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Résumé

PML et les corps nucléaires (CN) sont impligués dans la défense antiviraleegn eff
notre équipe a montré que la surexpression de PMLIII confere la résistance au virus de la
stomatite vésiculaire, au virus de linfluenza, au virus foamy mais pas au virus de
'encéphalomyocardite (EMCV). Jai montré dans mon travail de theése que I'EMCV
contrecarre le pouvoir antiviral de PMLIII en induisant sa dégradation par un processus
dépendant du protéasome et de SUMO. Cependant, les cellules de souris invalidB&H_pour
sont plus sensibles a l'infection par TEMCV que les cellules issues de souris parétaates.
déterminer lisoforme de PML responsable de cet effet antiviral, jai analysé ldeffesept
isoformes de PML (PMLI-VII) et jai montré que seule I'expression en stableMielV
confére la résistance a 'lEMCV en séquestrant la polymérase virale 3Dpol au sein des CN
PML. De plus la déplétion de PMLIV augmente la production de 'TEMCV dans les cellules
traitées par l'interféron. Ces données indiquent le mécanisme par lequel PML confere la
résistance a 'TEMCYV et révelent que PML est 'une des protéines médiatrices te s mtfife
EMCYV de linterféron.

Mots clés: Interféron, PML, corps nucléaires, SUMO, EMCV, 3D polymérase, 3C protéase.

Abstract

PML and nuclear bodies (NBs) are implicated in antiviral defense. Indeed, our team
showed that overexpression of PMLIII confers resistance to vesicular stomatitis virus,
influenza virus, foamy virus but not to encephalomyocarditis virus (EMCV). | shoan
during my thesis that EMCV counteracts the antiviral effect of PMLIII by indudigg i
degradation in SUMO and proteasome-dependent way. However, cells derive@®Ntbm
knockout mice are more susceptible to EMCYV infection than wild-type cells. To determine
the isoforme of PML implicated in this antiviral effect, | analysed the effeitteo$even PML
isoforms (PMLI-PMLVII) and | showed that only stable expression of PMLIV confers
resistance to EMCV by sequestring the viral polymérase 3Dpol in PML Nbs. In addition,
depletion of PMLIV boosted EMCV production in interferon-treated cells. Thesendind
sindicate the mechanism by which PML confers resistance to EMCV and reveal a new
pathway mediating the antiviral activity of interferon against EMCV.

Keywords: Interferon, PML, nuclear bodies, SUMO, EMCV, 3D polymerase, 3C protease



PRINCIPALES ABREVIATIONS
A

ADAR: ds-RNA-specific adenosine deaminase
ADN: Acide désoxyribonucléique

ARN: Acide ribonucléique

ARNi: ARN interférence

As203: Arsenic trioxide

ATR: Ataxia-telangiectasia-mutated and Rad3-related
ATRA: All-trans retinoic acid

C

CARD: Caspase activating recruitment domain
CARDIF: CARD adaptor-inducing IFN-3

cDC: Conventional dendritic cell

cDNA: Complementary DNA

CHK2: Checkpoint kinase 2

CK2: Casein kinase-2

CN PML: Corps nucléaire PML

CpG: Cytidine-phosphate-guanosine

D

DAI: DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors
Daxx: Death domain-associated protein

DC: Dendritic cell

Ds: Double-stranded

E

EMCV: Encephalomyocarditis virus

EBV: Epstein-barr virus

ER: Endoplasmic reticulum

ERK: Extracellular regulated kinase

F

FADD: FAS-associated death domain

G

GAS: Gamma activated sequence

GPC: Glycoprotein precursor

GTOV: Guanarito virus

H

HBV: Hepatitis B virus
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HCV: Hepatitis C virus

HF: Hemorrhagic fever

HFV: Human foamy virus

HIV: Human immunodeficiency virus

HSV: herpes simplex virus

HTLV-1: Human T cell leukemia virus type 1
I

IFN: Interferon

IFNAR: IFN-a /B receptor
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IKK: Ik B Kinase Kinase
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IKKe : Ik B kinase €
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IPS-1: IFN-B promoter stimulator 1

IRAK: IL-1 receptor-associated kinase

IRF: interferon regulatory factor

ISG: IFN-stimulated gene
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ISRE: IFN-stimulated response element

J

JAK: Janus kinase

JUNV: Junin virus

L

LAP: Leucémie aigué promyélocytaire
LASV: Lassa virus

LCMV: Lymphocytic choriomeningitis virus
LF: Lassa fever

LPS: Lipopolysaccharide

LGP2: Laboratory of genetics and physiology-2
M

MACYV: Machupo virus

MAPK: Mitogen-activated protein kinase
MAVS: Mitochondrial antiviral signaling protein

MDA5: Melanoma differentiation associated gene 5
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MHC: Major histocompatibility complex
MM: Metallophilic macrophage

mTOR: Mammalian target of rapamycin
MyD88: Myeloid-differentiation primary-response gene 88
MZM: Marginal zone macrophage

N

NAP-1: NAK-associated protein 1

NDV: Newcastle disease virus

NES: Nuclear export signal

NF: Nuclear factor

NF-k B: Nuclear factor k B

NK: Natural killer

NLR: Nod-like receptor

NLS: Nuclear localisation signal

NP: Nucleoprotein

NS: Negative stranded

0]

OAS: Oligoadenylate synthetase

P

MAMP: Microbe-associated molecular pattern
pDC: Plasmacytoid dendritic cell

PI3K: Phosphotidylinositol 3-kinase
PKR: Protein kinase R

PML: Promyelocytic leukemia

poly I:C: Polyinosinic-polycytidylic acid
PRR: Pattern-recognition receptor

R

RBCC: Ring finger, b box, coiled-coil
RdRp: RNA-dependent RNA polymerase
RIG-I: Retinoic acid-inducible gene 1
RING: Really interesting new gene
RLR: RIG-I-like receptor

RNase L: Ribonuclease L

RNF4: Ring finger protein 4

RNP: Ribonucleoprotein
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S1P: Site 1 protease

SABV: Sabia virus

SBD: Sumo-binding domain

SIM: Sumo-interacting motif

SKI-1: Subtilisinkexin-isozyme-1

Ss: Single-stranded

STAT: Signal transducer and activator of transcription
STING: Stimulator of interferon genes
SUMO: Small Ubiquitin Modifier

T

TAB: TAK1-binding protein

TAK1: TGF- -activated kinase 1
TBK: Tank-binding kinase

TBK1: TANK-binding kinase 1

TGF: Transforming growth factor
TIR: Toll/IL-1 receptor

TLR: Toll-like receptor

TNF: Tumor necrosis factor

TRADD: TNF receptor short form 1A (TNFRSF1A)-associated via death domain
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TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand
TRAM: TRIF-related adaptor molecule
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UbaZ2: Ubiquitin-like modifier activating enzyme 2
Ubc9: Ubiquitin conjugating enzyme 9
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VISA: Virus-induced signaling adaptor

VSV: Vesicular stomatitis virus
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INTRODUCTION
|. Les interféerons (IFN)

Description et classification

L'IFN est la premiére cytokine @&re découverte en 1957 par Isaacs et Lindenmann
au cours de leurs études sur les interférences virales (Isaacs and Lindenmann, 1957). C'est la
premiere cytokine dont le géne a été cloné et la protéine recombinante produite pour une vaste
application clinique (Billiau, 2006). Les IFN ont été classés en trois groupes, les IFN de type |
(IFN-1), de type Il (IFN-1I) et de type Il (IFN-III), qui sont antigéniquement dissn&ette
classification a été faite sur la base des ségquences en acides amirléd dss leur
reconnaissance par des récepteurs spécifigues (Ank et al., 2006). Chez les mammiferes, les
IFN-I constituent une famille multigénique avec au moins huit sous typesx IFNFN-B , IFN-
€, IFN-k , I''FN-w NHF, IFN-0 , et 'FN-{ (limitin) (tableau 1) (Pestka et al., 2004).
L'IFN-II est représenté uniquement par I'lFN-y (Schoenborn and Wilson, 2007). En 2003, une
nouvelle famille d'IFN a été découverte, 'IFN-A (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003),
qui regroupe trois membres, I'NFN-A 1, 'IFN-A 2, et 'IFN-A 3.

Tableau 1 : Classification des interférons

Type I IFNs Type 11 IFN Type III TFNs

IFN-ac o1, -2, a4, -5, by, IFN-y IFN-A1/11-29
a7, a8, a-10, a-13, a-14, IFN-A2/11-28A
a-16, a-17, 21 IFN-A3/11-28B

IFN-8

IFN-w

IFN-e

IFN-x

IFN-6~

IFN-7*

IFN-£ (limitin)°

?trouvé chez le por ® chez les rumiants © chez la saris

Cellules produisant l'interféron

1. L'IFN-I
La production d'IFN-I est l'une des réponses immunitaires les plus rapide®tde I'h

En effet, l'expression de I'lFN est induite dans les heures suivant l'infedgtale. La plupart

15



des cellules ont la capacité de produire de I''FN-I quand elles sont infectées par unavirus. L
synthése de I'IFN-I dans les cellules infectées est déclenchée suitdeeadtion des
composants du virus avec les senseurs PRR (pattern recognition receptors) de la cellule hote,
ce qui active les voies de signalisation conduisant a l'induction de ['liENd cellules
hématopoiétiques spécialisées, principalement les cellules dendritiquesagytasdes
(CDP), produisent des niveaux élevés d'IFN-I en réponse a des infections viralem&Cailo

al., 2004). D’'une maniere intéressante, les CDP peuvent déclencher la production de I'FN-I
en réponse a des éléments d’agents pathogénes sans qu'il y ait besoin d’infectisn, car
utilisent des voies de signalisation uniques couplées aux PRR pour l'inductioNde(Zk&o

and Liu, 2007; Colonna et al.,, 2004). Les niveaux élevés d'IFN-I produit par les CDP
induisent leur maturation, et surtout, agissent de fagon paracrine pour induire un\état anti

et activer d'autres types cellulaires impliqués dans la réponse immunitaire imu@ptative
(Garcia-Sastre and Biron, 2006).

2. L'IFN-y
L'IFN-y , quant a lui, est secrété par les cellules T et les cellules NK (Rdleraén

réponse aux antigénes ou aux mitogénes (Pestka et al., 2004; Pfeffer et al, 1998).
Généralement, la production d’'lFN dépend du stimulus et de la nature de la cellule stimulée.

3. L'IF N-A
L'expression de I'FNA &té détectée a des niveaux faibles dans le sang humain,

le cerveau, les poumons, les ovaires, le pancréas, I'hypophyse, le placenta, la prostate, et les
testicules (Sheppard et al., 2003). IKN-comme les IFN-I, peut étre induit dans différentes
lignées cellulaires et dans les cellules primaires par TARN db ou suite a engoinfvirale
(Pestka et al., 2004) e virus respiratoire syncytial induit I'expression d'IFN-A dans les
macrophages dérivés de monocytes (Spann et al.,, 2004) et dans les cellules dendritique
dérivées de monocytes MD-DC (monocyte-derived dendritic cells) (Chi et al., 2006).
L’ARNmM de I'lFN-A est co-exprimé avec celui de I'lFN-a et I'lFN-B dans U&s cell
infectées par un virus (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). Bien guigudident,
n'importe quel type de cellules puisse, suite a une infection virale, exghiFf , les
PBMC (peripheral blood mononuclear cell) et MD-DC semblent étre les meilleurs
producteurs d'IFN-A  (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003; Wolk et al., 2008).

16



Induction de I'expression de I'interféron de type | suite a
I'infection virale.

L’invasion virale de la cellule hdte engendre une réponse immunitaire avec ses deux
composantes innée et adaptative. L'immunité innée implique l'induction de I'lFN-I qui
constitue la premiére ligne de défense antivirale (Gerlier and Lyles, 2011; Randall and
Goodbourn, 2008)ll existe différentes voies d’'induction de I'expression de I'lFN selon le
senseur activé par le pathogéne (Figure 1).

Le systéme immunitaire doit faire face a une énorme diversité d’infectioneffet, les virus

varient énormément en termes de taille, de structure, et de compositoies nucléigues

(ARN sb, ARN db ou ADN). Par ailleurs, au cours de l'infection, les virions ont tendance a se
localiser dans des compartiments intracellulaires distincts, y compris lesoemek) le
cytosol et le noyau. De ce fait, le systeme immunitaire inné détecte lesgrdiees a des
récepteurs cellulaires de reconnaissance des microbes, les PRR (pattern recognition
receptors), qui reconnaissent les caractéristiques moléculaires communes aux agents
pathogenes MAMP (microbe-associated molecular patterns) (Takeuchi and Akira, 2007a).
Initialement découverts chez la drosophile (Lemaitre et al., 1996), les TLR Koll-li
receptors) sont les premiers et les mieux caractérisés des PRR impliqués dans la
reconnaissance des virus (Kawai and Akira, 2010; Pichlmair and Reis e Sousa, 2007). La
diversité des PRR antiviraux identifiés permet la reconnaissance de MAMP viiféverds.

Par ailleurs, la présence de différents PRR dans différents compartiments cellulaires, permet
la détection virale & de multiples emplacements. Enfin, les PRR antivirisgnitdiverses

voies de signalisation pour induire la synthése d'IFN-I ou des cytokiflasnmatoires,
permettant une flexibilité de réponses antivirales. Dans cette partie, nous décrirons les PRR et
leur implication dans I'induction de I'expression d’IFN-I.
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Figure 1. Détection endosomiale et cytosolique de l'acide nucléique \imalreconnaissance
endosomiale d'acide nucléique viral via TLR7, 9/MyD88 conduit & l'activation de la voie dessitpral
TRAF6/IKKa / IRF7, qui culmine dans la production d’IFN-I et d’IFN-IIl. TLR7, 9/MyD88 conduitrégate
a l'activation de la voie PIBK/mTOR/S6K suivie par la production d'IBNgc). La reconnaissance virale par
TLR3/TRIF est suivie par I'engagement des éooles TRAF3/NAP1 ou TANK-TBK1/IKK et l'activation
ultérieur d’'IRF3. IRF3 transloque dans le noyau et active la transcription des genes d’'IFN-I. L'activation d'IRF3
exige également PI3K/Akt (e). La reconnaissance virale par les TLR dans les endosomes éanhtéégden
l'autophagie. La détection cytosolique de I'ARN viral par RIG-1/MDA5 est suivie par l'interatgidaurs
domaines CARD avec ceux de la protéine adaptatrice IPS-1 (MAVS, VISA ou Cardif). Par la suitatitiactiv
de la voie TRAF3/NAP-1-TBK1/IKK conduid ['activation d’'IRF3/7 et la régulation de I'expression du gene
des IFN-I. Les domaines CARD sont ubiquitinés par la ligase E3 TRIM25 afin de transdsignés< en aval
et la production d'IFN. En revanche, le signal de terminaison requiert I'ubiquitindddrIG-| par la ligase E3
RNF125, ce qui conduit & sa dégradation par le protéasome (a). La voie TRAF3/NAP-1-TBK1A8&K
€galement activée suite a la reconnaissance de I'ADN cytosolique par le senseur Elsrhassion du signal
en aval d'IPS-1 permet de recruter également FADD/RIP1 at IKK afin dédier I'activation de Nk- B (b) et
les voies MAPK (d). Bien que étant pas associé a la reconnaissance virale, TLR4 peut également médier la
production d'IFN-I a partir du compartiment endosomial. (D’aprés Bonjardim et al., 2009)
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1. Les TLR: senseurs de l'infection virale
Les TLR sont des protéines transmembranaires qui se composent d'un ddRRiine L

(leucine-rich repeats), responsable de la détection du pathogéne et d'un domaine
cytoplasmique TIR (toll/ interleukin-1 receptor homology) impligué dangalestiuction du

signal (Takeuchi and Akira, 2007b).

Les TLR impliqués principalement dans les réponses antivirales sont notambiR?,

TLR3, TLR7, TLRS, et TLR9. Alors que TLR2 est exprimé a la surface cellulaire et détecte
'hémagglutinine virale et d'autres constituants inconnus du virus (Barbalat et al., 2009;
Boehme et al., 2006), TLR3, TLR7, TLR8, et TLR9 quant a eux détectent les acides
nucléigues viraux dans les endosomes (figure 2) (Blasius et al., 2010; Kawai and Akira, 2010
Thompson and Iwasaki, 2008). Lors de l'infection virale, les récepteurs TLR sont transportés
par le réticulum endoplasmique (RE) vers un compartiment spécialisé desbemelgrace a

une protéine qui se trouve liée au RE, 'TUNC93B1 (Brinkmann et al., 2007; Tabeta et al.,
2006).Les acides nucléigues viraux passent dans les endosomes contenant legeraRasu
phagocytose des virions ou a l'apoptose des cellules infectées par un virus. Par ailleurs,

certains virus sont assemblés dans les endosomes lors de la réplication virale.

2. Voie des senseurs intracellulaires
L’expression restreinte des TLR sur certains types de cellules et leur localisation dans

les endosomes ou a la surface cellulaire ne leur permet pas de jouer le réle de senseurs
intracellulaire d’'une infection précoce. Les RLR (retinoic acid inducible géRéQa-I)-like
receptors) sont des senseurs viraux cytosoliques (figure 2). Il existe trois membres connus
dans la famille RLR : RIG-I et MDA5 (melanoma differentiation associated gee¢ I55P2
(laboratory of genetics and physiology-2) (Takeuchi and Akira, 2007c; 4domeynd Fujita,

2009). Il existe une étonnante spécificité dans la reconnaissance des ARN par cesshélicas
RIG-I serait plutdt impliqué dans la reconnaissance des ARN issus de virus a ARN négatif
(comme le virus de la grippe, les paramyxovirus et les rhabdovirus), mais aussi dwevirus d
'encéphalite japonaise, (flavivirus a ARN positif) tandis que MDAS serait responsalde de |
production d’'IFN lors de l'infection par les picornavirus comme EMCYV ou le virus de Theiler
(figure 2). De plus, bien que 'ARN db transcrit in vitro et transfecté dans les fibrebldest

souris (MEF)soit reconnu par RIG-I, le poly I:C semble surtout étre reconnu par MDA5
(Kato et al., 2006). On ne connait pas la base de cette sélectivité. Une éfgdatamdique

gue RIG-I peut aussi détecter certains virus a ADN dont le génome est riche en séquences AT
(Ablasser et al., 2009; Chiu et al., 2009).
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Figure 2. Diversité et spécificité des senseurs viraux. De multiples capteurs viraux détectent les virus.
Les expériences de perte de fonction ont révélé la spécificité des capteurslairaudle nombreuses infections
virales. TLR2 est exprimé a la surface cellulaire et détecte I'HCMV, 'HSV-1, I'HCV, le virus de la rougeole, le
LCMV, et le VACV (Boehme et al., 2006), (Barbalat et al., 2009). TLR3, TLR7 et TLR9 sont situés dans les
endosomes. TLR3 reconnait I'ARN et 'ADN des virus tels que le réovirus (Alexopoulou et al.,’"EQOT)
(Hardarson et al., 2007), le VNO (Wang et al., 2004), (Daffis et al., 2008), le HSV-1 (hahg 2007),
linfluenza A (Le Goffic et al., 2006), le CVB (Richer et al., 2009), le rhinovirus (Slater et al., 201®)/Bt
(Nasirudeen et al., 2011). TLRY reconnait les virus a ARN sb comme le VIH (Beigalon2€05), le virus de
la grippe (Heil et al., 2004), le VSV (Lund et al., 2004), le CVB (Wang et al., 2007), le VRS (Colissgn e
2010), le HTLV-1 (Colisson et al., 2010), et le VHM (Cervantes-Barragan et al., 2007). TLR9 reconnait les virus
a ADN tels que le MCMV (Krug et al., 2004), le HSV-1 (Krug et al., 2004) , le HSV-2 (Lund et al., 2003), et
'EBV (Fiola et al., 2010). RIG-1 et MDAS5 captent les virus répliquant dans le cytosol. RIG-I reconnadri;e
de virus a ARN sb, y compris des paramyxovirus tels que le virus de Sendai (Kato et al., 2006), le NDV (Kato et
al., 2006), RSV (Yoboua et al., 2010), et le virus de la rougeole (Ikegame et al., 2010), ey @tros;
influenza A et B (Kato et al., 2006), les rhabdovirus VSV (Kato et al., 2006), le virus de la ragen(Hetali,
2006), les flavivirus HCV (Loo et al., 2006), le WNV (Fredericksen and Gale, 2006), DV (Nasireidakbn
2011), 'EJV (Kato et al., 2006), et les filovirus virus Ebola (Cardenas et al., 2006). MDAS détecte les
picornavirus tels que I'EMCYV, le Mengo virus et le virus de Theiler (Gitlin et al., 2006; Kato 20@#., Gitlin
et al., 2006), ainsi que les calicivirus, comme les norovirus (McCartney et al., 2008). MDAS reconnait le virus de
Sendai (Gitlin et al., 2010), DV (Nasirudeen et al., 2011), MHV (Roth-Cross et al., 2008), LCMY €Zhb,
2010), le virus de la rougeole (Ikegame et al., 2010), et le HSV-1 (Melchjorsen et al., 2010ndee8sse
d’ADN comme DAI et IFI16 reconnaissent les virus a ADN cytosoligue de maniere Sd@pendante
(Ishikawa and Barber, 2008; Ishikawa et al., 2009; Takaoka et al., 2007; Unterholznéangl et al., 2008;
Zhong et al., 2008). STING est aussi impliqué dans la reconnaissance des virus a ARNMV&E.(Eapres
Wang et al)

Abréviations: HCMV: cytomégalovirus humain ; HSV-1: virus herpés simplex 1 ; HCV: virus gatiteéC,
VACV: virus de la vaccine; VRS: virus respiratoire syncytial; VNO: virus du Nil occide/@¥B:
coxsackievirus B; VD: virus de la dengue; VIH: virus de I'immunodéficience humaine; VS¥ die la
stomatite vésiculaire; HTLV-1: virus de la leucémie humaine a cellules T; VHM: virus detité&adéparine;
MCMV: cytomégalovirus de la souris; EBV: Epstein-Barr; NDV: virus de la maladie de Newcastle; RSV: Virus
respiratoire syncytial; EJV: virus de I'encéphalite japonaise; HSV-1: le virus herpes-simplpr de STING:
stimulator of interferon genes.
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RIG-I et MDA5 possedent deux domaines CARD (caspase recruiting domain) a leur
extrémité N-terminale, ce qui permet leur interaction avec une molécule comportant un
domaine similaire nommée MAVS (mitochondrial antiviral signaling) etntifiée
simultanément par plusieurs groupes sous les noms de VISA, IPS1 ou CARDIF (figure 3)
(Meylan et al., 2005; Xu et al., 2005). L’interaction de RIG-1 ou MDA5 avec MAVS permet
d’activer la voie classique de synthese d’'IFN passant par les kinases IKKe et TBK1 et menant
a l'activation d'IRF3 et/ou IRF7 (Figure 4). Par l'intermédiaire d’adaptateurs comme FADD
et RIP1, MAVS contribue aussi a activer la voie NB (figure 4). Laétouverte de la
localisation mitochondriale de MAVS ouvre de nouvelles pistes de réflexiétablissant un
lien entre mitochondrie et production d’IFN.
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Figure 4. Représentation schématique de la voie de signalisation de RIG-I. Suiteeétiandde I'ARN
viral intracellulaire, RIG-I perd sa conformation fermée et subit un dépliement suivi dtidation de son
domaine CARD par TRIM25. Ceci permettra sa dimérisation et son interaction avec l'adddiasirse
trouvant associée a la membrane mitochondriale externe. MAVS dimérise et recrutetélasprdaptatrices
qui activent les facteurs de transcription B, IRF3 et IRF-7. L'induction de NF-k B se fait via le recrutement
de TRAF2 / 6 et RIP1, suivie par l'activation du complexe IKK. Une foisdtiK phosphoryle I'inhibiteur de
NF-k B (Ik Ba ), €ingiat sa dégradation par le protéasome, la libération et la translocation dudénmére B
actif dans le noyau. D’'un autrété, suite a I'activation de RIG-I, TRAF3 interagit avec MAVS ce qui permet le
recrutement du complexe TANK/NEMO/IKKe/TBK1 suivie par la phosphorylation et la dimérisatioR34R
d’'IRF-7 et leur translocation vers le noyau. Les dimeres ainsi formés se liesgquences ISRE au niveau des
promoteurs des genes régulés par I'IFN. (D'afekgnaoui et al, 2011)
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3. Autres senseurs viraux

La présence d'ADN viral dans le cytosol conduit également a la produdtiddid’
grace a des capteurs d’ADN cytoplasmique (Barber., 2011; Takeuchi and Akira., 2010). DAI
(DNA dependent activator of IFN-regulatory factor) connu aussi sous le nom de ZBP1 ou
DLM, est la premiére protéine liant 'ADN et capable d’engendrer une réponse a la présence
d’ADN dans le cytoplasme (Takaoka et al., 2007; Wang et al., 2008). Cependant, le rble de
DAI dans la détection de I'ADN est hautement spécifigue du type cellulaire, et les souri
déficientes pour le gérAl répondent normalement aux vaccins a base d'ADN (Ishii et al.,
2008; Lippmann et al., 2008; Wang et al., 2008). Ces données suggérent que DAI n'est pas le
seul responsable de la reconnaissance de I'ADN. IFI16, membre de la famille des protéines
PYHIN (protéines constituées d’'un domaine pyrine-PYD- et de domaines HIN-200) d&tecte
cellulode 'ADN db peu riche en nucléotides AT comme I'ADN du VACV (Unterholzner et
al., 2010). L'importance physiologique de IFI16 n’est pas claire car son role dans Ilserépon
antivirale in vivo n’est pas prouvé. La protéine STING (stimulator of interferon genes) se
trouve associée au reticulum endoplasmique (RE) et est nécessaire a la détectioNde I'AD
cytoplasmique (Ishikawa and Barber., 2008; Ishikawa et al., 2009; Zhong et al., 2008). HSV-1
et la bactérid.isteria monocytogenesont incapables d’'induire la synthése de I'lFN-I dans les
CD déplétées pour STING. De plus, les souris invalidées pour ce gene ne survivent pas a
linfection par HSV-1 en raison de l'abolition de la réponse IFN-I et sont extréntem
sensibles a l'infection par VSV, qui est normalement détecté par RIG-I, suggérant que STING
est également impliquée dans la signalisation de RIG-I (Ishikawa and Barber, 20k8y&
et al., 2009). Compte tenu de la proximité entre les mitochondries et le RE, STING participe a
la transduction du signal sous RIG-I a travers son interaction avec IPS-1 (int@feron-
promoter stimulator 1) (Barber, 2011). Une autre gingt semble aussi avoir un role de
senseur des acides nucléiques. Il s’agit de la protéine HMGB1 (high mobility group box). En
effet, dans les cellules ne possédant pas HMGBL, la production d’'IFN-I est altérée en réponse
a la poly I:C et a 'ADN cytoplasmique (Yanai et al., 2009).
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Mécanismes d’action des interférons

Suite a une invasion virale de lI'organisme, la réponse IFN sera la premiére ligne de
défense immunitaire (Gerlier and Lyles, 2011; Higgins and Mills., 2010; Pang and ilwasak
2012). Ce phénomeéne peut étre simplifié et schématisé de la maniere suigamée S¥.

