (Borden et al., 2007).

L’IFN-B est aujourd’hui indiqué dans le traitement de fond de la sclérose en plaques, il permet
une diminution des rechutes de 30% et apporte une réduction notable des 1ésions détectées sur IRM

(imagerie par résonance magnétique) (Lam et al., 2008).

1.V.3 Cancer

Si les recherches cliniques sur I’IFN se sont d’abord intéressées a ses propriétés antivirales, la
premicre autorisation de mise sur le marché de I'IFN-a2 fiit pour le traitement de la leucémie a

tricholeucocytes. Néanmoins, 1’émergence de nouveaux agents pharmacologiques tels que le
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2-chlorodeoxydenosine a rattrapé 1’usage de I’l[FN-a2 dans cette maladie (Parmar and Platanias,
2003).

L’IFN-02 est efficace contre la leucémie myéloide chronique, 90% des patients étant en
rémission a 10 ans. Les meilleurs résultats sont obtenus en combinaison avec des agents
chimiothérapeutiques. Cependant, 1’Imatinib (GLIVEC, Novartis, inhibiteur de tyrosine kinase), plus
efficace et présentant moins d’effets secondaires, a remplacé I’IFN-a2 comme traitement de premier
choix (Mauro and Druker, 2001).

L’IFN-02 donne de bons résultats dans le traitement des lymphomes, il permet la régression des
tumeurs chez la moitié des patients, méme lorsque ceux-ci ont été préalablement traités par
chimiothérapie. Mais, ici aussi, les inhibiteurs de tyrosine kinase ont souvent dépassé l'usage de
I’IFN-02. Toutefois, 'IFN-a reste un composant important du traitement des lymphomes cutanés a
cellules T, et un des agents les plus actifs dans le traitement des mycosis fongoides (Borden et al.,
2000).

Un r6le bénéfique de I’IFN-a comme adjuvant en prévention des métastases dans le traitement
du mélanome a ¢été¢ validé. Une efficacité clinique de I'IFN-a a également ¢été démontrée dans le
sarcome de Kaposi et dans le traitement du myélome multiple, en particulier utilisé en combinaison
avec d’autres thérapies (Parmar and Platanias, 2003).

L’IFN-a a été approuvé pour le traitement du cancer du rein, bien que les résultats ne soient pas
impressionnants, dépassant rarement 20% de taux de réponse. Plus le stade de la tumeur est avancé,
moins ’IFN-a est actif (Wirth, 1993).

Une synthése des réponses de différentes tumeurs a I’'IFN de type I est présentée tableau 2.

Enfin, il faut noter que I'IFN provoque des effets secondaires importants, tels que malaise,
fievre, frissons, fatigue, anoréxie et dépression, ce qui réduit les possibilités d’administration a fortes
doses. Des efforts sont donc nécessaires pour parvenir a augmenter leur efficacité tout en diminuant

leur toxicité.
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Type de réponse Exemples

Tumeurs fortement répondantes Leucémie a tricholeucocytes
Mycosis fongoides
Leucémie my¢éloide chronique

Lymphomes

Tumeurs modérément répondantes My¢lome multiple
Sarcomatose multiple hémorragique de Kaposi
Cancer du rein

M¢élanome

Tumeurs non répondantes Cancer du poumon
Cancer du colon
Cancer du sein

Tumeurs volumineuses

Tableau 2. Traitement du cancer : trois catégories de réponses a I’IlFN-a.

50



INTRODUCTION

LVI Trafic cellulaire des récepteurs des IFNs

Si la signalisation et les activités biologiques induites par les IFNs ont été largement étudiées, le

trafic intracellulaire des récepteurs aux IFNs, en revanche, est beaucoup moins bien connu.
Ou sont localisés les récepteurs a la membrane plasmique ? Que deviennent-ils aprés avoir été stimulés
par leur ligand ? Ou se passent les événements des cascades de signalisation, et comment les STATs
sont-ils transportés jusqu’au noyau? Toutes ces questions ont encore peu de réponses, ce champ
d’investigation ayant été peu exploré. Dans la revue « Interfering with interferon receptor sorting and
trafficking : impact on signaling » que nous avons publiée dans le journal Biochimie en 2007
(Claudinon et al., 2007), présentée p. 53, nous avons tenté de faire un état des lieux sur cette
problématique.

Ainsi, plusieurs études s’accordent a dire que le récepteur de I’IFN-y serait localisé¢ dans des
microdomaines membranaires de type raft, mais les résultats concernant IFNAR1 sont divergents
(Marchetti et al., 2006; Subramaniam and Johnson, 2002; Takaoka et al., 2000; Truchet et al., 2001).
Les travaux de mes prédécesseurs au laboratoire « Trafic, Signalisation et Ciblages intracellulaires »
ont montré que les récepteurs des IFNs de type I et de type II sont internalisés constitutivement par la
voie d’endocytose classique dépendante de la clathrine, et sont ainsi dirigés vers 1’endosome de
recyclage (Marchetti et al., 2006). D’autres études indiquent que suite a la stimulation par I’IFN-a,
IFNARI1 est ubiquitiné ce qui a pour conséquence son adressage vers les lysosomes et aboutit ainsi a
sa dégradation (Kumar et al., 2004). Enfin, certaines études controversées suggerent que IFNARI,
IFNGRI1 et une partie clivée d’IFNAR?2 seraient importées dans le noyau suite a la stimulation par

I’'IFN (Larkin et al., 2000; Saleh et al., 2004; Subramaniam and Johnson, 2004).

Une question intéressante est de savoir quel peut étre le lien entre le trafic des récepteurs des
IFNs et la signalisation induite. Il est admis que I’internalisation des récepteurs permet de mettre fin au
signal, empéchant ainsi une stimulation prolongée. Cependant, dans plusieurs études, il a été montré
que I’endocytose était une étape requise pour la signalisation (Di Fiore and De Camilli, 2001). Afin de
tester cette possibilité dans le cadre de I’'IFN, Marchetti et al ont inhibé I’endocytose dépendante de la
clathrine par voie moléculaire, et ont ainsi montré que 1’induction de la voie JAK/STAT par I'IFN-a
était inhibée ; en revanche la signalisation de I'IFN-y n’était pas affectée (Marchetti et al., 2006). Ces
travaux suggéerent un role de I’endocytose du récepteur de I’IFN-a dans la signalisation, néanmoins,
I’inhibition de la voie clathrine étant générale, un réole de I’endocytose d’un autre facteur qu’IFNARI

lui-méme dans la signalisation n’est pas a exclure.

Les connaissances actuelles sur le trafic des récepteurs aux IFNs laissent plusieurs zones
d’ombre. Il semble qu’en absence de stimulation, les récepteurs sont endocytés de maniére constitutive

par la voie clathrine et sont recyclés, tandis que I’I[FN-a induit I’ubiquitination du récepteur et sa
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dégradation dans les lysosomes. Il est probable que I’internalisation induite par 1’ubiquitination fasse
intervenir également la clathrine, [’ubiquitine serait alors 1’élément décidant du devenir du
récepteur (lysosomes plutét qu’endosome de recylage). Toutefois, si le récepteur est sujet a la
dégradation lysosomale, une question se pose : comment peut-il étre adressé au noyau, comme 1’ont
montré certaines études ?

Il serait intéressant de connaitre quelles peuvent é&tre les autres voies d’endocytose des
récepteurs des IFNs. Une utilisation différentielle de plusieurs voies de trafic pourrait &tre liée a des
voies de signalisation différentes, comme cela a été montré pour le TGF-B (Di Guglielmo et al., 2003),
et permettrait d’expliquer un aspect supplémentaire de la complexité de la signalisation.

Le concept de « I’endosome de signalisation » propose que les événements de signalisation
initiés a la membrane plasmique se propagent depuis I’endosome, tandis que d’autres y sont activés
(Miaczynska et al., 2004). Néanmoins, on ignore encore quels sont les événements de trafic en aval,
notamment par exemple comment les STATs sont dirigés vers le noyau. Utilisent-ils une voie de
transport rétrograde qui leur permet de remonter jusque 1a ? Y vont-ils seuls, ou sont-ils accompagnés
du récepteur comme le suggérent certaines études? Les réponses a ces questions nécessitent davantage

de recherches.
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Ahstract

Interferons (1IFNs) and their receptors (IFN-Rs) play fundamental roles in a multitude of biological functions. Many articles and reviews
emphasize that the JAK/STAT machinery is obligatory for relay of the information transmitted by IFNs after binding to their cognate receptors
at the plasma membrane. In contrast, very few studies have addressed the endocytosis and the intracellular trafficking of IFN-Rs, the immediate
step following IFN binding. However, recent findings have shed light on the importance of IFN-R sorting and trafficking in the control of IFN
signaling. Thus, IFN-Rs can be included in the growing family of signaling receptors for which regulation of biological activity critically

involves endocytosis and trafficking.
@ 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

IFEN was discovered 50 vears ago as a molecule endowed
with strong antiviral acovity [1]. Several species of IEN
were 1dentified later that have antuviral and antibacterial activ-
ity and are important for the regulation of immune defenses
[2.3]. The type I IFN family in humans includes 13 subtypes
of IFN-o encoded by 13 IFN-o genes and IFN-f encoded by
a single TFN-B gene. The first protein complex responsible
for the binding of type [ IFNs at the plasma membrane was
identified over 30 years later. The ¢DNA coding for the sub-
unit IFNART was 1solated in 1990 and the second component
of the type 1 IFN-R, IFNAR2, was isolated in 1994 [4.5].
[FN-v was discovered in 1965, the sole member of the type
I IFN farmly [6]. The human gene coding for the IFNGR1
subunit was cloned in 1988 [7] and the ¢cDNA of the second
subunit, IFNGR2, was 1solated in 1994 [8].

IFNs have been among the most studied cytokines for the
last 30 years. They and their specilic receptors represent the
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paradigm of the JAK/STAT signaling pathway. Contrasing
with the wealth of data published on IFN signaling and hiolog-
ical activity, litde information exists on the characteristics of
IFN-R trafficking. Ten years ago, pioneering studies showed
that EGF receptor endocytosis and tralficking play a critical
and unsuspected role in the regulaton of EGF signaling
[9.10]. Today, it is established that membrane sorting in endo-
cylic compartments can participate in regulation and specific-
ity of signal transduction through various signaling receptors,
involving spatial and temporal compartmentalizaton of act-
valed receptors and downstream signaling effectors [11,12].
There 15 little known about trafficking of IFN-R and thus its
role in [FN signaling, possibly due to its relatvely recent iden-
afication. New findings have emphasized the need for more
defined molecular characteristics of IFN-R trafficking to better
understand the complexity ol IFN signaling.

2. Entering the cell through classic clathrin-dependent
endocytosis

Since the early visualization of clathrin-coated pits (CCPs)

by electron microscopy in the 1960s [13,14], most transmem-
brane receptors have been shown o enter the cell through

53



INTRODUCTION

7in S, Claudinon et al. { Biochimie 89 (2007) 735743

clathrin-dependent endocytosis. This is the best described
endocytic pathway in mammalian cells. CCPs are specialized
invaginations of the plasma membrane which efficiently con-
centrate receptors needing to be internalized from the cell sur-
face ([15]: Fig. 1). Initial experiments using iodinated ligands
showed that type | and type Il [FNs were actively internalized
and degraded in various cell types. Electron microscopy stud-
ies from the early 1980s demonstrated that colloidal gold-
conjugated IFN-o and ferritin-conjugated murine IFN-p type

I IFNs, associated with CCPs at the plasma membrane of
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kidney cells and murine fibroblasts, respectively [16,17].
Gold-labeled IFN-vy, the sole type Il IFN, and the IFNGRI1
subunit also associated with CCPs [18.19]. IFN-v and the
[FNGRI1 subunit localized also, albeit to a lesser extent, in
caveolae ([19]: see Fig. 1).

Candidate receptors are recruited into CCPs through direct
binding to the AP-2 complex, another major component of
the clathrin machinery. There are two major AP-2 binding mo-
tifs in the cytoplasmic domain of the receptors. These include

the tyrosine-based motif YXXF, first identified in the
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Fig. 1. Several endocytic pathways can be distinguished by morphological and molecular means in marmmalian cells [25]0 IFN-R have been localized in clathrin
coated pits, caveolae and lipid rafts. Inhibiton of IENAR and IFNGR endocytosis through clathrin-coated pits impairs STAT-dependent signaling induced by
IFN-g. but not IFN-y [25]. Pharmacological disruption of lipid rafts inhibits IFNGR activation and STAT] and IFNGRI nuclear translocation [32]0 IFNGR
and TFN-y have been detected in caveolae by EM [19]. Whether IFNARTD association with lipid rafts [30] comesponds o caveolae association is unknown.
Internalized IFN-R have been found in the sorting and recyeling endosomes in mammalian cells [25] and in late endosomes (MVB) in Drosophifa. Black arrows
indicate wentfied 1TFN-R intracellular pathways. Green arrows refer o sorting steps that have been involved in IFN-R signaling. Ornge arrows point o putative

TEN-R trafficking pathways and potential control of IFN-R signaling
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transferrin receptor, and the dileucine-based moual (LL), mostly
found 1n 1mmune receptors (CD3y chain, invariant chain).
These receptors are sorted by direct interaction between the
u2 and B2 subumits of AP-2 with the YXXF and dileucine mo-
tls (reviewed in [20]). There are two putative AP-2 binding
motifs in the cytoplasmic domain of IFNGR1. These include
a leucine-isoleucine doublet in positon 270271 and a wro-

sine-based motif, YVSL, in positon 287-290. Deleuon of

these residues ampairs internalization of TFN-v, suggesting
that IFNGR 1 is endocytosed by clathrin-dependent endocyiosis
[21.22]. Likewise, a typical tyrosine-based mouf, YRGL,
has been found in position 273276 of the second subunit
IFNGR2, indicating that this subunit may also be recruited o
CCPs [23]. However, the same study showed that prevention
of clathrin polymenzation, and thus endocytosis, by potassium
depletion inhibited only 35% of IFNGR.2 uptake. This finding
implies that other endocyiic pathways may participate in
IFNGR2 endocytosis. Furthermore, a recent study showed
that the deletion of a dileucine motif or its replacement with
two alanines in IFNGR2 led o accumulation of the subunit
at the cell surface [24]. It is not known if there are similar mo-
tuls in IFNAR subunits. Nonetheless, a study using molecular
inhibitors of this pathway provided definite evidence that
IFN-R are endocytosed by the classic clathnn-dependent endo-
cytic pathway [25]. Down-expression of clathrin by RNA mnter-
ference or inhibition of dynamin activity, a GTPase required
for detachment of CCPs from the plasma membrane, strongly
mhibited IFNAR] and IFNGR1 endocytosis. This led to the
accumulation of the IFN-R at the plasma membrane.

3. Association ol IFN-R with lipid ralts

The concept of lipid rafts in membrane trafficking emerged
about 10 years ago [26]. It 15 believed that lipid rafts are made

of microdomains resulting from heterogeneous distribution of

certain lipids in the lateral plane of cellular membranes. These
stable domains, enriched i glycosphingolipids and choles-
terol, are thought to diffuse dynamically within the membrane
and thereby facilitate protein interactions by inclusion in or
exclusion from these domains [27]. Caveolae are enriched in
glycosphingolipids and cholesterol. Thus, they are considered
a subtype of lipid raft with a morphology generated by caveo-
lin, an integral membrane protein with high affinity for choles-
terol (Fig. 1). The exastence of noncaveolar lipid rafis in vivo 1s
still debated [28]. However, cholesterol-dependent partitioning
of various lipid-anchored and transmembrane proteins into
submicroscopic domains has been demonstrated in live cells

[29]. With the exception of caveolae, lipid rafts are too small
to be visualized by microscopy. Thus, their existence 15 based
mainly on biochemical experiments. Detergent-resistant mem-
branes ( DRMs), the fraction collected after detergent solubili-
zation of cell membranes and flotation on a density gradient,
are believed to reflect the composition of lipid rafis in living
cells. Indeed, most of the transmembrane receptors associated
with lipid rafts have been isolated in DRM fractions.

Several studies have shown the association of [FN-R with
lipid microdomains of the raft type. An imual study in murine

embryonic fibroblasts by Tamguchi’s group [30] found IF-
NARI, IFNGR1 and IFNGR2 in microdomams isolated
from the plasma membrane by a detergent-free method. The
downstream signaling effectors JAKID, JAK2 and STATI
were also associated with these domains. IFNGR1 and
[FNGR2 were detected by indirect immunofluorescence at
the surface of mouse vocvies and shown o colocalize partly
with the ganglioside GM1, a classic marker of lipid rafis
[31]. IFGNR subunits were associated with lipid microdo-
mains at steady state in WISH cells and in an hepatoma cell
ling [32]. In contrast, this association was detected only for ac-
tvated IFNGR in Jurkat cells. A recent study comparing the
distribution of both IFNAR and IFNGR found that no IEN-
Rsin Hela cells were enriched in DRM fractions under rest-
ing conditions. However, IFNGR complexes were present in
DEM fractions isolated from the plasma membrane after
[FN-y stimulaton. In contrast, IFN-z had no effect on basal
distribution of [FNAR complexes at the plasma membrane
[25]. Whether these differences are due to cell types or
variations in the DRM isolation protocol is unknown. These
differences emphasize the need for caution in interpreting
significance of DRM association [33].

4. Role of lipid rafts in the endocytosis of IFN-R

Regardless of these reservations, clustering of lipids and
proteins in lipid rafts has been widely implicated in various
membrane-based processes [34]. We will not detail these pro-
cesses in this review, but will focus on the possible role that
dynamic hipid assembly at the plasma membrane plays in
the endocytosis and the signaling of IFN-E. Even if clathnn-
dependent endocytosis remains the main endocytic pathway
for transmembrane receptors, various studies have suggested
there are alternate pathways. These other pathways, grouped
under the genenc name of clathrin-independent endocytosis,
have long been considered nonspecific and restricted to the up-
take ol nonphysiological cargo, including bacterial or plant
toxing [35-37]. This view was reconsidered in 2001 with
the demonstration that the interleukin-2 (IL-2) receptor was
efficiently internalized without CCPs [38]. Instead, the 11-2
receptor associated with DRM fracuons, suggesting that up-
take was driven by the special organization ol lipid ralts at
the plasma membrane. The existence of several clathrin-
independent pathways in mammalian cells has been estab-
lished by studies that blocked clathrin-dependent endocytosis
in a selective manner with dominant negative mutants and,
more recently, silencing RNAs [36.37]. Though these pathways

are poorly defined at the molecular level, there 1s a consensus
that they use cholesterol- and sphingolipid-enriched membrane
domains, 1.e. lipid rafis and caveolae. These pathways are dif-
ferentially sensitive to members of the small GTPases of the
Rho family and w the GTPase dynamin [29].

Molecular inhibition of clathrin-dependent endocytosis
strongly inhibited TFNAR uptake in Hela cells, indicating
that uptake was exclusively mediated by CCPs [25]. Accord-
ingly, IFNAR subunits were not enriched in DRM fractions.
Whether the association of [FNAR with lipid ralts in mouse
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embryonic fibroblasts 1s due to cell peculiarities or w the as-
sociation with caveolae 1s unknown (Fig. 1; [30]) The distr-
bution of IFNGR has been studied in various cell types, with
various interpretations of the association of TFNGR subunits
with DRMs. One study that mhibited [FN-v and IFNGRI
translocation to the nucleus by filipin, a cholesterol-binding
drug that disrupts lipid rafts, concluded that this particular
route was exclusively drniven by lipid rafts [32]. Although
another study found that STAT1 acuvanon and nuclear trans-
location mduced by I[FN-y were also unaffected by molecular
inhibitors of clathrin-dependent endocytosis, immunofluores-
cence and biochemical assays clearly showed that most
IFNGRs entered the cell by clathrin-dependent endocytosis
[25]. The use ol a clathrin-dependent endocytosis pathway 1s
consistent with the presence ol a typical clathrnin-dependent di-
leucine mouf in IFNGR1, which 1s required for efficient inter-
nalization of IFN-y [21.22]. The question thus 1s whether the
association of IFNGR with DRMs necessarily implies that it 1s
endocytosed by clathrin-independent endocyiosis. The limit
between lipid rafis and the clathrin-dependent machinery ap-

pears more plastic than intially thought. The small size of

lipid rafis is compatible with internalization through CCPs,
as recently demonstrated for the B-cell receptor (BCR). In
this case, activated BCR uptake occurred only when clathrin
was associated with DRMs and tvrosine  phosphorylated
through a Src-family kinase [39]. Such a scenario has also
been suggested for the endocytosis of the EGF-R [40]. Like-
wise, Marchet et al. showed that DRM association of acti-
vated ITFNGRs occurred before their endocytosis through
CCPs. However, no tyrosine phosphorylation of clathrin was

detected in DRMs and the pharmacological inhibinon of

Sre-family kinase did not block IFNGR uptake [25].

A certain degree of plasticity exists within the endocytic
pathways, as shown by the presence of the same receptor in
clathrin and nonclathrin endocytic structures. For example,
the TGF-p receptor was recently shown to be internalized by
both clathrin-dependent endocytosis and by a caveolar raft-
associated pathway, each pathway involved in distinet signal-
ing events [41]. An electron microscopy study showing the
presence of [FNGR in caveolae and in CCPs suggested previ-
ously that [IFNGR can use two mternalization pathways [19].
Though caveolae are not present in Jurkat cells, the possibility
remams that the IFNGR can use two separate endocytic path-
ways. The study by Subramaniam and Johnson followed the
pathway by which [FNGRI1 is translocated to the nucleus by
a nuclear localization signal (NLS) present in [FN-v [42].
The study by Marchew et al investigated a more typical endo-
cytic pathway that brings the IFNGR 1nto the recycling com-
partment whether or not IFN-v 1s bound o IFNGR. Thus,
whereas the raft-associated pathway cames IFNGR1 and asso-
ciated STATI to the nucleus, the clathrnin-dependent pathway
brings IFNGR1 to the recyeling compartunent (Fig. 1)

5. Role of caveolae in IFN-R endocytosis

Caveolae are typical omega-shaped membrane invagina-
tions that were discovered more than 50 years ago [43].

Caveolae are abundant 1n endothehal cells, adipocyies and
smooth muscle cells, but absent in lymphocytes and neurons.
Their precise role in clathrin-independent endocytosis is un-
clear [44]. Tt appears that caveolae remain statc at the plasma
membrane and do not contribute o overall endocyuc activity
of most cells. However, various stumuli, including tyrosine

phosphorylation, can trig
lae in a dynamin- and actin-dependent process [45]. Recent
microscopy analysis has shown that both types of behavior co-
exist in the cell: there 1s a populanon of immobile mulucaveo-
lar structures at the plasma membrane and another population
that continuously cveles in a kiss-and-run mechanism within
a short distance {rom the plasma membrane [46]. Cargo inter-
nalized through caveolae 1s directed in some cases to a special-

er the endocytic potential ol caveo-

ized endosome called caveosome, which 1s distinct from
conventional endosomes (Fig. 1). A direct pathway from the
caveosome Lo the pennuclear smooth endoplasmic reticulum
has been described [47]. IFNAR and IFNGR subunits have
been shown o cofractionate with caveolin in murine embry-
onic fibroblasts, but their localization in caveolae has not
been documented by microscopic studies [30]. IFN-y and
I[FNGR1 have been detected in caveolae in human lvmphoma
cells by electron microscopy [19]. The role of caveolae n the
ransport and intracellular distribution of IFN-R has not been
mvestgated. [t 1s also unknown whether the [FN-y-induced
association of IFNGR with DRMs corresponds to recruitment
ol activated IFNGR complexes o caveolae (Fig. 1: [25]).

6. Role of IFN-R ubiguitination

Ubiquitination 1s a key post-translational process for the ef-
ficient internalization and sorting of cell surface receptors into
endosomes in veast and mammalian cells [48]. It 15 also in-
volved in protein degradation either by proteosomal machin-
ery or through sorting into lysosomes. Eps] 5/Eps15R and
epsins, initially described as part of the clathrin machinery
[49,50] were recently shown o contain a highly conserved
ubiguitin-interacting motif (UIM} that directly binds to ubigui-
tnated receptors to sort them into CCPs [51]. Consistent with
IFNAR and IFNGR requiring functional Eps15 for their endo-
cytosis [25], ubiquitination has been recently implicated in the
sorting of both receptors. Thus, IFN-o promotes phosphoryla-
tion of IFNARI on Ser™, which then recruits SCF™™® E3
ubigquitin ligase mvolved in ubiquitinaton of IFNARI. Ubiqui-
finated TFNARIT 15 efficienty internalized and degraded into
the lysosomal network (Fig. 1: [52.53]). Furthermore, the
Tyk2 kinase has been shown to control the amount of IFNAR |
at the cell surface by regulating serine phosphorylation pre-
ceding ubiquitination and lysosomal degradation of IFNARI
[54]. IFNGR ubiguitination has not been addressed, but recent
findings suggest that this mechamism 1s also involved 1n regu-
lauon of IFNGR endocytosis and signaling. The K3 and K3
proteins of a human wmor-inducing herpesvirus, Kaposi's sar-
coma-associated herpesvirus (KSHV)., were shown o induce
[FNGR1 ubiguitination through their E3 ubiquitin ligase activ-
iy [55]. KHSV virus induction of IFNGR1 ubiguitination in-
creases downregulaion and degradation of IFNGR at the
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plasma membrane, thereby inhibiing IFN-v antiviral activity.
It 15 unknown whether this process occurs naturally in unin-
fected cells. The cell’s ubiguinn hgases that are involved in
IFNGR ubiguitination remain to be idenufied. Ubiguitination
can also mediate the mternalization of receptors in a clathrin-
independent and lipid raft-dependent manner, as recently
shown for the EGF-R [56].

7. Intracellular distribution of IFN-R after endocviosis

IFN-Rs have been localized n various structures at the
plasma membrane, including CCPs, caveolae and lipid rafis.
It 1s empting to hink the various endocytic pathways to distnet
distributions of internalized receptors and thus different sig-
naling events, as recently shown for the TGF-§ receptor [41].

