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Les nouvelles
fonctions de NEMO,

la sous-unité
régulatrice de la

kinase activant
NF-xB

> Le role essentiel de NEMO (NF-KB essential
modulator), la sous-unité régulatrice de la kinase
IKK, dans le processus d’activation de NF-KB, est
clairement établi. Une série de publications récen-
tes suggeére que cette protéine joue également un
role-clé dans la réponse au stress génotoxique,
aprés sa modification par sumoylation dans le
noyau, et coordonne I’activation de NF-KB et des
IRF (interferon regulatory factor) lors de I'infection
virale, par I'intermédiaire de la molécule adapta-
trice TANK et des kinases TBK1 et IKKe. La multi-
plicité des réseaux dans lesquels elle intervient
suggere que |'on puisse agir sur certains d'entre
eux, sélectivement a des fins thérapeutiques. <
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NF-kB (Nuclear factor-kB) est un facteur de transcription dimérique
formé a partir de 'association de cing sous-unités: RelA, RelB, c-Rel,
p50 et p52, ces deux dernieres étant dérivées des précurseurs pl05 et
p100, respectivement. Dans la cellule au repos, NF-kB est associé dans
le cytoplasme a Iinhibiteur IKB, qui regroupe un ensemble de trois
protéines (IkBat, IkBp, IkBe) possédant des répétitions du domaine
ankyrine capables d’interagir avec NF-kB et de masquer son site de
localisation nucléaire. €n réponse a des stimulus variés comme des
cytokines pro-inflammatoires [I’IL-(Interleukine)-1P, le TNF-a. (tumor
necrosis factor-a)], des produits bactériens [LPS (Lipopolysaccha-
ride)], des protéines virales [Tax, LMP-1 (EBV-encoded latent membrane
protein 1)1 ou diverses formes de stress (UV, régénération hépatique),
Iinhibiteur IKB est phosphorylé sur deux résidus sérine par la kinase 1KK
(IxB kinase). Cette modification induit sa polyubiquitinylation puis sa
dégradation par le protéasome. NF-kB libre peut alors entrer dans le
noyau et activer la transcription de genes impliqués dans 'immunité,
I'inflammation, I’adhésion cellulaire ou la protection contre I"apoptose
[1,31].

NEMO : un composant essentiel
des voies classiques d’activation de NF-kB

La kinase IKK est un complexe protéique comprenant deux sous unités
catalytiques, IKK1/IKKow et IKK2/IKKP, et une sous unité régulatrice
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appelée NEMO (NF-KB essential modulator)/IKKy [2].
La plupart des voies de signalisation activant NF-kB
nécessitent NEMO et IKK2 (voie classique d’activation
de NF-kB) alors que la lymphotoxine [3, BAFF (B cell
activating factor) et le ligand de CD40 nécessitent IKK-
1 mais pas NEMO (voie alternative).

Dans les voies d’activation classiques, utilisées par
PIL-1B, le LPS ou le TNF-a, la fixation du ligand sur la
région extracellulaire de récepteurs spécifiques induit le
recrutement et I’activation de molécules adaptatrices
et de kinases spécifiques ainsi que d’éléments communs
(Figure 1) [3]. €n réponse a I'IL-1B et au LPS, c’est
’adaptateur Myd88 (Myeloid differentiation primary
response gene 88), entrant en relation avec des kinases
de la famille IRAK (IL-1PB receptor-associated kinase),
qui conduit au recrutement du reste du module de signa-
lisation. Dans la voie du TNF-at, c’est 'adaptateur TRADD
(TNF receptor-associated death domain) et la kinase
RIP (Receptor interacting protein) qui assurent cette
fonction. Des molécules identiques sont ensuite utilisées.
D’une part, la kinase TAK1 (TGF-PB associated kinase 1),
qui, régulée par les sous-unités TAB (TAKI-binding pro-
teins), est responsable de la phosphorylation activatrice
de IKK. D’autre part, des ubiquitine ligases de la famille
des TRAF (TNF receptor-associated factors) qui, en asso-
ciation avec une enzyme de conjugaison de I'ubiquitine,
Ubcl3 (Ubiquitin conjugating enzyme 13)/Uev1A (Ubiqui-
tin €2 variant), participent a des processus de poly-ubi-
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Figure 1. Les voies d’activation l
classiques de NF-kB. Les prin-