Grace a des senseurs cytoplasmiques et membranaires (voir partie précédente), une cellule
peut percevoir la présence d'un virus dans son propre cytoplasme ou dans l'espace
intercellulaire. Suite a une infection virale, la cellule produit et sécreteNegBnéralement

de type I) qui peuvent alerter les cellules voisines en se fixant sur un récepteuiade. sur
Ainsi la transcription d’'une série d’'ISG (interferon stimulated gene)ineltite dans ces
cellules et conduit a I'expression de protéines qui sont médiatrices deshéflegiques de

'IFN. De plus, la fixation de I'lFN-I au récepteur spécifique (IFNAR) peut induire différentes
voies de signalisation dans la cellule. Ainsi, les réponses biologiquesiédtila I'FN

doivent étre interprétées comme un résultat de la modulation de diverses voies de
signalisation qui interférent entre elles afin de fournir a I'n6te la répgamdes adéquate que

ce soit pour stopper les infections microbiennes, inhiber la prolifération cellulaine et/o
moduler le systeme immunitaire et les réactions inflammatoires (Colina et al., 2Q6#) Ro

et al., 2007; Yoshimura et al., 2007). Il est d'une importance capitale qu’il y ait udleontr
strict sur la durée et 'ampleur de ces réponses aux IFN, faute de quoi I'n6te est menacé de
développer des immunopathologies (Banchereau and Pascual, 2006; Coelho et al., 2008).
Dans cette partie, nous présenterons les principales voies de signalisati@&esguivies IFN

qui sont parfois chevauchantes dans la cascade d’activation et aussi dans fédsrs ef

biologiques.
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Figure 5. Schéma général de la réponse IFN. Une cellule peut pel@gy@sence d’'une invasion
virale, soit a travers les senseurs viraux intracytoplasmiques de la présence de I'aRNMuwbau cours de la
réplication des virus, soit via certains récepteurs TLR endosomiaux qui s’'activent suitaigoh de ligands
extracellulaires. Cette détection témoigne de linfection d'une cellule voisine (particintdes, acides
nucléiques relargués par une cellule infectée...). L'activation de ces senseurkipchdiction et la sécrétion
de I'IFN. La liaison de I'IFN a son récepteur membranaire de la cellule productrice ou les cellules voisines active
une voie de transduction du signal qui aboutit & I'activation de la transcription de plus de Q&) qui
codent notamment pour une série de protéines dont certaines protegent la cellmfeatien. (D'apres
Delhaye et al., 2006)

1. La voie JAK/STAT
La principale voie induite par I'lFN est la voie JAK (janus activated kinG3&r

(signal transducer and activator of transcription) (Platanias., 2005), (Stark1€98)), Cette

voie de signalisation a été découverte en 1994 par Darnell JE et ses collaborateurs (Darnell et
al., 1994). D’autres cytokines, hormones ou de facteurs de croissance, fonctionnent sur |
méme principe de transmission du signal en induisant la voie Jak/Stat.

Les IFN-I et -1l activent differemment la voie Jak/Stat. En effet, apres fixdgsrFN-I sur

leur récepteur, les kinases Jakl et Tyk2 sont activées et phosphorylent des protéines
appartenant a la famille des STAT (signal transducers and activators of transcription), Statl et
Stat2 majoritairement. Une fois activées par phosphorylation, earegces forment avec la
protéine IRF9 (interferon regulatory factor) le complexe ISGF3 (IFN stimulating fgetor
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3). ISGF3 migre vers le noyau, se fixe sur une séquence d’ADN consensus ISRE (interferon-
stimulated response element) GAAAN (N) GAAA, présente dans les promoteurs des genes
induits par les IFN-I pour activer leur transcription. Quant a I'lFN-y , une fois fixs@sur
récepteur, les kinases Jakl et Jak2 sont activées par autophosphorylation et phosgzhorylent
protéine Statl qui s’homodimérise, migre vers le noyau, se fixe sur une séqueBice GA
(gamma activation site), dont la séquence consensus est -TTNCNNNAA- et active la
transcription des genes répondant a I'FN-II (figure 6). Ces deux voies de transduction se
chevauchent, ce qui expliqgue les différentes synergies obtenues apres traitemiest par
différents types d'IFN. En effet, sous l'action de I'lFN-I, Statl &tt&sont phosphorylés et
forment des complexes Statl-Statl, Stat1-Stat3 et Stat3-Stat3 qui se lient aras&AR.

Bien gu’ils se fixent sur des récepteurs différents, les IFN-III (IFNA 1, IFNA 2 et IFNA 3)
activent le méme signal de transduction que celui induit par I'lFN-I (figure 4) (Uze an
Monneron., 2007).
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Hgure 6. Voie de dgnalisation JAK  STAT induite par linterféron.  (D'aprés Sadler and
Williams., 2008)
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Régulation négative de la voie Jak/Stat

La réponse cellulaire a I'lFN est transitoire car sa persistance pourrait étre néfaste pour
la cellule. La régulation négative des voies de signalisation induite en réguonsEN est
essentielle pour revenir a un état basal. A ce jour, trois voies régulanivegamit
l'activation des Jak/Stat en réponse a I'lFN ont été mises en évidence (Esper2@d5b)
i.e. les phosphatases SHP1 et SHP2 (SH2 containing phosphatases), la famille des protéines
SOCS (suppressor of cytokine signaling) et la famille des protéines PIAS (protein intfibitor
activated stat).

2. La voie des MAPK dans la signalisation de I'FN

Classées en trois groupes, ERK (extracellular signal regulated kinase), p38 et JNK
(JUN amino-terminal kinase), les MAPK (mitogen activated protein kinase) sont des
sérine/thréonine kinases qui induisent des signaux impliqués dans plusieurs processus de
croissance, de différentiation, et de mort cellulaire (Krishna and Narang, 2008)ieLde
signalisation des MAPK consiste en une cascade d’activation par phospbar{figtire 7).
L'IFN active principalement la voie des MAPK dépendante de la p38. Eh €ifoforme
p38a est phosphorylée par I''FN-I dans plusieurs lignées cellulaires (GoA39%I)ddin
et al., 2000). De plus, linhibition de p38 par des inhibiteurs ou par mutation empéche la
transcription de génes induits par I'lFN-a (Uddin et al., 2000; Uddin et al., Ce9@).
signalisation par I'lFN est indépendante des STAT (Li et al., 2004). En revanche,
contrairement aux IFN-I, la transcription des genes induits par I'lFN-y n’epenpachée
lorsque la p38a est inhibée (Li et al., 2004). La voie de la p38 joue un role impogdes dan
propriétés antiprolifératives et antivirales de I'lFN-I (Platanias, 2005). De plugi¢ ERK
peut aussi étre induite par les IFN-I et 'IFN-y (David et al., 1995; Hu et al., 2001).
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Figure 7. Mécanisme d’activation de la MAPK p38 par I'lFN. Une fois actuéte a la fixation de
'IFN-I sur son récepteur, JAK active par phosphorylation VAV ou d’autre GEF (guanine-nucléatitinge
factor). Ceci permettra I'activation de RAC1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) et atitess
protéines G lesquelles vont pouvoir réguler la voie de signalisation de la MAPK p38. MARKKK sera
activé et active a son tour MAPK kinase MAPKK3 et MAPKK®6, qui phosphorylent directement p38 eetitictiv
par conséquent. P38 activée pourrait ainsi réguler l'activation de plusieurs effecteurs encawgbris
MAPKAPK2 (MAPK-activated protein kinase 2), MAPKAPK3, MSK1 (mitogen- and stress-activated kinase 1)
et MNK1 (MAPK-interacting protein kinase 1). IFNAR1, type | IFN receptor subunit 1; IFNAR2, ltyyFN
receptor subunit 2; TYK2, tyrosine kinase 2. (D’agfdatanias., 2005)
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3. La voie de la PI3K dans la signalisation de I'lFN

La voie de signalisation PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) estqugsi a la
fois dans la régulation de I'expression des genes des IFN-I et -1l (Uddin et al., 1995), (Nguyen
et al.,, 2001a). L'activation de la PI3K par I''FN-y va entrainer la phoslwryle STAT-1
sur la sérine 727 suivie de la régulation de l'expression de ses géenes cibles (Nguyen et al.,
2001a). La stimulation par I''FN-I1 ou 'lFN-II entraine I'activation de la sékimase PKC-d
qui va agir comme un effecteur en aval de la PI3K et phosphoryld Stat la sérine 727
(figure 8) (Deb et al.,, 2003; Uddin et al., 2002). L'activation de cette voie semble étre
associée a la régulation de l'apoptose par l'intermédiaire de Stat-1 (DeVries et al., 2004). De
plus, en réponse soit a I'IFN-I ou 'lFN-II, une autre cible en aval de3& Peut étre aussi
activée. Il s’agit de I'enzyme mTOR (mammalian target of rapamycin) qui constitue
régulateur clé de l'initiation de la traduction de 'ARNm (Lekmine et al., 2004; Lekmine et al.,
2003). L'activation de MTOR en réponse a I'lFN, va avoir comme conséquence liactivat
de la p70-S6 kinase (p70-S6K) et la phosphorylation de la protéine ribosomique S6. Cela
indique qu'’il s’agit d’'une voie médiée par I''FN pour la régulation de la traductida et
synthése des protéines (Hay and Sonenberg., 2004). L'activation de mTOR et/ou de p70-S6K
par I'lFN est bloquée suite a l'inhibition de la PI3K par un agent pharmacologigieine
et al., 2004; Lekmine et al., 2003).

IFN-¥

Plasma IFNGR1 O IFNGR2
membrane
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1

Figure 8. Activation de la voie de
PI3K par I'lFNy
(D’'aprésPlatanias., 2005)
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Activités antivirales des interférons

Les effets antiviraux des IFN sont médiés par plusieurs protéines dont lesgenes
induits par I'IFN lui-méme. Ces protéines peuvent agir a différents niveaux du csalle vi
Dans cette partie, nous décrirons les effecteurs les plus étudiés, impliqués dans la réponse
antivirale aux IFN tels que les protéines PKR, Mx, 2’5’ OAS, I1ISG20, ISG15. Le pouvoir
antiviral de la protéine PML sera analysé principalement dans la discussion.

1. Les GTPases Mx
La famille des GTPases Mx, comprend MxA et MxB chez 'homme et Mx1 et Mx2

chez la souris. Les Mx ont été d'abord identifiées comme des protéines poagsédactivité
antivirale. En effet, la sensibilité de plusieurs souris consanguines a l'grtboeinus est
uniquement due a des mutations au sein du locus duvyeser le chromosome 16 (Haller et

al.,, 1979; Lindenmann, 1962; Lindenmann, 1964). Les protéines Mx chez I'homme et Mx2
chez la souris sont cytoplasmiques, alors que Mx1 de souris se trouve asstigendgau

aux corps nucléaires PML (Chelbi-Alix et al., 1995). Cette distribution diffielenthez la

souris semble permettre a chaque protéine de cibler des virus qui se répliguent dans des
compartiments cellulaires différents (Haller et al., 1995). Cependant, chez 'homree, seu
MxA posseéde des activités antivirales, et elle cible autant les virus dont la réplicatiesese fa
dans le noyau ou dans le cytoplasme.

Les protéines Mx conférent la résistance a plusieurs virus appartenant a différeniltes,

telles que 'orthomyxovirus, le rhabdovirus, le togavirus et le bunyavirus. MxA inhibe tous les
genres infectieux de la famille des Bunyaviridae (orthobunyavirus, hantavirus, phisbetvi

le virus Dugbe) (Andersson et al., 2004). D'autres virus tels que le coxsackievirus B (de la
famille des picornaviridae) et I'hépatite B (HBV; de la famille des hepadnaviridag) so
également sensibles a l'activité antivirale de MxA (Chieux et al., 2001; Gordien 20Gi).

Les protéines Mx sont exprimées par plusieurs types de cellules dassusg@riphériques,
notamment les hépatocytes, les cellules endothéliales et immuniyagespris les cellules
sanguines mononucléaires périphériques (PBMC), les cellules dendritiqisesapitoides
(CDP) et les cellules myéloides (Fernandez et al., 1999). La structure de Mx comprend un
large domaine GTPase du c6té N-terminal, suivi d'un domaine central d’interactiongCID)
d’'un domaine C-terminal LZ (leucine zipper). Les deux domaines CID et LZ sont néegssai
pour reconnaitre des structures cibles de la particule virale. En raison de son enmplaceme

proximité du réticulum endoplasmique lisse, la protéine Mx peut étre impliquée dans les
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événements d’exocytose et le trafic vésiculaire pour piéger les composantegsankels a

la réplication du virus empéchent ainsi la multiplication virale a un gis@mce (figure 9)
(Accola et al., 2002). Ainsi, MxA et Mx1 s’associent a la polymérase du virua geplpe

pour bloquer la transcription des génes viraux (Turan et al., 2004).

Depuis la découverte de l'activité antivirale de Mx contre les virus influenza de |a souri
(Lindenmann, 1964) et le clonage du gene Mx (Staeheli P, Haller O 1986), le mécanisme de
cette activité est resté obscure. L’élucidation de la structure de MxA et lidatitfi du
mécanisme d’oligomérisation fournissent un cadre de compréhension de sa fantoticalea

{Gao, #4534}(Gao, S., immunity 2011). L'oligomérisation se ferait autour de la wteuct
nucléocapsidique du virus et les changements conformationnels liés a la liaisora et/o

'hydrolyse de GTP conduiraient a la désintégration des nucléocapsides virales.
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Figure 9. Structure (A) et mécanisme d’action de MxA. (A) Les caractéristigugsiantes de la
famille des GTPases Mx sont les grands domaines de liaison au GTP (DYNCc) qui contiennéténteiss
consensus de liaison de liaison au GTP (non indiqués) et une séquence d'auto-assemblaged(Bdehele
central d'interaction (CID), et la région C-terminale leucine zipper (LZ). La région LZegbnin domaine
coiled-coiled en C-terminal qui forme des faisceaux d'hélices alpha impliqguées dans les m$epaoté&nes-
protéines. (B) Suite & une stimulation par I'lFN, le géne de MxA (myxovirus-neséstd) est induit par
l'intermédiaire de la séquence ISRE située au niveau de son promoteur. MxA s’accumule yiaptakne au
niveau des membranes intracellulaires tel que le réticulum endoplasmique sous forme d’oligwmésepar
I'association entre les domaines LZ et CID. Suite a une infection virale, lesrméoes de MxA sont libérés

pour lier les nucléocapsides virales ou d’autres composants du virus, pour les piéger gratis. d®'aprés
Sadler and Williams., 2008)
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2. La voie de 'OAS/RNase L
La voie oligoadénylate synthétase (OAS)-RNase L est une voie multi-enzyenatiqu

(figure 10) dans laquelle les 2-5A synthétases sont stimulées par d’ARN db, souiginied'o
virale, pour produire une série de courts fragments 2’,5-oligoadénylates (2-5A) capables
d’activer une endoribonucléase constitutive, la RNase L (Cirino et al., 1997; ideBrann,

1978). L'activation de cette voie méne a de multiples clivages de 'ARN sb (Gsradl,

1996; Floyd-Smith et al., 1981; Wreschner et al., 1981). |l existe différents genes pmaant

les 2-5A synthétases donnant lieu a des protéines de poids moléculairelev#4ia, 46, 67,

69, 71 et 100 kDa). Ces enzymes sont localisées dans différents compartimentisesellula
(Chebath et al., 1987a; Ghosh et al., 1991; Marie and Hovanessian, 1992; Ruttealgrd
1991). Les 2-5A lient le monomeére de la RNase L qui se trouve a I'état inactifuiseint la
formation de I'homodimére qui constitue I'enzyme active capable de médier la dégradation
des ARN viraux et cellulaires (figure 10) (Cole et al., 1997; Cole et al., 1996; Dong and
Silverman, 1995). Comme I'OAS est constitutivement exprimée a faible niveas la
cellule, elle peut agir comme un récepteur pour la détection d'ARN db viral dans le
cytoplasme (Hoenen et al., 2007). Dégradés par la RNase L, les fragments d’ARN ainsi
formés peuvent activer des PRR cytoplasmiques, comme RIG-I et MDA5, conduisant a
I'induction de I'expression de I'lFN-I. Ceci explique le fait que les cellules défies pour
RNase L montrent une diminution de la production d’IFN-dued une réduction de
signalisation a travers ces PRR (Malathi et al., 2007).
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Figure 10. La voie antivirale de TOAS—RNaseL. L'OAS est exprimée faiblement dénmaonstitutive
mais son expression est induite par I'lFN-I. L'OAS s’accumule dans le cytoplasme diila smus forme
monomeérique inactive. Une fois activée par de '’ARN db viral, 'enzyme s’oligomérise pour former un tétramere
qui synthétise les 2'5’'A qui a leur tour activent la RNase constitutive. La liaison du 2’5’ANaseR. permet
la dimérisation des monoméres de I'enzyme par lintermédiaire de son domaine KL (kinpagt tikei est
crucial pour que la RNase L dégrade les ARN cellulaires et vi(Blaprés Sadler and Williams., 2008)

3. PKR
PKR appartient & une petite famille de protéines kinases impliquées dans la régulation

de la synthése protéique en réponse aux stress. C’est une sérine-thréonine kinase qui
phosphoryle EIF2a (eukaryotic initiation factor 2) au niveau du résidu sérine 51 bloquant
ainsi l'initiation de la traduction (figure 11) (Roberts et al., 1976). PKR est exprientzeon
constitutive dans tous les tissus a un niveau bas et est induite par 'lFNH(&bk et al.,

2006). Dans les circonstances normales, PKR est maintenue sous forme daméngon
inactif, par encombrement stérigue du domaine kinase par son extrémité N-e(@Gislav

et al., 2006; Nanduri et al., 2000). Cette répression est libérée par la fixation de 'ARN vira
qui provoquera un changement de conformation permettant la liaison de I'ATHnaine&o
kinase au niveau de l'extrémité C-terminale de la PKR. Le domaine kinase situéate

deux lobes qui régulent séparément les interactions entre les monomeres de PKR eatie subst
(EIF2). L'enzyme active de PKR est constituée d'un homodimere, avec les siteslactif

I'enzyme orientés vers l'extérieur (Dar et al., 2005).

33



Différents ARN activent directement PKR grace aux deux motifs de liaison a ’TARN (RBM)
situés a son extrémité N-terminale. Tous les RBM qui ont été testésIA&N db
indépendamment de sa séquence. En conséquence, PKR, d’'une maniere semblable a la voie
de 'OAS-RNase L, fonctionne comme un PRR. Bien qu'il a été démontré que les RBM
peuvent lier seulement 16 paires de bases d'ARN, des fragments d'ARN plusdangs
nécessaires pour engager a la fois les RBM dans PKR et de l'activer (Nanduri et al., 1998).
Par conséquent, 'ARN db composé de plus de 30 paires de base active RERndhiere

plus efficace. En outre, les ARN sb contenant une extrémité 5'-triphosphategatarhent
capables d'activer PKR (Nallagatla et al., 2007). Ceci permet a cette kinase de cibler
spécifiguement les ARN viraux puisque les transcrits cellulaires sont pleropat 5'-
monophosphate. Le r6le de la PKR dans la réponse antivirale a été étudié daueles de

souris invalidées pour le geKR Ces souris ont une réponse antivirale altérée et ont une
sensibilité plus forte vis a vis de virus & ARN (VSV, le virus de la grippe, le virus de I'hépatite
D, le virus du Nil occidental, le VIH-1, le virus Sindbis, TEMCV et le virus de la fievre
aphteuse) et de certains virus a ADN tel que HSV-1 (Pour Revue: Sadler and Williams.,
2008).
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Figure 11. Mécanisme d’action de la PKR. PKR est exprimée d’'une mamstiéutive dans la cellule
et son expression est aussi induite par I'lFN-1 sous le contréle des séquences KCSdkisersed sequence)
et ISRE présentes dans son promoteur. La kinase s’accumule dans le noyau et le cytoplasme sous fame inactiv
Son activation a lieu quand elle lie I'ARN viral et d’autres ligands, tels que la céramidpretdme PACT
(protein activator of the IFN-inducible protein kinase). Une fois active, le monatedP&R est phosphorylé et
se dimérise pour former I'enzyme active. Cette derniére régule plusieurs voies de signalisatiom@zanisme
qui n'est pas totalement exploré. Cependant, la fonction cruciale de PKR dans la @éfivissle est
I'inhibition de la traduction par phosphorylation du facteur d'initiation de la tradu&l2. (D'aprés Sadler
and Williams., 2008)
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4. 1ISG15
ISG15 fait partie des protéines les plus importantes induites lors de l'infectianetiral

de la réponse antivirale a I''FN-I qui en découle. Bien que le tf&@é&5ait été cloné ily a

plus de 20 ans (Blomstrom et al., 1986), la fonction antivirale du produit de ce gene n'a été
établi que bien plus tard. L'ISG15 a été identifiée peu apres la découverte de l'ubiquitine, et
été immédiatement reconnue comme une homologue a cette derniére (Loeb and Haas, 1992).
La modification post-traductionnelle par ISG15 suit la méme réaction que l'ubatidt et

la sumoylation. Elle met en jeu trois enzymes (E1 : enzyme d’actiydE®n enzyme de
conjugaison et E3: ligase). UBELL (ubiquitin activating enzyme E1 like-protein) est une
enzyme d’activation spécifigue d’'ISG15 (Yuan and Krug, 2001). UBCH6 (ou UBE2E1) et
UBCH8 (ou UBEZ2L6) interviennent dans la conjugaison d’'ISG15 aux protéines cibles
(Takeuchi et al., 2005; Zhao et al., 2004). Enfin, HERC5 (homologous to the E6-associated
protein C terminus (HECT) domain and RCC1-like domain containing protein 5) et TRIM25,
sont deux enzymes capables de lier ISG15 a son substrat spécifique, a travers leurs domaines
respectifs HECT et RING (really interesting new gene) (Wong et al., 2006; Zou and, Zhan
2006). Toutes les enzymes identifiées dans la voie de I'lSGylationnstuittes par les IFN-I

(figure 12). Comme avec l'ubiquitination ou encore la SUMOylation, I'ISGylation est un
phénomene réversible et plusieurs enzymes ont été identifi€es pouseratddydrolyse
d'ISG15 (délSGylation), y compris USP18 (ubiquitin specific protease 18), USP2, USP5,
USP13 et USP14 (Catic et al., 2007; Malakhov et al., 2002). Au moins 158 cibles potentielles
d’'ISG15 ont été identifiees (Giannakopoulos et al., 2005; Takeuchi et al., 2006atZtiao
2005). Beaucoup de ces protéines cibles jouent un role important dans la répdrisel a I'l

soit dans la signalisation, par exemple Jakl, Statl, les PRR et RIG-1, se# stfetteurs
antiviraux comme MxA, PKR et RNaseL (Zhao et al, 2005). Contrairement a
'ubiquitination, I''SGylation ne conduit pas les protéines a la dégradatiois, efia favorise

plutét leur activation. Par ailleurs, ISG15 empéche la dégradation d'IRF-3 médiée par
l'infection virale augmentant ainsi la production de I'IBN-(Lu et al., 2006). Deéme
lISGylation permet de moduler la fonction des enzymes, par exemple, eliéeradfinité

du facteur d'initiation de la traduction EIF4E2 pour la structure coiffée en 5 de 'ARN
(Okumura et al., 2007). Inversement, la conjugaison de I''SG15 a la protéine phosphatase 1B
(PPM1B) éteint l'activité de cette enzyme, améliorant ainsi le signal médi&lp&B
(Takeuchi et al.,, 2006b). En plus de son role intracellulaire, ISG15 est aussi sécrétée en
grande quantité pour agir comme une cytokine en modulant la réponse immybitireha

et al,, 1996). Le mécanisme par lequel ISG15 exerce ses fonctions extracellulaires n'est pas

35



résolu. L'ubiquitine est également sécrétée par les cellules et a des effets irndulateurs

gui ne sont pas encore élucidés (Majetschak et al., 2003), bien qu'elle soit imphmsée
'ubiquitination extracellulaire, comme le suggere l'analyse des protéines tiresutes
spermatozoides lors de la maturation post-testiculaire (Sakai et al., 2@33)ddinc possible
qu’lSG15 sécrétée puisse participer a I'lSGylation extracellulaire. Conforméaesd
désignation comme une protéine antivirale, les souris invalidées pour [¢Sg&tgont une
sensibilité accrue a l'infection par plusieurs virus, y compris le virus de la gripp® Aleet

virus Sindbis, HSV-1 ety -herpesvirus murin (Lenschow et al., 2005; Osiak et al.ER005).
outre, 'expression recombinante d'ISG15 dans des souris déficientes pour le récepteur d’'IFN-
| (IFNAR1-/-) protege de la mort induite par le virus Sindbis (Lenschow et al., 2005). Cette
protection nécessite la séquence LRLRGG située a l'extrémité C-terminale d’ISG15
(Lenschow et al., 2007). L'inhibition de I'enzyme de delSGylation USP18 chez la souris
augmente sa résistance a l'infection virale, notamment envers le VSV. D’autres expérences
vivo montrent également un réle pour ISG15 dans la résistance au virus Ebola, a travers
lISGylation de [I'E3 ubiquitine ligase Nedd4 (neural precursor cell expressed,
developmentally downregulated 4), ce qui bloque son activité et empéche la sortigodss vir

de la cellule infectée (Malakhova and Zhang, 2008). De la méme maniere, ISG15 joue un role
dans linhibition du HIV (Okumura et al., 2006). L’activité antivirale d'ISG15 a été aussi
identifiée en partie par le fait que des protéines virales ciblent certéiapes de
lISGylation. C’est le cas de la protéine NS1 de linfluenza B qui lie ISG15 & son é@gtrém
N-terminale et bloque par conséquent le processus d'ISGylation dans la cellule (Yuan and
Krug, 2001). C’est le cas également des enzymes contenant le domaine OTU (ovawign t

gui ont une activité cystéine protéase. En effet, ces protéines sont capables de d&conjugu
ISG15 de son substrat abrogeant ainsi son activité antivirale contre plusieurs veus. Le
protéases PLpro (papain-like proteases) sont aussi capables de déISGyler les protéines cibles
(Arguello and Hiscott., 2007; Frias-Staheli et al., 2007; Lenschow., 2010; Lindner, 2007).
Toutes ces données montrent qu’'lSG15 intervient dans la réponse immunitaire gak 1N

modification de protéines de I'h6te ou du virus empéchant ainsi sa multiplication.
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Figure 12. Mécanisme d’action d'ISG15. L'expression d'ISG15, de I'enzyme d’activation UBE1L
(E1), de plusieurs enzymes de conjugaison telle que UBCHS8 (E2), et des ligases telle que HERC5 (E3) sont
toutes induites par I'lFN-I via la séquence ISRE présente dans leur promoteur. E1, E2 tety&8ntad'une
maniére séquentielle, la conjugaison d’'ISG15 & de nombreuses protéines cibles pour neodéjeonse
cellulaire afin d'inhiber la production virale. L'ISGylation est réversiblement régaledes protéases telles que
USP18 dont I'expression est induite par I'lK®.apres Sadler and Williams., 2008)
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5. 1SG20
La protéine 1ISG20 (IFN-stimulated gene product of 20 kDa) est directement induite

par I'IFN-I et -1l ainsi que par 'ARN db via le site MNFB (Espert et al., 2004; Gongora et al.,
2000). Elle est localée dans le cytoplasme et dans le noyau ou elle est retrouvée dans les
nucléoles et les corps de Cajal (Espert et al.,, 2006). ISG20 possede in vitro une activité
exonucléase 3.5’, spécifique de substrats simple brin & extrémité 3’ libre, et possede des
propriétés antivirales contre certains virus a ARN (Espert et al., 2003; Nguyen2€0ab).