Older studies have shown that IFNs are degraded and
secreted 1n several cell types after endocytosis: there are two
to four times more [FNGRs inside the cell than at the plasma
membrane n most cell ines [57-59)]. However, IFNGR 15 re-
cyeled in most cell types [60.61], in agreement with accumu-
lation of IFNGR1 and IFNGR2 subunits in the recycling
compartment [23.25]. Likewise, IFNAR] and IFNAR2 accu-
mulate in the recycling compartment after internalization
[25]. Various receptors and cyvtokines have been found in the
nucleus, although these studies are olten controversial [62].
Electron microscopy showed the presence of murnne [FN-
[ in the nucleus as early as 3 min after internalization [63].
Import to the nucleus was mediated by interacion through
an NLS mouf, as described previously for other large proteins.
After 1 b sumulaton with IFN-B, IFNARI translocated to the
nucleus through a NLS mouf i the IFNAR] extracellular do-
main (Fig. 1; [64]). The effect of IFN-o was not investigated in
this study. The IFNAR2 subumt has been reported to be pro-
teolytically cleaved in a regulated manner in response Lo
IFN-, releasing an intracellular domain ICD that can ranslo-
cale (o the nueleus ([65]; Fig. 1)). In contrast, there 1s no NLS
motf in the extracellular domain of IFNGR 1. An NLS signal
has been identified, however, in murine and human TFN-y
[42.66]. Consistent with electron microscopy  studies, the
IFN-+ NLS signal was later confirmed to allow translocation
of IFNGR1, but not IFNGR2, nto the nucleus, presumably
through the Ran/imporun pathway (Fig. 1; [19,67]). Whether
the caveosome, which can drive internalized molecules by
caveolae o the endoplasmic retculum, participates in target-
ing of [FN-R to the nucleus remains to be tested. Though
the significance of IFN-R nuclear localizaton needs further in-
vestigation, recent findings allow to draw a parallel with the
possibility to activate specific signaling pathways, as described
for the EGF and the Notch receptors [68.69]. It was reported
that nuclear EGF-R associated with promoter region of cyelin
D1 suggesting that it might function as a transcription factor
activate genes required for EGF-induced activities [70]. Simi-
lar results were recently reported for IFN-v and IFNGR 1 since
they can interact directly with the promoter region of [FN-v-
activated genes, a process that led o increased actuvity, thus

IFNGRI1 [71].

suggesting a transcriptional role for IFN-+/

8. Role of IFN-R tralficking in IFN signaling
and biological activity

Receptor endocytosis has long been viewed as a passive
means o terminate signahing at the plasma membrane through
downmodulation and lysosomal degradation of activated re-
ceptors [12.72]. This consensus was challenged by ground-
breaking studies demonstrating that EGF receptor sorting
through CCPs and the endosomal network was required to en-
sure the specificity of EGF signaling [9,10].

IFN-R trafficking has two possible functions in controlling
IFN signaling: control of response magnitude and/or 1ts spec-
iicity. The first aspect has already been addressed. Various
studies have linked downmodulaton and ubiguitin-dependent
degradation of IFN-Rs to restriction in the extent and duration
of signaling. The second aspect has been less investigated. Ini-
nal findings indicated that deletion of a dileucine stretch—a
classic signal for receptor recognition by the clathrin-depen-
dent machimery—in IFNGR inhibited IFN-y endocytosis, but
not [FN-v signaling [21,22]. This led w the general assump-
ton that IFN-R trafficking and IFN signaling are two separate
events [73]. However, recent findings about IFNAR traflicking
and signaling have refuted this assumption: molecular inhibi-
ton of the clathrin-dependent machinery by dynamin inactiva-
ton or clathrin downexpression completely inhibited both
IFNAR and IFNGR endocvtosis in Hela cells and fibroblasts
[25]. Inlubition of clathrin-dependent endocyiosis of [FNAR
led to early decrease i JAK] and TYK2 actuvation, STATI
and STAT?2 phosphorylation and the inhibinon of their nuclear
ranslocation. Consequently, IFN-oo transcriptional activity
was impaired as much as 1ts antiviral and antiproliferative ac-
avity. Inhibition of IFNGR. endocytosis through CCPs had no
effect on IFN-y-induced signaling and biological actuvities,
consistent with older studies [25]. Thus, in contrast to IFNGR,
these findings demonstrate that clathrin-dependent endocytosis
of activated IFNAR complexes is required for STAT-dependent
signaling and for IFN-es-induced biological responses. This
possibility was suggested more than 20 vears ago: Raji cells,
which are insensitive to the antiviral acdvity of IFN-«, did
not internalize it other Burkiw's  lymphoma
cells—Daudi and Namalwa—that are sensitive did internalize
IFN-a [74].

Control of [FN-o signaling by clathrin-dependent endocy-

however,

tosis possibly occurs in several ways. Further studies are
needed to validate the various scenarios. The concept of the
“signaling endosome™ has emerged from various studies ex-
ploring the link between EGF-R wafficking and signaling.
This concept proposes that signaling events imitiated at the
cell surface are propagated from the signaling endosome
whereas others are acuvated [12.73.76]. If IFNAR follows
this model of endocytosis, activated IFNAR complexes and as-
sociated signaling molecules, including STAT1 and STAT2,
would be ransported o endosomes, an intracellular sep re-
quired for propagating signal transduction. For example, this
occurs for the EGF-R in the JAK/STAT pathway: actuvated
EGF-R complexes and STAT3 colocalize in clathrin-derived
vesicles: functional endocytosis is required for STAT3 nuclear
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translocation and gene transcription [77]. STAT1 and STAT2
have not been found in clathrin-derived vesicles. However, re-
cent findings in Drosophila suggest that the transit of signaling
complexes through the endosomal network is required for
STAT signaling. There 1s only one Drosophila receplor gene
(Demeless), which is structurally similar to the human IFNAR,
one JAK (Hopscotch) and one STAT (STAT92E). Blocking
clathrin-dependent  endocytosis inhibited STAT signaling,
which is required for cell migration in Drosophila, consistent
with findings in mammalian cells [78)]. Other mutations afTect-
ing various steps of endosomal trafficking also inhibited STAT
signaling, indicating that trafficking through the endosomal
network was required (Devergne and Noselli, personal com-
munication). This 1s somewhat 1n contradiction with the
dogma that STATs are released from the [FN-R soon after be-
ing recruited to activated receptors at the plasma membrane.

However, this hypothesis 1s consistent with localization of

a cleaved part of IFNAR2 (ICD) and IFNAR1 with STATI
in the nucleus [64,65]. Whether this process relies on the ran-
sit through specialized endosomes 1s unknown.

Another possibility, not necessarily exclusive, is that as-
sembly of CCPs organizes signaling platforms at the plasma
membrane where activated receptors and thewr signaling part-
ners are recruited. This scenario was proposed for activated
G protein-coupled receptors that are connected w CCPs and
signaling parmers through the scaffolding protein [-arrestin
[79]. CCPs may regulate the associaton/dissociation cyele
of factors controlling the activaton of IFN-R over ume. For
example, the defect in JAK/STAT activation may be due w
a factor for which endocytosis is required for the phosphoryla-
tion of JAKs. Conversely, negative regulators of the JAK/
STAT pathway accumulating in CCPs that are immobilized
at the plasma membrane may 1nactivate the signaling process.
Tyrosine phosphatases, SOCS and PIAS are candidates for the
negative control of IFN signaling by this mechanism [80], but
their associations with the endocytic process have not been
invesigated.

9. Role of lipid-dependent compartmentalization
in IFN signaling

Combined in vivo cell imaging with theoretical modeling
have recently demonstrated the highly dynamic characteristics

of lipid rafts at the plasma membrane [27]. The kinetics of
lipid raft assembly/disassembly fit well with the dynamics of

the recruitment of downstream effectors w activated receptors
at the plasma membrane. Various studies have provided solid
arguments for involvement of lipid ralts in signal ransduction,
especially for immune receptor-mediated signaling [81]. Asso-
clation of activated IFNGR complexes with lipid rafis of the
plasma membrane supports the possibility that IFN-y-induced
signaling 1s regulated through lipid-based clustering of the
JAK/STAT machimery [25.32]. Consistent with this hypothe-
sis, filipin, a cholesterol-binding drug that prevents lipid raft
assembly, inhibited I[FN-y-dependent signaling in several
cell types [19.2532]. Though specificity of cholesterol-
binding drugs is questionable, various studies have found

that several members ol the JAK/STAT family associate with
lipid microdomains after activation [30,82].

Indeed, only the pool of IFNGR1 that was tyrosine phos-
phorylated after IFN-y sumulation associated with hpd mi-
crodomaims. Thus, IFNGR activaton is imtiated in lipid
microdomains where STAT1 is recruited, activated and re-
leased 1o the cytoplasm before receptor uptake through
CCPs [25]. This may explain why, unlike for IFN-«, inhibition
of clathrin-dependent endocytosis of activated IFNGR com-
plexes had no effect on STAT] activaton. Alternauvely, vari-
ous activated receptors may travel directly from lipid rafis to
the nucleus (Fig. 1; [32.67]). Whether the two pathways can
operate simultaneously and whether they are linked o distinet
signaling events 1s unknown. Though no evidence has impli-
cated caveolae 1n the endocytosis of TFN-R, it 18 possible
that caveolae regulate IFN-R signaling by conlining activated
receptors at the plasma membrane.

1. Perspectives

Novel molecular inhibitors, including silencing RNAs,
make it possible to block several trafficking pathways mn a
selective manner. Thus, the role of IFN-R endocytosis and
intracellular wafficking in IFN signaling can be examined
precisely. This review focuses on IFN-R subunits, JAK Kinases
and STATs, central molecules in IFN signaling. Additional
signaling pathways can be actvated by IFNs [83]. It would
be interesting o analvze whether receptor trallicking can con-
trol activation of JAK/STAT independent signaling events. For
example, IFN-v can activate the MAP kinase-dependent sig-
naling cascade, a pathway that, in conwast to STAT] and
[FN-v, 1s regulated by clathrin-dependent endocytosis for var-
1ous growth factor receptors [84]. In this context, analysis of
the 1mpact of receptor trafficking on other members of the
STAT famly that are not common to type I and type I [FNs
would be informative. For example, STAT3 can be activated
by IFN-y [85], and in contrast to STAT1 and IFN-v | its nuclear
translocation after EGF activation 1s clathnin-dependent [23,
24]. Whereas STAT3 is a wmor oncogene, STAT] is a tumor
suppressor [85]. One may hypothesize that these opposing ac-
tvities are due to differences in receptor trafficking.

Most studies have addressed trafficking characteristics of one
subunit of the IFN-R complex, essentially IFNGR1 or IEFNAR1.
Expression levels can differ between the subunits and may be
a critical factor in regulating ITFN responsiveness [23.24]. For
example, [IFNGR2 has been shown to remain at the plasma
membrane, but IFNGR1 translocates to the nucleus in WISH
cells [67]. Another example of the interconnection between
ligand independent endocytosis of IFNGR2 and negative
down-modulaton of STAT1 activation was given by the finding
that won uptake by the wansferrin receptor or treatment by nsu-
lin-like growth factor-1 led to IFNGR2 down-regulated surface
expression and inhibited both IFN-y-dependent STAT-1 actva-
ton and apoptosis in T-cell lines [86]. Whether the two subunits
remain associated after endocytosis and in which compartment
they finally dissociate are questions that need to be answered to
better understand the complexity of [FN signaling.
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Another key 1ssue concerns the wafflicking of JAK/STAT
pathway members themselves. Dogma holds that JAK kinases
are pre-associated with the receptor, and that STATs are re-
cruited from the cytoplasm to the activated receptors at the
cell surface, then released to reach the nucleus by unknown
pathways. However, various studies suggest that under certain
conditions, STAT travels with the receptor, reaching different
intracellular locations, including the nucleus (Fig. 1) Various
members of the JAK family have been shown to modulate the
trafficking of IFNAR complexes. For example, TYK2 can con-
trol the steady-state level of IFNAR] subunits at the plasma
membrane through ubiguitin-dependent proteolysis ol IF-
NARI in response to ligand binding [23.24]. Two members
of the JAK family, JAK] and TYK2, have been found two
bind JAMIP, a microtubule interacting protein, in Jurkat cells,
suggesting that vesicular trafficking of these Kinases is in-
volved in IFN [87].

Various intracellular compartments are probably important
for trafficking and/or signaling of the IFN-R. This is suggested
by studies of other members of the STAT family in mamma-
lian cells and studies of JAK/STAT 1in Drosophila. Several cla-
thrin-independent pathways have been described recently
(Fig. 1y. Thus, 1t 1s expected that progress in the molecular
understanding of their regulation will Tacilitate better under-
standing of their roles in IFN signaling conwrol. Novel
approaches, including real-time cell imaging of interactions
between IFN-R, JAK/STAT members and participants of the
various trafficking pathways, will probably reveal novel as-
pects of IFN signaling. The significance of IFN-R association
with lipid microdomains should be re-evaluated using less
controversial methods than biochemical isolation of DRMs.
Finally, various reports have documented dilferences in re-
sponse patterns of IFNs, particularly between [FN-oo and
[FN-B. It has been reported recently that differential receptor
subunit affinities of tyvpe [ interferons govern differential sig-
nal activation [88]. Association of these differences with spe-
cifie trafficking pathways selected by the wype of IFN bound 10
I[FNAR 15 an attractive possibility that remains to be tested.

11. Conclusion

The TFN-R system illustrates the paradox of signaling, in
that 18 closely related molecules bind o and activate only
two receplors, achieving specific cellular functions through
a common JAK/STAT circuit It is established that, for various
growth lactor receptors, receptor trafficking and signal trans-
duction can be tightly coordinated. Receptor sorting at the
plasma membrane has been shown to be much more diverse
and complex than initially thought. Thus, it is tempting
link the higher level of complexity and diversity of endocyto-
sis and trafficking with the high level of complexity and pro-
miscuity characterizing signal transduction. Recent findings
have provided new insights into the interplay between mem-
brane sorting, endocytosis and JAK/STAT signaling of [FN-
R. The versaulity and plasticity of the endocytic pathways
combined with cell type specificities results in a large variety
and high complexity of signaling outputs for IFNs. In the

relatively new field of signaling and receptor trafficking,
new technologies, including live cell imaging, should facilitate
further understanding of the contribution of membrane sorting
o signaling specificity of cytokines and the regulation of their
biological activites within the JAK/STAT pathway.
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Partie 11 : Palmitoylation

ILI Modifications lipidiques des protéines

INTRODUCTION

Les protéines peuvent étre modifiées de fagon covalente par des lipides a travers des

mécanismes multiples (figure 13). Les trois types de lipides les plus couramment attachés aux

protéines sont les isoprénoides, les acides gras, et les ancres glycosylphosphatidylinositol (GPI).

Je m’intéresserai ici uniquement a la prénylation, qui est I’ajout d’isoprénoides, et a I’acylation, c'est-

a-dire 1’ajout d’acides gras aux protéines.

Modification

Modifying Group

S-Palmitoylation

N-Palmitoylation

N-Myristoylation

O-Acylation

Farnesylation

Geranylgeranylation

Cholesterol

O
Il
\S/\/\/\/\/\/\/\/\

\O =
/S - -~ -~
.S ~ ~ ~ ~

O
NN
H

Figure 13. Structures des modifications lipidiques des protéines.

D’apres Nadolski and Linder, 2007.
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ILL1 Prénylation

La prénylation est 1’addition covalente d’un isoprénoide de 15 carbones (le farnesyl) ou de 20
carbones (le geranylgeranyl) a un résidu cystéine C-terminal a travers une liaison thioether (Zhang and
Casey, 1996).

La plupart des protéines prénylées le sont au niveau d’une « boite CAAX » (Cys-aliphatic-
aliphatic-X), ou le résidu « X » détermine si la cystéine sera farnesylée ou geranylgeranylée (si « X »
est une méthionine, une sérine ou une glutamine, la protéine sera reconnue par une farnesyltransferase,
tandis que si « X » est une leucine, elle le sera par une geranylgeranyltransferase). Apres prénylation,
les trois acides aminés C-terminaux (AAX) sont clivés par une endoprotéase et la cystéine C-terminale
prénylée est carboxymethylée par une methyltransferase spécifique. Certaines protéines peuvent étre
¢galement geranylgeranylées au niveau d’une séquence CXC.

La prénylation, comme la myristoylation et la palmitoylation, a été souvent impliquée dans des

interactions membranaires ainsi que dans des interactions protéine-protéine.

ILL.2 Acylation

Il existe deux types principaux d’acylation, qui sont la N-myristoylation et la palmitoylation.
Ces modifications lipidiques ont été découvertes dans le début des années 1980, et mises en évidence

par marquage métabolique au *H-palmitate et *H-myristate (Magee and Courtneidge., 1985).

I11.1.2.1 N-myristoylation

La N-myristoylation est I’addition covalente d’un acide gras saturé de 14 carbones, le myristate
(C14:0), a un résidu glycine N-terminal a travers une liaison amine (Resh, 1999). Cette modification a
lieu au niveau d’une séquence Met-Gly, souvent au cours de la synthése protéique. Apres le clivage de
la méthionine initiatrice par une methionine amino-peptidase, le myristate est li¢ a la glycine par une
liaison amine. Cette réaction est catalysée par une N-myristoyltransferase (NMT).

La myristoylation aurait principalement un rdle d’adressage et d’attachement des protéines aux
membranes, néanmoins un myristate seul n’étant pas suffisant, la myristoylation est souvent
accompagnée d’un deuxiéme signal qui peut étre un groupe d’acides aminés chargés positivement ou

un palmitate (voir chapitre II.II11.1.1, Attachement aux membranes).
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11.1.2.2 Palmitoylation

La palmitoylation est 1’addition covalente d’un acide gras saturé de 16 carbones, le palmitate
(C16:0), a un résidu cystéine a travers une liaison thioester. D’autres acides gras a longue chaine tels
que le stéarate (C18:0), I’oléate (C18:1) ou I’arachidonate (C 20:0) peuvent également é&tre liés aux
protéines de la méme manicre, c’est pourquoi le terme « S-acylation » (le S faisant référence a la
liaison thioester X-S-X), plus correct, est souvent utilisé dans la littérature. Cette modification ferait
intervenir des protéines de la famille DHHC-CRD (Asp-His-His-Cys cysteine rich domain), qui
seraient des palmitoyltransférases (PATs). Il n’existe pas de séquence consensus pour la
palmitoylation (voir chapitre IL.II, Mécanismes et régulation de la palmitoylation). Contrairement a la
N-myristoylation et a la prénylation, la S-palmitoylation est réversible.

Certaines protéines N-palmitoylées ont également été identifiées, comme les sous-unités Ga et
les protéines Hedgehog et Spitz (Kleuss and Krause, 2003; Miura et al., 2006; Pepinsky et al., 1998).
Dans ce cas, le palmitate est lié a une cystéine ou a une glycine par une liaison amine. La
N-palmitoylation est similaire a la N-myristoylation par le fait qu’il s’agit d’une modification
irréversible.

Dans la suite de ce manuscrit, le terme « palmitoylation » sera utilis€¢ uniquement pour décrire la

S-acylation.

ILII Mécanismes et régulation de la palmitoylation

ILIL.1 Motifs de palmitoylation

Si la myristoylation et la prénylation ont des séquences consensus bien définies, il n’en est pas
de méme pour la palmitoylation qui ne requiert aucune séquence spécifique a part la présence d’un
résidu cystéine. Cependant, méme s’il n’existe pas de motif universel de palmitoylation, plusieurs
facteurs influents ont été décrits.

Tout d’abord, la palmitoylation se trouve fréquemment a proximité d’autres modifications
lipidiques. Ainsi, les protéines qui possédent des résidus cystéines adjacents ou proches d’un résidu
glycine myristoylé sont palmitoylées (Resh, 1999); c’est le cas par exemple des sous-unités o de
petites protéines G et de plusieurs tyrosine kinases non associées a des récepteurs telles que Src, Hck,
Fyn et Lck (Mumby, 1997). De cette fagon, pour ce type de protéines, la séquence « Met-Gly-Cys » au
domaine NH, terminal représente une séquence consensus de palmitoylation. De méme, les protéines
H-Ras et N-Ras sont palmitoylées a une ou deux cystéines, respectivement, d’un site de farnesylation.
La palmitoylation a souvent lieu a proximité d’une série d’acides aminés hydrophobes, comme ceux
des domaines transmembranaires. Un environnement particulier a été décrit pour plusieurs récepteurs

couplés aux protéines G : les cystéines palmitoylées sont précédées par des groupes d’acides aminés

64



INTRODUCTION

hydrophobes et suivies par des groupes d’acides aminés chargés positivement (Bijlmakers and Marsh,
2003; Mumby, 1997). Dans le cas des protéines cytosoliques, des acides aminés chargés positivement
sont souvent retrouvés aux alentours des sites de palmitoylation, leur réle pourrait étre d’accroitre leur
liaison a la membrane avant la palmitoylation et faciliter ainsi le recrutement des PATs.

Dans le cas des protéines transmembranaires, les cystéines palmitoylées se trouvent la plupart
du temps proches de la membrane plasmique ; en général dans les 10 acides aminés suivant le
domaine transmembranaire (Bijlmakers and Marsh, 2003). Néanmoins, des cystéines plus éloignées
peuvent également étre palmitoylées. C’est le cas par exemple pour le récepteur du mannose 6
phosphate cation-dépendant (CD-M6PR) qui est palmitoylé sur ses cystéines 30 et 34, respectivement
localisées a 29 et 33 acides aminés du domaine transmembranaire (Schweizer et al., 1996). De plus, la
longueur et la composition des queues cytoplasmiques des protéines transmembranaires influencerait
le choix de la chaine carbonée utilisée pour ’acylation, ainsi, les protéines ayant une courte queue
basique seraient modifiées par le stéarate tandis que celles ayant des queues plus longues seraient

plutot modifiées par le palmitate (Resh, 1999).

Une typologie des protéines palmitoylées tenant compte de ces différents critéres a été proposée
par M. Resh (Resh, 1996): le type I comprend les protéines membranaires, dont les protéines
transmembranaires typiquement palmitoylées sur les cystéines proches de la membrane plasmique
(tels que le récepteur de la transferrine) ; le type II les protéines doublement modifiées par
palmitoylation et prénylation (telles que les protéines Ras) ; le type III les protéines palmitoylées dans
leur région N- ou C-terminale (telles que les sous-unités Ga) ; et le type IV les protéines doublement
modifiées par palmitoylation et myristoylation contenant la séquence Met-Gly-Cys (telles que les
kinases de la famille Src) (tableau 3).

Une typologie légérement différente est illustrée figure 14.

Un programme capable de prédire les sites de palmitoylation, CSS-Palm, a été mis au point par
Xue et Ren, en se basant sur ce qui est connu dans la littérature (Ren et al., 2008 ; Zhou et al., 2006).
Je I’ai utilisé lors de mes travaux pour connaitre les probabilités de palmitoylation des cystéines

cytoplasmiques d’IFNAR.
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Tableau 3. Séquences des protéines palmitoylées. D’aprés Resh, 1999.

Type I : Protéines membranaires (transmembranaires ou périphériques)

TGFa

Récepteur de la transferrine
P-Selectine

CD4

CD36

Cavéoline-1

Band 3

SNAP-25

Protéines virales
Inflenza HA, sous-type H1
Protéine E2 du virus Sindbis
Protéine 6K du virus Sindbis
Protéine G du VSV
HIV-1 gp 160
Rift valley fever virus G2

Récepteurs a 7 domaines transmembranaires
Récepteur adrénergique 02 A
Récepteur f2-adrénergique
Récepteur de la dopamine D1
Récepteur LH/hCG
Récepteur de I’endotheline A
Récepteur de I’endothéline B
Récepteur de la vasopressine
Récepteur de la neurokinine B

..EKPSALLKGRTACCHSETVV
...KANVTKPKRCSGSICYGT...
...KDDGKCPLNPHS

...GIFFCVRCRHRRRQ...

MGCDRNC.... .CACRSKTIK
...VPCIKSFLIEIQCISRVYSIYVHTFCDPFF...
...FTGIQIICLAVLMVV...
...LGKFCGLCVCPCNKLKSSDA. ..

...MCSNGSLQCRICI
...PTSLALLCCVRSANA
...RCCSCCLPF
...RVGIHLCIKLKHTKK...
...DDLRSLCLFSYHRLRD...
..FSSIATICLAVL...

...RRAFKKILCRGDRKRIV
...FOELLCLRRSSLK...
...LGCYRLCPAT...
...LLSRFGCCKRRAELYRRK...
...FQSCLCCCCYQSKS...
...KRFKNCFKSCLCCWCQSFEE. ..
...SVSSELRSLLCCARGRTPPS...
...RAGFKRAFRWCPFIQVSSYD...
..HKLIRFKCTS

Récepteur de la sérotonine .
Récepteur 5 de la stomatostatine ...FRQSFKKVLCLRKGSGAKDA...
Rhodoposine ...MVTTLCCGKNPLGD...
Type II : Protéines prénylées et palmitoylées
H-Ras ...SGPGCMSCKCVLS
N-Ras ...GTOGCMGLPCVVM
K-Ras(A) ...TPGCVKIKKCVIM
Paralemmine ..DMKKHRCKCCSIM

Type III : Palmitoylation dans une région N-terminale ou C-terminale

Sous-unités Ga
as
aq
al2
al3
al6
GAP43
Sous-unité p2a du canal Ca®"
PSD-95
RGS4

MGCLGNSKTEDQRNE
MTLESIMACCLSEEAKEA
MSGVVRTLSRCLLPAEAG
MADFLPSRSVCFPGCVLTN
MARSLRWRCCPWCLTEDEKAA
MLCCMRRTKQVEKNDDDQKIEQDGI
MQOCCGLVHRRRVRV
MDCLCIVTTKKYRYQDEDTP
MCKGLAGLPASCLRSAKDMK
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...FSRQDCCGNCSDSEEELPTRL

Type IV : Protéines myristoylées et palmitoylées

Tyrosine kinases de la famille Src
Yes
Fyn
Lyn
Lck
Hck
Fgr
Yrk

Sous-unités Go
ail
00
oz

AKAPI8
eNOS

MGCIKSKEDKGPAMKY
MGCVQCKDKEATKLTE
MGCIKSKRKDNLNDDE
MGCVCSSNPEDDWMEN
MGCMKSKFLQVGGNTG
MGCVFCKKLEPVATAK
MGCVHCKEKISGKGQG

MGCTLSAEDKAAVERS
MGCTLSAEERAALERS
MGCRQOSSEEKEAARRS

MGQLCCFPFSRDEGK
MGNLKSVGQEPGPPCGLGLGLGLGLCGK

Les résidus cystéine palmitoylés sont représentés en gras et soulignés.
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Figure 14. Typologie des protéines palmitoylées.

