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NOUVELLE

RIG-I

Un commutateur moléculaire détecteur

d’ARN viral

€va Kowalinski!, Jade Louber?, Denis Gerlier?, Stephen Cusack'

Les récepteurs spécifiques

de ’immunité innée

Afin de lutter contre les infections
virales, les eucaryotes supérieurs ont
développé de multiples mécanismes
de défense regroupés en deux types
de réponse immunitaire, I'innée et
Iadaptative. La premiére est immé-
diate mais aspécifique ; la seconde
est différée mais tres spécifique. Ces
deux réponses sont complémentaires
et permettent une prise en charge effi-
cace de la plupart des infections virales
avec guérison a la clef. La réponse
innée est déclenchée par I'activation de
récepteurs spécifiques, les PRR (pattern
recognition receptors), capables de
détecter des motifs moléculaires asso-
ciés aux microbes, les MAMP (microbe-
associated molecular patterns).
Il existe trois types de PRR : les récep-
teurs membranaires de type Toll (Toll-
like receptors, TLR), dont la découverte
a conduit a I'attribution du Prix Nobel
de physiologie et de médecine en 2011
[12], les récepteurs de type Nod (Nod-
like receptors, NLR), et les récepteurs
cytoplasmiques de type RIG-I (RIG-I-
like receptors) ou RLR. Les RLR recon-
naissent des ARN viraux issus d’une
infection par des virus le plus souvent a
génome ARN comme ceux de la grippe,
la rougeole, la rage, la poliomyélite,
les virus €bola, Marburg et Nipah, etc.
Cela conduit a la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires et a I’activation de
Pinterféron (IFN), le messager soluble.
L'IFN alerte les cellules environnantes
pour qu’elles activent en interne un
ensemble d’effecteurs antiviraux et se
protégent de I’infection [1]. Ces récep-
teurs sont indispensables au contrdle
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tres précoce de I'infection, gage d’une
bonne chance de guérison [2].

La famille des RLR comprend trois héli-
cases a ARN de la superfamille des héli-
cases 2 (SF2) : RIG-I (retinoic acid-
inducible gene 1), MDA5 (melanoma
differentiation-associated gene 5) et
LGP2 (laboratory of genetics and phy-
siology 2). La structure de RIG-1 (et de
MDA5) comprend deux domaines CARD
(caspase activation and recruitment
domains) a I"extrémité amino-terminale,
un domaine hélicase central compor-
tant plusieurs motifs conservés, et un
domaine carboxy-terminal (CTD). RIG-I
reconnait des ARN dont la longueur est
comprise entre 0,3 et 1kb associant
deux motifs : une structure double brin
(ARNdb) et une extrémité 5’ triphos-
phate (5’ppp). Ces deux motifs per-
mettent a RIG-I de discriminer les ARN
viraux des ARN cellulaires qui n’arborent
jamais d’extrémité 5’ppp libre dans le
cytoplasme [2, 3].

Structure du domaine hélicase de RIG-I
et interaction avec les ARN agonistes

Les structures tridimensionnelles de la
protéine RIG-I entiére de canard [4]
et de formes tronquées comportant les
domaines CARD-hélicase, hélicase, et
hélicase-CTD, complexées ou non avec
de PARNdb, viennent d’étre simulta-
nément résolues a I"automne 2011 par
quatre équipes, dont la notre, travaillant
sur le RIG-1 de canard, humain ou de la
souris [4-7]. Les informations obtenues
sont complémentaires. Elles convergent
vers un modele cohérent des change-
ments de conformation responsables de
la commutation d’un état autoréprimé
inactif (ou dormant) vers un état activé