En effet, des cellules qui surexpriment cette protéine sont moins sergibiefection par
FEMCV, l'influenza, le VSV (Espert et al., 2003) et le HIV1 (Espert et al., 2003; Espert et al.,
2005a). De telles propriétés antivirales semblent étre associées a la fonction exodediase
protéine puisque des mutants d’ISG20 dans un des trois domaines “ exonucléasegliisi'ont

de propriété antivirale et présentent méme un effet dominant négatif sur Eadévita
protéine endogéne (Espert et al., 2003; Espert et al, 2004). ISG20 pourrait aussi agir
indirectement sur des facteurs cellulaires requis pour la réplication virale ramdaription.

A ce jour, lidentification des cibles d’ARN cellulaire de 1ISG20 représente un enjeu important
pour la compréhension des mécanismes d’actions antiviraux de cette p{oegods et al.,

2007).
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II. ROle des protéines de la famille TRIM/RBCC
dans la régulation de la réponse antivirale

Les protéines TRIM (tripartite motif) sont caractérisées par la présence dans leurs
extrémités N-terminal d’'un motif TRIM/RBCC. Ce motif hautement conserv&€m@aposé
d’'un domaine RING suivi d'un ou de deux boites B et d'un domaine coiledicssl.
protéines TRIM sont impliqguées dans plusieurs processus biologiques tels que la
différenciation cellulaire, la régulation transcriptionnelle, I'apoptose aetsignalisation
cellulaire (Munir., 2010; Nisole et al., 2005; Ozato et al., 2008). La famille des BERIM
composée d’environ soixante-dix protéines chez 'homme et d’environ quarantengsotéi
chez la souris. Cependant dans la mouche et le ver, le nombre de ces protéines ne dépasse pas
la vingtaine ce qui suggére une évolution importante de ces protéines (Sardiell@Gagl.,
Du fait de leur implication dans plusieurs fonctions cellulaires, certaines TRIs4eagi
comme des ubiquitines ligases, des SUMO ligases ou encore des génes induits par I'lFN
(Meroni and Diez-Roux, 2005).

Structure et expression des protéines de la famille TRIM

Les protéines TRIM possedent en commun la méme extrémité N-terminale
composée par le motif RBCC mais elles ont des extrémités C-terminales thi§er€ntte
différence structurale a pour conséquence des localisations et des fonctiofaresllu
distinctes. Le domaine « RING finger » est un motif a doigts de zinc présent dansiiffére
protéines, il est impliqué dans les interactions protéine-protéine et il BBt @mmme
responsable de I'activité E3 ligase (Meroni and Diez-Roux, 2005). Ce domaine est suivi d’'un
ou de deux boites B (B boxes) qui sont aussi des motifs a doigts de zinc. Desns\atati
sein de ces domaines ont pour conséquence des anomalies de développement. Cest motifs son
impligués dans la reconnaissance virale par certaines protéines TRIM (Li and Sodroski, 2008;
Li et al., 2007b). Ces boites B n'étant pas présentes dans d’autres protéines, elles sont
considérées comme le déterminant majeur de la famille des protéines TRIM (Sardiello et al.,
2008). Le domaine « coiled-coil », dont la structure en hélice a été déterminée par
bioinformatique, est identique dans beaucoup de protéines. Cette structure aesilice
importante dans les interactions protéine-protéine permettant au TRIM de former des

structures de haut poids moléculaires qui seraient capitales pour accomplir derletings.
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De plus, la région « coiled-coil » pourrait former avec les boites B desdstdixation au
substrat pendant I'activité E3-ligase de certaines TRIM (Meroni and Diez-Roux, 2005). Sur la
base des différences structurales au niveau des extrémités C-terminales, les protéines TRIM
peuvent étre subdivisées en 11 sous-groupes (figure 13) (Ozato et al., 2008). Vu que le motif
RBCC est tres hautement conservé, les différences fonctionnelles entre legeprdeccette
famille sont majoritairement liées aux différences de leur extrémigrrirtale. Les TRIM

ont des domaines PRY ou SPRY B30.2 qui est la fusion des deux premiers (Ozato et al.,
2008; Sardiello et al., 2008; Short and Cox, 2006). D’autres domaines sont aussi peésents t
gue le domaine fibronectine type 3 (FN3), plant homeodomain (PHD), boite C@S et |
promo-domaine (PR) (figure 13). Le réle fonctionnel de ces différentes séquencgsar’est
completement élucidé, néanmoins il semble qu’elles facilitent les interaqirogine-
protéine (Meroni and Diez-Roux., 2005; Ozato et al., 2008).

Les TRIM présentent différents modes d’expression et sont présentes dans diffénesats tis
Leur localisation cellulaire peut étre nucléaire ou cytoplasmique. Cependast,nel se
trouvent pas associées aux structures cellulaires classiqgues comme l'appareil ,degyolgi
endosomes ou les mitochondries, mais elles sont responsables de la fodtaiioes
structures subcellulaires (Reymond et al., 2001; Short and Cox., 2006). L'exenyiles |
frappant est celui des corps nucléaires PML dont le principal composaatpestdine PML
connue aussi sous le nom de TRIM19 (Everett and Chelbi-Alix., 2007; Geoffroy and-Chelbi
Alix., 2011; Van Damme et al., 2010). Les corps nucléaires PML sont des structdties mu
protéigues dont PML est I'organisatrice et qui sont impliqués dans des processusumslogi
incluant la régulation de la transcription, la différenciation, la stabilitgéthome, I'apoptose,

la sénescence et la défense antivirale (Bernardi and Pandolfi, 2007; Everett and\IBhelbi
2007; Geoffroy and Chelbi-Alix., 2011).
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(a) N-terminal TRIM sub-groups

@- BB1 --.— C-I*, C-lll, C-IV*, C-V*, CVI, C-VIIY, C-IX, C-X

sub-group
(b) C-terminal TRIM sub-group members
-..FNs- PRY _- c-l TRIMs: 1, 9, 18, 36, 46, 67
- cl TRIMs: 54, 55, 63

-_ FN3 c-l TRIMs: 42

TRIMs: 4,5, 6, 7, 10, 11, 15,17, 21, 22, 25, 26,

PRY —§PRY c-v 27, 34, 35, 38, 30, 41, 43, 47, 48, 49, 50, 53,
58, 60, 62, 64, 65, 68, 69, 72, 75, TRIM-like 1
C-v TRIMs: 8, 19, 31, 40, 52, 56, 61,73, 74

._ BR cVI TRIMs: 24, 28, 33

FIL— NHL c-vil TRIMs: 2, 3, 32, 71

MATH C-Vill TRIMs: 37
. V-IX TRIMs: 23
FIL C-X TRIMs: 45
A c-Xl TRIMs: 13, 59

Figure 13. Structure des protéines TRIM. Structure schématigqoeoidises de la famille TRIM.
(a) Organisation de la région N-terminale des protéines TRIM. La majorité des sous-groupes de TRIM
présentent le domaine Ring ®, deux boites B (BB1 et BB2) et un domaine cdiéel{€). Aucun membre
des sous-groupes 2,8 et 11 n’a de BB1.Certains membres de ces sous-groupes n’ont pas tousdesnddmai
terminal, la premiére boite B étant la plus communément absente. (b) domaines en&l-jgrésentés par les
sous-groupes TRIM. ARF (ADP ribosylation factor-like), BR, bromodomaine, COS, (C-terminal subgeup o
signature), FIL (filamin-type immunoglobulin), FN3, fibronectin type3, MATH (Mepand tumour —necrosis
factor receptor-associated factor homology), PHD (plant homeodomain), TM (transmembraneds(Mepab
et al., 2011)

41



Role des protéines TRIM dans la restriction virale

L'implication des TRIM dans la réponse immunitaire innée est maintenant devenue
une évidence. Diverses études ont montré qu’'un bon nombre de protéines TRIM possédent
des propriétés antivirales ce qui méne a penser que les TRIM ont évolué comme une famille
de facteurs de restriction virale (Nisole et al., 2005; Ozato et al., 2008). En effet, le criblage de
l'activité antirétrovirale de 36 TRIM chez 'homme et de 19 TRIM chez la souris a révélé
gu’environ 20 TRIM ont une fonction antivirale et que cette activité peut cibler difé&ren
étapes de la réplication du virus. (Uchil et al., 2008), telles que I'entrée, la transcrigéon et
relargage viral (Nisole et al., 2005). D'une maniére intéressante, TRIM11l et TRIM30
favorisent I'entrée du virus de la leucémie murine (MLV) par inhibition de l'activité de
TRIMS5, ce qui révele un nouveau réle des TRIM dans la régulation d’autres protéines de cette
méme famille (Uchil et al., 2008). Dans plusieurs cas, l'activité E3 Ubiquitine-ligamelat
présence du domaine B30.2 au niveau de I'extrémité C-terminale des protéines TRIM est
essentielle a leur activité antivirale (Li et al., 2007a; Li et al., 2007b; Uchil, 20818). De
plus, les TRIM ayant un effet antiviral sont présentes de maniére constitutive dafisléa c
ou peuvent étre induites par I'IFN. Il faut noter aussi qu'a I'exception de PRIMIO
(Bonilla et al., 2002), il n'y a pas de données sur l'activité antivinalévo des autres TRIM.

Dans cette partie, nous mettrons I'accent sur l'activité antivirale de quelgues gz atéita
famille TRIM telles que TRIM22 et TRIM5a . L’'activité antivirale de PML/TRIM19 sera
décrite dans les résultats et la discussion.

1. TRIM22
Par criblage différentiel de librairies d’ADNc issues de cellules lymphoblastiques

Daudi, traitées et non-traitées par I'lFN de type I, un nouvel ADNc baptisé Staf50salété i
(Tissot and Mechti., 1995; Tissot et al., 1996). Induit par les IFN-I et -1, le produit de ce géne
est aujourd’hui appelé TRIM22. La protéine TRIM22a est récemment définie comme un
facteur de restriction virale (Zhang et al., 2006). TRIM22 posséde une activité antivirale
contre TEMCYV et le virus de I'hépatite B (HBV) (Eldin et al., 2009; Gao et al., 2009). Ces
travaux présentent deux nouveaux mécanismes par lesquels TRIM22 inhibe ces virus. Le
premier mécanisme cible la protéase 3Cpro de 'lEMCV qui est cruciale pour la maturation
des protéines virales et son ubiquitination, probablement pour étre dégradée par le protéasome
(Eldin et al., 2009). Le second mécanisme inhibe le promoteur du CORE de I'HBV, lequel est
nécessaire a la synthese de 'ARN viral pré-génomique (Gao et al., 2009). L'inhdstion
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TEMCV et du HBV par TRIM22 nécessite a la fois son activité E3 Ubiquitine ligase, et son
extrémité C-terminale (pour revue McNab et al., 2011). De plus, TRIM22 inhibe le VIH-1 via
I'inhibition de la transcription de sa région LTR (long terminal repeat)dffessd Mechti,

1995). Suite au traitement a I'lFN-I, TRIM22 inhibe la production des nouveaux virions du
VIH par interférence avec le trafic des protéines virales GAG vers la membrane plasmique
(Barr et al., 2008). Ceci nécessite le domaine RING de TRIM22, ce qui suggere gue son
activité E3 ubiquitine ligase est importante. Ce travail montre que TRIM22 est un médiateur
clé de la réponse antivirale a I''FN de type | contre le VIH-1.

2. TRIM5a
En 2004, le criblage d’'une librairie de cDNA de singe rhésus a identifié¢ TRIM5a

comme un des facteurs antiviraux cellulaires (Stremlau et al., 2004). Les TRIM5a inhibent les
virus selon leur origine : les TRIM5a du singe rhésus et du singe cynomolgus inhibent HIV-1
mais non SlVmac, les TRIM5a du singe vert d’afrique inhibent HIV-1 et SIVmac, les
TRIM5a inhibent peu HIV-1 mais fortement le N-MLV (Miyamoto T, 2011). La cible de
TRIM5a est les capsides multimérisées. Chez I'homme, les singes rhésus et lesrsinges v
africains possédent des spécificités différentes de restriction mais qui se chatiatichtes

les variantes de TRIM5 inhibent l'infection par au moins deux rétrovirus tandis que la TRIM5
du singe vert africain est capable d’inhiber quatre rétrovirus divergents des humains, des
primates non humains et d’origine murine. Cependant chaque TRIM5 variante est incapable
de restreindre les rétrovirus isolés de la méme espece. Précédemment décrite comme Lv1
(lentivirus susceptibilité factor 1) ou Refl (resistance factor 1), TRIM5a a été identifiée
comme facteur possédant des activités anti-rétrovirales spécifiques d’espéce. Ele effet,
tropisme des rétrovirus qui dépend de la protéine de la capside, CA, pour les cellules des
primates, est largement gouverné par les variations inter-especes de TRIM5a . Pe plus, |
facteur de restriction Refl, qui détermine la sensibilité différentielle des cellulesnesma
vis-a-vis du MLV (murine leukemia virus) N-tropique et B-tropique, est lui-méme une
TRIMS et représente le facteur Fvl (friend virus susceptibility factor 1) chez la souris
(Bieniasz., 2003). En effet, Fvl confére la résistance au MLV N-tropique et B-tropique par
l'intermédiaire du produit de l'alléle Félet lallele FvT, respectivement. Le mécanisme
d’action de ce facteur de restriction contre le virus MLV n’est pas bien connu. Cependant, les
cellules dérivant d’autres espéces de mammiferes non murines sont capables de résister a
l'infection par le virus N-MLV, alors qu’elles ne possédent pas le gene de Fvl. La plupart des

cellules humaines primaires et immortalisées expriment le facteur de résifefil qui
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présente une inhibition spécifigue de N-MLV. D’'une maniére surprenante, la position au
niveau de la protéine de la capside CA110 détermine également la sensibilité & Refl (Towers
et al.,, 2000). Ces données montrent que TRIM5 est présente sous plusieurs variantes qui
agissent d’'une maniére spécifiqgue a I'espéce et que Fvl, Lvl et Refl sont des \@eidmtes
protéine TRIM 5 (Hatziioannou et al., 2004).

L’activité anti-VIH de TRIM5a nécessite le domaine RING présent dans le motif RBCC et le
domaine SPRY présent dans I'extrémité C-terminale. Des travaux récents ont aussi €lucidé le
réle des boites B dans le pouvoir antiviral de TRIM5a (Diaz-Griffero et al., 2009).

TRIM5a humaine posséde aussi un effet antiviral vis a vis du VIH mais quoiast m
important que celui du singe rhésus (Zhang et al., 2010). Ceci peut étre di a ume mutat
dans le domaine SPRY de la protéine (Li et al., 2006). De plus, le niveau d’expression ainsi
gue les polymorphismes de TRIM5 chez 'homme influencent la susceptibilité a I'infection
par le VIH-1, ce qui suggeére un role physiologique pour cette protéine dans la restastion d
rétrovirus (Zhang et al., 2010). Récemment, un intérét particulier s’est porté siarmee

non usuelle de TRIM5 des singe hibou et macaque a queue de cochon chez lesquels TRIM5
se trouve fusionnée a la cyclophiline A par le remplacement de I'extrémité de TRINéG par
cyclophiline A. Chez le singe hibou, cette protéine de fusion posséde un effetbnisva-

vis du VIH plus fort que celui de TRIM5 courant (Sayah et al., 2004).

La production par ingénierie moléculaire de la protéine de fusion TRIM5-Cyclaphilin
(Neagu et al., 2009) a permis de montrer que contrairement a TRIM5a humaine, cette
protéine chimere est plus efficace dans la restriction du VIH-1 que TRIM5a du singe rhésus ;
elle pourrait de ce fait avoir un potentiel thérapeutique non négligeable.

Ces données montrent que TRIM5 peut conférer aux primates I'immunité innée pour un
ensemble de rétrovirus et pourrait étre une importante barriere naturelle a la siamsmis

inter-especes des rétrovirus.

3. TRIM21
TRIM21 (aussi connu sous le nom Ro52) a été d'abord décrite comme un auto-

antigene dans le lupus érythémateux disséminé et le syndrome de Sjogren (Ben-Gihetrit et
1990). TRIM21 peut agir comme un récepteur d’anticorps cytosolique chez les mammiféres
(Keeble et al.,, 2008). Ces anticorps sont connus pour étre secrétés dans le milieu
extracellulaire du fait que les mammiferes ont conservé un récepteur pour les IgG a
I'intérieur de la cellule. C’est un nouveau mécanisme par lequel TRIM21 cytosoliquaipourr

intervenir grace a des anticorps pour la neutralisation du virus dans la cellule. L'mféxgio

44



lignées cellulaires par 'adénovirus revétu d'anticorps a montré que la protéine TRIM21 se lie
a ce revétement d'anticorps et conduit le virus vers une dégradation par le protéasome. Ce
processus nécessite I'activité E3 ubiquitine ligase de TRIM21.

Ces résultats révelent un mécanisme potentiellement important de neutralisedien
Cependant, ces résultats doivent étre verifies a la fois dans des cellulgisegrietin vivo

(Mallery et al., 2010).

Expression des TRIM et réegulation par I'lFN

Bien qu'il existe des données montrant l'induction de I'expression de certaines
protéines TRIM telles que TRIM19/PML, TRIM22/STAF50 (stimulated trans-acting factor),
(Tissot and Mechti., 1995), TRIM34/RNF21 (RING finger protein 21), (Orimo et al., 2000),
ou encore TRIM8 (Toniato et al., 2002) par I''FN, des analyses systématiques des profils
d'expression de plusieufRIM chez I'homme et la souris ont révelé que I'expression d’un
grand nombre est augmentée par I'lFN. De plus, chez la souris, I'expression @erplusi
TRIM dépend de l'induction de leurs genes par I'lFN-1 (Carthagena et al., 2009; Rajsbaum et
al., 2008).

L'analyse par PCR de 29 genes TRIM de souris dans les cellules T, les macrophages et les
cellules dendritiqgues a permis d’identifier un grand nombre de génes TRIM qui sont farteme
exprimés dans les macrophages et les cellules dendritiques (CD) myéloides en réponse a une
infection grippale ou a une stimulation par un agoniste aux TLR (toll like regeptor
(Rajsbaum et al., 2008). L'expression de ces TRIM dans les macrophages et les CD myéloides
est fortement dépendante de la signalisation induite par I'lFN de type Inféaéssant, les

CD plasmacytoides, les principaux producteurs d'IFN-a , expriment d’'une maniérdigenstitu

un groupe de TRIM dont I'expression n'est pas affectée par la stimulation, ceuqusitpo
suggérer un rdle unique pour les TRIM dans ce type cellulaire (Rajsbaum et al., 2008). Les
TRIM dans des lymphocytes humains du sang périphérique et les macrophages dérivés de
monocytes (MDM), sont également sensibles a I''FN de type I. Quarante-cinq T&$M2

sont détectablesx vivoa partir de lymphocytes du sang ou de MDM non stimulées. Parmi
elles, 27 sont sensibles aux IFN-I (Carthagena et al., 2009). Prises collentivessestudes

illustrent l'association étroite des TRIM a l'immunité innée.
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l1l. PML et les corps nucléaires PML

1. Découverte de PML

Le genePML a été découvert dans la leucémiguéi promyélocytaire (LAP) w il
fusionné au géne du récepteur de I'acide rétinoique alphRg. Cette fusion est le résultat
d’'une translocation réciproque t(15;17) conduisant a I'expression d’'une prob@inere
PML-RARa qui bloque la différentiation des cellules au stade promyélocytaire (de The et al
1990; Kakizuka et al., 1991).
Dans les cellules normales, PML forme des points dans le noyau appelés coragesuclé
(CN) PML. Ces structures sont plus au moins visibles en fonction de la lignéaillul
examinée. Dans les cellules issues de patients atteints de la LAP, ces structures sont
dispersées en petits points dans le nucléoplasme hors des CN PML, comme conséquence de
'expression de la protéine PML-RARDyck et al., 1994; Weis et al., 1994).
Le traitement des patients atteints de LAP par I'ATRA (all-trans retinoic acid) ou par l'arsenic
(As20Os3) induit leur rémission et entraine la dégradation de la protéine PMLaRAR qui
permet la reformation des CN (Zhu et al., 1999; Zhu et al., 1997). Ceci laisssesugpe la
réorganisation des CN par I'expression de PML-RAEt a 'origine de la maladie et que la
protéine PML posséde des propriétés anti-proliférative et anti-cancéreuse (Bernardi et al.
2008; Mu et al., 1994). Plusieurs travaux ont montré que PML et les CN PML sont impliqués
dans plusieurs fonctions cellulaires telles que la réparation de I'ADN, la sénescence,
'apoptose ou encore la défense antivirale (Bernardi and Pandolfi, 2007; Evexet2606;
Geoffroy and Chelbi-Alix., 2011; Salomoni and Pandolfi, 2002). PML est l'osgaice des
CN PML, qui sont des petites structures nucléaires existant dans les celluletugarades
mammiferes (Ishov et al, 1999). IlIs apparaissent sous forme de points en
immunofluorescence et sous forme de sphéres creuses en microscopie électronique (Puvion-
Dutilleul et al., 1995b). Ces structures sont aussi connues sous le nom de ND10 poar (nucle
domain 10), PML oncogenic domain, et les C-Kr (pour corps kruppel). La taille des CN PML
varie entre 0.2 et 1 mm et leur nombre entre 1 et 30 par cellule. La coopdssi CN PML
change durant le cycle cellulaire. En effet, les CN PML subissent un réaremgem
dramatique durant la mitose (Everett et al., 1999; Geoffroy and Chelbi-Alix., 2011EN es

sont des structures multi-protéiques dont PML est I'organisatrice. Au sein de cagestuc

46



PML recrute des protéines de fagcon permanente (SUMO, Spl00 et Daxx) et de facon

transitoire plus d’une centaine de protéines.