(a) Protéines transmembranaires palmitoylées au niveau juxtamembranaire. (b) Protéines
transmembranaires palmitoylées sur des cystéines distantes de la région juxtamembranaire. Dans ce
cas, la palmitoylation peut rapprocher le domaine cytoplasmique de la membrane plasmique.
(c) Protéines cytosoliques palmitoylées et myristoylées, (d) Protéines cytosoliques palmitoylées et
prénylées, (e) Protéines cytosoliques doublement palmitoylées. La palmitoylation est indiquée en
rouge, la myristoylation en bleu et la prénylation en vert. D’aprés Bijlmakers and Marsh, 2003.
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ILIL2 Mécanismes de palmitoylation

ILI1.2.1 Autoacylation

Le fait que les protéines contenant une cystéine palmitoylée pouvaient étre auto-acylées in vitro
en présence de palmitoyl-CoA a suggéré que cette modification pouvait survenir spontanément, en
I’absence de toute activité enzymatique.

Le groupement SH d’une cystéine, qui est nucléophile, attaque la liaison thioester existant entre
le CoA et I’acide palmitique. Cette réaction in vitro montre des similarités avec la palmitoylation qui
se produit in vivo. Elle se produit aux mémes sites et dépend des mémes conditions, par exemple
d’une myristoylation ou de la présence d’autres protéines partenaires (Duncan and Gilman, 1996; Veit,
2000).

Il existe néanmoins certaines différences entre la palmitoylation qui se produit in vitro ou in
vivo. Souvent, la réaction qui se produit in vitro est plus lente. Certaines sous-unités Go sont
palmitoylées plus efficacement que d’autres in vitro, ce qui n’est pas le cas in vivo. De plus, certaines
protéines qui ne sont pas palmitoylées in vivo le sont in vitro.

L’existence de I’ACBP (acyl-CoA binding protein) est certainement 1’argument le plus
important contre I’existence de I’autoacylation in vivo. Il s’agit d’une protéine cytosolique abondante
qui lie les acides gras a longue chaine avec une forte affinité, et qui régule probablement la
concentration cytosolique d’acyl-CoA de maniére a prévenir 1’autoacylation des protéines. In vitro,
I’autoacylation de la protéine Ga est totalement inhibée en présence de I’ACBP, tandis que la présence
supplémentaire d’une palmitoyltransférase permet une palmitoylation partielle (Dunphy et al., 2000;

Leventis et al., 1997).

ILI1.2.2 Action enzymatique

L’existence des palmitoyltransférases (PATs) a longtemps été remise en question pour plusieurs
raisons. Tout d’abord, a la différence de la myristoylation et de la prénylation, il n’existe pas de site
consensus pour la palmitoylation qui puisse étre reconnu spécifiquement par une enzyme. Ensuite, il
apparait évident qu’une action enzymatique est plus cotliteuse en énergie pour la cellule qu’une simple
autoacylation. Ainsi, Bizzozero et collaborateurs ont remarqué que I’énergie requise pour le simple
transfert d’un palmitate-CoA a un peptide était de cinq fois inférieure a celle nécessaire aux acylations
catalysées par des enzymes (Bharadwaj and Bizzozero, 1995). Enfin, la grande difficulté pendant un
certain nombre d’années a mettre en évidence une activité palmitoyltransférase a continué de renforcer

le doute existant sur ces enzymes.
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I1.11.2.2.1 Découverte des PATS

Malgré la difficulté a les purifier en raison de leur instabilité, en 1995 et 1996, deux équipes
sont parvenues a isoler des activités palmitoyl acyltransferases (PAT). Resh et collaborateurs ont
purifié une activité PAT a partir de cerveaux bovins capable de palmitoyler des kinases de la famille
Src (Berthiaume and Resh, 1995). Ils ont montré que cette activité était associée aux membranes,
résistante aux pH élevés et sensible a I’extraction par des détergents, suggérant que 1’enzyme
impliquée est intégrée dans les membranes. Une autre étude du laboratoire de M. Linder a montré
I’existence d’une activité PAT enrichie a la membrane plasmique palmitoylant les protéines G
(Dunphy et al., 1996). Les rapports d’identification de PATs se sont ensuite succédés. Une protéine de
70 kDa ayant la capacité de palmitoyler une sous-unité de la spectrine, une protéine du cytosquelette, a
été purifiée a partir d’érythrocytes humain (Das et al., 1997). Un dimeére constitué de deux
polypeptides de tailles respectives de 260 et 270 kDa, capable de palmitoyler un peptide dérivé d’une
protéine Ras de drosophile in vitro, a été purifi¢ a partir de pattes abdominales de Bombyx Mori et
cloné (Ueno and Suzuki, 1997).

Une avancée significative a eu lieu avec la découverte du complexe Erf2/Erf4 par le groupe de
R. Deschenes (Lobo et al., 2002). Leur travail dans la levure leur ayant montré qu’un mutant de Ras
non farnesylé est dépendant de la palmitoylation pour sa viabilité, ils ont fait I’hypothése que des
mutations létales dans ce mutant pourraient intervenir dans des génes codant pour des PATs. Deux
genes, ERF2 et ERF4 (Effect on Ras Function), ont été identifiés. ERF2 était un géne non caractérisé
du génome de la levure, et ERF4 avait déja été caractérisé dans un criblage de suppresseurs de la
fonction de Ras, nommé alors SHRS et impliqué dans la palmitoylation de Ras (Bartels et al., 1999;
Jung et al., 1995). Erf2 est une protéine transmembranaire de 42 kDa qui a été localisée dans le RE, et
qui forme un complexe protéique avec Erf4. L activité PAT de ce complexe sur Ras a ét¢ démontrée
in vitro (Lobo et al., 2002). Une caractéristique importante d’Erf2 est la présence d’un motif DHHC
(Asp-His-His-Cys) situé dans un domaine CRD (cysteine rich domain), critique pour 1’activité PAT.

Deux homologues mammiferes de Erf2 et Erf4 ont été identifiées, il s’agit de DHHCY et
GCP16, respectivement (Swarthout et al., 2005). Ces deux protéines sont également associées et sont
localisées dans 1’appareil de Golgi. Le complexe DHHC9/GCP16 palmitoyle H-Ras et N-Ras in vitro.
Simultanément a la découverte du complexe Erf2/Erf4 comme PAT de Ras, le groupe de N. Davis a
identifié la protéine Akrl (Ankyrin repeat protein) comme étant la PAT de Yck2 (yeast casein kinase
2) (Roth et al., 2002). Comme Erf2, Akrl est une protéine transmembranaire avec un motif DHHC-
CRD responsable de son activité¢ PAT.

Une recherche dans le génome de la levure a permis d’identifier six autres protéines porteuses
d’un domaine DHHC : Akr2, Pfa3 (Protein fatty acyltransferase 3), Swfl, Pfa4, Pfa5 et Ynl155W.
Pour certaines, les substrats ont été identifiés : ainsi, Pfa3 palmitoyle la protéine Vac8, swfl
palmitoyle les SNAREs de levure Tlgl, Sncl et Syn8, et Pfad palmitoyle la chitin synthase chs3 (Lam
et al., 2006; Smotrys et al., 2005; Valdez-Taubas and Pelham, 2005).
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lumiére

cytoplasme

Figure 15. Topologie membranaire des PATs de la famille DHHC.
Les PATs a domaine DHHC-CRD ont en général de 4 a 6 domaines transmembranaires, le domaine
DHHC-CRD se trouve toujours du coté cytoplasmique.

TM1 TM2 TM3 TM4

DPG DHHC-CRD TTXE

| N-Variable | l C-Variable |
[ | | |

Figure 16. Diagramme schématique d’une PAT a domaine DHHC.
La région N-terminale, les domaines transmembranaires (boites bleues, TM), les motif DPG,
DHHC-CRD et TTXE, ainsi que la région C-terminale sont indiqués. D’apres Mitchell et al., 2006.
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I1.11.2.2.2 Famille DHHC

Les protéines porteuses d’un domaine DHHC-CRD définissent ensemble une famille de PATs,
comprenant 8 membres chez la levure et 23 chez I’homme (Mitchell et al., 2006; Ohno et al., 2006).
Ce sont des protéines intégrées aux membranes avec de multiples domaines transmembranaires, le
domaine DHHC est toujours localisé sur la face cytosolique (figure 15).

Leur localisation intracellulaire est variée : certaines sont retrouvées dans le RE, d’autres dans
I’appareil de Golgi, d’autres encore a la membrane plasmique, et dans la levure certaines sont
localisées dans la vacuole (Nadolski and Linder, 2007; Ohno et al., 2006). La localisation des
palmitoyltransférases pourrait étre directement liée a la localisation de leur substrats spécifiques.

Le groupe de N. Davis a remarqué que la palmitoylation in vitro de Yck2 par Akrl était
stimulée par I’ATP, bien que ceci soit surprenant (Roth et al., 2002). D’une part, Akrl n’a pas de
séquence consensus de liaison de nucléotides ni de domaine hydrolytique, et d’autre part, le palmitoyl-
CoA est un réactif trés énergétique qui est capable de se transférer a une protéine substrat en 1’absence
d’action enzymatique. Il serait intéressant d’examiner quel est le role joué par I’ATP dans la
palmitoylation induite par Akrl.

La question de savoir si I’action des PATs DHHC est catalytique ou si elles agissent seulement
de fagon steechiométrique comme des protéines de transfert du palmitate a été pendant un temps
débattue (Dietrich and Ungermann, 2004). Une analyse cinétique de la palmitoylation de N-Ras par
DHHC9/GCP16 a montré que la réaction était rapide, linéaire et atteignait un maximum a 10 minutes,
suggérant une réaction catalytique (Swarthout et al., 2005).

Toutes les PATs DHHC examinées jusqu’a aujourd’hui sont palmitoylées lorsqu’elles sont
incubées avec du palmitoyl-CoA. En revanche, une mutation de la cystéine du motif DHHC abolit a la
fois I’autopalmitoylation de la PAT et la palmitoylation du substrat (Mitchell et al., 2006). L auto-
palmitoylation a lieu trés rapidement et précede le transfert du palmitate au substrat, suggérant un role
des protéines DHHC comme intermédiaires de palmitoylation.

Le domaine DHHC posséde des similarités avec le motif doigt de zinc C,H,, en revanche la
capacité de protéines DHHC a lier le zinc n’a pas été testée (Mitchell et al., 2006).

Certaines PATSs, telles que Akrl, Akr2 et Pfa5, possédent un motif DHYC a la place de DHHC.
Akrl posseéde plusieurs substrats, Yckl, Yck2 et Lcb4, qui ont chacun des sites de palmitoylation
différents. Akrl comporte un domaine de répétitions d’ankyrine, ces domaines étant impliqués dans
les interactions protéine-protéine, il probable que ceci permette a Akrl d’interagir avec ses substrats
indépendamment de la séquence entourant la cystéine palmitoylée.

Un alignement avec ClustalX des protéines DHHC humaines et de levure a permis de proposer
la séquence consensus suivante (Mitchell et al., 2006):

Cx2Cx3(R/K)PxRx,HCx, Cx, Cx4 DHHCx W(V/DxNC(I/V)Gx,Nx3F
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Deux autres séquences apparaissent également conservées : un motif DPG (aspartate-proline-
glycine) a la suite du TM2 (deuxieme domaine transmembranaire) et un motif TTxXE (threonine-
threonine-x-glutamate) adjacent au TM4 (figure 16). Le réle fonctionnel de ces motifs n’a pas été
étudié, mais il est intéressant de noter qu’ils se trouvent du méme c6té de la membrane que le motif
DHHC.

Contrairement aux N-myristoyltransferases (NMT) qui sont spécifiques du myristoyl-CoA
(C14:0), les protéines DHHC utilisent comme substrats lipidiques différents acyl-CoA a longue
chaine, principalement C16:0, C16:1, C18:0, C18:1, et sont indifférentes a la saturation des chaines
carbonées. En revanche, des chaines plus courtes comme C14:0, C12:0 ou C10:0 sont beaucoup moins
compétitives face a des acyl-CoA radiomarqués dans des tests de palmitoylation (Lobo et al., 2002;

Mitchell et al., 2006).

ILI1.2.3 Mécanismes potentiels

Dietrich et Ungermann ont proposé plusieurs mécanismes potentiels de palmitoylation (Dietrich
and Ungermann, 2004) (figure 17). Dans le mécanisme de base, qu’il y ait intervention enzymatique
ou non, la réaction commence par la formation d’une cystéine déprotonée, donc d’un thiolate, sur la
protéine cible. L’anion thiolate agit comme un nucléophile sur la liaison thioester d’un palmitoyl-CoA,
aboutissant ainsi a la formation d’une protéine palmitoylée (figure 17A). Dans le cas d’une action
enzymatique, la PAT pourrait elle-méme présenter un thiolate qui réagirait avec un palmitoyl-CoA,
formant ainsi un thioester intermédiaire (figure 17B). La PAT lierait ensuite la protéine substrat, et
catalyserait le transfert du palmitate.

Certaines études ont suggéré que les PATs pouvaient agir seulement comme des protéines de
transfert de palmitate. Ainsi, Dietrich et al ont montré que la protéine Ykt6 palmitoyle Vac8 in vitro
avec un ratio 1:1, de plus, Ykt6 est capable de lier le palmitoyl-CoA mais aussi le CoA seul (Dietrich
et al., 2004). Un autre modele en accord ces observations serait que certaines PATs lient le palmitoyl-
CoA de fagon non covalente, puis la protéine substrat qui est alors palmitoylée par I’attaque
nucléophile de son thiolate sur la liaison thioester du palmitate-CoA (figure 17C). Le CoA reste
ensuite lié¢ a la PAT, empéchant ainsi 1’incorporation d’un nouveau palmitate-CoA et une nouvelle
réaction. Néanmoins, ce mod¢le est assez peu probable, d’autres travaux plus récents ayant confirmé

une action catalytique des PATs (Mitchell et al., 2006; Swarthout et al., 2005).
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Figure 17. Mécanismes potentiels de palmitoylation.

(A) Mécanisme de base. Le groupe sulphydryl sur la protéine cible est déprotoné pour former un
thiolate. La liaison thioester entre la protéine et le palmitate résulte d’une attaque nucléophile du
thiolate sur le carbone-a du palmitoyl-CoA (Pal-CoA). (B) Formation d’un thioester intermédiaire. La
palmitoyltransférase forme un thioester intermédiaire avec le palmitate, se lie ensuite a la protéine
cible et catalyse le transfert du palmitate. (C) Palmitoylation assistée par une protéine de transfert. La
protéine de transfert du palmitate lie le CoA ou Pal-CoA a ’aide d’une poche de liaison et présente le
Pal-CoA a une protéine cible. Apres la formation de la liaison thioester, le CoA reste lié¢ a la protéine
de transfert. D’aprés Dietrich and Ungermann, 2004.
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ILIL.3 Régulation de la palmitoylation

La régulation de la palmitoylation peut survenir a plusieurs niveaux : la formation du thiolate, la
disponibilit¢ du palmitoyl-CoA, D’action de palmitoyltransférases et de palmitoylthioestérases

(Dietrich and Ungermann, 2004).

I1L.11.3.1 Formation du thiolate
Le sulphydryl d’une cystéine a un pK, de 8,5 ce qui rend improbable la formation d’un thiolate
dans les conditions physiologiques (pH 7,2-7,4). Néanmoins, ’environnement peptidique de la

cystéine peut influencer son pK, et permettre ainsi la formation d’un thiolate.

11.11.3.2 Disponibilité du palmitoyl-CoA

L’acyl-CoA binding protein (ACBP) joue un rdle important dans les cellules eucaryotes en
séquestrant les palmitoyl-CoA libres et en maintenant ainsi leur concentration dans le cytosol de
I’ordre de quelques nanomolaires (Faergeman and Knudsen, 1997). L’ACBP a ainsi un réle crucial
dans la prévention de ’autoacylation, cependant, la palmitoylation médiée par les PATs est résistante
a I’action de I’ACBP. 1l est donc probable que les PATs entrent en compétition avec I’ACBP pour la
liaison du palmitoyl-CoA .

IL11.3.3 Palmitoyltransférases / Palmitoylthioestérases

Enfin, I’action de palmitoyltransférases et de palmitoylthioestérases régule également la
palmitoylation/dépalmitoylation des protéines.

Les palmitoyltranferases catalysent la palmitoylation des protéines (voir chapitre I1.I1.2.2,
Action enzymatique). Les palmitoylthioestérases, elles, catalysent la dépalmitoylation des protéines,
deux enzymes de ce type ont été décrites a ce jour. La premicre, APT1 (acylprotein thioesterase 1), est
une protéine de 29 kDa qui agit sur la face cytosolique des membranes et qui dépalmitoyle les petites
protéines G, H-Ras et eNOS (endothelial nitric-oxide synthase) (Duncan and Gilman, 1998; Duncan
and Gilman, 2002; Yeh et al, 1999). A Tl’origine, APTI avait été décrite comme une
lysophospholipase (Sugimoto et al., 1996), bien que cette enzyme aie plus d’affinité pour les protéines
palmitoylées que pour les lipides. La deuxiéme, PPT1 (protein palmitoyl thioesterase 1), intervient
durant la dégradation protéique et est localisée dans les lysosomes (Verkruyse and Hofmann, 1996).
L’hydrolyse des acides gras des protéines est une étape essentielle dans la dégradation protéique. Des
mutations dans le géne PPT1 sont responsables d’une maladie d’accumulation lysosomale, la céroide
lipofuscinose neuronale infantile, qui aboutit a des troubles neurodégénératifs sévéres (Gupta et al.,
2001; Vesa et al., 1995). Une palmitoyl thioesterase proche, PPT2, a été¢ décrite (Soyombo and
Hofmann, 1997). Par contre, PPT2 n’hydrolyse le palmitate qu’a partir de palmitoyl-CoA, et non de

protéines palmitoylées.
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Un schéma récapitulatif des mécanismes de régulation de la palmitoylation est présenté

figure 18.

IL11.3.4 Inductibilité de la palmitoylation/dépalmitoylation

I1 a été reporté dans plusieurs contextes que la palmitoylation et la dépalmitoylation pouvaient
étre inductibles. Ainsi, la dépalmitoylation des sous-unités Ga associées au récepteur f-adrénergique
est induite par la stimulation du récepteur par ses ligands (Mumby, 1997). Par contre, la palmitoylation
du récepteur B-adrénergique lui-méme est accrue par 1I’exposition des cellules a un agoniste (Mouillac
et al., 1992). Dans les cellules B, il a été montré que CD81 n’était palmitoylé qu’aprés 1’association du
complexe CD19/CD21/CD81 avec le récepteur des cellules B (BCR) (Cherukuri et al., 2004). Enfin, la
dépalmitoylation de eNOS, du récepteur de 1’cestradiol ainsi que du récepteur AMPA est induite par

des agonistes (Acconcia et al., 2005; Hayashi et al., 2005; Robinson et al., 1995).

HS-R Pal-OH

1
3
“S-R
PAT
+ \ » Pal-S-R
Pal-CoA
CoA

2

Pal-CoA-ACBP

Figure 18. Régulation de la palmitoylation.

(1) Formation du thiolate sur la protéine substrat (R). (2) Disponibilité du palmitoyl-CoA (Pal-CoA),
tamponnée par I’ACBP (acyl-CoA binding protein). (3) La palmitoylation médiée par les PATs est
reversée par 1’action de thioestérases. D’aprés Dietrich and Ungermann, 2004.
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ILINT Fonctions de la palmitoylation

ILIIL1 Attachement aux membranes lipidiques/relocalisation dans les rafts

ILIIL 1.1 Attachement aux membranes lipidiques

La fonction la plus décrite de la palmitoylation est 1’augmentation de 1’affinité des protéines
pour les membranes lipidiques.

Dans le cas des protéines cytosoliques, une myristoylation ou une palmitoylation seules ne sont
pas suffisantes pour lier les membranes, un deuxiéme signal est alors nécessaire. Ce peut étre une
deuxieme modification lipidique ou une série d’acides aminés hydrophobes, qui augmente alors
I’affinité pour les membranes en interagissant avec les tétes des phospholipides chargées négativement
(Resh, 1999). Les protéines doublement myristoylées et palmitoylées peuvent ainsi lier les membranes
(comme par exemple les kinases de la famille Src, les petites protéines G), ainsi que les protéines
portant deux sites de palmitoylation ou plus (GAP43, certaines protéines G) et les protéines
doublement palmitoylées et farnesylées (H-Ras) (figure 19).

L’hypothése du « kinetic bilayer trapping » explique le comportement des protéines modifiées
par des lipides dans les cellules (Shahinian and Silvius, 1995). Dans ce modéle, les protéines
modifiées par un seul lipide, myristoyl ou farnesyl, interagissent de manicre transitoire avec
différentes membranes dans la cellule. Lorsque la protéine rencontre la membrane ou est localisée sa
PAT, elle devient palmitoylée et liée de fagcon stable a cette membrane. Ensuite, la protéine
doublement modifiée peut changer de compartiment mais uniquement par I’intermédiaire d’un
transport vésiculaire. La dépalmitoylation de la protéine lui permet de retourner a son état basal, ou

elle circule librement entre les compartiments intracellulaires de maniére non vésiculaire (figure 20).

ILIII. 1.2 Localisation dans les rafts

Dans de nombreux cas, il a été reporté que la palmitoylation était responsable de la localisation
des protéines dans des microdomaines membranaires de type raft. C’est le cas par exemple des kinases
de la famille Src Fyn et Lck, de LAT (linker for activation of T cells) ou de Fas (Chakrabandhu et al.,
2007; Liang et al., 2001; Zhang et al., 1998).

Les rafts sont des zones de la membrane plasmique enrichies en sphingolipides et en cholestérol
qui sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires comme la signalisation ou 1’endocytose.
Ils ont été identifiés biochimiquement comme des fractions de membrane résistantes aux détergents,
ou DRMs (detergent resistant membranes). Il s’agit de microdomaines membranaires ou les lipides se
trouvent dans une phase liquide ordonnée, nommée L, (liquid ordered).

Le concept des rafts comme étant des domaines préexistants a la membrane plasmique a été

récemment remis en cause (Hancock, 2006). En fait, il s’agirait plutdt a I’origine de petits domaines en
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phase L, instables qui seraient ensuite stabilisés par des protéines, transmembranaires ou a ancre
lipidique. Les protéines joueraient un role non négligeable dans la formation des rafts. Les ancres
lipidiques ont elles-mémes la capacité de modifier leur environnement lipidique immédiat, tout
comme les domaines transmembranaires des protéines. De plus, ’interaction des protéines entre elles
stabilise encore les rafts. Dans ce modele actualisé, on peut définir deux classes de protéines : celles
qui sont capables de stabiliser des petits domaines L, (protéines dites associées aux rafts), et celles qui
ne le sont pas (protéines « exclues » des rafts).

La taille des rafts serait relativement limitée, de [’ordre de quelques nanomeétres. Des
expériences de modélisation avec la protéine GFP-tH (GFP (green fluorescent protein) couplée avec le
motif doublement palmitoylé et farnesylé de Ras) montrent que 40% de cette protéine se trouve dans
des domaines de 12 a 20 nm de diamétre qui comprennent une moyenne de 6 a 7 protéines (Plowman
et al., 2005).

La phase liquide ordonnée contient principalement des acides gras saturés. Ainsi, I’insertion des
protéines acylées dans les domaines L, est facilitée, tandis que les protéines prénylées, en raison de la
structure encombrante de I’isoprénoide, en sont exclues.

Une fonction des rafts serait d’augmenter la concentration locale des protéines pour faciliter les
interactions protéiques. En accord avec ce concept, il a été suggéré que les vitesses de diffusion étant
plus faibles dans les rafts, les interactions entre protéines seraient facilitées (Hancock, 2006).

Certaines protéines palmitoylées, comme des kinases de la famille Src, eNOS, ou les sous-unités
Ga sont enrichies dans un type particulier de rafts, les cavéoles. Les cavéoles sont de petites
invaginations de la membrane plasmique de composition similaire aux rafts et qui sont enrichies d’une
protéine qui les caractérise, la cavéoline. La cavéoline elle-méme est palmitoylée, ce qui pourrait
promouvoir son interaction avec d’autres protéines palmitoylées et induire ainsi leur recrutement dans

les cavéoles (Dietzen et al., 1995; Parat et al., 2001; Lee et al., 2001).

Enfin, si la palmitoylation permet le plus souvent 1’association des protéines avec les rafts, elle
peut aussi la prévenir, c’est le cas par exemple du récepteur de ’anthrax (Abrami et al., 2006). Dans
cette étude, les auteurs ont montré que si la localisation du récepteur sauvage dans les rafts était
induite par la toxine, un mutant non palmitoylé était localisé dans les rafts de maniére constitutive.
Néanmoins, le fait que ’association du récepteur avec les DRMs soit sensible au 2-bromopalmitate, un
inhibiteur général de la palmitoylation, indique que d’autres protéines palmitoylées sont nécessaires a
I’association du récepteur avec les rafts. IIs proposent donc un modele dans lequel la palmitoylation du
récepteur régulerait son interaction avec une protéine partenaire, la palmitoylation de cette derniére
étant requise pour ’association avec les rafts induite par la toxine. Il est tentant de proposer que
I’interaction du récepteur avec cette protéine partenaire se produit lorsque le récepteur est

dépalmitoylé, événement qui serait déclenché par la liaison de la toxine.
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Figure 19. Modéle des « deux signaux » d’adressage aux membranes lipidiques des protéines.
Pour étre stablement associées avec les membranes, les protéines ont besoin de deux signaux, I’'un
étant une modification lipidique (palmitoylation, myristoylation, prénylation) et ’autre soit une
deuxiéme modification lipidique, soit un motif polybasique qui apporte des interactions
¢électrostatiques avec les tétes des phospholipides chargées négativement sur la face interne des
membranes. Ainsi, on trouve des protéines farnesylées accompagnées d’un motif polybasique, des
protéines myristoylées accompagnées d’un motif polybasique (a), des protéines myristoylées et
palmitoylées (b), des protéines doublement palmitoylées (c), des protéines prénylées et palmitoylées
(d) mais également, la stabilit¢é a la membrane des protéines palmitoylées peut étre apportée par
I’interaction avec une autre protéine associée a la membrane (e). La myristoylation est indiquée en
vert, la palmitoylation en rouge et la prénylation en bleu.
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Figure 20. Modele “Kinetic bilayer trapping” des protéines doublements modifiées par des
lipides.