cipales molécules participant
aux voies de I'IL-1R/TLR et du
TNF-R1 sont indiquées. Ub : ubi-

quitine ; P: phosphate.
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quitinylation' de type « K63 » qui modifieraient les TRAF elles-mémes,
RIP ou NEMO. Contrairement aux chaines de type « K48 », qui fournissent
une étiquette reconnue par la sous-unité 28S du protéasome, les chaines
«K63 » régulent activité et non la demi-vie des substrats modifiés [4].
Dans la voie NF-KB, elles favoriseraient les interactions protéine/pro-
téine en étant reconnues par les domaines reconnaissant les chaines de
poly-ubiquitine présents dans TAB2 ou NEMO, par exemple.

La sous-unité régulatrice NEMO constitue une interface essentielle
entre les modules de signalisation décrits ci-dessus et la kinase

! L'ubiquitine est conjuguée @ ses substrats via une liaison isopeptidique entre son extrémité carboxyter-
minale et le £-NH2 de lysines acceptrices. Elle posséde, elle-méme, 7 lysines (K6, — 11, — 27, — 29, — 33,
—48, —63) qui, chacune, permet son autopolymérisation. Les différents types de branchement conférent
une trés grande richesse topologique aux chaines d’ubiquitine, ce qui, vraisemblablement, permet 'adap-
tation a une grande variété de structures interactives. De fait, les différentes chaines ont été impliquées
dans des processus divers, non nécessairement liés a la destruction protéique. Les plus représentées
dans la cellule sont, de loin, les chaines K48. Ce sont essentiellement elles qui sont impliquées dans le
marquage des protéines a dégrader. Les chaines K29, et peut-étre K63, y contribuent probablement aussi,
mais @ un degré moindre » (issu de [30]).
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IKK. Elle se compose de
deux domaines Coiled Coil
(CC1 et CC2), d’un domaine
intermédiaire, d’un domaine
reconnaissant les chaines
de poly-ubiquitine (NUB,
NEMO ubiquitin binding
domain), d’un Leucine Zip-
per (LZ) et d’un Zinc Finger
(ZF) (Figure 2). Le site d’in-
teraction avec les kinases
IKK1 et IKK2 se situe dans la

TRAF2/5

T K63 partie amino-terminale du
AB--”““ CC1, alors que le CC2 et le
2/3 'TABlJ}I LZ de NEMO représentent le

2/ __ﬁ domaine minimal d’oligo-
| '-.._TAKI mérisation de la molécule.

-'u e De son coté, le domaine NUB
U participe au recrutement
de IKK et a son activation,
en interagissant avec des
partenaires ubiquitinylés,
tel que RIP dans la voie du
TNF-R1 (Figure 1).
Le role exact de I'ubi-
quitinylation de type K63
modifiant NEMO durant le

processus d’activation de

o0
IKkBa

IKK n’est pas encore tota-

e lement élucidé. Plusieurs
Proté-asome sites d’ubiquitinylation ont

été identifiés et participe-

raient de fagon différen-

tielle aux différentes voies

d’activation de NF-xkB. Ce
processus d’ubiquitinylation favoriserait le recrutement
de la kinase TAK1 par le biais de ses sous-unités TAB qui
ont une affinité pour les chaines Ké3. Alternativement,
I’état d’oligomérisation de NEMO pourrait étre régulé
par ce type de modification [5].

Nouvelles fonctions de NEMO
NEMO est un senseur des dommages causés a I’ADN

Sumoylation de NEMO et translocation nucléaire

La cellule eucaryote dispose d’'une machinerie sophisti-
quée pour détecter et corriger les dommages qui affec-
tent ’ADN et déclencher, quand des dégats irréversibles
sont détectés, la mort cellulaire par apoptose [6].
Ce processus de surveillance est crucial car il permet
d’éviter une accumulation de défauts génomiques
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qui pourrait aboutir a la transformation cellulaire. Il
nécessite d’étre finement régulé et NF-kB participe au
contr6le du processus apoptotique en contrebalangant
I’action pro-apoptotique de p53 [7].