2. Structure de PML et isoformes

Connue aussi sous le nom de TRIM19, PML est une phosphoprotéine qui appartient a
la famille des protéines TRIM. Son extrémité N-terminale contient le motif RBCC/TRIM
composé par un domaine RING (C4HC3), deux boites B riches en cystéine/histidine et un
domaine « coiled-coil » (Jensen et al., 2001) (figure 14). Le RING se trouvant associé a
UBC9, qui est une enzyme de conjugaison (E2) de SUMO (small ubiquitin modifier) aux
protéines cibles, on a pu suggérer que PML puisse étre impliquée dans la madlificatio
protéique par SUMO (Duprez et al., 1999). Les deux boites B sont impliquées dans les
interactions protéine-protéine et la région « coiled-coil » est nécessaire a la multiorédsati
PML et son hétérodimérisation avec PML-R&AR_'intégrité du motif RBCC est nécessaire a
la localisation de PML sur les CN. En outre, ce motif contient des résidus intpgatam la
régulation de PML, dont deux résidus lysine (K65 et K160), situés dans le RING et dans la
boite B1. Ces deux résidus sont critigues pour la sumoylation de PML (Ishov1&98) et
la formation des CN. Le gemML se compose de 9 exons dont les trois premiers codent pour
le motif RBCC. L’épissage alternatif des autres exons (4-9) conduit a l'expression de
différentes isoformes de PML (figure 14). Ces isoformes sont classées en 7 groupes,
désignées par PMLI a PMLVII. Elles possedent la méme extrémité N-terminale comportant |
motif RBCC mais difféerent dans leurs extrémités C-terminale (Jensen et al., RD@igurs
motifs ont été identifiés dans la partie C-terminale de PML: un signal de localisati@aire
(NLS) (trouvé dans PMLI-VI a la position 476 a 490), un signal d'exclusiotaivel(NES)

(qui se trouve uniqguement dans PMLI & la position 704 a 713) (Henderson and Bieftheri
2000) et un motif SIM (sumo-interacting motif) présent uniquement dans PMLI-V a la
position 508 a 511) (Shen et al., 2006; Stehmeier and Muller, 2009). PMLI a ursutgstri

a la fois nucléaire et cytoplasmique, ce qui est cohérent avec la présence d'unmiEaiau

de la séquence de cette isoforme (Condemine et al., 2006). Le motif NLStanti&te de
sumoylation a la position 490, qui est essentiel pour la localisatioléamec de PML
(Kamitani et al., 1998a). PMLVI qui ne contient pas le SIM, forme des CN dans les cellules
invalidées pour le geneML (Brand et al., 2010),montrant que le SIM de PML n'est pas
essentiel a la formation de ces structures. Par contre, le SIM de PML médienastions
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non covalentes avec d'autres protéines sumoylées et permet leur recrutemdes dzixis

PML (Shen et al., 2006; Stehmeier and Muller, 2009).

La variabilité de la partie C-terminale des différentes isoformes de PML est imipgutam

le recrutement de protéines partenaires spécifiques et donc pour leurs fonctions. Par exemple,
PMLIV posséde un site de liaison a p53 qui est nécessaire pour l'induction de I'apoptose par
cette isoforme spécifique (Fogal et al., 2000).

Une autre classification en 3 sous-groupes, nommés a, b et c, représente lessdefdkme
sans I'exon 5, les exons 5 et 6, ou les exons 4, 5 et 6, respectivement. Les vaatotesriy
susceptibles d'étre cytoplasmiques car elles n‘ont pas le NLS comme observé pour PMLVII.
Les six isoformes nucléaires de PML sont toutes capables de former des CN daligléss
PML-/- (Brand et al., 2010), mais il devient de plus en plus clair que chaque isoforme peut
avoir une fonction spécifiqgue. Les études impliguant PML dans l'apoptose et la sémescen
ont été effectuées avec PMLIV, alors que celles impliqguant PML dans la défenialant

ont été réalisées avec PMLIII, IV ou VI. De plus, I'expression endogéne desriss de

PML est différente selon la lignée cellulaire; PMLIII, PMLIV et PMLV sont quantisttignt

les isoformes mineures par rapport a PMLI et PMLII (Condemine et al., 2006).
Paradoxalement, trés peu d'études ont été réalisées avec PMLI et PMLII. De fait, la
détermination des fonctions biologiques spécifiqgues de chacune des isoformes restt a faire
la question de savoir si certaines d’entre elles sont partagées par plusieurseisakeste

ouverte.
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Figure 14. Structure et isoformes de PML. Toutes les isoformes de PML partag@npriasiers
exons, incluant le motif RBCC (R), deux boites B (B1 et B2), et la région coi(@€6i). De PMLI & PMLVII,
ces isoformes difféerent dans leurs extrémités C-terminales en raison d'un épissagd dkereatins 4 a 9.
PML, promyelocytic leukemia; RBCC, RING-B boxes-coiled-coil.
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3. Régulation transcriptionnelle de PML

L’induction du geneéPML peut se faire de maniere dépendante ou indépendante de I'IFN.
Toutefois, les IFN sont les meilleurs inducteurs de I'expressidtiile Tous les IFN (a3, et
y ) induisent fortement les niveaux d'ARNm, condu&ame augmentation des différentes
isoformes de PML et du nombre et de la taille des CN PML (Chelbi-Alix et al., 1995). Dans la
leucémie ajué promyélocytaire, dans laquelle, le géidL est muté sur un allele, I'lFN
induit a la fois I'expression de PML et de PML/R&Rar I'expression de PML/RAR est
sous le contréle du promoteur de PML. Ceci engendre la séquestration de PML dans des
structures nucléaires en dehors des CN (Chelbi-Alix et al., 1995). Dans diverses lignée
cellulaires, I'expression des isoformes de PML augmentent en réponse a I'ligesson
de PML est directement induite par I'lFN a travers les séquences ISRE (interferorasmnul
responsive element; -GAGAATCGAAACT-) et GAS (gamma activated sequence -
TTTACCGTAAG-) situées dans le promoteur de PML et reconnues par les facteurs de
transcription induits par I'lFNx et 'IFN-y respectivement (Stadler et al., 1995). La délétion
de I'élément GAS altere faiblement la réponse a I'lFN-y , alors que ldSREifest requis
pour la réponse a I'lFN-I et - Il (Stadler et al., 1995). En effet, la suppression du SREi
du promoteur d®ML abolit la réponse a I'lFN-I et diminue considérablement l'induction par
'IFN-y dePML. La liaison d'IRF-8 (interferon regulatory factor 8) a 'SRE au niveau du
promoteur de PML est également impliquée dans la régulation positive de I'expression de
cette derniére en réponse a I'lFN-y (Dror et al., 2007).
D’autres mécanismes indépendants de I''FN régulent I'expression de PML (Kim et al., 2007).
IRF-3 augmente l'expression de PML par activation transcriptionnelle. Cette iantivat
nécessite a la fois les éléments ISRE et GAS au niveau du promoteur de PML. L'induction de
PML par IRF-3 est directe et n'implique pas la synthese d'IFN. Le géne suppresseur de tumeur
p53, régule également l'expressionRML qui contient au niveau de son premier intron un
site de liaison de ce facteur transcriptionnel. De plus, le niveau d’expression de PML
augmente pendant les stimuli oncogénigues, comme dans le cas de la surexpression de Ras
(Ferbeyre et al., 2000). Cependant, cette augmentation est observée a une périndatcoinc
avec la sénescence, ce qui suggere que la signalisation de Ras qui conduit a 'augrdentatio
PML est indirecte. Toutes ces données montrent que I'lFN, I''RF-3 et p53 régulent
'expression de PML par des mécanismes distincts.
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4. Modification post-traductionnelle de PML

PML est soumise a de multiples modifications post-traductionnelles (figure 15),
comprenant la sumoylation, la phosphorylation, I'ubiquitination,aeétylation. PML peut
étre également une cible d’'ISGylation par la protéine ISG15 (interferon induced gébe de
kDa) (Shah et al., 2008).

a. SUMOylation de PML

La sumoylation est l'une des modifications post-traductionnelles de PMbpluss
étudiées et a des conséquences importantes sur les fonctions de PML. En effet, la samoylati
peut affecter la localisation de PML, sa stabilité ou sa capacité a interagir avec d'autres
partenaires. PML est modifiée par SUMO-1 et SUMO-2/-3 sur les trois résidus lysines (K65,
K160, et K490) (figure 15) (Kamitani et al., 1998b). La modification de PML par SUMO est
aussi critique pour la formation des CN puisque le mutant de PML non sumogtible
incapable de former ces structures (Ishov et al., 1999). L'implication de SUMO dans la
formation des CN a été également démontrée dans les cellules qui n'expasi&iMO-1
ou I'enzyme de conjugaison du SUMO, UBC9 (ubiquitin conjugating enzyme 9). En affet, le
cellules de souris invalidées pour le géne de SUMO-1 ou d’'UBC9 présentent des défauts
importants de la formation des CN PML, démontrant que la sumoylation edtiedeseour

le maintien de l'intégrité de ces structures (Evdokimov et al., 2008; Nacerddine et al., 2005).

b. Phosphorylation de PML

PML est phosphorylée sur les résidus Tyr et Ser (Chang et al., 1995) et certaines des
kinases qui la phosphorylent ont été réecemment identifiées. Paplexd&tRK (extracellular
signal-regulated kinase), une MAPK, phosphoryle PML sur plusieurs résidus (figure 14).
Cette phosphorylation conduit a la modification de PML par SUMO et induit I'ape staite
au traitement a l'arsenic (Hayakawa and Privalsky, 2004). Suite & un dommage de I'ADN,
PML est phosphorylée par au moins deux kinases: ATR (ataxia telangiectasi@dmutat
(ATM)- and Rad3-related) (Bernardi et al., 2004) et CHK2 (checkpoint kinase-2) (Yang et
al., 2002). Il a été proposé que la phosphorylation de PML par ATR médanskctation
dans le noyau suivie par la séquestration de MDM2 (Bernardi et al., 2004) (une ubiquitine E3
ligase qui régule la stabilité de p53), alors que sa phosphorylation par CHK2 déclencherait
'apoptose (Yang et al., 2002).
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La localisation de PML est étroitement liée a sa sumoylation et osahirylation. Dans le
noyau, la majorité de PML est exprimée dans la fraction nucléaire diffusecthoplasme et
seulement une petite fraction se trouve au niveau des CN associés a la matrice. Le transfert de
PML du nucléoplasme vers les CN dépend de sa phosphorylation. En effet, en &époase
infection par le poliovirus ou un traitement a l'arsenic(8s PML est phosphorylée par la

voie des MAPK (mitogen-activated protein kinase), ce qui conduit a son tradsfert
nucléoplasme a la matrice nucléaire et a 'augmentation de sa sumoylationcatggguent a
laugmentation de la taille des CN (Hayakawa and Privalsky, 2004; Lallemand-Breit&tbach
al., 2001; Pampin et al.,, 2006). De plus, le mutant de PML qui n'est pas sumoylable est
toujours transféré a la matrice nucléaire en réponse a l'arsenic (Lallemand-Breitenbach et al
2001), suggérant que la phosphorylation de PML peut réguler ce transfert a la matrice

nucléaire, ou la sumoylation est censée se produire.
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Figure 15. Modifications post-traductionnelles de PML. Représentativématique des principaux
domaines fonctionnels de PML. Plusieurs kinases qui sont connues pour phosphorylgorRtésentées, y
compris ERK, CHK2, ATM, ATR ainsi que CK2, ainsi que les résidus d'acides aminés de PML qu’'elles
phosphorylent. Les trois sites de sumoylation (S) de PML sont également indiqués, avec le domaine SBD qui est
connu aussi sous le nom de SIM qui comprend les acides aminés VVVI au niveau des résidus (556-559). Toutes
les madifications décrites sont communes a la plupart des isoformes de PML parce qu'elles se produlaent dan
région conservée de la protéine. Toutefois, le motif VVVI et le site de phosphorylation CK2, quitgzndiaits
I'exon 7 a, sont absents dans PMLVI. (D’apgé&snardi and Pandolfi, 2007)

52



c. Autres modifications post-traductionnelles de PML

Outre la phosphorylation, la sumoylation et l'ubiquitination, d’autres fications
post-traductionnelles de PML ont été décrites. PML est une cible de I'acétytatisre role
de cette derniére dans la formation des CN PML nécessite d’avantage de recherche. PML est
aussi une cible de I''SGylation. Cette modification se fait par I'agburh peptide de 15 kDa
nommé ISG15 (Shah et al., 2008). L'expression d’'ISG15 et de I'enzyme d’activation E1 est
augmentée suite a un traitement des cellules & 'ATRA permettant la modification de PML par
ISG15. Toutefois, le mécanisme conduisant a I'lSGylation de PML reste inconmmeCo
'ATRA augmente la synthése de I'lFN de type | et de plusieurs ISG (Pelicano E999),
laugmentation de I''SG15 serait peut étre la conséquence de I'IFN induit par 'ATRA
Néanmoins, il reste a déterminer si I'|SGylation de PML est observée dans les oalitdes t
a I'FN. Par ailleurs certains traitements modulent 'amplitude de ces modifisatiomme
le montre I'exemple du traitement par la trichostatine A, un inhibiteudl@AC, (histone
désacetylase), qui entraine 'augmentation de la sumoylation de PML et detd'sgo
(Hayakawa et al., 2008).

5. Dynamique des CN PML

Les CN PML sont divers au plan morphologique. En effet, PML agrége a différents
sites pour s'accumuler et créer des domaines particuliers en réponse a une variété de stress
(Bernardi and Pandolfi, 2007; Eskiw et al., 2003). Il faut mentionner tout d’abord que
contrairement a l'idée commune, I'écrasante majorité du pool de PML celhléstepas a
proprement dit liée aux CN. Dans la plupart des lignées cellulaires, plus de 90% des protéines
PML ont une localisation nucléaire diffuse, non associée a la matrice iredéaaux CN
(Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Pampin et al., 2006; Porta et al., 200%ctéer fle
plus largement étudié modulant la distribution de PML est l'arsenic trioxyds, chie
plusieurs kinases activées suite a des dommages de 'ADN soient égalemetanitapatans
la distribution de PML dans la cellule. L'agrégation de PML induite par un givegg peut
favoriser la formation de CN typigues ou inversement les disperser dans deptashe
ayant un aspect micromoucheté. Les différences entre ces structures peuvent étre fondées sur
la morphologie ou le contenu, ce qui donne une vision plus dynamique de Rié¢s &N
PML (pour revue : Lallemand-Breitenbach and de The., 2010).

Les CN PML ont fait I'objet de plusieurs études utilisant des techniques d'imagerie comme le
FRET ou le FRAP (Tsukamoto et al., 2000). Celles-ci ont montré que PML est une
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composante stable de ces structures nucléaires et les protéines partenaires sont plus mobiles
méme si elles sont transitoirement retenues dans les CN (Boisvert280dl;, Weidtkamp-

Peters et al., 2008). Les CN ne sont pas tres mobiles, bien que fusions et fissionsgitassen
observées a travers la progression du cycle cellulaire. Certains CN marqués par la GFP-Sp100
sont plus petits et plus dynamiques que les CN PML typiques (Muratani et al., 2002;
Wiesmeijer et al., 2002). Il faut rappeler que certaines de ces études ont été effectuées sur des
cellules transfectées d’une maniére transitoire ou les modificationsradsttionnelles, qui

sont des déterminants essentiels de recrutement de certains partenaires, sont peu susceptible
d'étre complétes. La définition des CN PML en termes de taille, nombreuotust semble

étre tres variable selon I'état de la cellule et sa physiologie (divisitumlaire, traitement a

'IFN, signalisations etc...).

6. ROle de SUMO dans I'assemblage des CN PML

SUMO est conjugué aux protéines cibles sur des résidus lysine, créant des peptides
ramifiés (voir mécanisme infra, -partie sumoylation-). Cet ajout de SUMOifimatke
maniére significative les propriétés de liaison et d’interaction de la protéidéiée. SUMO
est impliqué dans de multiples voies, principalement en tant que régulateuntedastions
entre protéines (Hay, 2005). Le SUMO conjugué peut interagir avec le SIM d’autres protéines
(Hecker et al., 2006; Minty et al., 2000). SUMO-1 est le premier a étre identifi€ comme un
partenaire de PML (Boddy et al., 1996). PML est sumoylable sur trois résidus lysine: K65
dans le domaine ring finger, K160 dans la boite B1 et K490 dans le motif de lamalisat
nucléaire (NLS). PML contient également un domaine SIM. En conséquenceetastiohs
intermoléculaires entre PML, SUMO et SIM sont a la base de la biogenése deMICN
(Matunis et al., 2006; Shen et al., 2006). Les cellules invalidées pour l&Jgéeag¢ubco/-)
qui sont défectueuses pour la sumoylation montrent des défauts des CN (Nacerddine et al.,
2005). Par allleurs, la plupart des protéines partenaires associées aux CN PML sont sumoylées
et plusieurs d’entre elles contiennent des SIM suggérant que les interactions SIM/SUMO
peuvent intervenir dans le recrutement et la séquestration de partenaires. Le trarsgecd
est connu pour réguler le partitionnement de PML entre nucléoplasme et matréaerauet
promouvoir de facon séquentielle la formation des CN, la sumoylation de PML, le
recrutement des partenaires, et la dégradation de PML (figure 16) (Ishov et al., 1999;
Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Zhahg2§00).

Dans un travail soumis pour publication, nous avons montré que le SIM de PML ést requ

pour sa dégradation par le trioxyde d'arsenic (Maroui et al., soumis). Cependant, des
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questions restent a ce jour sans réponse : comment l'arsenic initie-t-il le tr&uHEO-
indépendant de la forme soluble de PML dans le nucléoplasme a la matrice n@cléaire

Pourquoi l'association a la matrice est-elle suivie par la sumoylation ?

PML Nuclear Bodies

PML PML PML NB PML Mature
dimerization nucleation sumoylation PML NBs

U/

©@

- ?* = go@g%

r SIM (SUMO O sumo
interaction motif)

SIM-containing @ Sumoylated
partners partners

Partners containing both a SIM
and SUMO

Figure 16. Représentation schématique de la biogénése des CN PML. Legspfidinse
dimérisent d’'abord par les domaines RBCC et se multimérisent par la suite pour ortemi€. La
sumoylation de PML conduit a l'organisation en corps sphériques. Les partenaires ayant un &#vit ou
sumoylés, ou les deux, sont recrutés par le SUMO ou le SIM de PML et intégrés a l'intérieur du corps nucléaire.
(D'aprés Lallemand-Breitenbach and de The., 2010)
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7. Fonctions des CN PML

PML influence ou régule les processus clés tels que la transcription, l'apoptose, la
sénescence, la réponse au dommage de I'ADN ou la défense antivirale (Bernardi and
Pandolfi, 2007; Bernardi et al., 2008; Everett et al., 2006; Geoffroy and Chelbi-Alix;
Salomoni and Pandolfi, 2002). Deux nouveautés sont apparues: (1) le role protecteur de PML,
Daxx et Sp100 contre de nombreuses infections virales (Everett, 2006; Everett and Chelbi-
Alix, 2007; Geoffroy and Chelbi-Alix; Tavalai and Stamminger, 2008) (2) le role de PML
dans le devenir des cellules souches normales ou cancéreuses (Ito et dli &08i8; 2009;

Regad et al., 2009). PML force les cellules souches a s’auto-renouveler. Ceci montre sa
capacité a moduler la voie AKT a travers la phosphorylation d’AKT ou a travers la
localisation de son régulateur PTEN (Ito et al., 2009; Song et al., 2008; Trotman et al., 2006).
La sumoylation du récepteur TR2, un modulateur de I'Oct4 (régulateur transcriptionnel dans
les cellules souches), est dépendante de PML (Gupta et al.,, 2008; Park et al.,, 2007).
L'importance de PML dans I'établissement des caracteres des cellules souches, met en
lumiére les rares différences morphologiques des CN (Butler et al., 2009) et les questions sur
la nature des isoformes de PML qui sont exprimées.

Les modeéles actuels considerent PML comme l'organisatrice des CN, dont la fonction
principale est de recruter et de concentrer les partenaires au sein des CN. Cette fonction
s'accompagne du recrutement d’enzymes de modifications post-traductionnelles ce qui
permet, en théorie, d’améliorer ces modifications. Ceci a pour conséquence l'aGtieatio
séquestration ou la dégradation.
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V. Le systeme ubiquitine/protéasome

1. Généralités

Chez les eucaryotes, la dégradation de la vaste majorité de protéines intracediataires
réalisée par le protéasome (Rock et al., 1994; Craiu et al., 1997). Les substrats destinés a la
protéolyse sont étiquetés par une chaine de polyubiquitine composée d’au moins quatre
molécules. Cette étiquette constitue le signal reconnu par la chambre ypicpiéobdu
protéasome qui est habituellement fermée. En entrant dans le canal du proteasbaiegl
polypeptidique de la protéine se déplie et s'étend pour étre par la suite eletygeptides
courts. L'ubiquitine elle-méme ne passe pas dans le protéasome, et aprés destruction de la
molécule marquée, elle se libére pour aller modifier une autre protéine. Ce processus a été
nommeé «dégradation protéique dépendante de [l'ubiquitine». Dans cette partie, nous
présenterons le systéme Ub-protéasome, la molécule d’ubiquitine (Ub), la structure du
protéasome et le mécanisme de l'ubiquitination & l'origine de la dégradation desgwotéi
cibles.

2. Structure du protéasome

a. Le protéasome 26S

Le protéasome responsable de la dégradation des protéines d’'une maniére dépendante de
'ubiquitine est constitué de deux sous-complexes de base. Une sous unité& ceEnsals
unité 20S (700kDa), forme un complexe soit avec l'activateur du protéasome (19S PA,
700kDa), soit avec la particule régulatrice du protéasome (19S RP, 900kDa) (figure 17). La
sous unité 20S contient des sous-unités de la protéase, tandis que 19S RP comprend les sous-
unités capables de lier les chaines polyUb et le substrat, ainsi que les isepsptida
responsables du clivage de I'Ub pour le détacher du substrat. Ce dernier va ainsi étre livré au
coeur du canal du protéasome pour étre dégradé (Groll and Huber, 2003). 19S RP peut se lier
a la sous unité 20S a l'une ou lautre des deux extrémités, ce qui permanddidardu
protéasomes 26S. En plus du 19S RP, la structure du protéasome 26S peut contenir des
particules régulatrices alternatives telles que RAZB (ou 11S REG), PA28y (ou REGy ),
PA200, PI31, etc. (Dahlmann., 2005).
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b. Le protéasome 20S

Le protéasome 20S des procaryotes et des eucaryotes est composé de 28 sous-unités. Dans

les procaryotes, il contient 14 sous-unités o identiques et 14 souf-uidisiques. Chez

les eucaryotes, le pdisome est constitué de deux ensembles de sept souseuniéésde

deux ensembles de sept sousésft diffrentes. Chez les mammiferes, en plus de la forme
constitutive de la sous unité 20S du protéasome, il existe un immunoprotéasome, dont
lassemblage au sein dela cellule commence aprées sa stimulation pary l'IEN-
dernier éclenche la synthése de trois sous-unités supplémentaires du proté@sbing :2i,

et B 5i. Au cours de 'assemblage duéasmime, ces sous unités sont incorporées au lieu des
sous-unitég 1, B 2, et B 5 qui sésepres de maniere constitutive dans la cellule (Frentzel et
al,, 1994; Nandi et al, 1997). Contrairement a la forme constitutive du potéas
limmunoprotéasome génere des peptides quiseront utilisés lors de la présentation des
antigenes a la suite d’'une infection microbienne (Kloetzel et al., 1999; Klo2tel;
Yewdell et al., 2001).