La protéine farnesylée (rectangle gris) intéragit transitoirement avec les différentes membranes dans la
cellule. Aprés rencontre avec la membrane contenant sa PAT (hexagone noir), la protéine farnesylée
est palmitoylée et devient ainsi stablement associée avec ce compartiment. La protéine doublement
“lipidée” se déplace vers les autres compartiments par transport vésiculaire (cercle gris clair). Des
palmitoylthioestérases retirent le palmitate (non montré¢), la protéine farnesylée est de nouveau capable
de se déplacer rapidement et librement entre les membranes. D’aprés Nadolski and Linder, 2007.
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ILIIL2 Role de la palmitoylation dans le trafic intracellulaire

Il a souvent été décrit qu’un défaut de palmitoylation affecte le trafic intracellulaire des
protéines, et cela peut se produire de maniéres diverses. Il est facile de comprendre le role que peut
avoir la palmitoylation dans le trafic de par sa fonction initiale d’attachement aux membranes.

Comme il est décrit ci-dessus dans le modele « kinetic bilayer trapping » (chapitre ILIIL1.1,
Attachement aux membranes lipidiques), la palmitoylation d’une protéine dans un compartiment
donné ’ancre de facon stable dans ce compartiment, ou bien lui permet d’en partir par I’intermédiaire
d’un transport vésiculaire. Ce phénomeéne est particuliérement bien illustré dans le cas des protéines

Ras.

ILIIL.2.1 Réle de la palmitoylation dans le trafic des protéines H-Ras et N-Ras

Les protéines Ras sont de petites GTPases qui régulent la croissance cellulaire et la
différenciation. Les trois isoformes majeures de Ras, H-Ras, N-Ras et K-Ras, sont modifiées par
farnesylation dans leur boite CAAX C-terminale (Plowman and Hancock, 2005). Les Ras ainsi
farnesylées sont ciblées vers le RE ou le traitement post-prénylation a lieu, la séquence AAX est clivée
et la cystéine C-terminale est carbomethylée. Les Ras sont alors capables de trafiquer librement entre
les différentes membranes cellulaires, car elles ont besoin d’un deuxieéme signal de liaison aux
membranes pour étre stabilisées. Dans le cas de H-Ras et N-Ras, ce sera une palmitoylation, dans le
cas de K-Ras un motif polybasique (Apolloni et al., 2000; Choy et al., 1999; Hancock et al., 1990).

H-Ras et N-Ras vont étre palmitoylées dans le RE, et ensuite atteindre ’appareil de Golgi et la
membrane plasmique par transport vésiculaire. Une fois a la membrane plasmique, des palmitoyl
thioesterases dépalmitoylent Ras, qui peut de nouveau circuler librement dans la cellule de maniére
non vésiculaire et retourne ainsi rapidement au RE (Goodwin et al., 2005). Ce mod¢le est illustré

figure 21.
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Figure 21. Trafic des protéines H-Ras et N-Ras en fonction de leur statut de palmitoylation dans
les cellules de mammiféres.

(1) La farnesylation adresse H-Ras et N-Ras (H/N-Ras) au réticulum endoplasmique (ER), ou a lieu la
réaction de post-prénylation (carboxyméthylation). H/N-Ras farnesylé peut circuler rapidement vers
les autres membranes ou (2) étre palmitoylé par une PAT ce qui maintient H/N-Ras dans le réticulum
endoplasmique. H/N-Ras doublement lipidé peut alors se diriger vers 1’appareil de Golgi (3) et la
membrane plasmique (4) via la voie de sécrétion vésiculaire classique. (5) Une fois & la membrane
plasmique, I’action d’une palmitoylthioestérase (APT) retire le palmitate et permet ainsi & H/N-Ras
farnesylé de circuler rapidement de maniére non-vésiculaire (6) avec les endomembranes, notamment
I’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique. (7) Une autre PAT potentielle peut retenir H/N-Ras
farnesylé dans 1’appareil de Golgi. Le cycle de dépalmitoylation—repalmitoylation est responsable du
trafic dynamique Ras par voie vésiculaire (fléches pleines) et par voie non vésiculaire (fléches en
pointillés). D’apres Linder and Deschenes, 2006.
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ILIIL.2.2 Réle de la palmitoylation dans I’endocytose

Il a été démontré pour plusieurs protéines transmembranaires que la palmitoylation régule leur
endocytose, le plus souvent négativement.

Le récepteur de la transferrine est palmitoylé au niveau des cystéines Cys®* et Cys®’. Des
mutants dans lesquels ces deux cystéines ont été remplacées par des résidus sérine ou alanine montrent
un taux d’endocytose accru, en revanche, les mutations n’ont aucun effet sur le recyclage (Alvarez et
al., 1990).

Un autre exemple récent de régulation négative de 1’endocytose par la palmitoylation est le
récepteur de la toxine de I’anthrax. La toxine de I’anthrax est composée de trois peptides indépendants,
PA, EF et LF. Les deux récepteurs du peptide PA, TEM8 et CMG2, sont palmitoylés et leur
palmitoylation empéche leur localisation dans les rafts. Comme le récepteur de 1’anthrax (un large
complexe hétéro-oligomérique contenant les récepteurs des trois peptides) est internalisé par une voie
qui dépend a la fois des rafts et de la clathrine, la palmitoylation de TEM8 et CMG2 empéche ainsi
I’endocytose du complexe, de par sa fonction de « non-localisation » dans les rafts (Abrami et al.,

2006).

Si la palmitoylation des protéines transmembranaires a le plus souvent un role stabilisateur et
empéche ’internalisation, elle peut aussi la réguler positivement. C’est ce qui est observé pour CD44
et pour le récepteur Fas, qui sont internalisés par une voie dépendante des rafts. La palmitoylation joue
ici un r6le majeur dans I’internalisation de par sa fonction d’adressage dans les rafts (Chakrabandhu et
al., 2007; Thankamony and Knudson, 2006).

Le récepteur de I’AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate) est palmitoylé
sur deux cystéines. La palmitoylation de la deuxiéme cystéine, localisée a la fin de la queue
C-terminale, module I’endocytose induite par des agonistes. Ainsi, un traitement par I’AMPA ou le
NMDA stimule I’ internalisation du récepteur sauvage tandis qu’il n’a pas d’effet sur un mutant non

palmitoylé sur cette cystéine (Hayashi et al., 2005).

ILIIL.2.3 Prévention de la dégradation lysosomale

I1 a souvent été décrit qu’un défaut de palmitoylation induisait I’adressage des protéines dans les
lysosomes. Le récepteur du mannose-6-phosphate cation dépendant (CD-M6PR) est palmitoylé sur
deux cystéines, Cys’” et Cys>’, et un mutant du récepteur sur le résidu Cys®* s’accumule dans les
lysosomes (Schweizer et al., 1996). Le récepteur de chimiokines CCRS5 est palmitoylé sur trois résidus

et Cys™™* (Percherancier et al., 2001). Les mutations des trois cystéines

s 321 32
cystéines, Cys™, Cys
aboutissent a une diminution de 1’expression de surface du récepteur et a une demie-vie raccourcie, qui

sont en fait dues a une dégradation accrue. En effet, contrairement au CCRS5 sauvage, le triple mutant
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non palmitoylé s’accumule dans les lysosomes lorsque les cellules sont traitées par des inhibiteurs des
enzymes lysosomales. La sphingomyélinase neutre 2 (nSMase2), une enzyme transmembranaire
impliquée dans la production de céramide en réponse au stress, est palmitoylée de fagcon multiple sur
deux groupes de cystéines (Tani and Hannun, 2007). La mutation de tous les sites de palmitoylation
aboutit également a une demie-vie a la membrane raccourcie de nSMase2 et a un adressage vers les
lysosomes. Il semble donc que la palmitoylation joue souvent un réle protecteur important en évitant

le trafic des protéines vers les lysosomes et leur dégradation.

Certaines études ont lié 1’adressage aux lysosomes des protéines déficientes pour la
palmitoylation a une augmentation de leur ubiquitination. L’ubiquitination est 1’ajout d’un groupe
ubiquitine sur les lysines cytoplasmiques des protéines membranaires par des ubiquitine ligases, cette
modification a ét¢ impliquée dans I’endocytose des protéines de la membrane plasmique et dans leur
dégradation par les lysosomes ou par le protéasome dépendant du type d’ubiquitination (Hicke and
Dunn, 2003).

La premiére étude ayant établi un lien entre défaut de palmitoylation et ubiquitination a été
réalisée dans la levure par le groupe de H. Pelham, qui a montré que Swfl est la PAT de Sncl, Syn8 et
Tlgl (Valdez-Taubas and Pelham, 2005). Dans un mutant n’exprimant pas Swfl, SwfiA, Tlgl
s’accumule dans la vacuole (équivalent des lysosomes chez la levure), et Tlgl est ubiquitiné par Tull.
En effet, dans un double mutant SwfiA TullA, Tlgl est protégé de la dégradation. Un tel lien entre
défaut de palmitoylation et ubiquitination a également été fait pour un récepteur transmembranaire
humain, le récepteur de I’anthrax. L’étude de la palmitoylation de ce récepteur a montré qu’un mutant
non palmitoylé posséde une demi-vie beaucoup plus courte a la membrane plasmique que le récepteur
sauvage (Abrami et al., 2006). Ce mutant a également un niveau basal d’expression plus bas, ce qui a
conduit les auteurs a suspecter une dégradation accrue. Un traitement des cellules exprimant le
récepteur sauvage ou muté par la leupeptine, un inhibiteur des enzymes lysosomales, aboutit & un fort
effet protecteur pour le mutant et non pour le récepteur sauvage ; en immunofluorescence le traitement
par la leupeptine permet de voir une accumulation du récepteur mutant dans les lysosomes tandis qu’il
est indétectable autrement. Il apparait donc que la palmitoylation du récepteur TEMS de la toxine de
I’anthrax le protége de la dégradation lysosomale. Ces auteurs ont également démontré que le mutant
non palmitoylé était constitutivement ubiquitiné, ce qui a pour effet d’induire I’internalisation du
récepteur et son adressage vers les lysosomes.

La palmitoylation de certaines cystéines semble ainsi prévenir le recrutement des ubiquitines
ligases, et régule de cette manicére la dégradation protéique via la voie lysosomale induite par

I’ubiquitination.
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ILIIL.2.4 Réle de la palmitoylation dans le recyclage

Une étude publiée par Kinlough et al en 2006 rapporte un réle de la palmitoylation dans le
recyclage de la protéine MUCI1 (Kinlough et al., 2006). MUCI1 est une protéine transmembranaire
exprimée a la surface apicale des cellules épithéliales et qui a un rdéle protecteur de la surface
cellulaire, elle est palmitoylée sur deux résidus cystéine au niveau juxtamembranaire. Les auteurs ont
d’abord étudié les capacités endocytiques de la protéine MUC1 sauvage ou mutée sur ces cystéines
palmitoylées. Brievement, ils ont pour cela réalisé une biotinylation de surface des cellules a 4°C, les
ont incubées a 37°C pour permettre I’endocytose, ont décapé la biotine restée a la surface par
traitement au MESNA (agent réducteur qui ne pénétre pas dans les cellules) et ont analysé la
biotinylation des immunoprécipitats de MUCI. Ils ont pu ainsi observer que [’internalisation du
mutant non palmitoylé était accrue, néanmoins, les résultats de ce test pouvaient aussi refléter un
défaut de recyclage du mutant. Pour tester cette possibilité, ils ont répété cette expérience en incubant
aprés le traitement au MESNA de nouveau les cellules a 37°C, avant de réaliser un deuxiéme
décapage au MESNA. Aprés traitement des résultats, il est apparu que les taux d’endocytose étaient
identiques pour les protéines MUC1 sauvages et mutantes, mais qu’en revanche le recyclage de la
protéine MUC1 non palmitoylée était inhibée de moitié. Enfin, ils ont également montré que
contrairement a la protéine sauvage, le mutant s’accumule dans des compartiments positifs pour
Rab11, un marqueur de I’endosome de recyclage.

En conclusion, les résultats de cette étude indiquent un cas ou la palmitoylation peut aussi étre

impliquée dans le recyclage des protéines transmembranaires.

ILIIL2.5 Régulation de I’export du réticulum endoplasmique et de ’appareil de Golgi

321 323

Le récepteur de chimiokines CCRS est palmitoylé sur les trois résidus cystéine Cys™, Cys™ et
Cys*** (Blanpain et al., 2001; Percherancier et al., 2001). Si une étude a impliqué la palmitoylation de
CCRS dans la prévention de sa dégradation par la voie lysosomale (Percherancier et al., 2001), une
autre étude suggere qu’elle participe a son export a la membrane plasmique (Blanpain et al., 2001). En
effet, a 1’état basal, le triple mutant se retrouve trés fortement accumulé a I’intérieur des cellules dans
une région périnucléaire typique de I’appareil de Golgi. Il est possible que le défaut de palmitoylation
de CCRS5 aboutisse a une inhibition de I’export de son site présumé de palmitoylation, et qu’il en
résulte une dégradation précoce.

La palmitoylation a aussi un réle d’export a la surface pour d’autres récepteurs couplés aux
protéines G (GPCRs), c’est par exemple le cas pour le récepteur opioide-6 humain et le récepteur aux
histamines H2 canin (Fukushima et al., 2001; Petaja-Repo et al., 2006). Les mutants non palmitoylés

sont ainsi retenus dans des compartiments intracellulaires, principalement le RE ou le ERGIC

(ER Golgi intermediate compartment), sites présumés de la palmitoylation des GPCRs.
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Cette fonction de la palmitoylation a été montrée pour diverses protéines, dont récemment le co-
récepteur LRP6 de la protéine Wnt. LRP6 est palmitoylé sur une cystéine juxtamembranaire, et un
mutant non palmitoylé se trouve retenu dans le RE (Abrami et al., 2008). C’est également le cas de la
chitine synthétase Chs3 (voir plus loin chapitre ILIIL3 : réle de la palmitoylation dans la stabilite
protéique) (Lam et al., 2006).

Le récepteur de ’AMPA est palmitoylé sur deux cystéines. La premicre cystéine, localisée a la
fin du TM2, est palmitoylée par GODZ, une PAT DHHC associée a 1’appareil de Golgi. La
palmitoylation du récepteur de I’AMPA sur cette cystéine induit son accumulation dans ’appareil de
Golgi et inhibe son expression de surface (Hayashi et al., 2005). Il est probable que la
dépalmitoylation du récepteur induite par ses ligands soit le signal déclencheur de son adressage a la
surface cellulaire.

En conclusion, si la palmitoylation est souvent requise pour I’export des protéines, il y a aussi des

situations ou elle a pour fonction de retenir les protéines dans le RE et 1’appareil de Golgi.

ILIIL.2.6 Recrutement dans des régions synaptiques spécifiques

Dans les neurones, pour transmettre le signal, les récepteurs doivent &tre recrutés dans une
région nommée PSD (post-synaptic density). Les récepteurs de I’AMPA et du glutamate sont recrutés
dans cette région par une protéine palmitoylée, PSD-95. La palmitoylation de PSD-95 est nécessaire

aux recrutement de ces récepteurs dans la PSD (Craven et al., 1999).

ILIIL3 Réle de la palmitoylation dans la stabilité protéique

La palmitoylation a souvent été impliquée dans la stabilité des protéines. Si ceci est
particuliérement bien illustré par son role de prévention de la dégradation lysosomale (voir chapitre
ILIIL2, Role de la palmitoylation dans le trafic intracellulaire), d’autres cas font également état d’une
fonction de régulation de la stabilité protéique.

La palmitoylation peut exercer cette fonction en tant que point de contréle qualité, c¢’est ce qui
se passe chez la levure pour la chitine synthétase Chs3. Chs3 est une protéine qui posséde de 6 a 8
domaines transmembranaires. Lorsque la palmitoylation est bloquée, Chs3 forme des agrégats qui
s’accumulent dans le RE. Il semble que la palmitoylation soit nécessaire pour permettre une
conformation correcte de Chs3, étape indispensable & son export du RE (Lam et al.,, 2006). La
palmitoylation de LRP6, co-récepteur de la protéine Wnt, est requise pour I’export du RE également
par I’intermédiaire d’un contréle qualité. La palmitoylation d’une cystéine juxtamembranaire aurait

pour fonction de rabattre le long domaine transmembranaire de 23 acides aminés de LRP6 dans le plan
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de la membrane, évitant ainsi un mis-appariement hydrophobe et la reconnaissance par la machinerie
de contréle qualité du RE (Abrami et al., 2008).

Si la palmitoylation régule le plus souvent positivement la stabilité des protéines, elle peut aussi
la réguler négativement. C’est le cas de la protéine de levure Lcb4, une protéine soluble associée aux
membranes par sa palmitoylation sur deux cystéines internes. Normalement, les niveaux de Lcb4 sont
diminués lorsque les cellules entrent en phase stationnaire. Ceci n’a plus lieu lorsque la palmitoylation

de Lcb4 est inhibée par mutation ou par déletion de sa PAT, Akrl (Kihara et al., 2005).
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ILIIL.4 Role de 1a palmitoylation dans la signalisation

La palmitoylation des protéines peut influencer la signalisation dans des contextes divers. Le
role de la palmitoylation dans les voies du signal a été particulierement bien décrit dans le cadre des
récepteurs immuns, mais également dans le cas des protéines G. Un role important de la
palmitoylation dans la signalisation a également montré dans d’autres voies, telles que la signalisation
de Fas. Enfin, les protéines Ras fournissent un exemple particulier dans lequel la palmitoylation

influence la signalisation en régulant la localisation cellulaire.

ILIIL.4.1 Palmitoylation des récepteurs immuns

Ce sont les cascades de signalisation des récepteurs immuns dans les cellules hématopoiétiques
qui illustrent le mieux I’importance de la palmitoylation des protéines dans la signalisation
(Flaumenhaft and Sim, 2005). En immunologie, il est admis que 1’ensemble des acteurs de la voie de
signalisation doivent étre redirigés dans les rafts, ou ils peuvent alors interagir ensemble pour aboutir a

une signalisation efficace. C’est a ce niveau précis que la palmitoylation jouerait un réle important.

II.1I11.4.1.1 Role de la palmitoylation dans la signalisation du récepteur des cellules T

La cascade de signalisation du récepteur des cellules T (TCR) est la suivante : lorsqu’un
antigéne présenté par le CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) est reconnu par le TCR et ses
co-récepteurs, CD4 ou CD8, cela induit I’activation des kinases SFKs (Src family of tyrosine kinases,
incluant Lck et Fyn) qui phosphorylent des résidus tyrosines dans les ITAMs (immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs), motifs d’activations présents sur les sous-unités { du TCR. Ces
résidus phosphorylés recrutent ZAP70, une autre tyrosine kinase requise pour la signalisation du TCR.
ZAP70 est alors activée par phosphorylation par Lck, et peut a son tour phosphoryler LAT (linker for
activation of T cells). LAT est ensuite responsable du recrutement des protéines intervenant dans la
signalisation (Grb2, phospholipase C y1 (PLCyl), PI3K), aboutissant ainsi a 1’activation en aval des
voies de signalisation du TCR telles que la stimulation de Ras, la voie des MAPK (mitogen-activated

protein-kinase), la signalisation par influx de Ca>", et la production d’interleukine 2.
Bien qu’aucune des sous-unités du TCR ne soit palmitoylée, la palmitoylation des co-récepteurs

CD4 et CDS ainsi que des autres molécules de signalisation en aval est requise pour une signalisation

efficace (figure 22).
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Figure 22. Implication des protéines palmitoylées dans les évéenements de signalisation précoce
du TCR.

La phosphorylation des sous-unités du TCR par les SFKs (Lck et Fyn) myristoylées et palmitoylées
géneére un site de liaison pour le domaine SH2 de ZAP70, qui est recrutée sur les sous-unités { du
TCR. ZAP-70 est phosphorylée et activée par les SFKs. Une fois activée, ZAP-70 phosphoryle la
protéine LAT palmitoylée, générant ainsi des sites de liaison pour les domaines SH2 d’autres protéines
de signalisation, incluant Grb2 et la PLCy. (A), situation avant stimulation ; (B), situation aprés
engagement du TCR avec le CMH. D’aprés Resh, 2006.
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o Co-récepteurs

6 399 : . .
et Cys™, au niveau juxtamembranaire. La

CD4 est palmitoylé sur deux cystéines, Cys”
palmitoylation de CD4 est requise pour sa localisation dans les rafts (Fragoso et al., 2003). CD8 est un
hétérodimere composé des chaines a et f. De la méme maniere, il a été montré que la palmitoylation

de la chaine CD8p permettait la localisation du complexe CD8af3 dans les rafts (Arcaro et al., 2000).

o SFKs

Les SFKs Lck et Fyn sont des tyrosine kinases qui relaient le signal du TCR, elles sont liées aux
membranes par un double signal myristoylation + palmitoylation. La double acylation des SFKs est
nécessaire pour leur adressage a la membrane plasmique comme pour leur localisation dans les rafts,
et ’inhibition de leur palmitoylation bloque la signalisation du TCR a des niveaux divers. De plus, la
double acylation de Fyn est requise pour son association avec les ITAMS, et la double acylation de
Fyn et de Lck pourrait faciliter le positionnement de leur domaine kinase et de leur domaine SH2 a
proximité de la chaine { du TCR (Kabouridis et al., 1997; van't Hof and Resh, 1999). Ce cas
représente un exemple dans lequel la palmitoylation pourrait jouer un role dans les interactions
protéine-protéine. Un fait particulier dans la palmitoylation des SFKs est le role joué par la nature de
I’acide gras lié par S-acylation. Fyn peut étre en effet S-acylé par le palmitoléate, le stéarate, 1’oléate,
ou par des acides gras polyinsaturés tels que 1’arachidonate et I’eicosapentanoate. L’acylation de Fyn
avec des acides gras saturés ou polyinsaturés induit des effets différents sur sa localisation et sa
signalisation (Resh, 2006). L’attachement a Fyn d’acides gras saturés comme le palmitate ou le
stéarate induit son insertion dans les rafts, probablement parce que les rafts sont composés d’acides
gras saturés et sont organisés dans une phase liquide ordonnée. En revanche, la présence d’une double
liaison induit une courbure dans les acides gras insaturés, ce qui rend leur insertion dans les rafts
difficile. Les SFKs modifiées par des acides gras insaturés ne sont donc pas localisés dans les rafts, et

ne peuvent donc pas induire certaines voies de signalisation spécifiques (influx de Ca**, MAPK).

o LAT
LAT est une protéine transmembranaire & longue queue cytoplasmique, importante dans la
transduction du signal du TCR. Elle est palmitoylée sur deux cystéines du domaine cytoplasmique,
Cys™® et Cys”, au niveau juxtamembranaire. Les mutants de LAT non palmitoylés ne sont plus
localisés dans les rafts et ne sont plus capables de relayer la signalisation du TCR, bien que ces faits
soient débattus (Zhang et al., 1998; Zhu et al., 2005). De plus, la palmitoylation de LAT serait

importante dans I’induction de 1’anergie des cellules T, phénoméne dans lequel ces cellules sont

inactivées suite a une trop forte stimulation par un antigéne (Hundt et al., 2006).
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I1.111.4.1.2 Role de la palmitoylation dans la signalisation du récepteur des cellules B

Le contact du récepteur des cellules B (BCR) avec son antigéne induit son association avec la
SFK Lyn, et sa phosphorylation par cette derni¢re va induire la cascade de signalisation en aval. Dans
certaines conditions, le BCR va aussi s’associer a un complexe de trois protéines, CD19/CD21/CD81.
L’association du BCR avec CD19/CD21/CDS81 induit la palmitoylation de CDS81, ce qui stabilise cette
association dans les rafts (Cherukuri et al., 2004), et permet d’augmenter 1’intensité du signal de 1000
a 10000 fois. La palmitoylation de CD81 régule aussi son association avec certaines protéines

adaptatrices (Flaumenhaft and Sim, 2005; Resh, 2006).

I1.111.4.1.3 Role de la palmitoylation dans la signalisation des récepteurs Fc

Les récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulines sont importants dans I’induction des
réponses immunes. Comme le TCR et le BCR, ils dépendent aussi d’une SFK, Lyn, pour transduire le
signal. Le FceRI est le récepteur de haute affinité des IgE. Il induit la dégranulation des mastocytes,
phénomene qui intervient dans 1’allergie et les réponses inflammatoires. La myristoylation et la
palmitoylation de Lyn sont requises pour sa capacité a phosphoryler FceRI et a induire la transduction
du signal (Honda et al., 2000). Un autre récepteur Fc, le FcyRIIB, induit la phagocytose des
pathogénes suite a son interaction avec les immunoglobulines. L’assocation de FcyRIIB avec Lyn
ainsi que I’activation de la signalisation sont dépendantes de la palmitoylation de Lyn et de sa
localisation dans les rafts. Une autre isoforme, le FcyRIIA, est lui-méme palmitoylé et sa
palmitoylation est nécessaire a son recrutement dans les rafts ainsi qu’a sa capacité a induire la

mobilisation du Ca*" (Barnes et al., 2006).

Les rafts permettent de faciliter les interactions entre les protéines (discuté dans le chapitre
ILIIL.1, Attachement aux membranes lipidiques / relocalisation dans les rafts). On peut donc conclure
que la palmitoylation, de par son rdle d’association avec les rafts, facilite les interactions entre les

différentes protéines impliquées dans le signal et permet ainsi I’induction de la voie de signalisation.

ILIIT1.4.2 Réle de la palmitoylation dans la signalisation des GPCRs et des protéines G

I1.111.4.2.1 Palmitoylation des récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (GPCRs) sont une superfamille de protéines a 7
domaines transmembranaires qui sont activés par des stimulations diverses, comme des
neurotransmetteurs, des hormones, des chimiokines, des ions et des lipides. Plusieurs GPCRs sont
palmitoylés sur des cystéines dans leur domaine C-terminal.