de RIG-I lors de la détection et fixa-
tion de son ligand ARN ou agoniste. Le
domaine hélicase comporte trois sous-
domaines structuraux, deux domaines de
type hélicase RecA (Hell et Hel2, chacun
composé d’un feuillet 3 et de plusieurs
hélices o) et un troisieme domaine aty-
pique, constitué de cing hélices a., inséré
au tout début de Hel2 et appelé Hel2i.
€n absence de ligand, cette structure est
ouverte et tres flexible avec le domaine
Hel2 peu ordonné. Entre Hel2 et le CTD,
un domaine hélicoidal, composé de
2 longues hélices o coudées a 65° - 80°
en forme de V, réalise un pontage méca-
nique et pince ensemble les domaines
Hel2 et Hell [4-7]. La premiére hélice o
remonte vers Hell qui est prise en sand-
wich par la seconde hélice a. Cette pince
moléculaire établit donc une connexion
mécanique entre Hell, Hel2, et le CTD, et
son intégrité est nécessaire a la trans-
mission du signal a la maniere d’un arbre
a came [5]. Au sein de la protéine RIG-|
en mode autoréprimé (sans ARNdb),
le lien Hel2-CTD est flexible et le CTD
est « libre », car la structure de CTD
n’est pas « vue » pour cause de mobi-
lité dans le cristal de RIG-1 examiné par
diffraction aux rayons X [4].

La comparaison de la structure de RIG-I
avec des domaines CARD mais sans ligand
et de la structure de RIG-I complexée
a une molécule d’ARNdb et @ un ana-
logue non hydrolysable de I’ATP révéle
un changement de conformation majeur
(Figure 1). Les domaines Hell et Hel2
pivotent par rotation croisée convergente
de plusieurs dizaines de degrés I'un vers
I’autre avec structuration complémen-
taire de Hel2. Cela conduit a la formation
simultanée de deux sites « matures »
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pour la liaison coopérative de I’ARNdb,
d’une part, et de I’ATP, d’autre part, selon
une disposition proche, mais distincte,
de celle adoptée par d’autres hélicases
via des motifs conservés chez la plupart
d’entre elles. A I’intérieur, les motifs la,
Ib et Ic de Hell se lient a I'extrémité
3 du brin 3’ et le motif lla interagit
avec le brin 5 de PARN. A I’extérieur,
les motifs Q, I, la, Il (Walker B), Va et

VI lient I’ATP. €n outre, Hel2i interagit
aussi avec les brins 5’ et 3’ de I’ARN via,
en particulier, une liaison hydrogeéne
entre la glutamine 511 et le brin 3,
dont la rupture par mutation affaiblit
P’activité de RIG-I [5]. La conservation
de ce résidu parmi les RLR suggeére son
implication dans la reconnaissance des
ARN par les RLR en général. Ce mode
de liaison du domaine hélicase sur une

longueur de neuf nucléotides est par-
faitement complémentaire avec le mode
de liaison du CTD a ’ARNdb 5’ppp précé-
demment caractérisé [8] ; les domaines
Hell, Hel2, Hel2i et CTD enferment ainsi
I’ARNdb dans un canal presque circu-
laire dont la stabilité est assurée par la
liaison de I’ATP qui vient, tel une clef de
volite amovible, bloquer par I’extérieur
I’orientation relative des structures
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Figure 1. Structure et modéle de commutation du récepteur RIG-1. A. RIG-] est composé de deux domaines CARD (CARD1 en jaune et CARD2 en

fuchsia), d’un domaine hélicase central qui comprend 3 sous-domaines (Hell en vert, Hel2 en orange et Hel2i, inséré dans Hel2, en bleu clair), et
d’un domaine carboxy-terminal (CTD en rouge). Un domaine « pince » (en bleu foncé) relie les domaines Hel2 et CTD. Les motifs hélicase impliqués
dans la liaison de I’ATP et de I’ARNdb sont indiqués (en italique souligné) respectivement en bleu (face supérieure) et en rouge (face inférieure). B.
Structure cristallographique de la forme autoréprimée de RIG-I. Les domaines CARD, liés a I’hélicase au niveau du sous-domaine Hell, interagissent
avec le sous-domaine Hel2i via des interactions CARD2-Hel2i. Le domaine « pince », constitué de deux hélices o enveloppant le sous-domaine Hell,
établit une connexion mécanique entre Hell, Hel2 et le CTD. U'emplacement de ce dernier domaine est modélisé car trop mobile dans le cristal pour
gtre défini. Les structures sont issues de la banque de données des protéines (PDB) sous les références : 4A2Q pour le complexe CARD-hélicase et
4A2V pour le CTD. C. Modéle d’activation de RIG-I. RIG-I est présent dans le cytosol sous sa forme autoréprimée, les domaines CARD étant masqués
par Iinteraction entre les domaines Hel2i et CARD2. Lors d’une infection, le CTD, lié de fagon flexible a I’hélicase, détecte I’extrémité 5’ triphos-
phate d’un ARNdb viral. Le rapprochement qui s’en suit permet a ’ARNdb d’entrer en compétition favorable avec le domaine CARD2 pour la liaison a
I’hélicase. La double fixation d’ARN et d’ATP provoque un changement de conformation aboutissant au dévoilement des domaines CARD. Ces derniers