Le protéasome est composé de trois compartiments, deux cavités externeset la
chambre protéolytique interne. |l appartient a la classe des hydrolases NTN (N-terminal
nucléophilic hydrolases). La thréonine située a I'extrémité N-terminale des souspunités

vitale pour [lactivie catalytique du protéasome. En effet, sa substitution par une
sérine diminue l'efficacité d’hydrolyse (Kisselev et al, 2000). Chez les procaryotes,
'ensemble des 14 sous-unif@s sont identiques et par @meent le protéasome contient 14
centres protéases. Chez les eucaryotes, trois des sept souB-urpEssient une activité
catalytique thréonine-protéase substrat-spécificité, ce qui fait que le protéasmnsodan
ensemble dispose de six centres protéasiques. La sousfurditBydrolyse les liaisons
peptidigues avec une act&itcomme [lactivité caspase, etla sous-uffit® posdge une
activité hydrolase qui la permet de dégrader les peptides d’'une maniére comparable a
l'activité de la trypsine. L'activité d’hydrolyse des peptides de la sousfiiniéest identique

a l'activité de la chymotrypsine (Heinemeyer et al., 1997; Arendt and Hochstrasser, 1997).
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Figure 17. Réprésentation schématique du protéasome 26S et le role de ses &oue ymdatéasome
26S est composé de la sous unité centrale 20S (CP 20S) avec une ou deux sous unités 19S (19S RP). Les
protéines destinées a la dégradation sont tout d’abord polyubiquitinées. Aprésodéfitation covalente avec
'Ub, la protéine sera capable de se lier d'une maniére directe ou via une @md@iptatrice au complexe
régulateur 19S. Ainsi, la protéine cible est dépliée par les ATPases qui encerclent I'entrée du cospurecdtaly
20S, et la chaine de polyubiquitine est détachée par les enzymes de déubiquitination qui se trouvent associées au
protéasome. Finalement, le substrat est transloqué dans la chambre protéolytique démsdadémdulera le
clivage du substrat en peptides coulsaprésCarmo-Fonseca et al., 2010)

c. Protéasome 19S

La particule régulatrice 19S (19S RP) est la composante clé dela régulation du
protéasome 26S (figure 17).19S RP est responsable de la reconnaissance
des protéines polyubiquitinées et permet la sélectivité du substrat a dégrader. 19S RP est
impliqué dans l'ouverture de laporte duCP 20S, le déroulement du substrat, et de
son avancement dans la chambre protéolytique du protéasome. 19S RP peut s’attacher
au CP 20S par l'une ou les deux extrémités formant les isoformes RP1CP et RP2CP du
protéasome 26S, respectivement. Chez les mammiféres, les cellules contiennent ude quantit
importante de 20S CP libre, vue la faiblesse du ratio 19S RP/CP 20s, ainsi qu’une quantité
importante d'isoforme RP1CP du protéasome 26S (Brooks et al., 2000).
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3. Systeme ubiquitination/déubiquitination

a. L’ubiquitine (Ub)

L'Ub estune protéinede 76 acides aminésavec un empilente  bien
étudié (figure 19). Chez les eucaryotes, la molécule d’Ub est trés bien conservée dtest co
par plusieurs genes. Il est fréquent que I'Ub soit synthétisé sous forme d’'un précurseur de
polyubiquitine inactif dans lequel le nombre de monoUb répété peut différer entre
organismes. Certains genes codent une seule copie d'Ub liée aux protéines ribosomiques L40
et S27a (Catic et al., 2007). Le traitement par des enzymes de désubiquitinaténesstine
pour activer 'Ub (exposer le résidu Gly dans I'extrémité C-terminale). Le plus dolidn
se lie au substrat par liaison isopeptidique entre le résidu Gly de son extrémitéirzle et
le groupement amine de la Lysine dans la molécule substrat. L'Ub forme diféypes de

modifications dont les plus simples sont des monoubiquitinations (Hicke and Dunn., 2003).

b. L’ubiquitination: réaction et enzymes

Chez les eucaryotes, la plupart des substrats du protéasome sont polyubiquitinés. La
Polyubiquitination est effectuée par cascade de réactions catalysées par trois enzymes: E1, E2,
et E3. La figure 18 montre le processus d'ubiquitination d'une maniére simplifiee. Dans la
premiere étape, I'enzyme E1 active en présence d’ATP l'ubiquitine (Ub). Au cours de cette
étape se forme l'intermédiaire fortement énergétique thiol ester (E1-S ~ Ub)uReislés
enzymes E2 de conjugaison UBC (Ub-carrier enzymes E2), via la formation d’'un deuxiém
intermédiaires (E2-S ~ Ub) transfert 'Ub activé a l'enzyme ligase E3, quliese
spécifiguement au substrat. Dans le cas d’'une E3 ligase contenant un domaine RING (really
interesting new gene), 'Ub est livré directement par la ligase au substrat.eDaass d’'une
E3 ligase contenant un domaine HECT (homologous to E6-associated protein C-terminus),
'Ub est livré au substrat suite a la formation d’'un intermédiairgplémentaire (E3-S ~
Ub). Apres avoir transférer la premiere molécule d’'Ub au substrat, 'enzyme E3 attache de
facon séquentielle d’autres molécules d'Ub sur la premiére déja liée sur le résidu Bsine. L
conjugaison d’ubiqutine sur certaines protéines nécessite une enzyme suppiéntehtai
(Koegl et al., 1999; Hoppe, 2005) tandis que l'ubiquitination de certaines protéitesaun
un domaine de liaison a l'ubiquitine peut se faire sans l'intervention &@ngloeller et al.,

2007).
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D’une maniére générale, la partie C-terminale de I'Ub forme un lien isopeptidiqudeavec

le groupement amine de la Lys dans le substrat, mais dans certains cas, 'Ub peut se
conjuguer au substrat via son extrémité N-terminale ou via une chaine latérale cystéine
(Breitschopf et al.,, 1998; Ben-Saadon et al., 2004; Cadwell and Coscoy, 2005). Le signal
minimum de dégradation par le protéasome nécessite au moins la formation d’'une ehaine d
polyubiquitine formée par au moins 4 molécules d'Ub connectées les unes aux asérés en

par liaisons isopeptidiques. La liaison se fait entre I'extrémité C-termihaie dnolécule

dUb etla Lys48 d'une autre (Thrower et al, 2000). Chez les mammiferes, le
systéme d'ubiquitination contient plusieurs centaines d'enzymes dié&rent une
enzyme E1, environ 50 enzymes E2, et environ 650 E3 ligases. Les E3 ligases sont vitales
pour la dégradation des protéines dépendante de I'Ub par le protéasome car elles ont
la spécificité de polyubiquitination du substrat. L’ubiquitination est une réaction ibdgers

En effet, grace a des enzymes de déubiquitination; les déubiquitinases (DUBSs) qui
hydrolysent la liaison Ub - protéine cible, le substrat peut transloquer a travers Eupore

protéasome et 'Ub est régénéré.

o @ O HE - e E 10 19%%
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Figure. 18. Les étapes de l'ubiquitination. L'ubiquitin (Ub) est activdgueryme E1 et transloque a
'enzyme E2. Par la suite, la ligase E3 conjuge I'Ub au substrat (protéine). La protdmelaitbétre
polyubiquitinée pour qu’elle soit reconnue et dégradée par le protédsesgsines (K) les plus couramment
impliquées dans la formation de chaines d'ubiquitine sont K48 et K63 (poly-ubiquitinatiorchdiegs K48

induisent la dégradation de la protéine cible par le protéagBiaprésSorokin et al., 2009)
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4. Processus de la dégradation par le protéaome

Comme mentionné plus haut, le mécanisme classique de la dégradation des protéines par
le protéasome 26S comprend les étapes de dépliement de la chaine polypeptidique et sa
translocation dans la chambre protéolytique. Le substrat pénétre dans la chambre
protéolytique de la 20SCP par lun deses extrémités, et la dégradation se
fait progressivement a partir de I'extrémité de la protéine cible (exoprotédlysautre rble
intéressant du protéasome est son activité de "processing". En effet, dans certains cas, le
protéasome ne dégrade pas entierement le substrat, mais permet la productioormene f
tronquée du précurseur. L'exemple le plus documenté est celui de la protéine p50 (un
constituant du facteur de transcription KFB) §néré a partir du précurseur p105. Dans un
premier temps, la protéine p105 est ubiquitynée, au niveau de son extrémité C-terminale, puis
dans un second temps, la moitié C-terminale est dégradée par le protéasome, et enfin, la
région N-terminale de 50 kDa est relachée comme une sous-unité stable et active du facteur
NF-k B (Lin et al., 1998; Moorthy et al., 2006).

5. Localisation du protéasome

Dans les cellules eucaryotes, le pagome est localisé aussi bien dans le cytoplasme
guedans le noyau. Par exemple,dans les hépatocytes 17% du  nombre
global du protéasome est dans le noyau, 14% est liée au réticulum endoplasmique, et la
portion restante se trouve dans la matrice cytoplasmique. Le contenu en protéasome dans les
noyaux des cellules de I'épithélium pulmonaire est de 51% (Rivett et al., 1992). Gped ind
gue la distribution nucléo-cytoplasmique du protéasome peut étre spécifigue du tissu. La
distribution du protéasome entre le cytoplasme et le noyau subi des
changements remarquables durant 'embryogenese. Dans les spermatozoides etslde ovule
protéasome est concentré dans le cytoplasme, et a des stades précoces de division, il
transloque vers le noyau (Wojcik et al., 2000b; Wojcik et al., 2000a). Par ailkeurs, |
distribution intracellulaire du protéasome change dynamiquement au cours ¢ cyc
cellulaire (Lafarga et al., 2002). Le cycle cellulaire est régulé par deux mécanismes
biochimiques : phosphorylation-déphosphorylation et protéolyse des protéines
impliqguées dans la régulation du cycle de la cellule (exemple, les cyclines ejclieess
kinases) (Nurse, 2000). La dégradation par le protéasome des cyclines dans le noyau est une
condition nécessaire pour le cours normal du cycle cellulaire (Johnson and Walker, 1999).
Les mécanismes de régulation de la distribution intracellulaire du protéasomatnpaso

suffisamment étudiés. Certaines sous-unités du protéasome contiennent des signaux de
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localisation nucléaire (NLS) (Nederlof et al., 1995; Wang et al., 1997; Sorokin et al.,
2007). Beaucoup de sous-unités sont phosphorylées (Konstantinova et al., 2008). Au moins
six sous-unités du  protéasome sont phosphorylées sur lesrésidus Tyr, etcette
phosphorylation pourrait étre impliquée dans la régulation de la redistrilolutiprotéasome

entre le noyau et le cytoplasme (Wang et al., 1997; Tanaka et al., 1990; Benedict et al., 1995).
De plus le protéasome peut avoir une localisation extracellulaire. En effettéasome a été
trouvé dans le sérum de deux sujets normaux et des patients présentant diverses
maladies malignes (leucémie, myélome, cancer, etc) (Wada et al., 1993; Feiskedal.,

Jakob et al., 2007). Basé sur le fait que le niveau du protéasome dans le sérum de patients
atteints de cancer est beaucoup plus élevé que chez les sujets seins, les auteurkiont conc
gue cela pourrait provenir d'une sécrétion plus importante du protéasome par les cellules

tumorales (Starita et al., 2005). Cependant, le mécanisme de cette sécrétion reste peu étudié.

V. La SUMOylation

1. Définition et fonctions

La découverte de la sumoylation en 1996-1998 a été distinguée par un prix Nobel en 1999
(Gunter Blobel). Comme l'ubiquitination, la sumoylation est une madiiic post-
traductionnelle réversible trés conservée, quiimplique la conjugaison d'un polyeptide
des protéines cibles. Le polypeptide SUMO (small ubuiquitine-like modifer) est expramé ch
tous les eucaryotes (Epps and Tanda, 1998; Hayashi et al., 2002). Les levures et les
invertébrés étudiés a ce jour contiennent un seul gene SUMO, alors que les vertébrés en
contiennent trois, SUMO-1, SUMO-2 et SUMO-3 (Johnson et al.,, 1997) (Kamitani et al.,
1998; Mahajan et al.,, 1997). Un autre paralogue de SUMO (SUMO-4), qui ressemble
beaucoup a SUMO-2 et SUMO-3 a été décrit (Bohren et al, 2004). SUMO-4 est
probablement non conjugué sous conditions physiologiques et par conséquantieson
biologique reste de ce fait inconnu (Owerbach et al.,, 2005). Biochem. Biophys. Res.
Commun). Par liaison isopeptidigue, SUMO est fixé de maniére covalente au groupement € -
amine des résidus lysine cibles dans les substrats protéiques spécifiques. Cela se produit en
trois étapes impliquant trois enzymes (E1, E2 et E3) via un processus qui est enalogu
a l'ubiquitination (Gill, 2004) (Melchior et al., 2003). La sumoylation pediectdr la
localisation cellulaire des protéines, leur activité, leur stabilité et leurs interaetvec

d’autres protéines (Geiss-Friedlander and Melchior, 2007). SUMO est aussi impliqué dans
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d’autres processus cellulaires, tels que la régulation du cycle cellulaire, laiptéscria
dégradation et 'organisation de la chromatine (Muller et al., 2001) (Seeler aaahD2903;

Verger et al., 2003). La sumoylation pourrait jouer un réle de défense antivirale au cour de
l'infection par certains virus ou inversement, favoriser l'infection (Wimmerl.et2@11).

SUMO partage une homologie de 18% avec l'ubiquitine (Muller et al., 2001) et posséde un
poids moléculaire d’environ 11 kDa, (Muller et al., 2001). SUMO se lie au résidu lysine sur la
séquence consensus Iy KXE (ou ¢ correspond a un acide aminé hautement hydrophobe, K
estun résidu lysine, Xest un acide aminé quelconqueet E est unrésidu
d'acide glutamique) sur la protéine cible. SUMO-2 et -3 partagent une homologie de 95% l'un
avec l'autre, mais seulement 50% d'identité avec SUMO-1 (Johnson, 2004). SUMO-2 et -
3 ont la capacité de former entre eux des chaines polySUMO, par liaisons covalentes via
le résidu lysine du motif consensus Y KXE situé al'extrémité N-terminale de la
molécule. SUMO-1 n'a pas ce motif consensus et par conséquent, il est incapable de
former de polychaines SUMO (Kroetz, 2005). En effet, il agit comme un terminateur de
chaines polySUMO (Ulrich, 2009).

2. Conjugaison /déconjugaison de SUMO

Le processus de conjugaison de SUMO impligue trois enzymes ; E1l: enzyme
d'activation, E2: enzyme de conjugaison et E3: ligase (figure 19) (Takahashi, et al.
2001). SUMO se lie a sa protéine cible par une liaison isopeptidique qui se formerentre
groupement ¢ -amine du résidu lysine de la protéine cible et le groupement carboxyle de
l'extrémité C-terminale du peptide SUMO (Desterro et al., 1997). Tout d'abord, SUMO doit
étre activé par clivage grace a une isopeptidase appartenant a la famille des protéases
spécifiques de SUMO appelée SENP (SUMO-specific protease). Ces enzymes sont
responsables de la déconjugaison de SUMO (Mukhopadhyay and Dasso,
2007). L'enzyme activant SUMO (E1), SAE1/ 2,débute la réactionen interagissant
avec SUMO (activé par SENP), pour former une liaison thiol-ester hautement
énergétique. L'enzyme de conjugaison (E2) se lie alors a SUMO via ses résidus cystéines
dans son site actif. Cet intermédiaire est tres important dans la phasalénaiejugaison ,
généralement facilitée par une ligase E3 (Kroetz, 2005). La SUMO E3 ligase agit soit pour
activer Ubc9 ou le diriger a proximité de la protéine cible, améliorant laissimoylation
(Ulrich, 2009) . Un grand nombre de protéines (~ 40%) peuvent étres sumoylées en absence
de la séquence consensus (¢ KXE), démontrant des différences dans la spécificité du
substrat (Ulrich, 2009).
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Figure 19. Voies de conjugaison et de déconjugaison de SUMO. La camjudai SUMO nécessite
l'activité de quatre enzymes: SENP (protéase spécifique de SUMO); E1 composé par 2 sous-unités Uba2/Aos1;
E2—UDbc9 et E3 ligases. La réaction est initiée par le clivage de SUMO dans son extrémitén&letepour
I'activer par une protéase de la famille SENP. Par la suite, 'enzyme E1 qui est un iméérath Uba2/Aos1,
se lie a SUMO en présence d’ATP avant de le transférer a 'enzyme de conjuga(tc®2 Finalement, E3
ligase permet le transfert et I'attachement covalent de SUMO a son substrat ciligsparisopeptidique.
(D'aprés Hannoun et al., 2010)

Enzymes impliquées dans la sumoylation

a. Enzyme d’activation E1
E1l existe sous forme d’hétérodimere dont chaque monomeére correspond a une région de

lenzyme E1 d’ubiquitine (Ub E1) impliquée dans l'ubiquitination. La sous uBi&1l
(SUMO activating enzyme 1) partage des similitudes avec I'extrémité N-terminaleEd’Ub

et la sous unité SAE2, le deuxiéeme composant du complexe SAE est similaire a I'extrémité C-
terminale d’'Ub E1 (Johnson and Blobel, 1997). Le complexe SAE est responsable de la
préparation de SUMO pour son transfert a 'enzyme de conjugaison Ubc9 (Walden et al.,
2003).

b. Enzyme de conjugaison E2
Ubc9 est la seule enzyme de conjugaison connue pour SUMO, contrairement a la voie

d'ubiquitination ou chaque E2 a un ensemble spécifique de protéines cibles (Hayashi et a
2002). Ubc9 contient un site actif avec un résidu cystéine qui est responsabliaidenale
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la molécule SUMO directement a la séquence Y KXE se trouvant sur la protéine cible
(Sternsdorf et al., 1999)

c. Enzyme E3 SUMO ligase
Contrairement a SUMO E2, un plus grand nombre de E3 SUMO ligases a été découvert.

Ces ligases ont été classées en trois types: la famille des inhibiteurs PIAS (phiibéior of
activated STAT—signal transducer and activator of transcription) (Hochstrasser, 2001), les
protéines des pores nucléaires Ran BP2 (Ran binding protein 2) et la nucléoporine 358
(Nup358), (Pichler et al., 2002) et les protéine du groupe Polycomb (PC2) (Kagey et al.,
2003). Ligases E3 sont généralement spécifigues du substrat avec une redondance mineure.
Le plus grand groupe de ligases E3 est constitué des protéines PIAS avec quatre genes chez
les mammiferes: PIAS1, PIAS3, PIASx et PIASy (Liu et al., 1998). Les E3 PIAS ont une
région conservée composée d'un domaine SAP responsable de la liaison amgeséque
d'ADN riches en nucléotides AT et un domaine SP-RING qui se lie a Ubc9 et fakorise
sumoylation (Schmidt and Muller, 2002). lls contiennent également le motif SIM d'interactio

a SUMO (Rytinki et al., 2009). Les différentes PIAS sumoylent des substrats djsanet

un chevauchement occasionnel (Schmidt and Muller, 2002). Le deuxiéme groupe des SUMO
ligases se compose de la protéine des pores nucléaires RanBP2 (Nup358) avec un seul
substrat connu, la protéine RanGAP1, protéine activant la GTPase et est importariee dan
transport nucléaire des protéines (Nishimoto, 1999; Saitoh et al., 1997). Pour la derniére
famille de SUMO ligase identifiée a ce jour, PC2 sumoyle le co-répresseur transcriptionne

CtBP se trouvant dans le noyau (Lin et al., 2003).

3. Régulation de la sumoylation

La modification des protéines par SUMO est un processus dynamique impliquant a la fois
des enzymes de conjugaison et de déconjugaison. Les enzymes de déconjugaison ont pour
fonction de cliver les liens isopeptidiques entre le peptide SUMO et la protéine éaodifi
(Melchior et al., 2003). Il ya sept isoformes de ces isopeptidases, y compris SENP1, SENP2,
SENP3, et SENP6 SENP7 (Mukhopadhyay and Dasso, 2007). Les SENP contiennent a leur
extrémité C-terminale un domaine Ulp ((ubiquitin-like protein)-specific protease) responsable
du clivage des liaisons isopeptidiques. Leur extrémité N-terminale contient des domaine
distincts qui régulent leurs localisations cellulaires, suggérant un ensemblet distin
substrats pour chaque SENP (Mukhopadhyay and Dasso, 2007). En plus de leur role de
déconjugaison, les SENP jouent également un role essentiel dans le nthintimmeau de

SUMO libre dans la cellule (Ulrich, 2009). D'autres formes de régulation de la suoylat
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font intervenir les ligases E3 et la présence d'autres motifs consensus sur les protéges cib
Le fait que 40% des protéines modifiées par SUMO n'est pas la séquence consensus typique

pourrait aussi étre considéré comme une autre forme de régulation de la sumoylation.

4. Ubiquitination dépendante de SUMO

L’identification d’ubiquitine ligases qui reconnaissent les protéines sumogées),
aussi connues sous le nom STUBL (SUMO-targeted ubiquitin ligases) a conduit a la
découverte de la protéolyse dépendante d’'Ub contrblant les protéines modifiées par SUMO
(Uzunova et al., 2007; Prudden et al., 2007; Sun et al., 2007; Xie et al., 2007; Tatham et al.,
2008; Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Weisshaar et al, 2008). L'inactivation de
genes des STUBL chez la levure en bourgeonnement et en fission, d’'une manié&xeesanol
linhibition du protéasome conduit a l'accumulation de SUMO conjugué de haut poids
moléculaire indiguant que cesligases sont responsables de la médiation
d'un contréle protéolytique des protéines sumoylées (Uzunova et al., 2007; Prudden et al
2007; Sun et al, 2007; Xie et al, 2007).Les protéines STUBL sont habituellement
caractérisées par la présence de plusieurs motifs SIM (SUMO-interacting motif) qui
permettent la liaison aux protéines polysumoylées, et par leurs domaines RING (Figure 2)
qui assure la fonction d'ubiquitine ligase a travers sa capacité a interagir avgméeae
conjugaison (UBC).

5. Modele de dégradation SUMO dépendante impliquant RNF4

RNF4 (RING finger protein) est une E3 ubiquitine ligase nucléaire qui se lie a SUMO et
localise dans les CN-PML. RNF4 présente une homologie de séquence avec Rfpl Rfp2 et
complémente la suppression compléete des genes STUBL dans la levure (Uzunova et al., 2007,
Prudden et al.,, 2007; Sun et al., 2007). PML sumoylée a été identifiée comme le premier
substrat physiologique de RNF4 (Tatham et al, 2008; Lallemand-Breitenbach et al.,
2008). L’ubiquitynation de PML ou de la protéine chimére PML-RAR (retinoic acid receptor
) est stimulée par l'arsenic et survient préférentiellement sur la chaine SUMOqletét
sur PML elle-méme (figure 20). RNF4 fonctionne comme un homodimeére qui reconnait les
chaines polySUMO par lintermédiaire de multiple motifs SIM situés dans sté nibi
terminale (Tatham et al., 2008; Liew et al; 2010 Plechanovova et al., 2011)isHahedPML,
la protéine de kinétochore CENP-I et le facteur HIF2a (hypoxia inducible factor 2a ) ont
récemment été identifiés comme étant des SUMO-substrats ciblés par RNF4 pour dégradation

(Mukhopadhyay et al., 2010; Van Hagen et al., 2010). Une analyse protéomique de protéines
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polysumoylées interagissant avec le domaine SIM de RNF4 a permis lidentifickion
plusieurs centaines d'autres substrats putatifs (Bruderer et al., 2011). Beaucoup de ces
protéines, y compris les protéines de réparation d'ADN, ont été induites par stress thermique,
ce qui stimule la formation de protéines conjuguées a SUMO-2 / 3 de haut poids moléculaires
(Golebiowski et al., 2009). Ces résultats suggerent que la dégradation médiée par STUBL des
protéines polysumoylées participe a diverses réponses aux stress cellulaires. Une autre
étude récente a montré que RNF4 est aussi un facteur essentiel pour 'embryogenéste. En eff
il favorise la démeéthylation de I'ADN (Hu et al., 2010). Cette derniere fonction de
RNF4 nécessite le motif SIM et le domaine RING suggérant limplication de son
activité STUBL.

(a)

SUMO

Proteasome

Unmodified Monosumoylated Polysumoylated Ubiquitin-SUMO
protein protein protein hybrid conjugate

(b)

RING Arsenic

L» Dub ga

Vs ~
3 ly ) — —
@& D ot Uip 0
Unmodified J A
PML dimer Arsenic-induced

with Zinc bound PML octamer PML-ubiquitin-SUMO-2/3
to the RING finger binding to UBC9 hybrid conjugate

Figure 20. Contrdle protéolytigue dépendant de l'ubiquitine des pestmiodifiées par SUMO. (a)
Voie simplifiée dans laquelle la polysumoylation des proteines médiées par UBC9 conduitGniteissance
par une STUbL et I'attachement de l'ubiquitine & la chaine SUMO. Les protéines madifiéete maniere
sont dégradées par le protéasome. Les activités DUB et ULP permettent le recyclage de l'ubigdiine
SUMO. (b) Le ciblage protéolytique de PML est induit par la liaison a I'arsenic, guigort I'oligomérisation
(souvent en octaméres) et la liaison a UBC9. Les formes polysumoylées de PML sontagzebrubiquitinées
par RNF4 ce qui entraine la dégradation par le protéasome. Un ciblage analogue a leeprptéine de fusion
PML-RAR alpha apreés traitement avec I'arsenic. (D’aprés Praefcke et al., 2011)
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VI. Levirus de I'encephalomyocardite (EMCV)
1. L'EMCYV : structure et classification

L’'EMCYV et le virus Mengo sont deux membres sérologiqguement liés de la m@aeees
(encephalomyocarditis virus) appartenant au genre cardiovirus, famille des picornaviridae.
L’EMCYV est un virus non enveloppé, ayant une capside a symétrie icosaédrique de 30 nm de
diametre (Figure 21) (Luo et al, 1987). Souvent décrit comme un agent zoonotique,
linfection chez I'homme n’est pas encore clairement démontrée. Toutefoisses
caractéristiques biologiques, son large spectre d’héte (rongeurs, porc et primates non
humains) et sa capacité a infecter des cultures cellulaires humaines comme piesemt
travail, sa possible transmission a I’lhomme ne peut pas étre écartée.

En fonction de la souche virale et de I'espéce infectée, TEMCV peut induire diéiérent
maladies, que ce soit des troubles nerveux, des myocardites, des avortements ou un diabéte.
Cependant, les déterminants moléculaires de la virulence et de la pathogénicité de TEMCV ne

sont pas entiérement compris.

Axe de symétrie 2
NH2

a. Protomere b. Pentamére c. Capside

Figure 21. Structure schématique de la capside d'un picornavi) &s.d@yanisation des protéines
structurales (B). A) L'unité de base est le protomére (a) organisé en pentamere (b) autour des axes de symétrie 5.
Chaque protéine VP1 est située au niveau de I'axe de symétrie 5. B) Structure en barillet des protéines de surf
VP1, VP2 et VP3. Les 8 feuillefs sont indigs par des fleches et sont nommés par des lettres ; les kélices

sont indiqées par des cylindres. (D'aprés Hammoumi et al., 2007)
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Le génome de 'TEMCV est composé d’'un ARN monocaténaire de polarité/@os
d’environ 7800 nucléotides, composé d’'une région codante entourée de deux régions non
codantes d’environ 833 a 1199 nucléotides et de 126 nucléotides aux extrémités 5’ et 3’
respectivement (figure 22) (Palmenberg et al.,, 1984). L'extrémité 3' du génome est
polyadénylée et I'extrémité 5’ est liée a une petite protéine virale (VPQ). La tadest
régulée par un seul site de reconnaissance ribosomal IRES (internal ribogoyrste) se
trouvant du coté 5’ a environ 450 bases du codant initiateur AUG. Le génome de 'EMCV
posséde, comme celui des aphtovirus, une séquence poly C de longueur variable (LaRue et
al., 2003). L'ARN génomique renferme un seul cadre de lecture ouvert, codant une
polyprotéine de 2 292 acides aminés qui est scindée par des protéases virales en 12 protéines.
La maturation de la polyprotéine virale se fait par une cascade de clivages impléguant

protéases virales donnant naissance a la totalité des protéines virales nécessaires a

I'établissement du cycle lytique du virus.