Le groupe de Miyamoto et al. a été le premier a détec-
ter une modification post-transcriptionnelle, de type
sumoylation, affectant NEMO apres le traitement de
cellules par des agents induisant des dommages géno-
miques, comme |’étoposide/VP16, la camptothécine et
la doxorubicine [8]. Cette modification, qui n’est pas
observée aprés traitement par le TNF-oL ou IIL-1[3,
implique deux résidus lysine (K277 et K309) (Figure 2)
et nécessite la ligase PIASy (Protein inhibitor of activa-
ted STAT y) [9]. De facon remarquable, la sumoylation
de NEMO semble induire I’accumulation, dans le noyau,
d’un pool de molécules NEMO libres, c’est-a-dire non
associées & IKK1 et/ou IKK2. A ce niveau, NEMO inte-
ragirait avec PIDD (p53-induced protein with a death
domain) et RIP, qui ont également rejoint le compar-
timent nucléaire, pour former un complexe ternaire
[10]. PIDD est une protéine contenant des répétitions
riches en Leucine qui pourrait détecter des compo-
sants engendrés par le stress génotoxique. RIP est une
protéine adaptatrice originellement identifiée comme
participant a la voie du TNF-R1 et c’est un partenaire
connu de NEMO (voir ci-dessus). La protéine NEMO
sumoylée nucléaire est ensuite phosphorylée par ATM
(Ataxia telangiectasia mutated), la kinase qui est
spécifiquement activée par les cassures de ’ADN [11].
Cette phosphorylation de NEMO sur le résidu Ser85
induit la mono-ubiquitinylation des lysines 277 et 309
de la protéine qui retourne alors dans le cytoplasme,
associée a ATM, ou elle active IKK selon un mécanisme
incomplétement défini (Figure 3). U'activation de NF-kB
peut alors induire I"expression de protéines anti-apop-
totiques telles que c-FLIP (cellular-FLICE-inhibitory

protein), Bel-2 (B cell lymphoma-2) ou clAP1/2 (cellular inhibitory of
apoptosis 1/2). Si cette série complexe d’événements est inhibée, par
exemple en mutant les sites de sumoylation de NEMO ou en invalidant
le gene codant pour RIP, une mortalité cellulaire par apoptose est
observée [11,12].

Relations entre le complexe PIDDosome et la voie NF-kB
Il a été montré que ce processus apoptotique est causé par la forma-
tion d’'un complexe multiprotéique, appelé PIDDosome, contenant non
seulement PIDD, le partenaire de NEMO dans le noyau, mais également
RAIDD (receptor-interacting protein associated ICH1/CED-3 homolo-
gous protein with a death domain) et la pro-Caspase 2 [13]. Clest la
formation du PIDDosome dans le cytoplasme qui induit I'activation de
la Caspase 2 et le processus apoptotique (Figure 3). De maniére inté-
ressante, la formation du PIDDosome actif est retardée par rapport
au processus d’activation de IKK/NF-kB, suggérant que I’activation
de NF-kB représente un point de contrdle préservant I'intégrité de
la cellule en réponse a un choc génotoxique. Si ce point de contréle
est défectif, la voie pro-apoptotique dépendante de p53 prévaut et
’apoptose a lieu. Ce type de mécanisme de contrdle d’une voie pro-
apoptotique par NF-KB n’est pas sans rappeler celui qui opére dans la
voie du TNF-R1 et implique la caspase 8, présente dans un complexe
pro-apoptotique latent aprés stimulation par le TNF-a [14].
La caractérisation moléculaire de la réponse aux agents endomma-
geant ’ADN, plus particulierement concernant le mécanisme spé-
cifique d’activation de NF-kB via la sumoylation de NEMO, permet
d’entrevoir le développement de nouveaux traitements anti-cancé-
reux. £n effet, la plupart des traitements utilisant une chimiothérapie
affectent "ADN et il a été montré de fagon convaincante que leur
efficacité est contrecarrée par I'activation de NF-kB qu’ils induisent
[15]. Lutilisation d’inhibiteurs de NF-KB en combinaison avec un
agent chimiothérapeutique a donc été proposée. Malheureusement,
ces inhibiteurs agissent sur de multiples voies activant NF-kB, dont
celles qui participent a la réponse immunitaire, et pourraient entrainer
une immunodéficience. La découverte d’une voie d’activation de NF-
KB spécifiquement induite par les dommages causés a I’ADN, mais pas
par les stimulus classiques, laisse augu-