La palmitoylation des GPCRs est souvent requise pour un adressage correct de ces récepteurs a

la surface cellulaire. Ainsi, certains mutants non palmitoylés des GPCRs sont retenus dans le RE ou
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dans I’appareil de Golgi, qui sont leurs sites de palmitoylation. D’autres mutants non palmitoylés des
GCPRs sont sujets a une dégradation accrue, c’est ce qui est observé par exemple pour CCRS ou le
récepteur de 1’adenosine Al (Gao et al., 1999; Percherancier et al., 2001). Il a ét¢ montré pour
plusieurs GPCRs (récepteurs B-adrenergique, o2a-adrenergique, m2 muscarinique acetylcholine,
SHT4A-serotonine et V1a vasopressine) que la stimulation par des agonistes augmente I’incorporation
de palmitate tritié, ce qui peut refléter un plus grand turn-over du palmitate dans ces récepteurs (le
palmitate froid étant remplacé par du palmitate triti¢) (Hawtin et al., 2001; Hayashi and Haga, 1997;
Kennedy and Limbird, 1994; Loisel et al., 1996; Ponimaskin et al., 2001; Qanbar and Bouvier, 2003).

Comment la palmitoylation peut-elle réguler la signalisation des GPCRs ?

Il est pensé que le défaut de signalisation observé dans les GPCRs déficients pour la
palmitoylation serait di simplement au défaut d’adressage de ces récepteurs a la membrane plasmique.
Néanmoins, pour certains GPCRs, ’inhibition de la palmitoylation inhibe leur couplage aux protéines
G (Hayashi and Haga, 1997; Moffett et al., 1993). Dans le cas de CCRS5, il a été montré qu’un mutant
non palmitoylé était moins bien capable d’induire la voie du relargage de calcium, et des tests de
réponse par microphysiomeétre (technique qui mesure des modifications de ’activité métabolique)
montrent que le mutant non palmitoylé répond beaucoup moins bien et moins longtemps a 1’activation
déclenchée par son ligand MIP-18 (Blanpain et al., 2001). La palmitoylation serait aussi un moyen
d’empécher la désensibilisation des GPCRs. Ainsi, dans le cas du récepteur B2-adrenergique, la
palmitoylation régule I’accessibilité des sites de recrutement de la PKA (protéine kinase A). Quand le
récepteur est dépalmitoylé, il devient un meilleur substrat pour la PKA qui peut alors le phosphoryler
et induire ainsi sa désensibilisation (Moffett et al., 1993). Enfin, la palmitoylation régule la stabilité a
la membrane plasmique de certains GPCRs en prévenant leur internalisation par I’intermédiaire de
motifs d’endocytose, comme cela a été proposé pour le récepteur de la bradykinine B (Soskic et al.,
1999).

Un autre niveau de la régulation de la signalisation des GPCRs par la palmitoylation se fait par
I’intermédiaire des GRKs (G protein-coupled receptor kinases), une famille de kinases qui reconnait
les GPCRs activés par les agonistes. Les GPCRs phosphorylés par les GRKSs se lient aux arrestines, ce
qui induit la dissociation des protéines G et I’internalisation du récepteur. La palmitoylation des
GPCRs régule leur association avec les GRKs. De plus, deux membres de la famille des GRKs, GRK4
et GRK6, sont palmitoylés. La palmitoylation de GRK6 a deux fonctions: son attachement a la

membrane plasmique et I’augmentation de son activité kinase (Resh, 2006).
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I1.111.4.2.2 Palmitoylation des protéines G

Les protéines G transmettent le signal entre les GPCRs et leurs effecteurs. Pour cela, leurs sous-
unités a et By doivent étre localisées sur la face cytoplasmique de la membrane plasmique. Les sous-
unités Py sont adressées a la membrane plasmique par la prénylation de vy, la sous-unité o par
palmitoylation + myristoylation + association avec PBy. De plus, la palmitoylation de la sous-unité o
augmente son affinité pour By.

La palmitoylation des sous-unités Ga réduit leur affinité pour les RGS (regulator of protein G
signaling), qui régulent négativement la signalisation des protéines G en hydrolysant le GTP. Les RGS
sont aussi palmitoylées, pour certaines cela régule leur capacité a inhiber la signalisation des
protéines G: pour RGS4 et RGS10, la palmitoylation peut exercer des effets inhibiteurs ou
stimulateurs dépendant du site de palmitoylation, pour RGS16, la palmitoylation augmente son
activité. La palmitoylation joue également un réle additionnel dans 1’adressage et la fonction des
RGS : ainsi, RGS7 transite entre la membrane plasmique et le noyau en se liant a une protéine navette
palmitoylée, R7BP. La dépalmitoylation de R7BP aboutit au relargage du complexe R7BP-RGS7 de la
membrane plasmique et a sa translocation nucléaire, ou se produisent probablement des fonctions de

signalisation (Resh, 2006).

ILII1.4.3 Réle de la palmitoylation dans la signalisation de Fas

Le récepteur Fas (CD95/APO-1/TNFRSF6) fait partie de la superfamille des récepteurs au TNF

(tumor necrosis factor). Son engagement avec son ligand, FasL, induit une cascade de signalisation qui
aboutit a I’apoptose de la cellule. Aprés stimulation, Fas recrute FADD (Fas-associated death domain
protein) et la procaspase-8 pour former le complexe de mort DISC (death-inducing signaling
complex). Certaines études ont également montré que la stimulation de Fas peut aboutir a des voies de
signalisation non-apoptotiques, comme la voie NFkB ou la voie des MAPK (Barnhart et al., 2004;
Legembre et al., 2004).
Pour pouvoir délivrer son signal apoptotique, Fas doit d’abord &tre recruté dans les rafts.
L’engagement avec FasL induit sa connection avec le cytosquelette d’actine par I’intermédiaire de son
association avec I’Ezrin, puis son internalisation, étape nécessaire pour la formation du complexe
DISC et la mort cellulaire.

Chakrabandhu et al ont démontré que Fas était palmitoylé sur un résidu cystéine dans la région
proximale de son domaine cytoplasmique (Chakrabandhu et al., 2007). Les Fas murins et humains
sont tous deux palmitoylés, sur leur Cys'™ et Cys'”, respectivement. En mutant la cystéine
palmitoylée, ils ont observé que la palmitoylation de Fas était requise pour I’apoptose induite par
FasL, pour la localisation de Fas dans les rafts, pour son association avec 1’Ezrin ainsi qu’avec le

cytosquelette d’actine, et pour son internalisation.
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Il apparait donc qu’a travers son role dans 1’adressage aux rafts, la palmitoylation joue un role
important dans la signalisation apoptotique de Fas (figure 23).

Parallélement a Chakrabandhu et al, Feig et al ont publié une étude montrant des résultats
similaires et complémentaires (Feig et al., 2007). Ils suggérent une étape additionnelle importante dans
I’induction de la signalisation apoptotique de Fas, qui serait la formation de macrocomplexes
moléculaires résultant de la forte oligomérisation du récepteur suite a la stimulation par le ligand. Ils
démontrent également que la forme humaine de Fas est palmitoylée sur son résidu Cys'”, et que des
mutants de ce résidu ne sont plus capables de former les macrocomplexes, détectés comme des
agrégats de Fas résistants au SDS. Comme Chakrabandhu et al, ils observent que la palmitoylation de
Fas est nécessaire a son internalisation et a I’induction de 1’apoptose, et proposent que la formation des
macrocomplexes serait une étape requise pour l’internalisation de Fas et ’activation de la voie de
signalisation apoptotique. En revanche, ils ne constatent pas d’effet majeur de la palmitoylation de Fas
dans I’adressage des macrocomplexes aux rafts.

Il semble donc que la palmitoylation de Fas puisse intervenir dans la signalisation de deux
facons, qui ne sont pas mutuellement exclusives: la palmitoylation influence la formation de
macrocomplexes de Fas et son adressage aux rafts. Il est probable que la localisation de Fas dans les

rafts augmente sa capacité a s’oligomériser et a former ces macrocomplexes.
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Figure 23. Représentation schématique de la signalisation apoptotique de Fas et du roéle de la
palmitoylation.

La palmitoylation du récepteur Fas (A) permet son adressage dans les rafts (B) ou, suite a la
stimulation par FasL, la connection entre le récepteur Fas et le cytosquelette d’actine se produit via
I’association de Fas avec ezrin (C). L’association avec le cytosquelette médiée par ezrin initie
I’internalisation du récepteur (D), une étape requise pour la formation du complexe de mort DISC (E),
ce qui induit I’activation des caspases et la mort cellulaire. D’aprés Chakrabandhu et al., 2007.
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ILII1.4.4 Palmitoylation des protéines Ras et signalisation

Nous avons vu chapitre ILIIL.2.1 : Réole de la palmitoylation dans le trafic des protéines H-Ras
et N-Ras que la palmitoylation régule le trafic de H-Ras et N-Ras entre la membrane plasmique et les
endomembranes. Ainsi, Ras est depalmitoylée a la membrane plasmique et est ensuite internalisée par
un mécanisme non vésiculaire pour rejoindre 1’appareil de Golgi ou le RE, ou elle est repalmitoylée.
Les travaux de 1I’équipe de M. Philips ont montré que Ras, selon sa localisation (consécutive a son
statut de palmitoylation), induit des voies de signalisation différentes et est également activée par des
voies différentes. Localisées dans le RE ou I’appareil de Golgi, H-Ras et N-Ras signalent a travers la
voie des MAPKs et sont activées par une voie dépendante de Src, de la PLCy et du Ca®". Dans le RE,
H-Ras induit plutét la MAPK Jnk, tandis que dans 1’appareil de Golgi, H-Ras induit plutdt la MAPK
Erk et Akt (indicateur de 1’activation de la voie de la PI3K) (Chiu et al., 2002). Alors que le Ca*"
active Ras dans ’appareil de Golgi par I’intermédiaire de RasGRP1, il désactive Ras a la membrane
plasmique. Cette voie Src/PLCy/RasGRP1 qui active Ras dans ’appareil de Golgi est distincte de la
voie Grb2/SOS qui active Ras a la membrane plasmique (Bivona et al., 2003). Il est probable que par
son role dans la régulation du trafic de Ras, la palmitoylation joue un réle important dans I’induction

de voies d’activation et de signalisation différentes.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Les IFNs de type I sont des cytokines qui jouent un réle crucial dans les défenses antivirales et
antitumorales, de ce fait, ils occupent une place important en thérapeutique. Néanmoins, dans un
certain nombre de cas et en particulier dans certains types de cancers, les traitements s’avérent
inefficaces sans qu’on en connaisse la raison. Les modes d’actions des IFNs, notamment les voies de
signalisations qu’ils induisent, sont relativement vastes et complexes, et il est important de mieux les
connaitre afin de pouvoir a I’avenir améliorer 1’utilisation thérapeutique des IFNs.

L’objectif de ma thése, ainsi que de mon équipe d’accueil, était d’identifier des mécanismes de
régulation de la signalisation des IFNs. Mon laboratoire d’accueil s’intéresse en particulier au trafic
intracellulaire, et au réle du trafic des récepteurs aux IFNs dans la signalisation. Il a notamment
montré que I’endocytose par la voie dépendante de la clathrine semble requise pour 1’induction de la
voie JAK/STAT par I’'IFN-a.

Nous nous sommes demandés quelles pouvaient étre les modifications post-traductionnelles des
récepteurs susceptibles de jouer un role dans ces phénomeénes. Nous nous sommes alors intéressés a la
S-acylation, communément nommée palmitoylation, car il s’agit d’une modification lipidique aux
fonctions variées qui est impliquée dans le trafic et dans la signalisation d’un certain nombre de

protéines. Nous avons décidé de mener cette étude sur le récepteur de I’IFN de type 1.

Les objectifs de mon projet de thése étaient les suivants :

Révéler si les sous-unités du récepteur de I’IFN de type I étaient palmitoylées,

¢ Identifier les résidus cystéine impliqués,

* Etudier le role de la palmitoylation sur le trafic du récepteur,

* Etudier le role de la palmitoylation sur la signalisation de I’IFN-a,

* Etudier le role de la palmitoylation sur les effets biologiques de I’'IFN-a
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Au cours de ce travail de thése, nous avons obtenu les résultats suivants :

1) Nous avons montré, par marquage métabolique au palmitate tritié¢ ("H-palmitate), qu’IFNAR1
et IFNAR2 étaient palmitoylées. Nous avons ensuite décidé de poursuivre cette étude sur

IFNARI, cette sous-unité jouant un réle crucial dans la voie de signalisation JAK/STAT.

2) A l’aide de mutants sur les deux cystéines cytoplasmiques d’IFNAR1, nous avons identifié la
Cys*® comme étant le seul résidu palmitoylé. Par la suite, nous avons utilisé un mutant dans
lequel cette cystéine a été remplacée par une alanine afin d’étudier les rdles de la

palmitoylation d’IFNARI.

3) A l’aide d’analyses par microscopie a épifluorescence, microscopie confocale, et cytométrie
de flux, nous avons montré que la palmitoylation d’IFNARI1 n’était requise ni pour sa
distribution intracellulaire, ni pour son endocytose, ni pour sa stabilit¢ & la membrane

plasmique.

4) Nous avons montré que 1’absence de palmitoylation d’IFNARI1 aboutissait & une forte
inhibition de 1’activation par phosphorylation de TYK2, de STATI, et de la translocation
nucléaire de pSTAT]1 induite par I’IFN-a, indiquant un réle important de la palmitoylation

d’IFNARI dans la voie de signalisation JAK/STAT.

5) Nous avons observé que 1’absence de palmitoylation d’IFNARI1 induisait une inhibition

importante de 1’activité transcriptionnelle induite par I’IFN-a.

6) En revanche, la présence ou I’absence de palmitoylation n’a aucun effet sur 1’action

antiproliférative de I’IFN-a.

Ces résultats ont fait 1’objet d’une publication soumise au journal Journal of Biological
Chemistry, « Palmitoylation of IFN-a receptor subunit IFNARI is not essential for receptor trafficking
but is required for JAK/STAT signaling induced by IFN-a», présentée p. 101. Des résultats

supplémentaires non inclus dans I’article sont présentés dans la section « résultats complémentaires ».
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Article

Palmitoylation of IFN-a receptor subunit IFNARI is not essential for receptor trafficking but is
required for JAK/STAT signaling induced by IFN-a

Julie Claudinon, Emilie Beslard, Marta Marchetti, Keith Mitchell, Ludger Johannes, Pierre Eid et

Christophe Lamaze
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Tvpe I interferons (IFNs) bind IFNAR
receptors and activate Jak kinases and Stat
transcription  factors to  stimulate the
transcription of genes downstream from IFN-
stimulated response elements (ISRE). In this
study, we analvze the role of protein
palmitovlation, a reversible posttranslational
lipid madification, in the functional properties
of IFNAR. We report that pharmacolagical
inhibition of protein palmitovlation results in
severe defects of IFN receptor endocytosis and
signaling. We generated mutants of IFNARI,
a subunit of the type I IFN receptor, in which
each or both of the two cysteines present in

the cytoplasmic domain are replaced by
alanines. We show that cysteine 463 of
IFNARI, the most proximal of the two
cytoplasmic cysteines, is palmitoylated. A
thorough  microscopic and  biochemical
analvsis of the palmitoylation-deficient
IFNAR] mutant revealed that IFNARI

palmitovlation is not reguired for receptor
endocytosis, correct intracellular distribution,
ar stabilityv at the cell surface. However, the
lack of IFNAR1 palmitoylation results in
major defects in Jak/Stat signaling and IFN-
gene transcription. Thus,
palmitovlation 1s a previously
regulating
I IENs in the

a—activated
receptar
undescribed
signaling activity by
Jak/Stat pathway.

mechanism af
type

Twpe I wnterferons (IFN apha'beta) are potent
cellular mediators essential for several key cell
functions including mmmunomodulatory, antiviral
and antiproliferative activities. These pleiotropic
effects  occur through the transcriptional
regulation of many [FN-stimulated genes (ISGs)
(1} IFN signal transduction relies mainly on the
activation of the Janus tvrosine kinase (Jak)

signal transducing activators of transcription

(Stat) pathwavs. although several other signaling
cascades have also been associated with IFIN-
regulated transcription (2.3). In general, the
binding of type I IFNs to the cell surface receptor
IFNAERI and IFNAR? subumits mnduces tyrosine
phosphorylation in  frans of the IFNAR-
associated Jak kinases (Tvk2 with IFNARI and
Jakl with IFNARZ2), which i turn leads to
IFNAER  tvrosine phosphorvlation. Several
members of the Stat familv can be activated by
tvpe I IFNs, and Statl and Stat? are the main
the tvpe I IFN
Recruitment of

phosphorylated

downstream  effectors  of
transcriptional  response.

cytosolic  Statl o
IFNARL 15 regquued  for  its
phosphorylation by the Jak tyrosine kinases, Stat
2 15 preferentially recruited to IFNARZ2 whether
or not IFNAR? is tvrosine phosphorvlated.
Indeed. Stat? serves as an adaptor to recruit Statl
either to IFNAR2 for activanon or to IRF9 1o
torm the [FN-stimulated gene factor 3 (ISGF3)
complex.  This series of sequential tyrosine
phosphorylations precedes the translocation of
the ISGF3 complex to the nucleus where 1t
activates gene franscription from promoters
containing an IFN-stimulated response element
(ISRE) (4.5).

Recent data indicats that signal transduction
through the Jak/Stat pathway cannot fully
account for the diversity and complexity of the
biological response elicited by tyvpe I IFINs (6).
and that other factors, for example receptor
configuration and alternate signaling pathwavs

tvrosine
tyrosine

have to be considered. We recently showed that
endocvtosis plays an unportant role i the control
of IFN-o signaling and biological activity (7).
Little is known about the potential links between
membrane trafficking and the control of the
Jak/Stat signaling pathway, and the contribution
of IFNAR trafficking to IFN signaling is just
beginning to be appreciated (8). To study this
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poorly investigated aspect of IFN signaling, we
examined the role, if of receptor
palmitoylation. Palmatovlation 1s a reversible
liptd  modification  mvolving the  specific
attachment of a saturated fatty acid chain to
cystemnes via a thioester bond. Palmitovlation 1s

any.,

among the most prevalent posttranslational
modifications found on the cytoplasmic face of
transmembrane protems. Varous functions have
proposed protein  palmitovlation
although the mechamism by which 1t works
remains to be established (9.10). Palmitovlation
controls  the stability of several protemns,
including CCR3, wveast SNAREs. the anthrax

toxin receptor, and the nsutral sphingomyelinase

been for

2. by promoting their ubigquitination and thereby
their targeting to lysosomal degradation (11-14)
In hematopoeitic  cells  and lymphocvtes,
palmitoylation regulates signal transduction by
promoting the association of the signaling
molecules with lipid muicrodomains and by
regulating protein-protein interactions (13). The
chemokine receptor CCRS and Fas are receptors
whose  palmitovlation 15 required for the
induction of efficient signaling (16.17). Finally,
palmitoylation 15 involved 1 various trafficking
events including export from the endoplasmic
reticulum and the Golgi apparatus and recyeling
to the plasma membrane (16.18,19).

We investigated whether palmitovlation
contributes to IFNARI trafficking and IFN-o
induced signaling. We report that IFINAR]L is
palmitoylated on cvsteme 463, and although this
modification has no major effect on IFNARIL
cellular trafficking. 1t strongly affects Jal/Stat
signaling and the gene transcription induced by

[FN-a.
EXPERIMENTAL PROCEDURES

IFNs and antibodies- Recombiant human IFN-
a2b  (specific actvity of 108 U mg) from
(Biosidus, Argentina) was kindly provided by T
Wietzerbin, Mouse anti-IFNAR1 mAb 34F10
and 64G12 and mouse anti-IFNAR? mAbs 8F11
and 10E10 were described 1n (207, Mouse anti-
[FNAR] mAb AA3 and EA12 were a kind gift
from Biogen (Boston, MA) Fabbit anti-
phospho-Statl  (Tyr701). antt phospho-Tvk2,
anti-Statl and anti-tvk2 pAb were from Cell
Fabbit anti-Lamp2. goat
anti-EEA1. goat anti-calnexin and rabbir anti-
rab® were from Santa Cruz. Secondary
antibodies were goat Alexa 488-comugated anti-

Signaling Technology.
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mouse pAb, goat Cy3-conjugated anti-mouse
pAb, Cv3-comyugared anti-rabbit  pAb,
donkey Cy3-comjugated anti-goat pAb. donkey
HEP-conjugated anti-mouse pAb and donkey
HEP-conjugated  anti-rabbit  pAb  (Jackson
Immunoresearch).

Parental Plasmids and Muragenesis- Wild-type
human  [FNARI1 expressed  from
pEFIREShyvg from pIREShvg as
described m (207 Mutagenesis of the IFWARI
receptor  chain performed
QuickChange directed
(Stratagene, Amsterdam).

goat

was
denved

the
Lat
Plasnuds from each
bacterial colony were screened by restriction
enzvme digestion and the accuracy of all cDNA
was confirmed by DNA sequencing.

Cell Culture and rrangfection- L929R2 murine
fibroblasts stably expressing human IFNARZ
(20} were transfectad by wild-type or mutated
forms of human IFNARI using FuGene6
(Roche). Mixed populations of transfected cells
selected  under  hyvgromvein  selective
pressure. The generated cell lines were cultured
i1 Dulbecco’s modified Eagle's essential

was using

site mutagenesis

wers

medium (DMEM) supplemented with 10% fetal
bovine 1% L-glutamine, 1%
penicillin/streptomyein 400 pg/ml hygromycin
and 1.5 mg/ml gensticin.

Serum,

Drugs treatment- Palmitovlation was nhibited
by incubating the cells with 100 uM 2-
bromopalmitate for 1h at 37°C before starting the
experiments. Chemuical removal of
palmitoylation was performed by treating cell
extracts with 1 M hydroxylamine pH 7 for 1h at
room temperature. Protein synthesis  was
inhibited by a 1h treatment with 30 pM
cycloheximide at 37°C.

Immunoprecipitations- 40 X 10° cells were
detached with PBS/EDTA 2 mM, lysed 30 min
in mmmunoprecipitation buffer (1% Triton X-100,
40 mM TRIS pH 7.8, 10mM NEM. 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, and a cocktail of proteases
inhibitors). Cell lysates were centrifuged for 30
min at 14000g, and supernatants were incubated
overnight at 4°C on protein G sepharose beads
{Amersham Biosciences) with 2.5 ug of EAILZ
maAb for IFNAR] or 2.3 ug 8F11 mAb for
IENARZ  After washing of the beads. samples
wers botled for 3 min before being analyvzed by
Western-blotting using 64G12 mAb for detecting
IENAERI or 10E10 mAb for detecting IFNAR2.
Merabolic labeling with "H—pa.’ms’m!e- Cells were
first starved for 1h in semum-free medium. then
incubated for 4h at 37°C in DMEM containing 0.
2% BSA with 200 uCl'ml “H-palmitic aeid

| )
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[9_10-31{]: American Radiolabeled Chemicals),
washed., and were 1mmmunoprecipitated for
[FNAR] or IFNARZ  After fixation. (25%
isopropanol, 63% H>O. and 10% aceric acid).
membranes were incubated for 30 nun in
enhanced Amplify NAMPI100 (GE Healthcare),
dried. and exposed for 3 weeks to a hyperfilm
Multipurpose (GE Healthcare).

Immunafliuoraescence micrascopy- For analysis of
[FNAR] endocyrosis. cells grown on coverslips
were incubated on ice with the 34F10 antibody
for 30 muin.  Cells were then mcubated at 37°C
for 30 mun. washed and fixed vsing PFA 4%,
permeabilized  with  saponin  treatment,  and
endocytosed antibodyv/IFNARIL complexes wers
revealed  with  Cy3-comjugated  anti-mouss
antibody. Cells were 1maged with an
epifluorescent Leica microscope. For analysis of
[FNARI inrracellular co-localization
experiments, cells  were first  fixed. then
permeabilized, and incubated simultansously
with 34F10 and either anti-EEAL. anti-Rabg,
anti-Rabll or ant-lamp? antibodies as indicated.
Secondary  Alexad488-comjugated  anti-mouss
antibody was used to reveal IFNARI. Cv3-
conjugated anfi-goat antibody was used to reveal
EEA1l and Cy3-comjugated anti-rabbit antibody
was used to reveal Rab6., Rabll and Lamp2.
Cells
N1ICIOSCOPE.

were imaged with a confocal Leica
IFN-induced activation of Tvk2? and Stat- Cells
were rreated with or without 1000 U/ml IFN-a2b
at 37°C for the indicated times. For biochemical
analvsis. cells were washead with PBS at 47C and
lyvsed i SDS sample buffer. Total lysates wers
resolved on SDS-PAGE and analvzed by
Western blot/ECL for acuvated Tvk? using anti-
pTvk2 or activated Starl using anti pStatl
antibodv.  Anti-Tvk2 and anti-Sratl antibodies
were used to determune the total amount of Tvk?2
and Statl. For immunofluorescent analvsis of
pStatl nuclear translocation, cells grown on
coverslips were treated with IFN-o2b at 37°C for
30 min and fixed with cold merhanol at -20°C for
10 mun.  pStatl was then stammed by successive
incubations with anti-phosphoStat]l and Cv3-
comjugated anti-rabbit antibodies.

Flow c¢yrometry- Cells were detached with
PBS/EDTA 2 mM and stained with AAS3
antibody for 40 min in FACS buffer (phosphate-

buffered saline supplemented with 3% fetal calf

serum and 0.05% sodivm azide) on ice. Goat
anti-mouse  alexa-488  copjugated  antibody
{(Jackson ImmunoResesarch) was us=ed as

secondary antibody. Dead cells wers excluded

RESULTATS

by gating on forward/side light scatter. Ewvents
. - 1

corresponding to 2 X 107 gated cells were

accumulated per sample. Flow cytometrv was

performed on a FACScalibur machine and data

analvzed by  CellQuest  software  (BD
Biosciences).
Luciferase Reporter Assay- LO929RIR2 cells

were  transfected with [5G54-luciferase
construct kindly provided by 5. Pellegrini using
Lipofectamine 2000 (InVitrogen).  After 48h
cells were treated with 1000 U/ml of IFN-c2b
for 8 h. Luciferase activity was guantified in cell
lvsates using a luminometer (Lumat LBO301,
Berthold. Wildbald, Germany). and results were

ai

reported to the guantity of proteins as quantifisd
with the Bradford method. Resules
the ratio to the basal activicy

were
expressed  as
without [FN stimulation.