5'nc
823 41199 nt
. . Anc
3 B 126 nt

IRES

(O | Polyprotéine de 2292 aa h poly (A)

-

VPg - -
,ujﬁﬁ_
5'no
P p2 P3

| vpa || ve2 || vps || vpi |h Protéines non structurales

ey _—

Protéines structurales

Figure 22. Organisation génomique du virus de I'encéphalomyocardite. (D’apres ttaimenal., 2007)
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Les protéines (L, P1, P2, P3) des picornavirus auxquels appartient TEMCV sont
nommeées selon leur disposition dans la polyprotéine. La protéine L (leader) n'esteprésen
gue chez les cardiovirus et les aphthovirus. La protéine P1 est clivée pour donner les quatres
protéines de la capside 1A, 1B, 1C, et 1D nommées respectivement VP4, VP2, VP3 et VP1
lorsqu’elles sont intégrées au virion (Arnold et al., 1987; Grigera et al., 198bearg,

1982). La portion interne de la poly-protéine contient les protéines 2A, 2B et 2C (Pfister et al.,
2000). La protéine 2C du poliovirus est une ATPase (Pfister et al., 2000), mais strerdle

les cardiovirus n’est pas encore bien défini ; elle interviendrait pour facilitexdaction des
protéines virales en dépit des protéines cellulaires, en favorisant danligies ARN
ribosomiques sur I'ARN viral (Aminev et al., 2003). La protéine 2A (143 aa) est impliqguée
dans linterruption induite par le virus de la synthese des protéines de I'hdte (Svitin

1998). Juste apres l'infection, 2A se localise dans le noyau grace a sa séquence NLS (Groppo
R., 2011), et s'associe a la sous unité ribosomale naissante (Aminev ag ; 2003).

P3 est le précurseur des protéines 3A, 3Bvpg, 3Cpro et la 3Dpol qui sont étroitement
associées a la réplication de 'ARN viral. La 3Dpol (ARN polymérase/ARN dépendante)
constitue I'élément central dans le complexe de réplication du génomeRrnraffet, elle
posséde in vitro la capacité d’élongation d’un brin d’ARN en présence de I'amorceggcifi
(Flanegan et al., 1977; Lundquist et al., 1974; Van Dyke and Flanegan, 1980). LtauBB es
protéine liee d’'une maniére covalente a I'extrémité 5’ du génome viral (PallanscH88@)

au niveau d’un nucléotide uridyl par lintermédiaire de l'unique site tyrossite (
d’attachement) se trouvant a la troisieme position de I'extrémigrNisiale de la protéine.

C’est une protéine riche en acides aminés basiques et hydrophiles etegllenbtdans
linitiation de la synthese des brins positifs et négatifs de 'ARN viral (Morrow et al., 1984).

La protéase 3Cpro est 'enzyme centrale impliquée dans la cascade de clivage et la maturation
des protéines virales. Les protéines issues du clivage des précurseurs P2 et P3 sont des
protéines non structurales qui ne sont pas retrouvées dans le virion, sauf VPg (88 qui

associée a l'extrémité 5’ du génome viral.

71



Tableau 2.Caractéristiques de différentes protéines de 'EMCV. (AdaptésdAminev et al.,
2003)

Protéines Poids Moléculaires (kDa) Fonctions
L (Leader) 7
P1. 1A 8
1B 28 Protéines de la caps
1C 25
1D 30
P2 2A 16
2B 17 Interviendrait avec la protéine 2C dans
la formation des vésicules membranaires,
2C 36 lors de la réplication virale
P3 3A 10
3™ 2 Intervient dans l'initiation de la synthése
des brins positifs et négatifs de I’ARN vira
3¢° 22 Protéase (Clivage des protéines virales)
30° 51 ARN polymérase ARN dépendante

(réplication du génome viral)

2. Cycle infectieux de TEMCV

Le cycle viral de TEMCV est semblable a celui des autres virus de la mémdefamil
(figure 23). Il commence par I'attachement de la particule virale a un récepteurireeliLda
molécule d’adhésion VCAML1 des cellules vasculaires a été décrite comme étant le récepteur
de FEMCV, sur les cellules endothéliales murines (Huber, 1994). Par ailleurs, TEMCV et le
virus Mengo ont la capacité d’agglutiner les érythrocytes humamgattachement a la
glycophorine A (Burness and Pardoe, 1983). Il n’y a pas de données sur le mécanisme
d’internalisation et de décapsidation des cardiovirus mais il semble que la décapslation s
fasse au niveau de la membrane cellulaire contrairement au poliovirus et arukidont la
décapsidation se fait au niveau des endosomes. En effet, le traitemenliules par des
agents chimiques qui augmentent le pH des endosomes réduit significativerpent/oir
infectieux du poliovirus et du rhinovirus, et non celui des cardiovirus, (Madshus¥84).

La décapsidation serait donc une conséquence immédiate de linteraction du virus avec le
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récepteur cellulaire. L'entrée de 'ARN génomique dans le cytoplasme se ferait a I'déde de
protéine VP4 myristylée. Une fois dans le cytoplasme, la protéine VPg liéeéniigxb’ de

'ARN est détachée et la traduction a lieu par la machinerie cellulaire comme pour les ARNm
de I'héte. La traduction se fait d'une maniére coiffe-indépendante et d@is®ance aux
protéines virales, essentielles a la réplication du génome et la production deflesouv

particules virales. La traduction de 'ARN viral donne naissance a une poly-protéisergui

clivée en protéines structurales et non structurales par la protéase 3C de TEMCV. Cependant

le premier clivage a lieu pendant I'élongation, avant la synthese 8€peo, entre les
protéines 2A et 2B ; i

il est d a l'instabilité inhérente de la chaine peptidique conséautive a
enchainement particulier d’acides aminés dans la séquence NPG(P) (Hahn and Palmenberg
2001). Une fois synthétisée, la 3Cpro prend la reléve et effectue les clivages en kis. Par
suite, elle se détache de la polyprotéine et agit en trans sur les nouvelles polprdaei

dernier clivage protéolytique a lieu au cours de la maturation des provirions et corraspond
celui de VPO en VP4 et VP2.
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Figure 23. Cycle de multiplication des picornavirus. (D’aprés Hammoumi et al., 2007)
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La réplication du génome de 'EMCV commence par la synthése d'un brin
intermédiaire de polarité négative qui servira de matrice pour la synthése de I'ARN
génomique. La réplication a lieu dans le cytosol, au sein de complexes de réplication
composés essentiellement de 'ARN polymérase ARN-dépendante (3Dpol) associée a la
protéase 3C. Le couplage de VPg en 5’ du brin d’ARN naissant se fait lors de linitiation de la
synthése par la protéine 3AB. Les précurseurs des protéines de capside P1 sont clivés en
VPO, VP1 et VP3 lesquelles s’assemblent avec 'ARN positif pour former les virions qui
deviendront infectieux lorsque le dernier clivage protéolytiqgue au niveau de VPO aura eu lieu.
La durée d'un cycle d’infection varie entre 5 et 10 heures et est dépendant de plusieur
facteurs comme la température, la souche virale, la cellule héte, le pH et illiciiglt

d’infection. Les virions sont relargués, a la fin du cycle; apres lyse de la cellule infectée.
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OBJECTIFS DE LA THESE

La surexpression de lisoforme Il de PML confére la résistance a l'infection par le
virus de la grippe, le VSV et le HFV mais pas a 'EMCV (Chelbi-Alix et al., 1998; Regad et
al., 2001). Des données préliminaires ont montré que suite & l'infection par 'EMCYV,
niveau d’expression de PMLIII diminue mais le mécanisme responsable de cet effet restait a
déterminer.

Dans la premiere partie de cette these, nous avons cherché a comprendre comment 'TEMCV
contrecarre le pouvoir antiviral de PMLIII en entrainant sa diminution dans ladesell
infectées, et a élucider le mécanisme a l'origine de cet effet.

Dans la deuxieme partie, nous avons montré que les fibroblastes (MEF) issues de souris
invalidées pour le gene de PML sont plus sensibles a linfection par FTEMCV que lds<ell
parentales. Différentes isoformes désignées PMLI a PMLVII sont exprimées a partir d’'un
géene unique par épissage alternatif. Notre objectif était de déterminer les isoformes capables
de protéger contre l'infection par TEMCV et de décortiquer le mécanisme de ce pouvoir

antiviral.
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RESULTATS ET DISCUSSION
1°®partie

«La SUMOylation induit la dégradation de PML

Au cours de l'infection par TEMCV»

PML (TRIM19) a une distribution intranucléaire avec une forme diffuse meijerit
dans le nucléoplasme et une forme associée a des domaines de fonction incoriése appe
corps nucléaires (CN) PML et en anglais PML Nuclear Bodies (NBs). Les CN sont une
structure nucléaire multi-protéique dont PML est [lorganisatrice. PML est une
phosphoprotéine appartenant a la famille RBCC/TRIM caractérisée par la présence de quatre
motifs (RING finger, deux boites B, un domaine "coiled-coil" et un signal ddidatian
nucléaire). PML est modifiée de fagon covalente par SUMO selon un processus ressemblant &
l'ubiquitination. Trois sites ont été identifiés pour la liaison a PMUesitysines 65, 160 et
490. La modification par SUMO contrdle la répartition de PML : la forme nonfi@éedist
nucléoplasmique tandis que la forme conjuguée est associée aux CN PML. PMCHNt les
sont impliqués dans différents processus cellulaires tels que l'apoptose, la séndacence,
différenciation, la stabilité du génome et dans la réponse a I'lFN efdasdéantivirale. En
effet, notre équipe a montré que la surexpression de PMLIII permet aux cellules de résister a
l'infection par le VSV, le virus de l'influenza ou le HFV indépendamment de p58ich
Alix et al., 1998; Regad et al., 2001), et d'une maniére dépendante de p53 a l'infect®n par
poliovirus (Pampin et al., 2006). Toute fois PMLIII est incapable de conférer une jmotect
contre I'infection par FTEMCV (Chelbi-Alix et al., 1998).
Comme différents virus détournent la machinerie cellulaire a leur profit et développe
différentes stratégies pour inhiber I'action de I'lFN en particulier en ciblant laRMle nous
avons étudié le devenir de PMLIII lors de linfection par TEMCV. Nous avons potneioque
'EMCYV contrecarre le pouvoir antiviral de PMLIII en induisant sa dégradation par un processus

dépendant du protéasome et de SUMO.
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A des temps précoces, linfection par 'EMCV induit le transfert de PML du
nucléoplasme vers la matrice nucléaire et sa conjugaison aux différargmgues de
SUMO.

Nous avons montré par immunofluorescence que 'lEMCV induit deux heures post-
infection la formation de gros corps PMLIII et & des temps plus tardifs leur tispari
L'analyse par western blot a révélé qu’a des temps précoces (2h), TEMCV indaitdéett
de PML du nucléoplasme vers la matrice nucléaire. Ce transfert est obseretleomest
dans les cellules qui surexpriment PMLIII mais aussi dans les cellules traitéeN.aEn
effet, IEMCV augmente la conjugaison de PMLIII & SUMO1, SUMO2 et SUMO3 ce qui
explique 'augmentation de la taille des CN PMLIII.

A des temps tardifs, TEMCV induit la dégradation de PMLIII par processus
dépendant du protéasome

L'analyse par western blot a montré que linfection par 'EMCV induit une
diminution de la protéine de PMLIII détectable 4 h post-infection sans altération de son
ARNmM. Ces résultats montrent que la diminution du niveau de PMLIII lors de linfection
n'est pas due a un phénomene transcriptionnel.
Pour déterminer l'effet de TEMCV sur PML endogene, les cellules U373 MG ont été traitées
a ''FN pendant 24h puis infectées par TEMCV. Différentes isoformes de PML dépaan
épissage alternatif d'un géne unique sont augmentées en réponse a I'lFNuet Pkt
compris entre 70 et 130 kDa. L’infection par TEMCV induit une diminution du niveau de
PML dans les cellules traitées par I'lFN avec apparition d’'une bande de PM appaéént de
kDa. Pour savoir si I'expression d'autres protéines associées aux CN et/ou induitéd\par I
est aussi affectée, le méme blot a été hybridé a des anticorps anti-Sp10®tardiiSinti-
PKR. Dans les cellules U373 MG, I'lFN induit I'expression de Statl, PKR et de différentes
isoformes de Spl00 avec des PM apparents compris entre 80 a 130 kDa. L'infection par

'EMCV ne semble pas diminuer le niveau de Sp100, Statl ou PKR.

Ces résultats montrent que linfection par TEMCV cause la diminution de la protéine PML
sans affecter la protéine associée aux CN, Sp100, ni d’autres protéines induites par I'lFN
comme PKR ou Statl.

De plus, 'lEMCV n’induit pas la diminution de PMLIII en présence d’époxomycine,
suggérant que 'EMCV induit la dégradation de PMLIII par un processus dépendant du

protéasome.
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L’EMCYV induit la dégradation de PMLIII par un processus dépendhntdomaine
RING, de la région C-terminale et de sa conjugaison a SUMO.

Pour déterminer les domaines de PML impliqgués dans ce phénomene, les cellules
CHO-PMLIII et les cellules CHO exprimant en stable les différents mutants de PML (tronqué
en région C-terminale par introduction d’'un codon Stop (PMLIII Stop504) et le trdtian
RING (PML Cys57, 60)) ont été infectées a une MOI de 5 pendant 8 h. Les extraité ont ét
analysés en Western Blot a l'aide d’'un anticorps anti-PML et animéct 'infection par
TEMCV diminue l'expression du PMLIII (641 a.a.) alors gu’elle n'affecte pas celles des
mutants de PML dans le RING ou des mutants de la région C-terminale. Ces résultats
indiquent que le RING ainsi que la région C-terminale de PML sont nécessaires pour une
diminution de I'expression de PML au cours de l'infection par TEMCV. Cette dégradation de
PMLIII nécessite aussi sa liaison covalente a SUMO mais pas sa liaison ndentmva
SUMO (domaine SIM, « sumo-interacting motif »). En effet, le mutant de PMLH$ tks
trois lysines qui lient SUMO (PMLIII 3KR) est résistant a la dégradation. De plus la
diminution de SUMO par ARN interférence altére la dégradation de PMLIII par TEMCV.

La protéase virale 3Cpro colocalise avec PMLIII sur les corps nuclégtiriesiuit sa
dégradation

Alors que 'TEMCYV se réplique entierement dans le cytoplasme, le groupe de Palmenberg
a montré que la protéase 3Cpro se retrouve dans le noyau tot post-infection (Amingev et al
2003). Nous avons testé l'effet des protéines virales de 'EMCV et nous avoh® moe
seule I'expression de la protéase 3C (3Cpro) en dehors des autres protéines virales suffit a
induire la dégradation de PMLIII. De plus, a des temps précoces suite a l'infection, la protéine
virale 3Cpro colocalise avec PML et le composant du protéasome 20S sur les CN.

PML posséde une activité antivirale contre 'TEMCV

Nous avons montré par Western blot des protéines virales que les cellules dérivées des
souris invalidées pour le gereML (MEF PML-/-) sont plus sensibles & l'infection par
TEMCV que les cellules parentales. Cela suggére gu’'une autre isoforme de PML autre que
PMLIII posséde un effet inhibiteur vis-a-vis de ce virus. Le travaill mené dans la seconde
partie de cette these nous a permis de déterminer cette isoforme (PMLIV) et de décortiquer le

mécanisme mis en jeu.
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The promyelocytic leukemia (PML) protein is expressed in the diffuse nuclear fraction of the nucleoplasm
and in matrix-associated structures, known as nuclear bodies (NBs). PML NB formation requires the covalent
modification of PML to SUMO. The noncovalent interactions of SUMO with PML based on the identification
of a SUMO-interacting motif within PML seem to be required for further recruitment within PML NBs of
SUMOylated proteins. RNA viruses whose replication takes place in the cytoplasm and is inhibited by PML
have developed various strategies to counteract the antiviral defense mediated by PML NBs. We show here that
primary fibroblasts derived from PML knockout mice are more sensitive to infection with encephalomyocar-
ditis virus (EMCYV), suggesting that the absence of PML results in an increase in EMCYV replication. Also, we
found that EMCYV induces a decrease in PML protein levels both in interferon-treated cells and in PMLIII-
expressing cells. Reduction of PML was carried out by the EMCV 3C protease. Indeed, at early times
postinfection, EMCV induced PML transfer from the nucleoplasm to the nuclear matrix and PML conjugation
to SUMO-1, SUMO-2, and SUMO-3, leading to an increase in PML body size where the viral protease 3C and
the proteasome component were found colocalizing with PML within the NBs. This process was followed by
PML degradation occurring in a proteasome- and SUMO-dependent manner and did not involve the SUMO-
interacting motif of PML. Together, these findings reveal a new mechanism evolved by EMCYV to antagonize the

PML pathway in the interferon-induced antiviral defense.

The PML (promyelocytic leukemia) gene was originally
identified through its fusion with the RARa gene in the
t(15;17) translocation found in acute promyelocytic leuke-
mia (APL) (14). PML, also known as TRIM19, is expressed in
the diffuse nuclear fraction of the nucleoplasm and in matrix-
associated structures, known as nuclear bodies (NBs) (17, 30).
PML functions as the organizer of PML NBs, which are dy-
namic structures harboring numerous transiently and perma-
nently localized proteins (35). The RBCC/TRIM motif, which
contains a C;HC, (RING finger) zinc-binding domain, two
cysteine/histidine-rich motifs (the B boxes B1 and B2), an a
helical coiled-coil region (RBCC), is embedded within the
PML protein and is required for PML NB formation (28). Due
to alternative splicing, many PML isoforms are synthesized,
and they are classified into seven groups, designated PML I to
PML VII (reviewed in reference 28). They share the N-termi-
nal region (exons 1 to 3), which encodes the RBCC motif,
whereas they differ in their C-terminal regions. Posttransla-
tional modification of PML by SUMO (small ubiquitin-like
modifier), a ubiquitin-like protein of 11 kDa, is another re-
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quirement for PML NB formation. SUMO is covalently cou-
pled to PML through its lysines 65, 160, and 490 via a process
called SUMOylation (29). The noncovalent interaction of
SUMO with PML through a SUMO-interacting motif (SIM;
also named SBD for SUMO binding domain) (46) has been
suggested to be important for further recruitment within PML
NBs of SUMOylated proteins.

Interferons (IFNs), a large family of secreted proteins,
regulate antiviral, antitumor, and immunological responses
through IFN-stimulated gene expression (8, 13). The PML
gene is directly induced upon IFN treatment, resulting in an
increase in the size and number of PML NBs (10, 49). Several
pathways have been implicated in resistance to viral infection
in IFN-treated cells (45), one of which implicates PML and
PML NBs (21, 43).

Previously, we have shown, that PMLIII expression in
U373MG and CHO cells confers resistance to human foamy
virus (HFV) in a p53-independent way by complexing the HFV
transactivator, Tas, preventing its direct binding to viral DNA
(44), and to poliovirus in a p53-dependent way by inducing
PML-dependent p53 activation leading to apoptosis in infected
cells (38).

EMCYV and mengovirus are serologically related members of
the encephalomyocarditis virus species of the Cardiovirus ge-
nus of the Picornaviridae family.

The genome of cardiovirus is a plus-stranded RNA in which
translation is initiated from an internal ribosome entry site
located in the 5’ untranslated region. This results in the syn-
thesis of a single, large polyprotein (16). Picornaviral proteins
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and their precursors take their names (L, P1, P2, and P3) from
their sequential locations within the polyprotein. The cardio-
viruses encode a nonstructural protein, called the leader (L)
protein. The four P1 peptides are the capsid proteins, 1A, 1B,
1C, and 1D (4). The middle portion P2 contains peptides 2A,
2B, and 2C. The P3 peptides, 3A, 3B (also called VPg), 3C
protease (3CP™), and 3D polymerase (3DP®), are closely as-
sociated with genome replication. The 3DP° is a central ele-
ment of viral RNA replication complexes (51). 3B is the pep-
tide covalently linked to the 5’ end of the genome (37). 3CP*
is the central enzyme in the viral cleavage cascade. EMCV
effectively inhibits cellular antiviral defense and reprograms
cellular metabolism for massive virus replication by several
mechanisms: shutting down cellular transcription (3CP* and
its precursors) and translation (2A and L proteins) (33), alter-
ing nuclear-cytoplasmic traffic (L protein) (34), and blocking
IFN-o/B gene transcription (L protein) (25). Whereas EMCV
replication occurs in the cytoplasm, it has been reported that in
early steps of infection, 2A, 3B, 3CP™, and 3DP°! are found in
bright, punctate spots in the nucleus (2), and L is localized only
in the cytoplasm.

Here, we report that EMCV targeted PML by altering its
localization and expression both in cells treated with IFN and
in cells stably expressing PML. Early postinfection, EMCV in-
duced PML conjugation to SUMO-1, SUMO-2, and SUMO-3
and its transfer to the nuclear matrix, resulting in an increase
in PML NB size. Also we found that PML colocalized with
3CP™ and the proteasome component within the NBs and that
the expression of the 3CP™ alone in the absence of the other
viral proteins decreased PML expression. This process leads to
PML degradation in a proteasome- and SUMO-dependent
manner. The PML SIM was not required for EMCV-induced
PML SUMOylation or degradation. In addition, EMCV-in-
duced PML degradation required the RING domain, the C-
terminal region of PMLIII, and its localization within the NBs.
Our results revealed a new strategy used by EMCV to coun-
teract the PML antiviral pathway through mechanisms impli-
cating SUMOylation and nuclear degradation.

MATERIALS AND METHODS

Materials. Recombinant human IFN-a2 was from Schering (NJ),and IFN-y
was from Roussel-Uclaf (Romainville, France). The following antibodies were
used: mouse monoclonal anti-PML (clone PGM3), rabbit polyclonal anti-PML
(clone H-238), and rabbit polyclonal anti-SUMO-1 (FL101) (all from Santa Cruz
Biotechnology). Rabbit anti-SUMO-2/SUMO-3 ([SUMO-2/3] Sentrin-2) was ob-
tained from Invitrogen, rabbit polyclonal antibody against proteasome 20S was
from Biolmol International, and horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
mouse monoclonal anti-B-actin (clone AC-15) was from Sigma. Rabbit antiviral
protein antibodies were raised against formaldehyde-inactivated mengovirus
capsid as previously described (19). Mouse monoclonal and rabbit polyclonal
anti-3C antibodies were used as described previously (1).

Cell cultures and cell treatments. U373MG, 1.929, HeLa, and Chinese ham-
ster ovary (CHO) cells, as well as mouse embryonic fibroblasts (MEFs) from
wild-type (WT)or knockout PML (PML /") mice (52), immortalized by the
simian virus 40 (SV40) T antigen, were grown at 37°C in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum. CHO
cells (transfected with the empty vector or stably expressing PMLIII [CHO-
PMLIII] or PMLIII mutants) were kept in medium supplemented with 0.5
mg/ml hygromycin. U373MG cells transfected with empty vector or stably
expressing PMLIIT (U373MG-PMLIII) were kept in medium supplemented
with 0.5 mg/ml of G418 (11). The proteasome inhibitor, epoxomicin, was used
at a concentration of 1 uM.

Virus stocks. 1.929 cells (2 X 107) seeded in flask cultures were infected with
EMCYV at a multiplicity of infection (MOI) of 1 by absorption in 1 ml of medium
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without serum. After 1 h, virus was removed and replaced by 10 ml of medium
containing 2% fetal calf serum (FCS), and cells were incubated at 37°C for 24 h.
Cultures were then frozen and thawed three times and centrifuged to remove
cellular debris. Supernatants were serially diluted, and virus titers were measured
by a plaque assay on 1929 cells and expressed as the number of PFU/ml of
supernatant. Mengovirus stocks were produced and titrated similarly on HeLa
cells. These virus stocks (2 X 10% to 5 X 10® PFU/ml) were used in medium
containing 2% FCS at the MOI and times indicated in the figure legends.
Recombinant vaccinia viruses (VV) expressing mengovirus precursor polypep-
tide P1, P2, or P3 (VV-P1, VV-P2, or VV-P3, respectively), as well as the mature
3AB, 3CP™, or 3D protein (VV-3AB, VV-3C, or VV-3D, respectively), were
produced by standard procedures as previously described (19). Expression was
confirmed by immunoprecipitation of [*S]methionine-labeled cytoplasmic ex-
tracts prepared from CV1 cells infected with the different recombinant vaccinia
viruses, using rabbit antiserum raised against mengovirus capsid (for P1-express-
ing vaccinia virus) or 3D polypeptide (for 3D- and P3-expressing vaccinia viruses)
(data not shown). Expression of 3CP™ polypeptide by VV-3C recombinant vac-
cinia virus was confirmed by Western blot analysis (this study).

Interferon bioassay. Infection of cells, harvesting, acid treatment of superna-
tants to inactivate virus, neutralization, and priming of fresh 1L929 monolayers
were performed. 1929 cells were challenged with vesicular stomatitis virus
(VSV). The amount of IFN required to produce 50% inhibition of the cytopathic
effect was determined by comparing the protective effects with those observed
with the NIH standard mouse IFN-B (G602-9902-511).

Northern blot analysis. Total RNA was extracted with a Bioprobe Systems
RNA Extraction Kit Standard. After samples were blotted on nitrocellulose
membranes (Schleicher and Schuell), Northern blot analysis was performed with
random priming (Boehringer Mannheim) using a radiolabeled EcoRI PML
fragment (14) or glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as
probes.