rer du développement possible d’une

585 K277 K309 nouvelle classe d’inhibiteurs, affectant
51 194 285 301 337 389  419qq | Processus de sumoylation de NEMO par
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Figure 2. La protéine NEMO. Les différents domaines structuraux de NEMO, ainsi que la région
participant a son oligomérisation, sont présentés. Les sites de phosphorylation, de sumoylation
et d’ubiquitinylation qui participent a la réponse au stress génotoxique et le site d’interaction
avec TANK, sont également indiqués. N-ter: domaine amino-terminal; CC: Coiled Coil; Int:

domaine intermédiaire ; NUB : domaine reconnaissant les chaines de poly-ubiquitine ; LZ : leu-

cine zipper ; Pro : domaine riche en proline, ZF : zinc finger.
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des kinases IKK et TBK1/IKKe
durant ’infection virale

Les différentes classes de senseurs

La réponse immunitaire innée constitue
la premiére ligne de défense lors d’infec-
tions bactériennes ou virales. Elle impli-
que la reconnaissance de composants
arborant la signature spécifique de ces
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micro-organismes, tels que le lipopolysaccharide des bactéries Gram -,
le peptidoglycane des bactéries Gram+, I’ADN ou I’ARN double brin syn-
thétisé lors de la réplication virale ou la flagelline, un composant du
flagelle bactérien [16]. Ces composants sont détectés par différentes
classes de senseurs, localisés a la surface ou a I'intérieur de la cellule.
La classe la mieux caractérisée, celle des « Toll-like receptors » (TLR),
regroupe une famille de 10 membres qui présentent une analogie avec
des membres de la superfamille du récepteur d’IL-1[, notamment au
niveau du domaine TIR (Toll/IL-1 receptor) intra-cytoplasmique (voir
ci-dessus) [17]. Les TLR sont présents au niveau de la membrane
plasmique, comme TLR4 ou TLR2, qui reconnaissent des composants
de 'enveloppe bactérienne, ou au niveau de la membrane de I’en-
dosome et du phagosome, comme TLR3, TLR7 ou TLRY, qui détectent
respectivement I’ARN double brin viral, ’ARN simple brin viral et ’ADN
bactérien et viral. Une autre classe de senseurs plus récemment décrite
regroupe des membres de la famille des hélicases pour ARN, tels que
RIG-1 (Retinoic acid-inducible gene I) ou MDA5 (Melanoma differenti-
ation-associated gene 5), qui sont localisés au niveau du cytoplasme
et détectent ’ARN double brin cytoplasmique produit durant la phase
réplicative virale [32]. Ils agissent par I'intermédiaire de MAVS (Mito-
chondrial antiviral signaling), une protéine transmembranaire mito-
chondriale [18]. Finalement, DAl (DNA-dependent activator of IFN-
regulatory factors), qui reste incomplétement caractérisé, représente
le senseur de I’ADN viral double brin [19].

La voie d’activation des IRF

Apres reconnaissance des produits bactériens et viraux par les senseurs
décrits ci-dessus, plusieurs voies de signalisation sont spécifiquement
activées, permettant la synthése de protéines inflammatoires et de
cytokines de la famille de I'interféron (IFN) qui coopérent pour lutter
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Casp-2,

Figure 3. Participation de NEMO a la voie
du stress génotoxique. Les modifications de
NEMO induites par des dommages causés a
I’ADN sont présentées. Elles participent au

; Apoptose processus d’activation de IKK qui est anti-
NEMO apoptotique. Parallélement a I'activation de
IKK, un complexe multiprotéique appelé PID-