RESULTS
IFNARI! endocytosis and IFN-a induced
Jak/Star signaling depend on  palmiroviation

avents. We recently showed that [FNAR] uptaks
plasma membrane proceeds
clathrin-

at the through

classical and  dvnamin-dependent
endocvtosis: mhibition of IFNAR1 endocyviosis
by etther sitRNA downexpression of clathrin or
mactivation of the GTPase dynamin by the
dominant negatrve mutant K444 mhibits both
activation of the Jak/Stat signaling pathway and
the antiproliferative
otherwise promoted by IFN-c (7).

studies  of

antiviral  and activities
Based on
pravious the
palmitoyvlation to the regulation of membrane
trafficking (13.21) and cell signaling pathwavs
(13.16.171. we tested whether palmitovlation 1s
mvolved i IFNARI endocvtosis and IFN-o
signaling. We first analyvzed the effects of 2-
bromopalmitate. a drug which blocks protein
palmitovlation (Fig. 1A left pansl) (22).
TFNARI 1s rapidly endocytosed and reaches the
recveling  compartment  within 30 s as
praviously reported (7). However. preincubation
of cells with 100 uM 2-bromopalmaitate, strongly
inhibited ITFNAR1 endocytosis. and no IFIWARI

subunits  were  detected in the recyeling
compartment (Fig. 1A nght panel); this
implicates palmitovlation i1 IFIVAR]
endocvtosis. We tested the effect of 2-
bromopalmitate  on  the Jak/Stat signaling
pathway  actvated by IFN-o. a process
dependent on IFNARI endocytosis (7). Upon

TFN-o binding. the Jak kinases associated to

(5]

contribution  of
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[FNAR are activated by tvrosine
phosphorvlation, resulting in the phosphorylation
of tyvrosine 701 of Statl. In LO929RI1R2 cells.

tvrosine phosphorylation of Statl (pStatl) was

complete  after 10 min of stunulation with
10000/ ml IFN-o (Fig. 1C). Treatment with 2-
bromopalmitate inhibited tvrosine

phosphorvlation of Statl in a dose-dependent
manner with a maximum effect at 100 uM. We
also analvzed later steps of the Jak/Stat signaling
pathway by testing for pStatl in the nucleus (Fig.
1B. left panel). pStatl accumulated n the nucles
of conrtrol cells after 30 min of [FN-o stimulation
but not in the nuclel of cells treated with 100 pM
2-bromopalmitate (Fig. 1B, night panel). Thus,
[FNAR] endocytosis IFN-a-dependent
Jak/Stat signaling require protein palmitovlation.
The IFNARI and IFNAR? subunits of IFNAR

palmitoviared independently  of IFN
stimulation. We analvzed whether the tvpe IIFN
receptor subunits IFNAR] and IFNARZ were
themselves  palmitovlated. IFNAR]  and
[FNAR? were immunoprecipitated from lysates
of ]I—I—palmitic acid labeled LO929RI1R2 cells
Radiolabeled bands corresponding to  both
[FNARI] and IFIWARZ2 were detected (Fig. 2A),
with a [FNARZ. The
difference of band intensity was probably dus to
the higher level of IFNARZ2 than IFNARI

expression in this cell line (20). A similar

and

are

stronger signal for

experiment with a Jurkat cell line expressing a
Flag-tagged IFINAR]1 showed that IFNARL was
palmitoylated in this human lvimphoid cell line
also (data not shown). The two [FN-o receptor
subunits are required for [FN-a activity, however
[FNARI is essential for [FN-o-induced signaling
and [FNAR?2 1= more mvolved in [FN-o binding;
we focused therefore our analysis on IFNARI
(23).

Several studies have reported an inducible
cycle of palmitovlation and depalmitovlation.
For example. stimulation of the p-adrenergic
receptor by 1soproterenol increases the binding of
“H-palmitic acid reflecting a higher turn-over of
bound palmitate  whereas it  induces the
depalmitoylation of the Go subunits associated
with the receptor (24.2537. The association of the
CD19/CD21/CDR1 complex with the activated B
cell antigen receptor (BCR) mduces
palmitoylation of CDEL, thereby enhancing the
stabality of this association (26).  Alse. 17-f
estradiol reduces the palmitovlation of the
estradiol receptor 1 a time- and dose-dependent
manner (27). This prompred us to mvestigate

RESULTATS

whether IFN treatment regulates the tumover of
palmitate on IFNARIL. However, stumulation of
the cells with either IFN-o or IFN- for one h?ur
radiolabeling with “H-
palmitic acid had no effsct on the guantity of
palmitate bound to IFNARI (Fig. 2B). indicaring
that IFNARI palmitoylation turnover is
mdependent of IFIN binding.

IFNARI is palmitaviated on cvsteine 463,
We found that IFENAR] palmitoylation occurs on
cysteine residues via a thioester bond since

prior to and during

hvdroxylamine, which cleaves the thioester
bond. removed the 3[—I-palmiri{“ acid incorporated
m [FNARI (Fig. 3A). The cvtoplasmic domain
of IFNARI1 contains only two cysteines.  at
positions 463 and 502, that are likely to be
palmitovlated. To determine which cysteines are
palmitoylated. we mutated each of them to an
alanine 1 single (AC and CA) and doubls (AA)
mutants (Fig. 3A). We transfected L929R2 cells
with either the wild-type form of human
IFNARIL or each of the thres mutants. NMixed
populations of transfected cells were generated,
and mutant cell lines expressing levels of cell-
surface IFNARI and [FNARZ2 similar to that in
cells the wild-type subunits, as
determined by flow cytometry., were used for

EEpIessing

metabolic labeling with “H-palmitic acid. The
CA mutant incorporated as much palmitate as the
wild tyvpe (Fig. 3B): in contrast, the AC mutant,
carrying the cysteine 463 to alanine mutation, did
not show any radicactive signal  Smmilarly. the
double mutant AA showed no incorporation of
EH-palmiri{“ acid. Thus, IFNAR1 s
palmitoylated on cystemne 463 but not on
cysteine 502 This 1s 1 agreement with previous
reports that transmembrane proteins are mostly
palmitovlated on cvsteine residues in close
and near
(28).

of

proxmuty to the plasma membrane.
stretches  of hydrophobic  acids
enviromment corresponding  to  that

an
the
cysteine 463,

IFNARI palmitoyiation is not reguired for

receptor endocytosis or intracellular
distribution.  Next. we examined the effect of
TFNARI palmitovlation on the funcrional

properties of IFINAR. For several proteins, a
lack of palmitovlation results 1n
trafficking defects including reduced export from
the Golgi apparatus, accumulation in lysosomes
and defective recyeling to the plasma membrane
(13.14.16.19). Therefore. wmvestigated
whether [IFIWAR] palmitoylation regulates anv of
the steps of IFNAFRI1 mtracellular trafficking.
We first examined the intracellular distriburion

varous

Wwe
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of  wild-tvpe  and  palmitoviation-deficient
IFNAR] (AC mutant) by colocalization studies
with  markers of  various  intracellular
compartments including  early  endosomes
(EEA1). the Golg: apparatus (Rab®), recycling
endosomes (Rabll), and lysosomes (Lamp2:
Fiz. 4).
displayed
distribution:

The wild-type and the AC mutant
the same pattern of intracellular
both localized meostly in  early
endosomes and to a lesser extent i Rabll-
positive recyveling compartments. The finding
that the intracellular distribution of IFNAR] was
not modified at steady state by the absence of
palmitoylation suggested that it does not play a
major role in the secretory or in the intracellular
trafficking pathways followed by IFNAR1. We
tested  whether IFNAR1L palmitovlation was
required for IFWARID uptake from the plasma
membrane. Indeed., a lack of protein
palmitoylation has been associated  with
abnormalities in endocvtosis in a number of
cases (13.21). The endocytic characteristics of
IFNAR] were wvestigated as described 1 (7).
Cells were cubated at 4°C with anfi-
IFNAR] antibodv. and the uptake of the
IFNAR1-antibody complexes was examined by
immunofluorescence  after 30 munutes  of
endocvtosis at 37°C. The patterns of IFNARI
uptake of the wild-type and the
palmitovlated AC mutant were similar (Fig. 3A)
suggesting that IFINAR1 endocvtosis was not
dependent on IFNAR] palmitoylation. This was
further  confirmed by  flow  cytometry
measurement of IFNARL uptake: the rate and
extent of IFNARI] endocytosis at early tume
points were identical for the wild-type and the
AC mutant cell lines (Fig. 3B).

There are reports that a loss of palmitoylation
may lead to ubiquitination resulting in increased
lvsosomal degradation. Tlg1 the first
described example of a veast protemn for which
palmitoylation prevents interaction with the
ubiguitin ligase Tull, and thereby prevents its
ubiguitination and targeting to the vacuole (12).
Palmitovlation inhibits vbigquitination of the
anthrax receptor by preventing its association
with lipmd rafts (13). Recently.
collaborators have identified the SC
E3 ubigquitin ligase that mediates
ubiguitination and degradation (29307  We
therefore ivestigated whether the
palmitoylation-deficient IFNAR] mutant would
show increased degradation as a result of
enhanced ubiquitination. We measured the half-
life of IFNAR]1 at the surface of cells stimmulated

an

11011~

was

Fuchs and

BTre
F"™ a: an

IFNAERIL
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with IFN-o i1 the presence of cycloheximide to
prevent the neosvathesis of IFNARIL receptors.
The kinetics of disappearance of cell surface
TFNARI  subunits measurad by flow
cytometry mn both cell lines: after 180 minutes of
IEN stimulation. there was a 30% decrease in the
amount of IFNARL subunit present at the cell
surface of both cell lines (one expressing the
wild-tvpe and the other the non-palmitoviated
AC mutant [FNAR1). Thus, IFNAR1 was not
downmodulated further by the absence of
IFNARI palmitoylation (Fig 5C).

These wvarious experiments demonstrate that
IFNARI] palmitovlation i1s not required for
IFNARI endocyrosis, mtracellular distribution or
stability at the plasma membrane.

IFNARI! palmitoviation is required for the
activation of the Jak/Stat signaling pathway by
IFN-a. Cur  mninal  experiment  with  2-
bromopalmitate mndicated that protein
palmitovlation was required for IFN-a induced
Jak/Stat  signaling. We  tested whether
palmitoylation of IFNARI itself was necessary
[FN-c binding to
its receptor triggers the activation of IFINARI-
bound Tvk?2 kinase by tvrosine phosphorylation.
followed by the recrustment of Statl to IFINARI
and phosphoryvlation of tyrosine 701 of Statl. In
cells  expressing  wild-type ITFNARIL Tyk2
activation (pTyk2) was detected within 3 minutes
of IFN-o
mnutes, and decreased thereafier (Fig. 6A). The
activation of Srarl followed the same kinetics:
maximal pStatl after 10 of IFN-a
stimulation and a decrease thereafter. In cells
expressing the AC mutant, we did not detsct any
significant activation of either Tvk2 or Statl
(Fig. 6A & GB).

We next investigated the effect of the absence
of IFNAR palmitoylation on later steps of the
Jak/Stat signaling pathway. and in particular the
translocation of activared Statl ro the nuelens.
Cells expressing wild-type IFINARL or the AC
IFNARI mutant were stimulated with IFN-o for
30 minutes. and immunofluorescence used to test
tor pStatl translocation to the nuclens. Cells
wild-type  IFNARL  showed a
substantial, albeit heterogenesous, translocation of
pStatl to the nuecleus. whereas the amount of
pStatl translocated i cells expressing the AC
IFNARI] mutant was about 60% lower (Fig. 6C).
Therefore, palmitoylation of IFNAR] 1s required
for full activation of the Jak/Stat signaling

Was

tor IFN-c-induced signaling.

stimulation, was maximal after 10

minutes

EXpressing

pathwayv mduced by IFN-c.
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Gene transcription specifically induced by
IFN-a is strongly impaired in cells expressing
the palmiraviation-deficient IFNARI muranr. We
next analvzed whether the Jak/Stat signaling
defects in the AC IFNARI] mutant affect the
transcriptional  activity  of  IFIN-ou The
transcription of type [ interferon stimulated genes
depends on the binding of the ISGF3 complex to
[FN-stimulated response slement (ISRE) We
analvzed the transcription of ISRE element-
containing genes by transfecting cells expressing
wild-type or palmitovlation-deficient IFNARI
with an ISRE-luciferase reporter construct, and
we measured the luciferase activity 8§ hours after
[FN-oo stimulation as described in (7).  The
transcriptional activity induced by IFN-ct 1 cells

expressing the AC IFNARI] mutant was more

than ©60% lower than that in the wild-type
controls (Fig. 7). These findings are consistent
with those for Statl actrvation and nuclear

translocation, and confirm the major role of
[FNARI palmitovlation m IFN-a signaling.

DISCUSSION

Our
receptor

demonsrrates  that the [FN-o
IFNAR] and IFNARZ
palmitoylated. Cystemne 463, the more proximal
of the two cysteines present in the cyvtoplasmic
domain of [FNARIL. 1s palmitovlated consistent
with previous studies showing a preferential
linkage of palmirate to cvsteines that are next to
end of the
the case of

study

subunits ars

the cvtoplasmic transmembrane
domain, which in [FNARI1
encompasses  the 437-457.
Accordingly. a palmitovlation site prediction
program computing several palmitovlation sites
gave a higher probability for the palmitovlation
of cystemne 463 than that of cvsteine 302 (31).
IFNAFRIL being essential m IFN-o signaling,

amino  acids

we investigated the effects of IFNARI
palmitoylation in the functions of the IFN-o
receptor by examining  the  established

consequences of this common posttranslational

lipid modification of proteins. Protein
palmitoylation has effects on a broad range of
activities  that include protein  trafficking.
membrane association, protein stability, protein
aggregation inte  lLipid microdomains,  and
regulation of signaling (32). IFNARI
endocvtosis  was  strongly  inhibited by the
treatment with 2-bromopalmitate (a general
inhibitor of  palmitoylation), but the

palmitoylation-deficient [FNAR1 mutant did not

RESULTATS

show any obvious abnormality of endocytosis or
wntracellular distribution. Presumably,
palmitoylation of proteins other than the receptor
wself is involved i IFNARIL trafficking. It 15
mteresting to consider the potential role of the
second IFN-o receptor subunit, [FNAR? that we
also show to be palmitoylated. IFNAR2 is the
subunit that presents the highest affiniry for IFIN-
ct, and the current model is that the primary
wteraction at the cell surface 15 between [FN-o

and IFNAR2., with IFNAER2-bound IFN-o
complex interacting with IFINAR1 being a
subsequent event (33.34). However. another

study suggests that IFNARL and IFNAR2 are
preassociated at the plasma membrane prior to
IFN binding (20). a model also described for the
two IFIN-y receptor chains (35). In any case. 1f 15
possible  that  non-palmitovlated IFINAERI
displays normal trafficking properties as a result
of 1ts association with IFNAR2. Thus, IFNAR2,
by associating with IFINARL, mayv drive IFNAR]
uptake and control its intracellular distribution,

explaining the differences observed between 2-
bromopalmitate treatment and the
palmitoylation-deficient IFNARL mutant.  Most

functions invelving palmitoylation have been
described for cytoplasmic proteins. and the role
that 1t plavs on transmembrane proteins 1s less
clear. These proteins are already  strongly
embedded 1 the membrans through thewr
transmembrane domains. and it seems unlikely
that palmitovlation is required to anchor them. It
15 therefore plausible that palmitovlation 1s not
required for IFNARIL rtrafficking as has been
recently  shown  for other transmembrane
proteins: sncl and svnf are two examples of
SNARE proteins that are palmitovlated in veast,
and non-palmitovlated mutants of these proteins
are sorted normally (12). It is interesting that.
like TFINARIL, sncl and syvn® ars palmitovlated
on a smgle cystemne close to the transmembrane
domain. MUCL is ancther example of a
transmembrane protein whose palmitovlation is
not requirad for 1ts endocytosis and 1ts stability at
the cell surface (19). Some studies failed to
identify any clear role for protein palmitovlation.
The LMP2A protein encoded by Epstein Bar
virus 1s palmitovlated on multiple cvsteines. but
none of its known functions could be related to
this modificarion (36).

In agreement with the effect of 2-
bromopalmitate. we found that the absence of
palmitate on IFNARI cysteine 463 had a major
effect on the Jak/Stat signaling pathway activated

107



by IFN-a. Thus. Tvk2 Statl
activation and nuclear and
transcriptional activity after I[FN-a stimulation.

activation.

translocation.

in cells expressing the non-palmitovlated form of
IFNAR] were all substantially lower than the
wild-type. Signaling  events
extraordinary degree of complexity at different
levels including  biochemical  and
transcription events, and involve cross talk and
feedback  mechanisms  that
coordinated in  a spatio-temporal
Consequently. protein palmitovlation may be an
important device for regulating signaling in a
versatile manner because 1t 1z the only liypd
modification of proteins that can be either
trapnsient or permanent. The established
functions of protein palmitovlation can account
for the control of IFN-o signaling by IFNARI
These

show  an

gene

are  tightly

manner.

palmitovlation. functions mclude effects

on  dvnamics of binding to  membranes,
association with specific wtracellular
compartments. trafficking, mteraction with lipid

microdomains, and protein-protein interactions
(9}, We alreadv showed that uwpon IFN-o
binding, IFNAER]1 subunits do not cluster within
lipid microdomains of the raft tvpe, ruling out a
role for IFNAR] palmitoylation in this process.
However. [FNAR] endocytosis was essential for
the activation of the Jak/Stat signaling cascads
and the antiviral and antiproliferative sffects of
IFN-o (7). Our  finding that IFNARI
palmitoylation  regulates IFN-oo  signaling
independently from IFNARI trafficking reveals
the complexity and the diversity of the
mechanisms by which the Jak/Stat signaling
pathways can be controllad (8).

Another means by which palmirovlation may
control signaling. other than affecting membrane
trafficking. 1s through the regulation of lipid-
protemn of protem-protemn nferactions, in the
same way as other reversible posttranslational
modifications such as tyrosine phosphorylation
and GTP/GDP cycling. This aspect of signaling
control by palmitovlation was described for the
interaction between the kinase Fva and the T cell
receptor (37). Simularly. palmitoviation of one
critical cysteine of the prostanocid thromboxane
A2 receptor 15 specifically required for efficient
coupling of the phospholipase Cheta to the Gq
subumit (38). It is therefore possible that
IFNAR]1 palmitoylation contributes  to the
recruitment of signaling proteins to the IFNARI1
subunit and stablization of the association. The
presence of palmitate may affect the spatial

RESULTATS

conformation of IFNARI in the vicinity of the

transmembrane domain, thereby  reversibly
regulating, the association with downstream
effectors. Our results identify Tvk2 as a likely
candidate because its activation 15 rapidly

mmpaired 1 cells expressing non-palmitoylated
IFNARL. Thus. the absence of palmitate on
IFNAR] mav weaken the interaction between
IFNARI Tvk2

impaired Jal/Stat signaling.

and the kinase, resulting in
In support of this
model, cystemns 463 15 only a few amino acids
away from the IFNARI] sequence mvolved in
binding Tvk2. and 1t has been recently shown
that the accessibility of Tyvk2 1o IFINARI
depends on posttranslational modifications of
IFNARIL (39).

The molecular mechanism by which palmitate
15 transferred to proteins has been a matter of
debate for many vears. WNew mechanical msights
have been provided with the identification, first
m vyeast and subsequently in human cells, of a
new class of protein acyl rtransferases that
catalyze the linkage of palmitate to protein
substrates;  these called palmitovl
transferases (PATs) have a characteristic Asp-
His-His-Cys motif in a Cvs-rich domain (DHHC)
(40-42y A few palmitoyl thioesterases that
remove palmitate from proteins have also been
wdentifiad (9). and in particular APT1, a cytosolic
palmitoy] thioesterase that may remove palmitate
from signaling proteins such as H-Ras and G-
protein o subumts (43). Although DHHC PATs
are often redundant for their substrates (447 1t
would be interesting to identify which of the 23
described human PATs is or are responsible for
the palmitovlation of IFNARI, in relation with
their known tracellular localization (43).

In this work, we have demonstrated that
palmitoylation of a smngle cysteine (Cvsdo3)
adjacent to the transmembrane domain of the
IFN-o receptor subunit [FNAR]1 plays a critical

SOZVINES

role in the activation of the Jak/Stat signaling
pathway by tvpe I IFNs. This 1s consistent with
the essennal role of IFNAR] in IFN-a-induced

Ubiquitination of IFNAR1 s
for the regulation of IFWNARI
mtemalization and degradation (30 46), and thus
palmitoylation 15 a example of a
posttranslational modification of IFINARL with a
distinct function: it controls Jalk/Stat signaling
without affecting IFNARI1 trafficking. Several
studies have documented a relationship between

signaling.
umnportant

11EW

ubiguitination and palmitoylation of
transmembrans protemns (32)  In view of the
critical role for IFNAR endocytosis i IFN
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signaling (7). 1t appears that IFNARI may have important therapeutic implications

palmitovlation and ubiguitination mayv  because dysfunctions of this pathway have been
contribute. through the control of downstream  reported in several cancers (47). It would
Jak/Stat  signaling and IFNAR irafficking.  therefors be potentially valuable to test whether

respectively. to orchestrating the complexity and  the recently developed imhibitors of human
selectivity  of the signaling and pleiotropic  palmitoylacyl transferases and ubiquitin ligases
cellular effects of IFNs (8). This novel aspect of (4849} can modulate the antiviral. immune, and

the regularion of the Jak/Stat signaling pathway  antitumoral activities of IFINs.
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FIGURE LEGENDS

Fiz. 1. IFNARI endocytosis and IFN-o mduced Jak/Stat signaling depend on palmitoylation
events. 4. Effect of the palmitovlation inhibitor 2-bromopalmitate on IFNARI endocytosis.
L929R1E2 cells pretreated or not for 1h with 100 pM 2-bromopalmitate were mcubated with anti-
[FNARI] 34F10 mAb as described i Material and methods., Cells were incubated at 37°C for 30 min
and IFNAR]1 endocytosis was detected by visualizing internalized IFNAR/antibody complexes after
an acid wash. Scale bar 20 pm. Results are representative of at least four independent experiments.
B Effect of 2-bromopalmitate on [FN-c-induced Statl tvrosine phosphorylation. L929R1R2 cells
were pretreated for 1h with the indicated concentrations of 2-bromopalmitate and stimulated with
1000 Wiml IFN-a for 10 min at 37°C. Total lysates were analvzed by Western blot/ECL to detect
phosphorvlated Statl (pStatl). Results are representative of at least four independent expeniments. C.
Effect of 2-bromopalmitate on [FN-c-induced pStat]l nuclear translocation. L929R1R2 cells were
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’1_

pretreated or not for 1h with 100 uM 2-bromopalmitate and stimulated with 1000 U/ml IFN-at for 30
min at 37°C. Cells were fixed and the nuclear localization of phosphorvlated Statl was detected by
immunofluorescence. Scale bar 20 pm.

Fig. 2. The IFNAR] and IFNAR2 subunits of the IFN-o receptor are palmitovlated. A
L929R1IR2 cells were incubated for 4h with “H-palmitate before immunoprecipitation of either
IFNAR] or IFNAR? as indicated.  Immunoprecipitates were analyvzed by awtoradiography. B
LO29R1IR2 cells were pretreated or not with 1000 U/ml IFN-o or IFN-p for 1h before addition of *H-
palmitate in the medivm. After 4h of wncubation, IFNAR] was immunoprecipitated and samples were
analvzed both by awtoradiography (upper panel) and by Western-Blotting agamst [IFNARL (lower
panel).

Fig 3 TFNARI 15 palmitoylated on cysteine 463 4. Amino acid sequence of the 438-307 part of
the carboxy-terminal cytoplasmic tail of human IFNAR1. The two cvtoplasmic cysteines in positions
463 and 302 are highlighted 1 bold. Cws-463 and Cys-302 were mutated into alanine individually or
in combination, and the corresponding mutants named AC, CA and AA as indicated (mutations are
underlined). B. L929R2 cells stably transfzeted with wild-type IFNARI (CC) or with the indicated
mutants were incubated for 4h with “H-palmitate. [FNAR1 was immunoprecipitated from cell lysates
and immune complexes were separated by SDS-PAGE. The [FNAR] mmmunoprecipitate was split i
two before being analyzed either by Western-blotting (lower panel) or by auteradiographv (upper
panel).

Fiz 4  Simular intracellular distribution of wild-tvpe IFNAR] and palmitovlation-deficient AC
IFNAR] murant. L929R2 cells stably transfected with wild-tyvpe IFNARL or the AC mutant were
fixed. permeabilized and co-labeled with anti-IFINART 34F10 mAb and antibodies directed either
against the early endosome marker EEAL (A). the Golg: apparatus marksr Fab6 (B). the recyeling
endosome marker Rabll (C) or the lysosomal marker lamp2 (D). Secondary antibodies coupled with
alexa-488 (green) and with Cv3 (red) were used to reveal IFNARI and cellular markers. respectively.
Cells were imaged with a confocal Leica microscope.

Fig. 5. IFNAERI palmitovlation 1s not involved in I[FNAR] endocytosis and I[FNARI half-life at
the cell surface. 4. Endocytic pattern of the wild-tvpe and AC IFNARI1 subunits. L929R2 cells
stably transfected with wild-type [FNARI or the AC IFNARI mutant were processed for endocytosis
as described m Fig. 1. Scale bar 20 pm. B, FACS analysis of IFNAER] endocytosis at sarly time
points. LI929R2 cells expressing either wild-type IFNART or the [FNAR1 AC mutant wers labeled
with AA3F ant-IFNARL mAb prior endocvtosis at 37°C for the indicated nmes. Femaining cell
surface IFNART/AAS complexes were quantified by flow cvtometry. Results are expressed as the
disappearance of total cell bound antibody from the cell surface. Each value is the mean = 3D of
triplicate experiments. . Cell surface dovwn-modulation of wild-type and AC IFWARIT subunits. The
cell surface expression of [FNAR] was measured by flow cytometry in LO929R2 cells expressing either
wild-type or AC IFNAR] subunits in the presence of cyeloheximide and 1000 U/ml IFN-o2b for the

indicated rimes.