Cell infection, DNA, and siRNA transfection. Cells were infected with EMCV
at the MOI indicated in the figure legends. Cells were seeded in six-well plates
and transfected with 2 pg of plasmid DNA or small interfering RNA (siRNA)
using Lipofectamine 2000 or Lipofectamine RNAiMax transfection reagent,
respectively (Invitrogen), according to the manufacturer’s recommendations.
Cells were transfected with Hiss-tagged SUMO-1, SUMO-2, or SUMO-3. The
nomenclature of SUMO-2 and SUMO-3, which differ in only three amino
acids, is not fully consistent. In accordance with the NCBI protein database,
we refer to the entry P61956 as SUMO-2 and to P55854 as SUMO-3. The
following siRNAs were used: against SUMO-1, GGACAGGAUAGCAGUG
AGA-dTdT; against SUMO-2, AGGGAUGAAUCUGUAACUUAA-dTAT,
and against SUMO-3 GAGGCAUACACCACUUAGU-dTdT. Cells were in-
cubated for 48 h at 37°C, infected, and then prepared for Western blot
analysis.

Immunofluorescence staining and confocal microscopy. Infected or trans-
fected cells were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min at 4°C and perme-
abilized for 5 min with 0.1% Triton X-100 in phosphate-buffered saline (PBS).
Cells were stained using anti-PML, rabbit polyclonal antiviral proteins, or an-
ti-3C antibodies. Cells were washed twice and incubated for 1 h with the appro-
priate Alexa Fluor 488- or 594-conjugated secondary antibody (1/500 dilution;
Molecular Probes, Inc.). Coverslips were mounted using Vectashield (Vector
Laboratories). For confocal analysis, images were sequentially collected by con-
focal laser scanning on a Leica TCS-NT/SP instrument equipped with an air-
cooled argon-krypton mixed-gas laser and an Apochromat 63X (1.32 numerical
aperture) oil immersion objective. Images were processed using Adobe Photo-
shop (Adobe Systems, Mountain View, CA).

Cellular fractionation and nuclear matrix isolation. For in situ fractionation,
cells grown on polylysine-coated coverslips were washed three times with ice-cold
PBS. After cells were washed, they were sequentially extracted as follows: with
0.5% Triton X-100 in TMS buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 5 mM MgSO,, 250
mM sucrose) for 5 min at room temperature ([RT] fraction 1); 50 U/ml RNase-
free DNase RQ1 in TMS at 37°C for 30 min supplemented with ammonium
sulfate to a final concentration of 0.25 mM (fraction 2); 2 M NaCl in TM buffer
(10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.02 mM MgSO,) twice for 15 min at RT(fraction 3);
and 50 pg/ml RNase A in TM buffer for 15 min at RT (fraction 4). The final
monolayer of extracted cells contained the nuclear matrix (fraction 5). The
nuclear matrix preparations were fixed with methanol at —20°C for 3 min and
then processed for indirect immunofluorescence microscopy as described above.

Cell fractionation and Western blot analysis. Cells were washed and resus-
pended in PBS, lysed in hot Laemmli sample buffer, and boiled for 5 min. For cell
fractionation, cells were dissociated and washed twice in PBS by centrifugation at
1,200 X g for 5 min. The cytoplasmic and nucleoplasm fractions were extracted
by incubating the pellet in 50 ul of radioimmunoprecipitation assay (RIPA)
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FIG. 1. EMCV infection led to a decrease in the PML level in PMLIII-expressing cells or in IFN-treated cells. (A) Alteration of PML NB in
EMCV-infected cells. CHO-PMLIII cells were left uninfected or were infected for 2 and 12 h with EMCV at an MOI of 1. Double-immunofluorescence
staining was performed using monoclonal anti-PML antibody visualized by Alexa Fluor 594 and rabbit antiviral protein antibodies followed by Alexa
Fluor 488 labeling. (B) CHO-PMLIII cells were infected for 12 h at an MOI of 0.1, 0.2, 1, 5, or 10. (C) CHO-PMLII or U373MG-PMLIII cells were
infected at an MOI of 5 for 2, 4, or 6 h. The different total cell extracts from uninfected and infected cells were analyzed by Western blotting and revealed
by rabbit anti-PML antibody. The same blots were reprobed with anti-actin antibody. Molecular size markers are indicated on the left. (D) EMCV
infection led to PML decrease in IFN-treated U373MG cells. U373MG cells, treated with 1,000 units/ml of IFN-« for 24 h, were not infected or were
infected with EMCV at an MOI of 5 for 12 or 16 h. The different total cell extracts were analyzed by Western blotting and revealed by rabbit anti-PML
antibody. The same blot was reprobed with anti-Sp100, anti-PKR, or anti-actin antibodies. Molecular size markers are indicated on the right. The
unmodified form of PML is indicated by an arrowhead, and the cleavage product is indicated by an arrow.

buffer for 20 min on ice, followed by centrifugation at 15,000 X g for 15 min to
separate the RIPA-soluble fraction from the pellet. This RIPA-insoluble fraction
was suspended in 50 pl of PBS. Fifty microliters of 2X Laemmli buffer was added
to each fraction, and the samples were boiled for 5 min before Western blot
analysis. Protein extracts were analyzed on a 10% SDS-PAGE gel and trans-
ferred onto a nitrocellulose membrane. The proteins were blocked on the mem-
branes with 10% skim milk in Tris-buffered saline (TBS) for 2 h and incubated
overnight at 4°C with rabbit polyclonal anti-PML, monoclonal anti-3C, antiviral
proteins, anti-SUMO-1, anti-SUMO-2/3, or anti-actin antibodies. The blots were
then washed extensively in PBS-Tween and incubated for 1 h with the appropri-
ate peroxidase-coupled secondary antibodies (Amersham). All of the blots were
revealed by chemiluminescence (ECL; Amersham). If necessary the membranes
were reprobed; they were incubated in 0.1 M glycine, pH 2.9, for 30 min, washed
twice in PBS-Tween, and then blocked and incubated as described above. To
estimate the apparent molecular mass of the polypeptides, the proteins of inter-
est were compared to prestained molecular weight standards (Bio-Rad Labora-
tories, Richmond, CA).

Purification of His¢-tagged SUMO PML conjugates. One day after transfec-
tion, cells were separated in two flasks for each condition. One of the two flasks
was infected with EMCV at an MOI of 5 for 2 h. Cells were then lysed in 4 ml
of 6 M guanidinium-HCI, 0.1 M Na,HPO,/NaH,PO,, and 0.01 M Tris-HCI, pH
8.0, plus 5 mM imidazole and 10 mM B-mercaptoethanol per 75-cm? flask. After
sonication to reduce viscosity, the lysates were mixed with 50 pl of Ni?*-nitrilo-
triacetic acid (NTA)-agarose beads (Qiagen) prewashed with lysis buffer and
incubated for 2 h at room temperature. The beads were successively washed with
the following: 6 M guanidinium-HCI, 0.1 M Na,HPO,/NaH,PO,, 0.01 M Tris-
HC], pH 8.0, 10 mM B-mercaptoethanol; 8 M urea, 0.1 M Na,HPO,/NaH,PO,,
0.01 M Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM B-mercaptoethanol, 6 M guanidinium-HCI, 0.1
M Na,HPO,/NaH,PO,, 0.01 M Tris-HCI, pH 6.3, 10 mM B-mercaptoethanol
(buffer A); buffer A plus 0.2% Triton X-100; and buffer A plus 0.1% Triton
X-100. After the last wash with buffer A the beads were eluted with 200 mM
imidazole. The eluates were subjected to SDS-PAGE (10%), and the proteins

were transferred to a nitrocellulose membrane. Western blotting was performed
with anti-PML antibodies.

Construction of expression vectors and cell lines. PMLIII cDNA was used to
generate PMLIII with a mutation of three lysines to arginines (3KR) and PMLIII
SIM as previously described (40). The mengovirus 3CP™ and its precursor 3CD
were amplified using primers corresponding to unique restriction sites, start or
stop codons, and the first and last 20 nucleotides of the genes (GenBank acces-
sion number DQ288856). The genes were inserted under cytomegalovirus
(CMV) promoter into pcDNA3 vector (Invitrogen) using BamHI and NotlI sites.
The expression of 3CP™ and 3CD was verified with in vitro translation and
Western blot assays.

Stable expression of PMLIII and PMLIII mutants. CHO cells stably express-
ing PMLIII and the PMLIII mutants PMLIII Stop504 (a stop at codon 504),
PMLIII Stop381, and PMLIII C57/60 (in which cysteines at positions 57 and 60
were mutated to serines) were obtained through lipofection (Gibco/BRL) with
pSGS5 constructs cotransfected with dithiobis(succinimidylproprionate) (DSP)-
derived constructs and subsequent hygromycin selection as previously described
(11).

Stable expression of PMLIII and PML mutants (PMLIII 3KR and PMLIIT
SIM) was obtained by a lentivirus-based strategy as described previously (40).
Virus stock production and infection were as described by Zennou et al. (53) to
transduce and express PMLIII variants (WT, 3KR, and SIM) in the U373MG
cell line. Briefly, virus particles were produced after transient cotransfection of
U373MG cells with the p8.91 encapsidation plasmid, the pHCMV-G vector
encoding the vesicular stomatitis virus envelope, and the pTRIP vector encoding
PMLIII and its mutants, using a standard calcium phosphate method.

RESULTS

EMCYV infection induced early, large PML NB formation
and a late decrease in PML protein level. We have shown
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FIG. 2. (A) EMCYV infection did not alter PML mRNA levels. CHO cells transfected with the empty vector (CHO-pSGS5) or overexpressing
PMLIII were not infected or were infected with EMCV at an MOI of 5. Total RNA extracted as described in Materials and Methods at 4 and 8 h
postinfection for cells overexpressing PMLIII and at 8 h postinfection for control samples (20 g of RNA by lane) was analyzed for PML and
GAPDH. (B) The proteasome inhibitor did not alter viral protein expression and abrogated EMCV-induced PMLIII degradation. Total cell
extracts were prepared from CHO-PMLIII cells noninfected or infected for 4 h with EMCV at an MOI of 5 in the absence or presence of
epoxomicin. Twenty micrograms of protein extract of each sample was analyzed by Western blotting using antiviral protein antibodies (left panel;
virus antigens are indicated), anti-PML, or anti-Actin antibodies (right panel); the unmodified form of PML is indicated by an arrowhead.
(C) Confocal microscopy analysis of PML and 20S in EMCV-infected cells. U373MG-PMLIII cells were not infected or were infected with EMCV
at an MOI of 5 for 2 h. Double-immunofluorescence staining was performed using monoclonal anti-PML antibody visualized by Alexa Fluor 594

and rabbit anti-20S antibody followed by Alexa Fluor 488 labeling.

previously that PMLIII expression confers resistance to vesic-
ular stomatitis virus (VSV), influenza virus, and HFV but not
to EMCV (11). Two cell lines, CHO and U373MG, stably
expressing PMLIII were used to investigate the fate of PML
during EMCV infection. CHO cells overexpressing PMLIII
were infected with EMCYV for 2 h and 12 h at a multiplicity of
infection (MOI) of 1 and then subjected to immunofluores-
cence staining using antibodies against PML or viral proteins.
At 2 h postinfection, we noticed an increase in PML NB size
while at 12 h postinfection these bodies became undetectable
(Fig. 1A). To determine the effect of EMCV on PML protein
expression, CHO-PMLIII or U373MG-PMLIII cells were in-
fected with EMCV for 12 h at increasing MOIs, and total
protein extracts were analyzed by Western blotting (Fig. 1B
and data not shown). In the uninfected cells two forms of PML
were detected, a higher and fainter form likely representing
the conjugated PML-SUMO form and a lower form represent-
ing the unmodified form. A decrease in the level of expression
of both forms was observed following infection as a function of
the increase in the MOI (Fig. 1B). This decrease was associ-
ated with the appearance of cleavage products in extracts from
infected cells (Fig. 1B).

It was of interest to determine the time course of PML
degradation over the time of EMCYV infection. To address this

question, CHO-PMLIII and U373MG-PMLIII cells were in-
fected with EMCYV at an MOI of 5 for short periods of time. In
both cell lines, EMCYV infection led to PML decrease as early
as 4 h postinfection (Fig. 1C). To assess whether the endoge-
nous PML expression was also altered, U373MG cells treated
with IFN for 24 h either were left uninfected or were infected
with EMCYV for 12 or 16 h. A decrease in IFN-induced PML
and the presence of cleavage products were also observed in
infected cells. In these (Fig. 1B and D) and the following
experiments, the cleavage products were detected only during
long periods of infection.

From the same blot, we analyzed the fate of two other
IFN-induced proteins, which were the protein kinase PKR and
the NB-associated protein Sp100. During EMCYV infection, the
expression of PKR was not affected, whereas a small decrease
in the different isoforms of Sp100 was observed with a loss of
the higher, fainter form. This result is in agreement with a
finding indicating that downregulation of PML results in an
apparent reduction of Sp100 (20, 36).

EMCY infection induced degradation of PML in a protea-
some-dependent manner. To test if EMCV infection interfered
with PML mRNA synthesis, cells stably expressing PMLIII or
transfected with the empty vector were not infected or were
infected with EMCV at an MOI of 5. After 4 or 8 h of infec-
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tion, total RNA was isolated and analyzed by Northern blot-
ting. The PML mRNA level was not altered during EMCV
infection (Fig. 2A). These results suggest that the observed
decrease in PML protein level is a consequence of its degra-
dation.

To determine if the proteasome pathway is implicated in the
decrease of PML expression during EMCV infection, CHO-
PMLIII cells were infected with EMCV in the absence or the
presence of the proteasome inhibitor epoxomicin. First, we
analyzed the effect of epoxomicin on virus multiplication and
viral protein expression. Cells prepared in duplicate were in-
fected with EMCV at an MOI of 5 for 4 h in the presence or
the absence of epoxomicin. One series was harvested and lysed
by freezing and thawing, and the virus titers were determined
by plaque assay in 1.929 cells without proteasome inhibitor; the
second series was washed in PBS, and cell extracts were ana-
lyzed by Western blotting for viral protein expression. In both
the absence and presence of epoxomicin, the titer yield values
were 5 X 10* PFU/ml, and the profiles of viral protein expres-
sion were similar under both conditions (Fig. 2B, left panel),
indicating that under our conditions the proteasome inhibitor
did not affect viral protein expression or virus yields.

Interestingly, epoxomicin addition reduced EMCV- or men-
govirus-induced PMLIII degradation, suggesting that this pro-
cess occurred in a proteasome-dependent way (Fig. 2B, right
panel, and data not shown). Since EMCYV interferes with host
cell translation (23), we cannot exclude the possibility that
PML is not translated as efficiently during EMCV infection,
which could further reduce the levels of PML in infected cells.
However, the fact that epoxomicin strongly decreased EMCV-
induced PML degradation demonstrates that the reduced level
of PML for the most part is due to proteasome-mediated
degradation (Fig. 2B, right panel).

To further investigate this observation, immunofluorescence
labeling using anti-PML and anti-proteasome 20S antibodies
was performed on U373MG-PMLIII cells not infected or in-
fected with EMCV. In uninfected U373MG-PMLIII cells, the
proteasome was found in the cytoplasm and in the nucleus. In
the infected cells (2 h postinfection), PML NBs increased in
size, and the proteasome presented punctate labeling colocal-
izing with PML in PML NBs (Fig. 2C).

3C protease expression led to PML degradation. In our
study, we demonstrated that both mengovirus and EMCYV pro-
moted PML degradation through a proteasome-dependent
way (Fig. 2B and data not shown), supporting the use of re-
combinant vaccinia viruses expressing mengovirus precursor
and mature polypeptides to track down the viral proteins re-
sponsible for virus-induced PML degradation. For this, we
have constructed recombinant vaccinia viruses (VV) express-
ing mengovirus precursor protein P1, P2, or P3 and used them
to infect CHO-PMLIII cells. Cell extracts analyzed by immu-
noblotting with anti-PML antibody revealed a decrease in
PML protein level only in the cells infected with VV-P3 or
mengovirus (Fig. 3A). This decrease was not observed when
the cells were infected with VV, VV-P1, or VV-P2 (Fig. 3A).
The P1 precursor is composed only of the viral structural
proteins and requires 3CP™ for processing. VV-Pl-infected
cells behaved the same as mock-infected cells. The P2 precur-
sor, which also did not alter PML expression, consists of self-
cleaving 2A protein (autocatalytic cleavage between 2A/2B)
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FIG. 3. 3CP™ expression induced PML cleavage and degradation.
(A) CHO-PMLIII cells were infected with VV, VV-P1, VV-P2, or
VV-P3 at an MOI of 1 for 8 h. (B) CHO-PMLIII cells were infected
with VV, VV-3AB, VV-3C, and VV-3D at an MOI of 1 for 8 h.
(C) CHO-PMLIII cells were infected with VV or VV-3C at an MOI of
1 for 12 h (lanes 2, 3, and 4) or 16 h (lanes 5 and 6); extracts from CHO
cells transfected with pcDNA 3C vector were used as a control for
3CP™ expression (lane 1). Total cell extracts were analyzed by Western
blotting using anti-PML, anti-actin, or anti-3C antibodies. The unmod-
ified form of PML is indicated by an arrowhead, and the cleavage
products are indicated by arrows.

and 2BC precursor; the 3CP™ is responsible for 2BC process-
ing.

Infection of CHO-PMLIII cells at a high MOI of VV, VV-
P1, or VV-P2 did not alter PML expression (data not shown),
demonstrating that the effect was carried out by only the viral
polyprotein P3.

P3 consists of self-cleaving 3CP*® and released proteins 3AB,
3C, and 3D (39); therefore, we set out to investigate the role of
these products in PML degradation. We have constructed re-
combinant VV expressing mature 3AB, 3CP*, or 3D and used
them to infect CHO-PMLIII cells.
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FIG. 4. (A) EMCYV infection shifted PML toward the nuclear matrix. RIPA-soluble (R) and -insoluble (P) fractions from CHO-PMLIII cells,
not infected or infected with EMCV at MOIs of 1 and 5 for 2 h, were analyzed by Western blotting with anti-PML and anti-3C antibodies. The
unmodified form of PML is indicated by an arrowhead, and the cleavage product is indicated by an arrow. (B) PML localization in IFN-treated
cells. Total extracts from U373MG cells untreated or treated with IFN-a or IFN-y for 24 h were analyzed by Western blotting using anti-PML
antibody (left panel). EMCYV infection induced the transfer of PML from the nucleoplasm to the nuclear matrix in IFN-treated cells (right panel).
U373MG cells were untreated or treated with IFN-a or IFN-y for 24 h and then not infected or infected with EMCV at an MOI of 5 for 2 h.
RIPA-soluble (R) and -insoluble (P) fractions from the different samples were analyzed by Western blotting with anti-PML antibody.

CHO-PMLIII cells were infected at an MOI of 1 with VV,
VV-3C, VV-3AB, or VV-3D. Remarkably, a decrease in PML
protein level was observed only with VV-3C infection, suggest-
ing that the 3CP™ is the viral protein responsible for PML
degradation (Fig. 3B). To confirm this result, CHO-PMLIII
cells were infected with VV or VV-3C at an MOI of 1 for a
longer period of time, i.e., 12 h (Fig. 3C, lanes 3 and 4) or
16 h (lanes 5 and 6). CHO cells transiently transfected with
pcDNA3-3C were used as a control for 3CP* expression (lane
1). Protein extracts were subjected to immunoblotting using
anti-PML or anti-3C antibodies (Fig. 3C). At both times of
infection, infection with the control VV did not alter the PML
level. In contrast, at 12 h postinfection, 3CP*® expression led to
a loss of the higher form of PML, likely representing the
conjugated PML-SUMO form. Interestingly, this loss was as-
sociated with the appearance of lower-molecular-weight prod-
ucts, probably corresponding to cleavage products (Fig. 3C,
lane 4). At 16 h postinfection, PML and the SUMO-conju-
gated form of PML were totally undetectable (Fig. 3C, lane 6).
3CP™ was expressed during the infection, as shown by reprob-
ing the blot with anti-3C antibody (Fig. 3C, lanes 4 and 6).
Taken together, these results strongly suggest that 3CP™ ex-
pression in mengovirus- or EMCV-infected cells induced
PMLIII cleavage and degradation.

EMCY infection shifted PML from the nucleoplasm to the
nuclear matrix in PML-transfected cells and IFN-treated
cells. PML is localized in the nucleoplasm fraction and in the

matrix-bound NBs (38, 54). To biochemically detect whether
EMCY induced the transfer of PML from the nucleoplasm to
the nuclear matrix, the RIPA-soluble fraction (the cytoplasm
and most of the nucleoplasm) and RIPA-insoluble fractions
(the nuclear matrix and some chromatin components) from
cells overexpressing PMLIII, either not infected or infected for
2 h with EMCV at MOIs of 1 and 5, were analyzed by immu-
noblotting using anti-PML antibody. As previously reported
(38) in uninfected cells, most of the PML was found in the
RIPA-soluble fraction (see Fig. SA). Interestingly, EMCV in-
fection shifted PML from the nucleoplasm to the nuclear ma-
trix and promoted the appearance of higher-molecular-weight
products, which correspond to the conjugated forms of PML
together with the emergence of lower-molecular-weight cleav-
age products (Fig. 4A). In addition, the higher PML conju-
gated forms and the PML cleavage products were detected
only in the nuclear matrix and were more abundant at a higher
MOI of 5. Reprobing the blot with anti-3C antibody showed
that 3CP™ was properly expressed and mainly found in the
nuclear matrix fraction (Fig. 4A).

We have shown previously that different PML isoforms were
increased in response to IFN (10). To determine the localiza-
tion of PML in IFN-treated cells, we analyzed by Western
blotting with anti-PML antibody the RIPA-soluble and -insol-
uble fractions. As expected, PML isoforms were increased in
response to IFN-a or IFN-y compared to levels in IFN-un-
treated cells. Moreover, both types of IFN increased PML
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FIG. 5. 3CP™ localization in transfected cells and in infected cells
stably expressing PMLIIL. (A) HeLa cells were transfected with
pcDNA3, pcDNA3-3CP™, or pcDNA3-3CD. Cells were fixed 18 h
later, and immunofluorescence was performed with anti-3C antibody.
DAPI staining is shown. (B) 3CP™ colocalized with PML within the
NBs. Double-immunofluorescence staining was performed on nuclear
matrix isolated from CHO-PMLIII cells infected with EMCV at an
MOI of 5 for 2 h using monoclonal anti-PML antibody visualized by
Alexa Fluor 594 and rabbit anti-3C antibody followed by Alexa Fluor
488.

expression in the RIPA-soluble but not in the RIPA-insoluble
fraction (Fig. 4B, left panel). Interestingly, at 2 h postinfection
EMCYV induced a transfer of PML from the nucleoplasm to the
nuclear matrix in the untreated and the IFN-a- or IFN-y-
treated cells (Fig. 4B, right panel). Taken together, these re-
sults show, first, that EMCYV induced the transfer of PML from
the nucleoplasm to the nuclear matrix both in cells expressing
PML and in IFN-treated cells and, second, that this process
preceded PML degradation in infected cells.

EMCYV infection promoted early localization of 3CP™ and
PML into PML NBs. It has been reported that early after
EMCYV infection of different cell lines, 3CP™ formed bright,
punctate spots in the nuclei (2). We asked whether 3CP™
expressed alone in transfected cells could be found in the
nucleus (Fig. 5A). To demonstrate this, HeLa cells were trans-
fected with pcDNA3-3C, pcDNA3-3CD, or pcDNA3-vector;
cells were fixed 18 h later, stained with 4',6'-diamidino-2-phe-
nylindole (DAPI) and with monoclonal antibodies (MADbs) to

J. VIROL.

3CP™, and subjected to confocal microscopy (Fig. 5A). The
3CP™ signal was brightly seen in cell nuclei as dispersed foci for
both 3CP™- and 3CD-expressing cells but not in cells trans-
fected with pcDNA3-vector. This confirms that 3CP™ or 3CD
is able to localize in the host nucleus without additional viral
protein support.

To determine whether PML and 3CP™ colocalized in EMCV-
infected cells, cells stably expressing PMLIII were left unin-
fected or were infected for 2 h with EMCV, and immunoflu-
orescence staining, using anti-PML and anti-3C antibodies,
was performed on isolated nuclear matrix. Interestingly, PML
and 3CP™ were found colocalizing within PML NBs (Fig. 5B),
thus reinforcing the observations described above.

Nuclear localization, RING domain, and the C-terminal do-
main of PML were required for its EMCV-mediated degrada-
tion. To determine the domains implicated in EMCV-induced
PML degradation, we analyzed the fate of PML and its mu-
tants using CHO cells stably expressing a cytoplasmic PML
mutant (PMLIITI Stop381), a C-terminal mutant (PMLIII
Stop504), and a RING finger PML mutant (PMLIII C57/60)
which is found only in the nucleoplasm due to a loss of SUMO
binding properties (48). The schematic representation of the
domain structure of the PMLIII isoform is presented in Fig.
6A. Immunoblotting using anti-PML antibody showed that
while PMLIII WT was sensitive to EMCV-induced degra-
dation, PMLIII Stop381, PMLIII Stop504, and PMLIII C57/
60, were resistant (Fig. 6B). These results demonstrate that
this degradation process required the nuclear localization,
the RING finger, and the C-terminal region of PML. Interest-
ingly, compared to the uninfected cells, PMLIII Stop504 was
shifted from the nucleoplasm toward the nuclear matrix in the
extracts from CHO-PMLIII Stop504 cells infected with EMCV
(Fig. 6C, top panel). The high-molecular-weight products may
represent the PML SUMO-conjugated forms, as suggested by
results using antibodies against SUMO-1 and SUMO-2/3 (Fig.
6C, lower panels). The same blot reprobed with anti-3C anti-
body showed that 3CP™ was expressed mainly in the matrix
fraction but was unable to alter PMLIII Stop504 expression
(Fig. 6C). Thus, the resistance of PMLIII Stop504 to EMCV-
induced degradation was not due to its inability to be targeted
to the nuclear matrix.