RAIDD p p q pp

Dosome régule I’activation de la caspase 2, un
événement pro-apoptotique. Su: SUMO; Ub:
ubiquitine ; P : phosphate.

contre I'infection. Parmi ces voies figure
la voie NF-KB, qui régule plus particulie-
rement des génes pro-inflammatoires, et
celle des IRF, qui controle la synthese des
IFN de classe 1. U'activation de NF-kB par
les TLR ou les protéines de la famille des
hélicases fait intervenir des molécules
adaptatrices et des kinases déja décrites
ci-dessus dans le cas de la voie de I'IL-
1B et implique NEMO (Figure 1). La voie
d’activation des IRF, qui est plus spécifi-
quement activée par les virus, est restée, en revanche,
mal définie jusqu’a une date récente.

Les IRF sont des facteurs de transcription cytoplas-
miques qui sont activés par phosphorylation, ils
dimérisent et rejoignent le compartiment nucléaire
pour réguler, avec les co-activateurs CBP et p300,
leurs geénes cibles [20]. ’énigme concernant I'iden-
tité de la (des) kinase(s) phosphorylant les IRF aprés
infection virale n’a été levée qu’en 2003 lorsque les
groupes de T. Maniatis [21] et de J. Hiscott [22] ont
montré qu’il s’agissait des kinases « IKK-like » TBK1
(TANK-binding kinase 1) et IKKe. Ces deux kinases,
bien que présentant une forte homologie de séquence
avec IKK1 et IKK2, particulierement au niveau du
domaine catalytique, ne semblent pas se comporter
comme des kinases ciblant les sérines des IKB, comme
supposé initialement. Elles sont, par contre, capables
de phosphoryler des résidus sérine de IRF3 et IRF7 qui
sont essentiels a I'activation de ces facteurs de trans-
cription. De maniére intéressante, TANK (TRAF family
member-associated NF-KB activator), une protéine
adaptatrice dont la fonction est restée obscure jus-
qu’a récemment, mais qui avait permis initialement de
cloner TBK1, s’est également révélé €étre un intermé-
diaire essentiel dans I'activation des IRF en réponse
a Pinfection virale [23]. Une autre piéce de ce puzzle
moléculaire a été identifiée encore plus récemment
quand il a été démontré que TRAF3 était le TRAF spé-
cifiquement utilisé par TLR3, le senseur d’ARN double
brin, pour activer la synthése d’IFN [24, 25]. Sachant
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Figure 4. Participation de NEMO dans la voie des IRF. Jusqu’a une date récente, les voies d’activation de IRF et de IKK, en réponse a I’ARN double

brin viral, étaient supposé fonctionner indépendamment I'une de 'autre et impliquer deux molécules adaptatrices/régulatrices distinctes, TANK et

NEMO (1). La découverte d’une interaction entre TANK et NEMO, ainsi que la participation de NEMO au processus d’activation de IRF, laisse suppo-

ser que NEMO pourrait étre un nouveau composant du complexe TANK/TBK1/IKKe, (2) ou qu’une interaction entre TBK1/IKKe et IKK1/IKK2 pourrait

exister et coordonner 'activation de ces deux kinases (3). Quel que soit le mécanisme moléculaire exact, I'activation de TBK1/IKKe pourrait néces-

siter une étape de polyubiquitinylation comme déja démontré pour IKK avec la polyubiquitinylation de NEMO par TRAF6.

que TRAF3 est une molécule capable d’interagir avec
TANK, une nouvelle voie de signalisation cohérente,
aboutissant a I'activation des IRF, a donc pu étre
proposée (Figure 4). Néanmoins, une question majeure
subsiste. L'activation de NF-kB par IKK et celle des IRF
par TBK1/IKKe, en réponse a une exposition virale, a-
t-elle lieu de maniéere indépendante ? Il est probable
que non. €n effet, plusieurs genes cibles induits par
les virus, comme ceux de I’Interféron B ou de 1SG20
(Interferon-stimulated gene 20), sont régulés par ces
deux types de facteurs de transcription, qui, dans le
cas de 'IFN B, par exemple, coopérent au niveau d’un
élément de régulation génique appelé «enhanceo-
some » [26]. De plus, la transcription des génes spé-
cifiquement induits par NF-xB, d’un c6té, et par IRF,
de 'autre, nécessite d’étre finement coordonnée.