Fig. 6. IFNARI palmitovlation 1s required for the activation of the Jak/Stat signaling pathway by
IFN-ce. A IFN-o induced Tvk2 tvrosine phosphorylation mn L929E2 cells expressing either the wild
tvpe or the AC IFNAERIL subunits. Cells were stumulated or not with 1000 W/ml IFN-o for the
indicated times. Cell lysates were analvzed by Western-blotting against tyvrosine phosphorylated Tvk2
(pTvk2) or Tvk2 as indicated. B, [FN-o induced Statl tyrosine phosphorylation in L929R2 cells
expressing either the wild type or the AC IFNARI subunits. Cells were stimulated or not with 1000
U/ml IFN-a for the imndicated times. Cell lysates were analyvzed by Westemn-blotting agaimst tyrosine
phosphorvlated Statl (pStatl) or Statl as indicated. €. [FN-o induced pStat] nuclear translocation
LO929R2 cells expressing either the wild type or the AC IFNARIL subunits. Upper part: pStatl nuclear
translocation was analyvzed by immunofluorescence as described in Material and methods (scale bar 20

10
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um). Lower part: the percentage of cells with pStarl translocarion was guantified by counting
(N=200). Results are the mean = 5D of four independent experiments.

Fig. 7. IFN-o induced gene transcniption 1s strongly reduced in the palmitovlation deficient
IFNAR] AC mutant IFN-ci-induced gene transcription was analvzed using the luciferase reporter
gene.  LO29R2 cells stably expressing either the wild tvpe or the AC IFINAR1 subunits wers
transfected by the ISG-34 luciferase construct. stimulated with 1000 Uml IFN-o, and luciferase
activity was quantified by measurement of lumunescence reported to the guantity of proteins, as
described 1n material and methods. Results are the mean = 5D of three independent experiments and
were expressed as the ratio to the basal actuvity without IFN-o stimulation.
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Figure 1. IFNAR1 endocytosis and IFN-a induced Jak/Stat signaling depend on palmitoylation events.
(a) Effect of the palmitoylation inhibitor 2-bromopalmitate on IFNAR1 endocytosis. L929R1R2 cells pretreated
or not for 1h with 100 pM 2-bromopalmitate were incubated with anti-IFNAR1 34F10 mAb as described in
Material and methods. Cells were incubated at 37°C for 30 min and IFNARI endocytosis was detected by
visualizing internalized IFNARI1/antibody complexes after an acid wash. Scale bar 20 pum. Results are
representative of at least four independent experiments. (b) Effect of 2-bromopalmitate on IFN-a-induced Statl
tyrosine phosphorylation. L929R1R2 cells were pretreated for lh with the indicated concentrations of
2-bromopalmitate and stimulated with 1000 U/ml IFN-a for 10 min at 37°C. Total lysates were analyzed by
Western blot/ECL to detect phosphorylated Statl (pStatl). Results are representative of at least four independent
experiments. (¢) Effect of 2-bromopalmitate on IFN-a-induced pStatl nuclear translocation. L929R1R2 cells
were pretreated or not for 1h with 100 uM 2-bromopalmitate and stimulated with 1000 U/ml IFN-a for 30 min at
37°C. Cells were fixed and the nuclear localization of phosphorylated Statl was detected by
immunofluorescence. Scale bar 20 pm.
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IFNAR1 IFNAR2

a,<_

-IFN +IFN-oc  + IFN-J

b. . - 3H palmitate
— - - WB anti-IFNAR1

Figure 2. The IFNARI1 and IFNAR?2 subunits of the IFN-a receptor are palmitoylated. (a) L929R1R2 cells
were incubated for 4h with *H-palmitate before immunoprecipitation of either IFNAR1 or IFNAR?2 as indicated.
Immunoprecipitates were analyzed by autoradiography. (b) L929R1R2 cells were pretreated or not with 1000
U/ml IFN-a or IFN-B for 1h before addition of *H-palmitate in the medium. After 4h of incubation, IFNARI
was immunoprecipitated and samples were analyzed both by autoradiography (upper panel) and by Western-
Blotting against IFNAR1 (lower panel).
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IFNAR1 CC
IFNAR1 AC
IFNAR1 CA

IFNAR1 AA

Figure 3. IFNARI1 is palmitoylated on cysteine 463. (a) Amino acid sequence of the 458-507 part of the
carboxy-terminal cytoplasmic tail of human IFNAR1. The two cytoplasmic cysteines in positions 463 and 502
are highlighted in bold. Cys-463 and Cys-502 were mutated into alanine individually or in combination, and the
corresponding mutants named AC, CA and AA as indicated (mutations are underlined). (b) L929R2 cells stably
transfected with wild-type IFNARI (CC) or with the indicated mutants were incubated for 4h with *H-palmitate.
IFNAR1 was immunoprecipitated from cell lysates and immune complexes were separated by SDS-PAGE. The
IFNAR1 immunoprecipitate was split in two before being analyzed either by Western-blotting (lower panel) or

by autoradiography (upper panel).
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IFNAR1 marker overlay zoom
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Figure 4. Similar intracellular distribution of wild-type IFNARI1 and palmitoylation-deficient AC IFNAR1
mutant. L929R2 cells stably transfected with wild-type IFNAR1 or the AC mutant were fixed, permeabilized
and co-labeled with anti-IFNAR1 34F10 mAb and antibodies directed either against the early endosome marker
EEAL (A), the Golgi apparatus marker Rab6 (B), the recycling endosome marker Rabl1 (C) or the lysosomal
marker lamp2 (D). Secondary antibodies coupled with alexa-488 (green) and with Cy3 (red) were used to reveal
IFNARI1 and cellular markers, respectively. Cells were imaged with a confocal Leica microscope.
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Figure 5. IFNARI1 palmitoylation is not involved in IFNAR1 endocytosis and IFNARI1 half-life at the cell
surface. (a) Endocytic pattern of the wild-type and AC IFNARI1 subunits. L929R2 cells stably transfected with
wild-type IFNARI or the AC IFNAR1 mutant were processed for endocytosis as described in Figure 1. Scale bar
20 pm. (b) FACS analysis of IFNAR1 endocytosis at early time points. L929R2 cells expressing either wild-type
IFNARI1 or the IFNAR1 AC mutant were labeled with AA3 anti-IFNAR1 mAb prior endocytosis at 37°C for the
indicated times. Remaining cell surface IFNAR1/AA3 complexes were quantified by flow cytometry. Results are
expressed as the disappearance of total cell bound antibody from the cell surface. Each value is the mean + SD of
triplicate experiments. (¢) Cell surface down-modulation of wild-type and AC IFNARI subunits. The cell
surface expression of IFNARI was measured by flow cytometry in L929R2 cells expressing either wild-type or
AC IFNARI subunits in the presence of cycloheximide and 1000 U/ml IFN-a2b for the indicated times.
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Figure 6. IFNAR1 palmitoylation is required for the activation of the Jak/Stat signaling pathway by
IFN-a. (a) IFN-a induced Tyk2 tyrosine phosphorylation in L929R2 cells expressing either the wild type or the
AC IFNARI subunits. Cells were stimulated or not with 1000 U/ml IFN-a for the indicated times. Cell lysates
were analyzed by Western-blotting against tyrosine phosphorylated Tyk2 (pTyk2) or Tyk2 as indicated. (b) IFN-
a induced Statl tyrosine phosphorylation in L929R2 cells expressing either the wild type or the AC IFNARI
subunits. Cells were stimulated or not with 1000 U/ml IFN-a for the indicated times. Cell lysates were analyzed
by Western-blotting against tyrosine phosphorylated Statl (pStatl) or Statl as indicated. (¢) IFN-a induced
pStatl nuclear translocation in L929R2 cells expressing either the wild type or the AC IFNAR1 subunits. Upper
part: pStatl nuclear translocation was analyzed by immunofluorescence as described in Material and methods
(scale bar 20 um). Lower part: the percentage of cells with pStatl traslocation was quantified by counting
(n=200). Results are the mean + SD of four independent experiments.
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Figure 7. IFN-a induced gene transcription is strongly reduced in the palmitoylation deficient IFNAR1
AC mutant. IFN-a-induced gene transcription was analyzed using the luciferase reporter gene. L929R2 cells
stably expressing either the wild type or the AC IFNARI1 subunits were transfected by the ISG-54 luciferase
construct, stimulated with 1000 U/ml IFN-a, and luciferase activity was quantified by measurement of
luminescence reported to the quantity of proteins, as described in material and methods. Results are the mean +
SD of three independent experiments and were expressed as the ratio to the basal activity without IFN-a
stimulation.
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Résultats complémentaires

Endocytose de I’IFN-a couplé a des marqueurs fluorescents

Dans les expériences d’endocytose que nous avons réalisées en immunofluorescence, nous
avons suivi I’internalisation d’IFNAR1 a 37°C a I’aide d’un anticorps non neutralisant dirigé contre la
partie extracellulaire d’IFNAR1 (anticorps 34F10). Ceci nous a permis d’observer au bout de 30
minutes d’internalisation une accumulation d’IFNAR1 dans la région périnucléaire (voir figure 6 de
I’article). En effectuant ces expériences avec ou sans stimulation par I’IFN-a, nous n’avons pas
observé de différence dans la distribution intracellulaire d’IFNAR1, aussi bien pour la forme sauvage
(CC) que pour la forme mutante (AC).

Néanmoins, afin d’étre certains que la stimulation par I’I[FN-o ne modifiait pas ’endocytose
d’IFNARI, nous avons suivi spécifiquement ’internalisation d’IFNARI1 li¢ a I’'IFN-a en utilisant des
IFNs couplés a des marqueurs fluorescents. En incubant les cellules a 37°C pendant 30 minutes en
présence d’IFN-a couplé au Cy3 (IFNa-Cy3) ou d’IFN-a couplé a I’Oregon green (IFNa-OG ; dons de
Jacob Piehler, Francfort, Allemagne), nous avons pu observer les complexes IFN-récepteur endocytés,
tandis que nous regardions habituellement les complexes IFNAR1-anticorps.

Ceci nous a permis de constater que I’IFN-a se retrouvait aprés 30 minutes d’endocytose dans la
région périnucléaire, ce que nous avions observé avec 1’anticorps 34F10 (figure supplémentaire 1). De
méme, nous n’avons constaté aucune différence d’endocytose entre IFNAR1 CC et IFNARI AC,
confirmant ainsi nos résultats montrant que la palmitoylation d’IFNARI1 ne joue aucun rdéle dans son

internalisation.
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IFNo-Cy3

IFNo-OG

Figure supplémentaire 1. Endocytose de ’'IFN-o couplé a des marqueurs fluorescents.

Endocytose de I’'IFN-a couplé a des marqueurs fluorescents dans les cellules L929R2 exprimant
IFNARI1 sauvage (CC) ou un mutant d’IFNAR1 déficient pour la palmitoylation (AC). Les cellules
ont ¢ét¢ incubées pendant 30 minutes a 37°C en présence d’IFN-a couplé au fluorophore cyanine 3
(IFNa-Cy3) ou au fluorophore oregon green (IFNa-OG). Elles ont ensuite été lavées, fixées et

analysées par microscopie a épifluorescence. Barre d’échelle =20 um.
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Role de la palmitoylation d’IFNARI dans ’action antiproliférative de
PIFN-a

Nous avons montré que la palmitoylation d’IFNAR1 était nécessaire a 1’induction de la voie
JAK/STAT par I'l[FN-a, et, de facon concordante, était également requise pour [’activation
transcriptionnelle des ISGs contenant un élément ISRE dans leur promoteur. Nous avons donc voulu
savoir si I’inhibition de la signalisation et de la transcription observées chez le mutant d’IFNAR1 non
palmitoylé se répercutait sur les effets biologiques de I’IFN-a.

L’IFN-a est capable d’induire des activités antivirales et antiprolifératives. Nous avons décidé
d’analyser le réle potentiel de la palmitoylation d’IFNAR1 dans ’activité antiproliférative de 1I’IFN-a.
Pour cela, nous avons cultivé un nombre identique de cellules L929R2 exprimant IFNAR1 CC ou le
mutant non palmitoylé IFNAR1 AC pendant 72 heures en présence ou non de 6000 U/ml d’IFN-a.
Nous avons ensuite mesuré la prolifération par comptage (voir légende de la figure supplémentaire 2
pour le détail du protocole).

Nous avons ainsi pu observer que le traitement par I’IFN-o induisait une inhibition de la
prolifération cellulaire de 50% en 72 heures, comme I’indique le rapport du nombre de cellules entre le
lot traité et le lot non traité. Nous avons constaté que I’inhibition de la prolifération induite par I'IFN-a
est identique chez les cellules exprimant IFNAR CC ou IFNAR1 AC (figure supplémentaire 2). Il
semble donc que la palmitoylation d’IFNAR1, malgré son implication dans la signalisation, n’est pas

importante pour I’induction de ’activité antiproliférative de I’'IFN-a.
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Figure supplémentaire 2. Role de la palmitoylation d’IFNARI1 dans P’activité antiproliférative de
I’TFN-o.

L’évaluation de I’activité antiproliférative a été réalisée comme suit : le jour 1, les cellules L929R2
exprimant IFNAR1 CC ou IFNAR1 AC ont été¢ ensemencées dans une plaque 24 puits, a raison de
20 000 cellules par puits. Le jour 2, 6000 U/ml d’IFN-a2b ont été ajoutés ou non aux cellules. Le jour
5, aprés 72 heures, les cellules ont été comptées. Chaque point a été réalisé en trois exemplaires et
compté deux fois, puis les six comptages ont été moyennés. L’inhibition de la prolifération induite par
I’IFN-a a été évaluée d’aprés le ratio entre le nombre de cellules ayant poussé en présence d’IFN-a et

le nombre de cellules ayant poussé sans IFN-a, retiré¢ a 100 et exprimé en pourcentage.
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DISCUSSION

I. Systéme d’étude utilisé

Nous avons choisi pour ce travail d’utiliser une lignée cellulaire murine, la lignée fibroblastique
1929, dans laquelle nous avons exprimé de fagon stable les sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 humaines
(cellules L929R1R2). En effet, pour pouvoir étudier spécifiquement les mutations réalisées sur
IFNARI, il convenait de s affranchir des molécules IFNAR1 endogénes. L’expression du récepteur de
I’IFN de type I étant ubiquitaire, il était impossible d’exprimer nos constructions dans des cellules
dépourvues de récepteur. Or, I’interaction de I’IFN-a avec son récepteur étant spécifique de I’espéce,
il est possible, en exprimant le récepteur humain dans des cellules d’une autre espéce, d’étudier
spécifiquement les effets qu’il induit en 1’activant par I’IFN-o humain. Ce systéme a été établi dans
une étude antérieure (Cajean-Feroldi et al., 2004).

Néanmoins, il comporte quelques inconvénients. Nous avons validé sa fonctionnalité pour notre
étude en nous assurant de la capacité de ’IFN-a humain a induire la voie JAK/STAT dans ces cellules,
ce qui est le cas. Toutefois, en comparant a d’autres lignées cellulaires humaines (HeLa, RPE-1),
I’efficacité de I’'IFN-a sur les L929R1R2 était plutdt réduite comme le montre la moindre intensité de
translocation nucléaire de pSTATI1. On peut en effet se demander si la spécificité d’espéce concerne
¢galement, a un degré plus faible, ’interaction entre les protéines de signalisation (TYK2, JAKI,
STAT2 et STATI) et les deux chaines du récepteur.

Pour tenter d’évaluer ce probléme, j’ai comparé les séquences protéiques des deux chaines du
récepteur, de chacune des JAKSs et de chacune des STATSs entre les deux espéces homme et souris. J’ai
ainsi obtenu un pourcentage d’homologie, calculé d’aprés le nombre d’acides aminés identiques. Ces
résultats sont présentés tableau 4. On peut constater que I’homologie entre la forme humaine et la
forme murine des deux sous-unités du récepteur n’est que de 46%. Si les formes humaines et murines
de TYK2 et de STATI sont assez proches (80% et 93% d’homologie, respectivement), celles de JAK1
et de STAT2 le sont moins (64% et 67% d’homologie). Ces différences entre les protéines des deux
especes expliquent sans doute I’activation moins forte de la voie JAK/STAT (traduite par une plus
faible translocation nucléaire de pSTAT1) dans les cellules L929R1R2.

Des expériences de co-immunoprécipitation dans ces cellules pourraient permettre de confirmer
I’association entre les sous-unités du récepteur humain et les JAKS et STATs murins. Ces expériences
n’ont pas été réalisées, néanmoins, il faut noter qu’une co-immunoprécipitation entre IFNARI et
TYK2 n’a jamais été réussie dans aucun type cellulaire (interaction démontrée in vitro uniquement).

S’il est possible d’étiqueter IFNARI1, avec un groupe Flag par exemple, pour étudier les
constructions mutantes dans des cellules humaines, cette approche ne permet pas d’étudier
spécifiquement la signalisation induite par les formes mutantes d’IFNAR1. Nous ne disposions par

conséquent d’aucun autre systéme pour cette étude.

125



DISCUSSION

Protéine | Homologie
IFNARI1 46%
IFNAR2 46%

TYK2 80%
JAK1 64%
STAT2 67%
STATI 93%

Tableau 4. Homologie entre les formes humaines et murines des protéines de la voie JAK/STAT.
Les séquences protéiques ont ét¢ comparées par ClustalW, et I’homologie a été évaluée comme le
pourcentage d’acides aminés identiques.

I1. Palmitoylation

II.1 Probabilités de palmitoylation

IFNARI posséde deux cystéines cytoplasmiques, Cys*® et Cys ”, et nous avons montré que
seul le résidu Cys*® est palmitoylé. Un programme de prédiction des sites palmitoylés, CSS-Palm, a
€té mis au point par Zhou et al en 2006 en se basant sur les connaissances disponibles dans la
littérature et les 263 sites de palmitoylation connus (Zhou et al., 2006). Une version plus récente (v2.0)
a récemment été mise au point (Ren et al., 2008). Un calcul de la probabilité de palmitoylation réalisé
sur IFENARI a I’aide de ce programme affiche un score plus élevé pour Cys*® (0,809) que pour Cys "
(0,348), ce qui concorde avec nos résultats (tableau 5). La sous-unité IFNAR2, que nous avons aussi

et Cys’”. Le calcul montre

montré étre palmitoylée, posséde deux cystéines cytoplasmiques, Cys®’
que seule la Cys®”' présente une forte probabilité d’étre palmitoylée avec un score de 1,983. En accord
avec cette observation, la forme murine d’IFNAR2 ne posséde pas de résidu cystéine au voisinage de
la position 395. Il reste a déterminer expérimentalement si Cys® ' est effectivement le résidu
palmitoylé d’IFNAR2.

Le programme CSS-Palm nous a aussi permis d’observer que les JAKS ont de fortes chances
d’étre palmitoylées, sur des résidus multiples (5 résidus pour la forme humaine de TYK?2, 4 résidus
pour JAK1) avec des scores tres élevés. On constate aussi que la forme murine de TYK2 posséde un
résidu supplémentaire, la Cys®, dont la probabilité de palmitoylation est extrémement forte (score de

2,913). Les STATs ont également une probabilité de palmitoylation élevée, mais sur un seul résidu

(Cys”” pour STATI et Cys™ pour STAT2).
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Protéine Position Séquence Score
IFNAR1 humain 463 FLRCINY 0,809
502 IEKCFII 0,348

IFNAR1 murin 457 KYLCHVC 1,024
590 ALLC*** 1,687

IFNAR2 humain 271 GYICLRN 1,904
395 SGPCERR 0,417

IFNAR2 murin 270 GYICLKD 1,252
TYK2 humain 550 LRRCCLP 1,375
551 RRCCLPQ 1,359

965 YKGCCED 1,188

966 KGCCEDQ 1,453

1187 FSV 2,165

TYK2 murin 8 MPLCGRR 2,913
550 LHHCCLP 1,094

551 HHCCLPR 1,125

962 YKGCCED 1,078

963 KGCCEDQ 1,375

1184 FSVC*** 2,000

JAK1 humain 10 KEDCNAM 1,939
16 MAFCAKM 1,678

543 LKRCCQP 1,016

544 KRCCQPK 0,859

JAK1 murin 10 KEDCNAM 1,670
16 MAFCAKM 1,487

542 LKRCCQP 0,969

543 KRCCQPK 0,859

STATI1 humain 577 NDGCIMG 1,026
STATI1 murin 577 NDGCIMG 0,843
STAT2 humain 284 GLSCLVS 0,861
STAT2 murin 245 QKSCIGA 0,878

Tableau 5. Prédiction des sites de palmitoylation a I’aide du programme CSS-Palm v2.0.

La protéine étudice, les positions des cystéines potenticllement palmitoylées, la séquence entourant la
cystéine ainsi que le score obtenu par le calcul sont représentés. A 1’exception d’IFNARI et
d’IFNAR?2, seuls les scores supérieurs a 0,800 (probabilit¢é moyenne a forte) sont indiqués.
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On peut noter que, d’aprés ces données statistiques, les positions des sites de palmitoylation de
toutes ces protéines sont relativement conservées entre I’homme et la souris. Il est donc tentant d’en
déduire que la palmitoylation jouerait un réle fonctionnel crucial pour toutes ces protéines impliquées
dans la signalisation, notamment en facilitant les interactions de ces protéines entre elles, ainsi que
leur localisation dans des microdomaines membranaires de type raft. Ceci permettrait d’expliquer,
d’une part, que malgré I’homologie limitée entre les séquences protéiques humaines et murines, les
JAKs et STATs murines parviennent a transduire le signal initié par le récepteur humain (voir chapitre
précédent, Systeme d’étude utilisé); mais aussi, d’autre part, que le traitement des cellules par
I’inhibiteur général de la palmitoylation 2-bromopalmitate aboutisse a une inhibition aussi drastique de
la voie JAK/STAT induite par I’IFN-a (figure 1 de I’article).

Toutefois, la palmitoylation des JAKs et des STATS reste a confirmer expérimentalement.

11.2 Environnement peptidique

Les cystéines palmitoylées se retrouvent souvent dans des environnements peptidiques
particuliers : environnements hydrophobes, suivis d’une série d’acides aminés chargés positivement
(voir chapitre IL.IL.1 de I’introduction, Motifs de palmitoylation). L’environnement peptidique de la
Cys*® est représenté figure 24. La Cys*® se trouve certes dans un environnement hydrophobe, mais
n’est pas suivie d’une série d’acides aminés chargés positivement. Par contre, comme c’est le cas pour
beaucoup de protéines transmembranaires palmitoylées, elle se trouve proche de la membrane

plasmique (a seulement 5 acides aminés).

458-KVFLRCINYVFFPSLKPSSSIDEYFSEQPLKNLLLSTSEEQIEKCFITEN-507 WT

Figure 24. Environnement peptidique des cystéines cytoplasmiques d’IFNARI.

La séquence protéique des acides aminés 458 a 507 du domaine cytoplasmique d’IFNARI1 est
représentée. Les cystéines sont représentées en rouge, la Cys'® palmitoylée est soulignée. Un
surlignage de couleur est attribué aux acides aminés selon leurs caractéristiques biochimiques : rose,
hydrophobe ; jaune, hydrophile neutre ; vert, hydrophile chargé négativement (acide); bleu, hydrophile
chargé positivement (basique).
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III. Trafic ’IFNAR1

III.1 Role de la palmitoylation dans le trafic d’IFNAR1

Nous avons montré que la palmitoylation d’IFNAR1 n’était pas impliquée dans son
endocytose, bien qu’un lien entre endocytose et palmitoylation ait été démontré pour plusieurs
protéines transmembranaires. Le récepteur de la bradykinine B est phosphorylé sur son résidu Tyr >,
qui est probablement impliqué dans un motif d’internalisation. Soskic et al ont montré que le récepteur
de la bradykinine B est palmitoylé sur son résidu Cys>°, et que la phosphorylation de la Tyr’” et la

palmitoylation de la Cys®°

sont mutuellement exclusives (Soskic et al., 1999). On peut donc
facilement supposer que la palmitoylation d’une cystéine située quatre acides aminés plus loin
permettrait de prévenir et de réguler I’endocytose du récepteur. Il est intéressant de constater que dans
le cas ’IFNARI, la Tyr*®, située trois acides aminés aprés la Cys*®, fait également partie d’un motif
d’internalisation Yxx¢. Bien que nos résultats ne mettent pas en évidence un role de la palmitoylation
d’IFNARI dans son endocytose, il serait tentant de proposer ici un mécanisme similaire dans lequel la
palmitoylation de la Cys** régulerait la phosphorylation de la Tyr*®®. Ceci se ferait sans doute plutot
de maniére positive, étant donné que la Tyr**® phosphorylée est le site d’arrimage de la forme activée

de STAT?2 (voir plus bas chapitre IV de la discussion, Signalisation de ['IFN-a). Cette hypothése reste

a confirmer expérimentalement.

Nous avons également montré que, contrairement a d’autres protéines transmembranaires
(Abrami et al., 2006; Percherancier et al., 2001; Schweizer et al., 1996; Tani and Hannun., 2007), un
défaut de palmitoylation d’IFNAR1 n’aboutissait pas a un adressage accru vers les lysosomes.
Néanmoins, pour pouvoir observer plus facilement une accumulation d’IFNAR1 non palmitoylé dans
ces compartiments, il aurait fallu traiter les cellules par des inhibiteurs des enzymes de dégradation
lysosomales, tels que la leupeptine. En effet, les protéines étant rapidement dégradées lors de leur
arrivée dans les lysosomes, il est difficile de pouvoir les y observer par immunofluorescence.
Toutefois, si la forme non palmitoylée d’IFNAR1 était sujette a une dégradation lysosomale accrue,

nous aurions observé une réduction de sa demie-vie a la membrane plasmique, ce qui n’était pas le cas.

Une étude précédente de mon laboratoire d’accueil a indiqué qu’IFNARI n’est pas localisé dans
les rafts, comme le montre son exclusion des DRMs (Marchetti et al., 2006). Par conséquent, s’il a été
trés largement décrit que la palmitoylation permet la localisation des protéines dans ces
microdomaines lipidiques, il semble que ca ne soit pas le cas pour IFNARI. Dans certains cas, la
palmitoylation permet aussi aux protéines d’étre exclues des rafts (Abrami et al., 2006). Une telle

fonction de la palmitoylation d’IFNARI n’a pas été testée.
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Certaines études ont suggéré tout de méme une présence d’IFNARI1 dans les rafts (Takaoka et
al., 2000), il convient donc de déterminer si ces divergences de résultats sont dus aux types cellulaires
utilisés ou proviennent d’une différence de protocole dans I’isolation des DRMs. De plus, une
localisation d’IFNARI dans les rafts serait consistante avec ses propriétés de signalisation (voir

chapitre I'V.1 de la discussion, Réle de la palmitoylation d’ IFNARI dans la signalisation de I'[FN-a.).