recrutent alors le(s) partenaire(s) moléculaire(s) assurant la transmission du signal.
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secondaires d’Hel2 [5]. Uactivité ATPase
du site assure la réversibilité de la liaison
hélicase-ARNdb.

Compétition des domaines CARD

pour la liaison du domaine hélicase

a ’ARNdb

La résolution de la structure tridimen-
sionnelle de RIG-I entiere et d’une forme
tronquée du CTD complexé a "ARNdb
[4] nous a permis pour la premiere fois
de voir une structure de deux domaines
CARD contigus et leur orientation dans
la molécule. Les domaines CARDI et
CARD2 comprennent respectivement 7 et
6 hélices a.. lls sont reliés de maniere
assez rigide et forment une seule unité
fonctionnelle responsable de la transmis-
sion du signal [9]. A Pétat autoréprimé,
le domaine CARD? interagit avec Hel2i,
ce qui empéche une liaison du domaine
hélicase directement avec I’ARNdb.
A Pétat activé, la liaison de ARNdb,
stabilisée par la liaison d’une molécule
d’ATP au site ATPase, libere totalement
les domaines CARD, les rendant ainsi
capables de recruter la machinerie de
signalisation conduisant a la réponse IFN.

Modéle d’activation de RIG-I

par commutation structurale

Nous proposons [4] le modéle d’acti-
vation suivant : en I'absence de sti-
mulus ARN, RIG-I est présent dans le
cytoplasme sous forme autoréprimée.
Les domaines CARD sont masqués par
les interactions entre CARD2 et Hel2i
et ne peuvent donc pas recruter leurs
partenaires protéiques de signalisation.
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Aucun signal ne peut donc étre trans-
mis. Ce masquage des CARD est prouvé
a contrario par le phénotype constituti-
vement actif de RIG-I apres rupture de
la liaison entre Hel2i et CARD2 (substi-
tution de la phénylalanine 539 en alanine
ou en aspartate). €n revanche, dans
cette forme autoréprimée de RIG-I, le
CTD est lié de fagon flexible a I’hélicase,
sans interaction forte avec le reste de la
protéine. Il est donc capable de détecter
et lier un ARNdb 5’triphosphate avec
une tres forte affinité. La reconnais-
sance de ces motifs par le CTD conduit
a une proximité d’ARNdb favorable a
la compétition avec le domaine CARD?
pour la liaison a I'hélicase en présence
d’ATP. Cette double liaison provoque un
changement de conformation au cours
duquel, comme décrit plus haut, les
domaines Hell et Hel2 se replient I'un
sur I"autre selon un mouvement tor-
sadé avec un repositionnement du CTD
et une libération des domaines CARD.
Le démasquage des CARD conduit au
recrutement de la cascade de signali-
sation gouvernant la sécrétion d’IFN et
de cytokines [10, 11]. La conservation
de résidus clés et I’homologie des struc-
tures déja résolues entre les RIG-1 de
différentes especes et entre RIG-I, MDAS
et LGP2 laissent présager une stratégie
de commutation structurale commune
probablement réversible et hautement
dynamique grace a I'activité ATPase. Par
ailleurs, ces travaux illustrent I’inté-
rét majeur d’études comparatives du
fonctionnement biologique de plusieurs
especes (exemple : le RIG-1 humain entier
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a été réfractaire a la cristallisation [4]),
et la puissance de I'analyse structu-
rale conjuguée a I’épreuve fonctionnelle
comme apport cognitif de mécanismes
biologiques fondamentaux. ¢

RIG-I: a viral RNA detector molecular
switch
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