Un réle pour NEMO dans Iactivation de la voie IRF ?

Un facteur permettant de co-réguler I'activation de
NF-KB et de IRF pourrait étre NEMO. Tout d’abord, il a
été montré, lors d’un crible par double-hybride dans
la levure, que TANK interagissait avec NEMO et que la
séquence de NEMO nécessaire a cette interaction était
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localisée entre les acides aminés 200 et 250 [27]. Une interaction
tri-moléculaire NEMO/TANK/TBK] a également été observée, apres
co-transfection, suggérant que TANK pourrait fournir un lien physique
entre NEMO et TBKI. Plus récemment, une étude de Zhao et al. [28]
a démontré que 'invalidation de nemo dans des fibroblastes murins
abolissait I'activation de IRF7 et la synthese de genes régulés par ce
facteur de transcription. De maniere notable, I'invalidation de IKK2
n’abolit pas cette activation, indiquant que le réle de NEMO dans
I’activation de IRF est indépendant de IKK. Finalement, I"analyse
fonctionnelle de plusieurs mutations de NEMO causant la maladie
génétique EDA-ID (Dysplasie ectodermique anhidrotique avec immu-
nodéficience), par complémentation de fibroblastes nemo, a montré
un défaut d’activation de la voie IRF aprés infection virale, ce qui
pourrait expliquer une partie du phénotype immunitaire des patients
€DA-ID.

Comment NEMO participe a I'activation de TBK1/IKKe/IRF reste mal
compris (Figure 4). De maniére intéressante, il a été démontré qu’un
processus d’ubiquitinylation de type Ké3 pourrait jouer un rdle dans
I’activation de la voie IRF. €n effet, TRAF3 apparaft capable de s’auto-
ubiquitinyler en synthétisant des chaines d’ubiquitine K63 et une nou-
velle déubiquitinase, DUBA (Deubiquitinating enzyme A), interagissant
avec TRAF3 a été récemment identifiée [29]. Cette déubiquitinase
jouant un role négatif dans la réponse a I'infection virale, sa cible



pourrait étre TRAF3 elle-méme. Néanmoins, une autre hypothése est
envisageable. Sachant que 'ubiquitinylation de NEMO par TRAF6 est
nécessaire au processus d’activation d’IKK (voir ci-dessus), il est pos-
sible d’imaginer un processus similaire, via TRAF3, lors de I’activation
de TBK1/IKKe.

Conclusions

Dix années apres sa découverte, la protéine NEMO continue de révéler
de nouveaux aspects de sa « personnalité » moléculaire. Si sa partici-
pation cruciale au processus d’activation de IKK par la voie classique
commence a étre mieux définie mécanistiquement, a travers I'identi-
fication de modifications post-traductionnelles impliquant un proces-
sus de polyubiquitinylation de type K63 et la découverte de sa propre
affinité pour ce type de chaines, il apparaft qu’elle pourrait égale-
ment agir en dehors du complexe KK, en interagissant avec d’autres
partenaires tels que PIDD/RIP (voie du stress génotoxique) ou TANK
(voie des IRF). Il reste maintenant & définir plus finement la nature de
chacune de ces fonctions (domaines de la protéine impliqués, types de
modification I’affectant, molécules partenaires, etc.) pour peut-étre
agir spécifiquement sur I"'une d’entre elles sans affecter les autres, a
des fins thérapeutiques.

SUMMARY

New functions of NEMO, the regulatory subunit of IKK

The key role of NEMO, the regulatory subunit of IKK, in the NF-KB acti-
vation process is firmly established. A series of recent publications
suggests that this protein also participates in the genotoxic response,
after modification by sumoylation in the nucleus, and coordinates the
activation of both NF-kB and IRFs during viral infection, through its
interaction with TANK adaptor and TBK1/1KKe kinases.
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