Les expériences initiales que nous avons réalisées avec le 2-bromopalmitate ont montré une
forte inhibition de I’endocytose lorsque la palmitoylation était inhibée de maniére générale, or, le
mutant d’IFNARI non palmitoylé est endocyté normalement. Ceci suggére que d’autres protéines
palmitoylées sont impliquées dans ’endocytose d’IFNARI1. Ce peut étre directement des protéines de
la machinerie d’endocytose, il conviendrait pour tester cette possibilité d’étudier la palmitoylation des
acteurs de la voie dépendante de la clathrine.

On peut également s’interroger sur un réle potentiel de la sous-unité IFNAR2, elle-méme
palmitoylée, dans 1’endocytose d’IFNARI1. Si le modéle admis veut que IFNAR1 et IFNAR2 ne
s’associent qu’apres la liaison de I’IFN, une étude a suggéré qu’IFNARI et IFNAR2 existent sous
forme d’un complexe préassocié a la membrane plasmique (Cajean-Feroldi et al., 2004). Dans ce cas,
on pourrait supposer qu’'IFNAR2, ayant conservé intacte sa capacité a étre endocytée, permette au
mutant d’IFNARI non palmitoylé d’étre internalisé par ’intermédiaire de leur association. Toutefois,
cette étude repose sur le fait qu’un anticorps dirigé contre le site de liaison de I'IFN sur IFNARI,
I’anticorps 64G12, empéche I’induction des activités biologiques de I’IFN de type I. Les auteurs ont
donc conclu, étant donné que cet anticorps ne reconnait pas le site de liaison de I’'IFN sur IFNAR2,
que les deux sous-unités devaient nécessairement &tre associ¢es avant la liaison de I’I[FN. Cependant,
si ’on considére le mode¢le initial ou les deux sous-unités ne s’associent qu’en présence d’IFN, on peut
concevoir que ’anticorps 64G12, en empéchant la liaison de I’'I[FN a IFNAR1, empéche également la
formation du complexe ternaire IFN-IFNARI1-IFNAR2, et donc I’induction des effets biologiques de

I’IFN. La validation de ce mode¢le requiert donc des recherches plus poussées.

Chez les protéines cytoplasmiques, la palmitoylation a souvent un réle d’ancrage important dans
les membranes lipidiques (Resh, 1999). Les protéines transmembranaires étant déja fortement ancrées
dans les membranes par leur(s) domaine(s) transmembranaire(s), il est peu probable que leur
palmitoylation joue un rdéle additionnel direct dans leur stabilité membranaire. En revanche, la
palmitoylation peut jouer un role indirect dans la stabilit¢ membranaire par la régulation de certains
mécanismes : régulation de la phosphorylation des tyrosines dans des motifs d’endocytose, régulation
de l’ubiquitination, et cela se fait probablement, d’une maniére générale, par la régulation des
interactions du domaine cytoplasmique des protéines avec d’autres facteurs (kinases, ubiquitine
ligases, ...). Toutefois, dans le cas d’IFNARI, la palmitoylation ne semble pas étre impliquée dans sa

stabilité a la membrane plasmique.
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Nos résultats montrent que la palmitoylation d’IFNAR1 semble ne pas étre requise pour son
trafic, contrairement a ce qui a été montré pour d’autres protéines transmembranaires. Le mutant non
palmitoylé n’a pas de probléme d’export de I’appareil de Golgi, est endocyté normalement, recyclé
normalement, et sa stabilité a la membrane plasmique n’est pas altérée. Cependant, il existe d’autres
cas de protéines palmitoylées ou la palmitoylation ne joue aucun réle apparent dans le trafic. On peut
citer par exemple les protéines SNARE de levure sncl et syn8 (Valdez-Taubas and Pelham, 2005), ou
la protéine virale LMP2A du virus Epstein Bar (Katzman and Longnecker, 2004).

1I1.2 Autres considérations sur le trafic d’IFNARI

Nous avons montré qu’il n’y a pas de différence dans la localisation intracellulaire d’IFNAR1
consécutive a son endocytose en présence ou non d’IFN-a. Il a ét¢ montré que ’endocytose
constitutive d’IFNAR1 I’adresse dans I’endosome de recyclage, tandis que I’endocytose induite par
I’IFN-o ’adresse dans les lysosomes (voir chapitre 1.VI de l’introduction, Trafic cellulaire des
récepteurs aux IFNs). 1l est possible que le récepteur de I'IFN de type I transite toujours par
I’endosome de recyclage, avant soit d’étre recyclé, soit, s’il y a eu liaison de I’'IFN et ubiquitination,
d’étre dirigé vers les lysosomes. Dans tous les cas, on devrait s’attendre a voir une différence
d’adressage d’IFNARI1 lorsque I’endocytose se fait ou non en présence d’IFN-a, ce qui n’est pas le
cas. Néanmoins, il faut considérer qu’IFNARI1 étant rapidement dégradé dans les lysosomes, il est

difficile de pouvoir I’observer dans ces compartiments.

IV. Signalisation de ’IFN-a

IV.1 Role de la palmitoylation d’IFNARI dans la signalisation de I’IFN-a

Nos résultats montrent que la palmitoylation d’IFNART1 joue un réle clef dans I’induction de la
voie de signalisation JAK/STAT induite par I’IFN-a. Toutefois, I’inhibition des différentes étapes de
cette voie lorsque la palmitoylation d’IFNARI1 est inhibée spécifiquement par mutation n’est que
partielle. Au contraire, lorsque les cellules ont été traitées par le 2-bromopalmitate, qui inhibe la
palmitoylation de maniére générale, I’inhibition est beaucoup plus forte (totale pour la translocation
nucléaire de pSTAT1). Ceci suggere que la palmitoylation d’autres protéines est impliquée. De bonnes
candidates sont les protéines intervenant dans cette voie de signalisation, les JAKs et les STATSs. Ces
protéines présentent de fortes chances d’étre palmitoylées, comme le montrent les résultats du
programme CSS-Palm (voir chapitre I1.1 de la discussion, Probabilites de palmitoylation). De plus, la
palmitoylation jouerait un rbéle important dans les interactions protéine-protéine, ce qui est

particuliérement significatif dans le cadre des cascades de signalisation. Cette fonction a été
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intensivement décrite dans la signalisation des cellules hématopoiétiques (Flaumenhaft and Sim,

2005). La palmitoylation des JAKSs et des STATSs reste un champ de recherche important a explorer.

La palmitoylation est unique parmi les modifications lipidiques des protéines par le fait que
c’est la seule qui soit réversible. Cette propriété lui permet d’avoir des fonctions de régulation des
fonctions protéiques, elle pourrait donc, tout comme la phosphorylation et I’échange du GTP, étre un
¢lément de régulation de la signalisation. Dans ce contexte, il convient de s’intéresser aux enzymes
responsables de la régulation palmitoylation/dépalmitoylation. Une famille de palmitoyltransférases
contenant un motif DHHC a été identifiée récemment (voir chapitre I1.I1.2.2.2 de I’introduction,
Famille DHHC), 23 membres ont été actuellement caractérisés chez I’homme (Ohno et al., 2006).
Fukata et al ont mis au point une méthode de criblage pour identifier les protéines DHHC impliquées
dans la palmitoylation d’un substrat donné (Fukata et al., 2004). Elle consiste a surexprimer chacune
de ces 23 PATs dans des cellules en culture, et de regarder ensuite si cela permet une augmentation de
I’incorporation de palmitate tritié chez le substrat d’intérét. Nous avons prévu d’appliquer cette

méthode pour tenter d’identifier la ou les PAT(s) responsable(s) de la palmitoylation d’IFNARI.

Une fagon dont la palmitoylation d’IFNAR1 pourrait agir sur I’interaction avec TYK2 et
STAT2 serait par la modulation de la conformation spatiale de sa partie cytoplasmique. La
palmitoylation d’IFNAR1 sur sa Cys*® pourrait induire une conformation qui permette le recrutement
de TYK2 et de STAT2. Inversement, lorsqu’IFNAR1 n’est plus palmitoylée, [’accés de ces protéines
serait moins favorable, expliquant ainsi les effets que nous avons observé sur le signal avec le mutant

IFNAR1 AC.

Dans le chapitre II1.1 de la discussion (Réle de la palmitoylation dans le trafic d’IFNARI) j’ai

9% et la phosphorylation de la Tyr*. La

soumis 1’hypothése d’un lien entre la palmitoylation de la Cys
Tyr**® phosphorylée est le site d’arrimage de la forme activée de STAT2. Etant donné le réle important
de la palmitoylation d’IFNARI1 dans I’induction du signal, il semble plus probable que la

466

palmitoylation de la Cys*® facilite la phosphorylation de la Tyr*®, plutét que ces deux modifications

ne soient mutuellement exclusives. Il serait intéressant d’étudier si la palmitoylation d’IFNAR1 est

requise pour la phosphorylation de la Tyr*®.

On peut également imaginer que la présence d’un palmitate a trois acides aminés de la Tyr*®
prévienne le recrutement de tyrosine phosphatases, empéchant ainsi la déphosphorylation de la Tyr*®,

de STAT2 et de STATI et participant ainsi a la maintenance du signal.
Enfin, un réle des microdomaines lipidiques ou rafts dans la signalisation de I’IFN de type I est

a considérer, méme si, pour ’instant, la présence d’IFNARI1 dans les rafts est débattue (Marchetti et

al., 2006; Takaoka et al., 2000). La palmitoylation des protéines permet le plus souvent leur
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localisation dans des microdomaines et facilite ainsi la signalisation par recrutement des protéines
impliquées. On peut facilement imaginer que I’attachement d’un ou plusieurs acide(s) gras saturé(s) a
une protéine membranaire modifie son environnement lipidique et induise ainsi la formation d’un
microdomaine lipidique ou raft (voir chapitre IL.III1.1.2 de I’introduction, Localisation dans les rafts).
Ceci aboutit au recrutement de toutes ces protéines dans un méme raft de deux fagons possibles (non
mutuellement exclusives): 1, plusieurs palmitoylations (de plusieurs protéines avoisinantes) facilitent
la formation d’un microdomaine ; 2, différents microdomaines avoisinants fusionnent ensemble. De
cette manicre, les différentes protéines palmitoylées impliquées dans la signalisation (ici, IFNARI,
IFNAR?2, et probablement TYK2, JAK1, STAT1 et STAT2) se retrouvent confinées et stabilisées dans
un méme raft, ce qui facilite leurs interactions. Ces hypothéses forment un mod¢ele cohérent, associant
le caractére dynamique de la formation des rafts et les propriétés transitoires et réversibles de la

palmitoylation avec le processus dynamique et finement régulé de la signalisation.

IV.2 Autres modifications post-traductionnelles impliquées dans la
signalisation de I’IFN-a

Parmi les événements impliqués dans les cascades de signalisation, le role de la phosphorylation
est largement reconnu. Dans le cas de la voie JAK/STAT, la phosphorylation des différents acteurs sur
des résidus tyrosine a ét¢ montrée cruciale. Cependant, un certain nombre d’éléments améne a penser
que d’autres modifications post-traductionnelles sont probablement impliquées dans cette cascade de
signalisation. Par exemple, le recrutement de STAT2 a IFNAR?2 peut étre a la fois dépendant ou non
de la phosphorylation d’IFNAR2, et STAT1 et STAT2 ont la capacité de former des hétérodimeres
indépendamment de leur état de phosphorylation.

Nous avons mis a jour un role de la palmitoylation dans la voie de signalisation JAK/STAT.
Une autre étude récente a également montré un réle important d’une autre modification post-
traductionnelle, 1’acétylation, dans la signalisation de I’IFN-a (Tang et al, 2007). L’acétylation est
I’addition d’un groupement acétyl (CH3-C=0) sur un résidu lysine (Lys). Cette modification est
catalysée par des acétyltransférases et influence la conformation des protéines ainsi que leurs
interactions avec des molécules cibles en neutralisant la charge positive et en modifiant la taille de la
chaine latérale des résidus lysine. Suite a la stimulation par I’I[FN-a, la CBP (CREB-binding protein),

399 .
. Une fois

une acétyltransférase, est recrutée sur IFNAR2 ou elle induit ’acétylation de la Lys
acétylée, la Lys®” sert de site de recrutement de I'IRF9, qui forme avec STATI et STAT2 le complexe
de transcription ISGF3. IRF9, STATI et STAT2 sont également acétylés par la CBP. L’acétylation de
STAT2 sur sa Lys™° régule I’interaction entre STATI et STAT2, et I’acétylation de IRF9 et de
STAT2 dans leur domaine de liaison a I’ADN joue un role critique dans [’activation de la fonction

transcriptionnelle du complexe ISGF3 et dans 1’induction de 1’activité antivirale.
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V. Role de la palmitoylation sur les effets biologiques de
IIFN-a

De facon surprenante, en dépit de I’importance de la palmitoylation d’IFNARI1 sur la
signalisation JAK/STAT et I’activité transcriptionnelle induites par I’IFN-a, nous n’avons pas observé
d’inhibition de I’action antiproliférative de I’I[FN-a chez le mutant non palmitoylé IFNAR1 AC. Ceci
peut s’expliquer par plusieurs raisons.

Premicrement, I’inhibition de la voie JAK/STAT et de 1’activité transcriptionnelle n’étaient que
partielles (environ 60%). Il est donc possible que les 40% d’activité résiduelle soient suffisants pour
I’induction des effets biologiques de I’IFN-a, notamment ’inhibition de la croissance cellulaire. De
plus, il faut considérer que ’activation de la voie JAK/STAT s’observe sur des temps courts (20 a 30
minutes), tandis que I’inhibition de la prolifération cellulaire s’observe sur des temps plus longs
(72 heures de stimulation par I'IFN-a).

Deuxiemement, la voie JAK/STAT n’est pas la seule voie de signalisation induite par I'IFN-a.
Parmi les autres voies, on peut citer la voie des MAP kinases et la voie de la PI3 kinase (voir chapitre
LIII.2 de D’introduction, Les autres voies de signalisation des IFNs). Si la palmitoylation est
importante dans I’activation de la voie JAK/STAT, elle n’est peut-&tre pas impliquée dans 1’activation
des autres voies, qui peuvent également aboutir aux effets antiprolifératifs de I'IFN-a.

Troisiémement, concernant 1’activation transcriptionnelle, nous avons seulement regardé
I’activation d’un promoteur contenant un élément ISRE. Si ce type de promoteurs sont ceux qui sont
majoritairement activés par I’IFN-a, il en existe d’autres, tels que ceux contenant des éléments GAS
ou EIRE. Il est possible que ’activation de ces derniers, en particulier par une voie indépendante des
JAKs et des STATSs, conduise également aux effets antiprolifératifs de ’'IFN-a et soit indépendante de
la palmitoylation.

Quatriemement, I’IFN-o est capable d’induire plusieurs effets biologiques, comprenant certes
I’inhibition de la prolifération mais aussi, de fagon importante, 1’inhibition de la réplication virale. Il
est donc possible que la palmitoylation d’IFNARI ne soit pas impliquée dans I’induction des effets
antiprolifératifs de I’IFN-a, mais plutot dans I’induction de I’activité antivirale.

S’il s’avérait que certaines de ces hypothéses se vérifient, et que la palmitoylation d’IFNAR1
soit spécifiquement impliquée dans certaines voies de signalisation et dans certains effets biologiques,
mais pas dans d’autres, alors il serait intéressant de proposer un role de régulation spécifique de la
palmitoylation dans I’induction des multiples voies de signalisation possibles. Ceci permettrait
d’apporter un niveau d’explication supplémentaire a la complexité de la modulation de la signalisation
de I'IFN de type I. Des travaux futurs sont requis pour déterminer le réle de la palmitoylation
d’IFNARI sur la voie des MAP kinases, la voie de la PI3 kinase, I’induction des promoteurs GAS et

I’activité antivirale de ’IFN-a.
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VI. Relation entre le trafic d’IFNAR1 et ’induction de la voie
JAK/STAT par ’'IFN-a

Les travaux antérieurs de mon équipe d’accueil ont suggéré que I’endocytose d’IFNARI par la
voie dépendante de la clathrine était requise pour I’induction de la voie JAK/STAT et les activités
biologiques de I’'IFN-o (Marchetti et al., 2006). Cependant, nous avons montré que la palmitoylation
d’IFNARI était importante pour 1’induction de la voie JAK/STAT mais pas pour I’endocytose
d’IFNARI.

Dans I’é¢tude de Marchetti et al, I’endocytose dépendante de la clathrine a été inhibée de maniére
générale dans la cellule par I’intermédiaire de siRNAs dirigés contre la chaine lourde de la clathrine et
d’un mutant dominant négatif de la dynamine, une GTPase impliquée dans la scission des
invaginations. Dans ces conditions, IFNAR1 n’était plus endocyté et la voie JAK/STAT ainsi que les
effets biologiques de I’IFN-a n’étaient plus activés. Il a donc été supposé que 1I’endocytose d’IFNAR1
était une étape requise pour la signalisation de I’'IFN-a par la voie JAK/STAT.

Toutefois, I’endocytose dépendante de la clathrine ayant été inhibée de maniére générale, il est
possible que I’endocytose d’autres facteurs, et non d’IFNARI, soit nécessaire a 1I’induction de la voie
JAK/STAT par I'IFN-a. Alternativement, si I’endocytose d’IFNARI1 est effectivement requise, nous
pouvons supposer que le role de la palmitoylation dans la signalisation se situerait a une étape
ultérieure. Ceci serait consistant avec le concept d’endosome de signalisation : ainsi, aprés liaison de
I’IFN-a a son récepteur, ce dernier serait endocyté pour se retrouver dans I’endosome de signalisation
(qui pourrait correspondre, par exemple, a I’endosome précoce), ou aurait alors lieu 1’induction de la
voie JAK/STAT. C’est a cet endroit précis qu’interviendrait le role de la palmitoylation.

Afin de trancher entre ces deux possibilités, il convient d’inhiber spécifiquement 1’endocytose
d’IFNARI et d’en analyser les effets sur I’induction de la voie JAK/STAT par I’'I[FN-a. IFNARI
contient dans son domaine cytoplasmique trois motifs potentiels d’endocytose : un motif de type Yxx¢
(YVFF), un motif di-leucine, et un motif di-isoleucine. En collaboration avec Pierre Eid (Institut
Gustave Roussy, Villejuif), nous avons généré des mutants d’IFNAR1 sur ces différents motifs (figure
25). Il reste maintenant a déterminer les propriétés endocytiques de ces mutants ainsi que leur capacité

a activer la voie JAK/STAT en réponse a I’IFN-a.
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IFNAR1 WT

458-KVFLRCINYVFFPSLKPSSSIDEYFSEQPLKNLLLSTSEEQIEKCFIIENISTIATVEETNQTD
EDHKKYSSQTSQODSGNYSNEDESESKTSEELQQDFV-557

I1504A

458-KVFLRCINYVEFFPSLKPSSSIDEYFSEQPLKNLLLSTSEEQIEKCFAIENISTIATVEETNQTD
EDHKKYSSQTSQODSGNYSNEDESESKTSEELQQDFV-557

L489,491A -1S04A

458-KVFLRCINYVEFFPSLKPSSSIDEYFSEQPLKNALASTSEEQIEKCFAIENISTIATVEETNQTD
EDHKKYSSQTSQODSGNYSNEDESESKTSEELQQDFV-557

Y466A-F469A-1.489,491 A-1504A

458-KVFLRCINAVFAPSLKPSSSIDEYFSEQPLKNALASTSEEQIEKCFAIENISTIATVEETNQTD
EDHKKYSSQTSQODSGNYSNEDESESKTSEELQQDFV-557

Figure 25. Mutants des motifs potentiels d’endocytose d’IFNARI.

La séquence protéique du domaine intracellulaire d’IFNARI est représentée, les trois motifs potentiels
d’endocytose YVFF, LL et II sont soulignés et surlignés en cyan. Les différents mutants sont nommés
selon les acides aminés remplacés, qui sont surlignés en jaune sur la séquence.
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VII. Impact thérapeutique

Le role régulateur de la palmitoylation dans la signalisation pourrait représenter dans le futur
une cible thérapeutique prometteuse. Des drogues inhibant la palmitoylation ont déja été testées dans
le traitement de certaines pathologies. Ainsi, des acides gras a longue chaine polyinsaturés ont été
administrés chez des patients souffrant de maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide
ou la maladie de Crohn (Belluzzi et al., 1996; Cleland et al., 1988; Kremer et al., 1987). Leur role
inhibiteur de la palmitoylation permet alors la suppression de la signalisation du TCR, et par
conséquent la suppression de la fonction des cellules T. Récemment, d’autres drogues inhibant la
palmitoylation ont été explorées dans le traitement du cancer et des maladies cardiovasculaires, en
raison de leur capacité a réguler I’activation de Ras ou les fonctions du récepteur aux oestrogénes
(Blum et al., 2008; Galluzzo et al., 2008).

Cependant, dans le cas de I’IFN de type I, il convient plutot de potentialiser la signalisation pour
permettre d’optimiser les actions antivirales et antitumorales de ’IFN. La palmitoylation étant requise
pour un déroulement optimal du signal, il faut alors chercher a la favoriser, et non a I’inhiber. Dans ce
contexte particulier, il serait intéressant de développer des drogues visant a promouvoir la
palmitoylation, telles que des activateurs des palmitoyltransférases, ou des compléments alimentaires
en palmitoyl-CoA.

Il existe toutefois certaines pathologies, telles que le lupus érythémateux disséminé, la
polyarthrite rhumatoide ou la sclérodermie, dans lesquelles une hyper-activation de la signalisation de
I’IFN est en cause (Lande et al., 2004; Theofilopoulos et al., 2005). Les drogues inhibant la
palmitoylation pourraient par conséquent se révéler intéressantes dans le traitement de ces maladies,

tout comme, d’'une manicre générale, dans certaines maladies auto-immunes.
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Nous avons montré que les deux sous-unités IFNARI1 et IFNAR2 du récepteur de I’IFN de type
I sont palmitoylées ; a I’aide de mutants sur les cystéines cytoplasmiques d’IFNARI, nous avons
montré que cette sous-unité est palmitoylée uniquement sur sa Cys*®, la plus proche de la membrane
plasmique. Bien que cette modification ne joue aucun réle dans le trafic intracellulaire d’IFNARI1 ni
dans sa stabilité, elle est importante pour I’induction de la voie de signalisation JAK/STAT comme le
montrent ’inhibition de la phosphorylation de TYK2, de STAT] et de la translocation nucléaire de la
forme phosphorylée de STATI1 chez le mutant IFNAR1 AC non palmitoylé. La palmitoylation
d’IFNARI est également requise pour 1’activation transcriptionnelle induite par I’I[FN-a, en revanche,
elle n’est pas impliquée dans ’activité antiproliférative de I’'IFN-a..

La palmitoylation est unique parmi les modifications lipidiques des protéines par le fait que
c’est la seule qui soit transitoire et réversible. Cette propriété lui permet d’étre un élément régulateur
des fonctions des protéines, et de jouer un réle important dans la signalisation.

La figure 26 récapitule les différents résultats et éléments discutés dans un modé¢le intégrant le
role potentiel de I’endocytose d’IFNARI et le role de la palmitoylation dans I’induction de la voie
JAK/STAT par I'IFN de type 1. Suite a la liaison de I’'I[FN de type I a IFNARI1 et IFNAR2, le
complexe IFN-récepteur est endocyté et se retrouve dans I’endosome de signalisation, ou a lieu la
transduction du signal. La palmitoylation d’IFNAR1, d’IFNAR2, et la palmitoylation probable des
JAKs et des STATs permet a tous ces éléments d’interagir ensemble pour 1’induction de la voie de
signalisation. Il est possible que la palmitoylation des sous-unités du récepteur, des JAKs et des
STATs induise la formation de microdomaines lipidiques au site membranaire du récepteur, et
stabilise ainsi les interactions entre toutes ces protéines. Cette zone de la membrane, endocytée avec le
récepteur, se retrouverait également dans 1’endosome de signalisation. Les hypothéses proposées dans
ce modele restent a vérifier : il convient de s’assurer du rdéle de 1’endocytose d’IFNARI dans
I’induction de la voie JAK/STAT a I’aide des mutants d’IFNAR1 sur les trois motifs potentiels
d’endocytose, de démontrer expérimentalement la palmitoylation des JAKs et des STATSs et d’étudier
la localisation potentielle dans les rafts de toutes ces protéines.

Il serait intéressant d’explorer le réle de la palmitoylation d’IFNAR1 sur les autres voies de
signalisation inductibles par I’IFN-o, notamment afin d’expliquer 1’absence d’influence de la
palmitoylation sur I’action antiproliférative de I’'I[FN-a en dépit de ’inhibition de la voie JAK/STAT.
Il reste de plus a regarder le role de la palmitoylation d’IFNARI sur I’activité antivirale de I’IFN-a.
Enfin, la contribution de la palmitoylation d’IFNAR2 dans I’endocytose du récepteur et dans
I’induction de la voie JAK/STAT pourrait également &tre étudiée a 1’aide de mutations sur ses

cystéines cytoplasmiques.
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Palmitate

TYK2
JAK1
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Figure 26. Proposition de modéle des évenements gouvernant la signalisation de I’IFN de type I,
intégrant le role de la palmitoylation et le réle de I’endocytose.

IFNAR1 et IFNAR2 sont associés constitutivement avec leur JAKs respectives, TYK2 et JAKI.
STAT?2 est associ¢ a [IFNAR2. IFNARI1 et IFNAR2 sont palmitoylés, TYK2, JAK1, STATI et STAT2
sont également probablement palmitoylées. La liaison de I’'IFN a IFNARI et IFNAR2 est suivie de
I’endocytose du complexe IFN-récepteur, qui se retrouve alors dans 1I’endosome de signalisation.
STAT?2 activé par phosphorylation se lie & la Tyr*®® phosphorylée d’IFNARI, et recrute alors STATI.
Il est possible que STAT2 ne soit palmitoylé qu’aprés activation, ce qui permet son ancrage a la
membrane et participe ainsi a la stabilisation d’un changement conformationnel d’IFNAR2 permettant
a STAT2 d’interagir avec IFNARI. La palmitoylation des différents éléments de la voie JAK/STAT
leur permet d’intéragir ensemble, notamment dans un microdomaine lipique (représenté en beige), afin
de transduire le signal.
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