EMCV-induced PML degradation required its covalent but
not its noncovalent binding to SUMO. In addition to the co-
valent SUMO modification of PML on lysines 65, 160, and 490
(29), a noncovalent interaction of PML with SUMO through a
domain named SIM was more recently reported (46). To eval-
uate the role of the covalent and noncovalent bindings of
SUMO to PML in EMCV-induced PML SUMOylation and
degradation, U373MG cells expressing PMLIII, PMLIII 3KR
(with SUMO target lysines 65, 160, and 490 mutated into
arginines), and PMLIII SIM (mutated in its SIM core se-
quence, VVVI hydrophobic amino acids) were infected with
EMCYV for 2 h. As expected, no SUMO-modified forms were
detected with PMLIII 3KR in either infected or uninfected
cells (Fig. 7A). SUMO-modified PML was detected in control
cells expressing PMLIIT and PMLIII SIM (Fig. 7A). Interest-
ingly, EMCV induced at 2 h postinfection a higher conjugation
of PML to SUMO in cells expressing PMLIII and PMLIII SIM
(Fig. 7A). At 8 h postinfection (MOI of 5), EMCV induced the
degradation of PMLIII and PMLIII SIM but failed to trigger
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FIG. 6. EMCV-induced PML degradation required its RING domain and its C-terminal region. (A) Schematic representation of the domain
structure of the PMLIII isoform (residues 1 to 641). PML domains include the RING finger (R), the B1 and B2 boxes, the coiled-coil (CC) motif,
the nuclear localization domain (NLS), three SUMOylation sites (K65, K160, and K490), and the SUMO-interacting motif (SIM). The localization
of PMLIII mutants is also shown. (B) PMLIII (residues 1 to 641), PMLIII Stop504, and PMLIII C57/60 stably expressed in CHO cells infected
with EMCYV at an MOI of 5 for 8 h. The different cell extracts were analyzed by Western blotting and revealed by rabbit anti-PML and anti-actin
antibodies. (C) Resistance of PMLIII Stop504 to EMCV-induced degradation did not reflect its inability to be targeted to the nuclear matrix.
RIPA-soluble and -insoluble fractions from CHO cells stably expressing PMLIII Stop504, left uninfected or infected with EMCV at an MOI of
5 for 2 h, were analyzed by Western blotting with anti-PML, anti-3C, anti-SUMO-1, and anti-SUMO-2/3 antibodies.

the degradation of PMLIII 3KR (Fig. 7B), demonstrating that
this process necessitated the covalent conjugation of PML to
SUMO. These results also show that the SIM of PML was not
required for either EMCV-induced PML SUMOylation or
degradation.

EMCV-induced PML degradation required PML SUMO-
ylation. To investigate the role of SUMO paralogs in EMCV-

induced PML SUMOylation, PMLIII was coexpressed in
HEK?293 cells with the empty vector or pcDNA3-His,-tagged
SUMO-1, SUMO-2, or SUMO-3. One day postinfection, cells
were not infected or were infected with EMCV at an MOI of
5. At 2 h postinfection, the cell extracts were purified on Ni**-
NTA-agarose beads and subjected to immunoblotting with an-
ti-PML antibody. Interestingly, PML was found conjugated to
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FIG. 7. (A) EMCV infection increased PMLIII and PMLIII SIM
SUMOylation. U373MG cells stably expressing PMLIII, PMLIII SIM,
or PMLIII 3KR were infected with EMCV at an MOI of 5 for 2 h.
(B) EMCV-induced PML degradation necessitated its covalent but not
its noncovalent binding to SUMO. U373MG cells stably expressing
PMLIII, PMLIII SIM, or PMLIII 3KR were infected with EMCV at
an MOI of 5 for 8 h. The different cell extracts were analyzed by
Western blotting and revealed by rabbit anti-PML or anti-actin anti-
bodies. The unmodified form of PML is indicated by an arrowhead.

SUMO-1, SUMO-2, and SUMO-3, with an increase in PML
modifications in the presence of EMCV infection (Fig. 8A,
lower panel, lanes 4, 6, and 8). The modifications by SUMO-2
and SUMO-3 were more apparent due to the capacity of
SUMO-2/3 to form polymeric chains on PML (50).

To investigate the respective contributions of SUMO-1 and
SUMO-2/3 to the EMCV-induced PML degradation, we used
specific small interfering RNA (siRNA) to knock down the
expression of each SUMO paralog in U373MG-PMLIII cells.
The efficacy of siRNA SUMO-1 and siRNA SUMO-2/3 is
shown in Fig. 8B. As expected, EMCV induced PML degra-
dation in U373MG-PMIII cells transfected with a scrambled
siRNA. In contrast, knockdown of SUMO-1 or SUMO-2/3
resulted in a decrease in EMCV-induced PML degradation
(Fig. 8C), suggesting that SUMO-1 and SUMO-2/3 contrib-
uted to EMCV-induced PML proteolysis.

EMCY replication increased in the absence of PML. PML
knockout mice exhibited enhanced lymphocytic choriomenin-
gitis virus (LCMV) and VSV production, and their derived
PML ™/~ MEFs are more sensitive to rabies virus growth (6, 7).
To determine if these cells are more susceptible to EMCV
infection, WT MEFs and PML /= MEFs were infected with
EMCYV at different MOIs, and the cell extracts were subjected
to immunoblotting using antiviral protein antibodies. In the
absence of PML, more viral proteins were produced than in
PML WT MEFs (Fig. 1). In the infected PML ™/~ MEFs, viral
proteins were detected at an MOI of 0.05, and their expression
levels were enhanced as a function of the MOI. In contrast, in
the infected WT MEFs, viral proteins were very slightly de-
tected at an MOI of 0.1, and their expression levels increased
at an MOI of 0.5, but their levels remained lower than those in
PML™/~ MEFs at any tested low MOI (Fig. 9). The viral
production, determined by plaque assays, indicated higher viral
titers of 2 X 107 (MOI of 0.1) and 4 X 10® PFU/ml (MOI of
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0.5) in PML ™/~ MEFs than the 1 X 10° and 2 X 107 PFU/ml
in WT MEFs. This result shows a 20-fold decrease in viral
production in the presence of PML. EMCYV infection of the
PML WT MEFs might have led to IFN induction and secre-
tion, which in turn would inhibit viral replication. The presence
of IFN in the culture medium was assayed by testing the ability
of cell-free medium from EMCV-infected WT and PML ™/~
MEFs to induce antiviral activity in 1929 cells. The superna-
tants from both cell lines have an IFN titer of 4 IU/ml, clearly
demonstrating that resistance in PML WT MEFs was not due
to higher IFN production during EMCV infection. In addition,
this result is in agreement with a previous report showing that
upon infection with EMCYV, little if any IFN-«/B is produced
due to L protein inhibition of IRF-3 activation (26).

DISCUSSION

In the nucleus of IFN-treated cells or PML-expressing cells,
most of the PML is found in the diffuse nuclear fraction of the
nucleoplasm, and a small fraction is in the nuclear matrix-
associated NBs (38, 41, 54; also the present paper). The trans-
fer of PML to the nuclear matrix is dependent on PML post-
translational modification. Indeed, cell treatment with agents
that induce PML SUMOylation, such as arsenic trioxide or
poliovirus, results in PML degradation (32) or the PML NB-
associated p53 (38), respectively.

We report here that early during the EMCV infection, PML
was transferred from the nucleoplasm to the nuclear matrix,
both in IFN-treated and PMLIII-expressing cells. Later during
the infection, EMCV induced a decrease in PML expression.
Furthermore, we showed that among the different viral pro-
teins tested (P1, P2, and P3 precursors as well as P3-encoded
mature polypeptides), the expression of 3CP* alone was suf-
ficient to induce PML degradation. Consistently, 3CP™ trans-
locates into the nucleus of infected (1, 3) or transfected (this
paper) cells, is localized in the nuclear fraction (47), is mainly
associated to the nuclear matrix, and colocalizes with PML
within the NBs early during viral infection. This suggests that a
cognate interaction between 3CP™ and PML could be respon-
sible for 3CP"*-mediated PML degradation. We cannot exclude
the possibility that other viral proteins which are targeted to
the nucleus during EMCYV infection, such as 2A (1), or which
interfere with nucleocytoplasmic trafficking, such as L (42),
could synergize with 3CP™ and amplify PML degradation in
EMCV-infected cells. This interesting question will obviously
deserve future studies.

A possible molecular mechanism for 3CP**-induced PML deg-
radation relies on direct PML cleavage by the 3C*™. EMCV or
mengovirus 3C proteases were reported to process the viral
polyprotein at the scissile pairs Q/G, Q/S, or even E/S in some
cases (24, 39). The PMLIII Stop504 mutant is not cleaved and
degraded following expression of 3CP™, which suggests that
potential 3CP™ cleavage sites in PML would be located down-
stream of codon 504. The dipeptide Q/G is not present within
the C-terminal domain of PMLIII, but dipeptides Q/S and E/S
are found at positions 576/577 and 618/619, respectively. Al-
though beyond the scope of this study, it would be interesting
to determine whether PML is a direct substrate for 3CP™
cleavage at the 576/577 and/or 618/619 dipeptides.

It has been reported recently that EMCV induces retinoic
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FIG. 8. (A) EMCYV infection increased the conjugation of PML to SUMO. HEK293 cells were cotransfected with PMLIII-expressing vector
and pcDNA3, His,-tagged SUMO-1, -SUMO-2, or SUMO-3, and cell extracts from uninfected or infected cells for 2 h at an MOI of 5 were purified
on Ni**-NTA-agarose beads. The inputs and the purified extracts were analyzed by Western blotting using anti-PML antibody. (B and C) Role
of SUMO paralogs in EMCV-induced PML degradation. U373MG-PMLIII cells transfected with control siRNA scramble or siRNA specific for

SUMO-1 or SUMO-2/3 were infected with EMCYV at an MOI of 5 fo

r 8 h. Cells extracts were analyzed by Western blotting with anti-SUMO-1

and anti-SUMO-2/3 (B) or anti-PML and anti-actin antibodies (C). The unmodified form of PML is indicated by an arrowhead.

acid-inducible gene (RIG-1) degradation that is mediated by
3CP™ (5, 18), suggesting that PML and RIG-1 degradation
during EMCYV infection may constitute mechanisms for atten-
uating the innate response to viral infection.

We next showed that EMCV, early postinfection, led to an

KDa EMCV EMCV
0 005 01 05 0 005 0.1 05 MOI
49 — :
S - VP1
37 — v - _—_
e ——
MEF PML /- MEF WT

FIG. 9. Absence of PML expression in PML ™'~ MEFs resulted in
increased expression of viral proteins. WT MEFs and PML /'~ MEFs
were infected with EMCYV for 8 h at different MOIs. Protein extracts were
analyzed by Western blotting and revealed by antiviral protein antibodies.

increase of PMLIII modification by SUMO-1, SUMO-2, and
SUMO-3 and the recruitment of the proteasome core com-
ponents resulting in PML proteasome-dependent degrada-
tion. PML degradation did not require its SIM domain but
necessitated its SUMOylation, as shown by the resistance of
SUMOylation-deficient mutant PMLIII 3KR in this process. It
also required the nuclear localization of PML, its RING finger,
and the C-terminal region of PMLIIIL. In addition, downregu-
lation of SUMO paralogs decreased EMCV-induced PML
degradation, further demonstrating the requirement of the
covalent modification by SUMO. The fate of other PML iso-
forms during EMCYV infection and the implication of 3CP™ in
mediating PML SUMOylation are under investigation.

The pathways involved in regulating SUMOylation remain
largely unknown. PML SUMOylation is an important post-
translational modification that controls PML localization, sta-
bility, and interaction with other proteins (27). Recent findings
indicate that SUMO can act as a signal for the recruitment of
E3 ubiquitin ligases, which leads to the ubiquitylation and
degradation of the modified protein (22).
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It has been reported that VSV infection induces IFN regu-
latory factor 3 (IRF-3) and IRF-7 SUMOylation, resulting in
the restriction of the extent and duration of virus-stimulated
IFN transcription and thereby contributing to downregulation
of IFN production postactivation (31).

Taken together, these results could suggest that virus-in-
duced protein SUMOylation leads to a counteraction of anti-
viral defense mechanisms.

Several pathways have been implicated in resistance to viral
infection in IFN-treated cells, one of which implicates PML
protein and PML NBs (21, 43). The antiviral effect of PML has
been observed in vivo since PML deficiency renders mice more
susceptible to the arenavirus LCMV and the rhabdovirus VSV
infections (7). These in vivo observations corroborate previous
findings showing that fibroblasts derived from PML knockout
mice exhibit enhanced LCMV growth (15) and are more sen-
sitive to infection with rabies virus, another member of the
rhabdovirus family (6). We additionally demonstrated in this
report that PML ™'~ MEFs derived from knockout mice and
immortalized by SV40 T antigen (p53 is inactive) are more
sensitive to EMCV infection, suggesting that the absence of
endogenous PML resulted in an increase in EMCV replica-
tion. Studies are under way to determine which PML iso-
form(s) confers resistance to EMCV in a p53-independent
way.

Some RNA viruses whose replication takes place in the
cytoplasm and is inhibited by PML have developed different
ways to counteract PML NBs (12, 21). LCMYV infection results
in alteration of PML NBs mediated by a small nonstructural
protein named Z. In infected and transfected cells, the RING
finger protein Z associates with PML NBs and delocalizes
PML from the NBs to the cytoplasm, where both proteins
interact with the elongation factor eIF-4E, reducing its affinity
for the 5" mRNA cap structure and inhibiting cellular transla-
tion (9). The rabies viral protein P also directly binds via its
C-terminal region to the RING finger of PML and causes the
redistribution of PML into the cytoplasm where the proteins
colocalize (6). An increase in PML NB size is observed in
infected cells or cells expressing P3, an N-terminal truncated
version of the phosphoprotein P, which is believed to mediate
this effect during infection (6).

In conclusion, starting at 2 h postinfection, EMCV induced
the transfer of PML to the nuclear matrix and its modification
to SUMO-1, SUMO-2, and SUMO-3. This results in an in-
crease in PML body size, where 3CP™ and the proteasome
component colocalized with PML within the NBs. This pro-
cess was followed by PML degradation in a proteasome- and
SUMO-dependent way. Our work reveals a new mechanism by
which EMCV counteracts the antiviral activity of PML by
promoting its degradation in a SUMO-dependent process.
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Discussion

L’EMCYV contrecarre le pouvoir antiviral de PMLIII

De nombreux virus ont élaboré des stratégies trés diverses pour échapper a l'action
antivirale de I'lEN (pour revues: Chelbi-Alix et al., 2006; Weber, 2007; Webal,,e2006).
Certains virus affectent I'expression de génes cellulaires de I'h6te comme TIHID,
ARNpolll (Poliovirus et VSV, RVFV, Bunyamvera virus), modifient le signal de
transduction de [I'lFN en diminuant le niveau de IRF-9 (adénovirus), empéchent la
phosphorylation de Statl (adénovirus), séquestrent Statl-P dans le cytoplasme (rage),
dégradent Jakl (HCMV) ou encore synthétisent un IRF viral, VIRF, qui entre en ¢@mmpéti
avec IRF-1 (HHV-8). D’autres virus peuvent altérer I'expression de protéines induites par
IFN qui jouent un réle antiviral telles que la PKR (HHV8, HCV, HIV, adénus, EBV,
Poliovirus), la 2’5’A synthétase (HSV, HIV, EMCV), IRF-1(HCV) ou PML. Les virus
peuvent synthétiser soit des ARN bicaténaires qui séquestrent la PKR (exeraplé&RNF
EBER du virus d'Epstein-Barr ; I'ARN-VAI des adénovirus), soit des protéines virales qui
entrent en compétition avec la PKR pour la fixation de I'ARN bicaténaire pdeem la
protéine E3 du virus de la vaccine, la protéine s3 des réovirus) ou pour sa liaison avec le
substrat elEQ (exemple : la protéine K3L du virus de la vaccine). lls peuvent également
induire la dégradation de la PKR (poliovirus), sa séquestration par compartimentation
(EMCV) ou bloquer son autophosphorylation (protéines tat du VIH1 ou NS5A du virus de
I'hépatite C). Le méme virus peut agir a plusieurs niveaux et avoir des stratégies redondantes
qui amplifient l'efficacité de ses moyens de lutte contre la défenteirale (Kochs et al.,

2007).

Notre équipe a montré que la surexpression de PMLIII permet de résister a l'infection par le
VSV, le virus de l'influenza, le HFV mais pas a 'EMCV (Chelbi-Alix et al., 1998).Dans ce
travail, nous avons montré que 'EMCV contrecarre le pouvoir antiviral de PMLIII en
induisant sa dégradation par un processus dépendent de SUMO et du protéasome (article 1).
L’EMCV, des 2 h post-infection, induit le transfert de PMLIII du nucléoplasme vers la
matrice nucléaire et une augmentation de sa conjugaison aux trois paralo§u#d@dela
diminution de I'expression de PMLIII suite a l'infection par TEMCV est réduiteoeisence

de MG132 ou suite a la déplétion de SUMO par ARN interférence. De plus, le mutant de
PMLIII, PMLINI3KR, qui n'est pas sumoylable, est résistant a la dégradation induite par
FTEMCV. Nous avons montré que 2 h apres infection, la protéase virale 3Cpro est localisée
majoritairement dans la matrice nucléaire et qu’elle colocalise avec PhHik les corps
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nucléaires. De plus I'expression de la 3Cpro seule entraine une diminution de PMLIII.
serait donc important de montrer que I'expression de la protéase 3C seule peatlandui
transfert de PML vers la matrice et sa conjugaison a SUMO. Nous avons montré que la région
C-terminale de PMLIII nécessaire a cette diminution, est localisée dans la régipriseom
entre les acides aminés 504 et 641 suggérant que le site de clivage de la 3Cpro est en aval de
504. 1l est connu que la 3Cpro clive au niveau des Q/G, Q/S et des E/S. Le dipeptide Q/G
n'est pas présent dans la région C-terminale de PMLIII, par contre les dipeptides Q/S et E/S
sont présents a la position 576/577 et 618/619. Il serait intéressant de montrer si casssites da
la région C-terminale de PMLIII sont une cible de clivage de la 3Cpro.

Ces résultats montrent pour la premiére fois qu’'un autre agent outre 'arsenic, est dapable
déclencher la dégradation de PML via sa sumoylation. Néanmoins, le role exact de la protéase
virale 3Cpro dans le mécanisme de dégradation de PMLIII par FTEMCYV reste a définir.

Dans le cas du poliovirus, I'effet antiviral de p53 qui est dépendent de PMLIII estdiran

car le poliovirus contrecarre l'effet de p53 en induisant le recrutement du composant 20S du
protéasome et de MDM2 sur les CN PML. Ceci entraine la dégradation de p53 par un
processus dépendant du protéasome, de MDM2 et de PMLIII. Le role de la protéase virale
3Cpro dans cet effet reste a démontrer.

Ces travaux avec 'EMCYV et le poliovirus ont montré pour la premiére fois ipfection

virale induit la sumoylation de PML et que les CN PML peuvent étre le siege de madlificati

et de dégradation.

La dégradation de PMLIII par TEMCV implique sa sumoylation par SUMOL, 2, et 3. Le réle

de la sumoylation a été controversé. Au début de sa découverte, cette modificétiion a
considérée comme permettant de stabiliser les protéines cibles, en empéchant leur dégradation
d’'une maniére dépendante du protéasome. En effet, le peptide SUMO se lie sur les résidus
lysines qui dans certains systemes sont connus pour étre la cible de tidiati par
conségquent, les chercheurs considéraient que la sumoylation et l'ubiquitiset@éoent deux
phénomenes compétitifs. La balance entre la sumoylation et l'ubiioi serait la
conséquence de l'état physiologique de la cellule et du stress impliqué. Deux équipes
(Lallemand-Breitenbach et al., 2008; Tatham et al., 2008) ont décortiqué l'inglicila
modification par SUMO dans la dégradation de PML et de la protéine de fusion PML-RAR,
responsable de la leucémie agpromyélocytaire, suite au traitement a l'arsenic. Elles ont
montré que l'arsenic augmente la sumoylation de PML, ce qui permet le recruterfiEft de
ubiquitine ligase RNF4 via ses motifs SIM sur les chaines poly-SUMO. RNF4 va permettre la
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polyubiquitination de son substrat provoquant sa dégradation. L'implication de RNF4 ou
d’'une autre ubiquitine ligase dans la dégradation de PMLIII par TEMCV reste une question
ouverte.

D’autres protéines impliquées dans I'immunité innée sont aussi la cible de 'TEMCV. En effet,
'équipe de Nadir Mechti et I'équipe de Vincent R. Racaniello (Barral et al., Z}$yn et

al., 2009), ont montré que I'hélicase RIG-I est dégradée suite a l'infection par lTEMCV. RIG-I
est connue pour étre impliquée dans l'induction de I'expression de I'lFN-I suite a lomfect
virale. La dégradation de RIG1 impligue la 3Cpro et se fait d’'une maniere caspase
dépendante.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la capacité de virus de familles difféxentafifier

ou a détruire les CN PML (pour revues : Chelbi-Alix et al., 2006; Everett, 2001; Everett and
Chelbi-Alix, 2007; Geoffroy and Chelbi-Alix; Regad and Chelbi-Alix, 2001). Les intenastio
entre virus a ADN et CN PML ont fait I'objet de plusieurs revues (Everett, 2001; Everett et
al., 2007). Les raisons de ces phénoménes ne sont pas claires; on peuwgrimagin
désorganisant ces structures, certains virus développent une stratégie pour détourner la
machinerie cellulaire & leur profit afin de se multiplier efficacement. LedP@IN seraient
également la cible de certains virus pour commencer leur réplication danyale des
cellules infectées. Certaines protéines virales s'y accumulent ce qui entr@imadification

de cette structure et sa désorganisation (Tableau 3).

Le cas de la protéine précoce de 'Adénovirus, EAORF3, indispensable a la réplication virale,
est illustratif de cet effet : elle est nécessaire et suffisante poufienathns les premieres
heures de linfection les CN PML, passant de structures ponctuées a des structures
filamenteuses (Puvion-Dutilleul et al., 1995a). Parmi les six isoformegaited de PML,

seule PMLII interagit directement et spécifiquement avec E4-ORF3 (Hoppe et al., 2606).
plus quand les différentes isoformes de PML sont exprimées dans des cellulés Balils

les CN formés par PMLII sont réarrangés par ORF3.

La fréqguence du ciblage des CN par les virus suggere que ces domaines possedent des
propriétés antivirales, ou qu'ils sont le siege d’'une activité de transcription oulidatiép,

que le virus détourne a son profit. L’action des adénovirus est en faveur de cettes$gpo
puisqu’ils altérent la structure des CN. lls prennent une forme de fibres et la protéife Spl10
est délocalisée et redistribuée vers les corps d’inclusion virale qui correspondent @sdbs sit
réplication de 'ADN viral et de transcription des ARN tardifs (Puvion-Dutilleul.etl899).

La protéine E4-ORF3 de I'adénovirus de type 4 est a elle seule responsable de la modification
de la structure des CN et colocalise avec PML sur les fibres. Cette altération Bd4LGIt
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directement liée a la capacité du virus a se multiplier puisque des mutants de e [EEdtéi
ORF3 qui n'alterent plus cette structure, bloquent la réplication virale.

De nombreux virus de la famille des herpesviridae modifient de fagon drastique les CN PML
dans les cellules infectées (Everett and Chelbi-Alix, 2007). Ce sont les proesiitgenes
précoces-immédiats qui sont a l'origine de cet effet dont le mécanisme précis reste eiconn

gui s’avere trés bénéfiqgue pour le virus. Ainsi, trés peu de temps aprés le début de l'infection,
les protéines virales précoces ICP0 du virus HSV-1 et E1 du virus CMV, sont ciblées vers ces
structures et les désagrégent intégralement suggérant que les CN PML jouent un réle
important lors du processus de l'infection virale. L'infection par HSV-1 dégrade PML par un
processus dépendant du protéasome (Chelbi-Alix and de The, 1999; Everett et al., 1998).

Le virus LMCV (lymphocytic choriomeningitis virus) est un virus & ARN simplentule

polarité négative appartenant a la famille des arénavirus. L'infection par le LCMV madifie
distribution des CN PML. Ces virus se répliquent exclusivement dansolplasme et ont

besoin pour des raisons encore inconnues, de la présence du noyau. Dans les cellules
infectées, PML est retenue dans le cytoplasme en association directe apeatéine virale

de fonction inconnue, ayant un motif RING, la protéine Z. Cette caractéristique serable ét
commune aux arénavirus car des résultats similaires ont été obtenus pour le virulBMAssa.
pourrait étre un des facteurs nucléaires jouant un role dans la réplication de ces virus
(Campbell Dwyer et al., 2000; Djavani et al., 2001).

L’infection par le virus de la rage, famille des rhabdovirus, entraine une modificati@Ndes

PML. L'analyse par microscopie confocale a permis de mettre en évidence que ces structures
augmentent fortement en taille mais pas en nombre. Des expériences de miErosco
électronique ont confirmé cette réorganisation: PML forme normalemertnoeau en
périphérie des sphéres puis se trouve suite a l'infection virale, redistribuéspetséde a
I'intérieur des sphéres pour former ainsi des sphéres pleines. C’est la phosphopratine

'un de ces sous-produits, la protéine P3 (Blondel et al., 2002), qui sont responsables de cette
réorganisation. L'expression de la protéine P en 'absence d’autres protéines viralesaconduit
la séquestration de PML dans le cytoplasme ou P et PML colocalisent. En revaratigetes
protéines virales N, M, G, L n'ont aucun effet sur les CN PML. P3 présente une datribut
nucléaire ponctuée ressemblant a celle de PML. Des cellules co-exprimant lgsaléunes
présentent une réorganisation des CN PML semblable & celle observée dans les cellules
infectées ou P3 et PML colocalisent. P et B8 le domaine C-terminal, interagissent
directement avec le motif RING de PML (Blondel et al., 2002).
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La protéine core de 'HCV interagit avec PMLIV, inhibant la capacité de cette isoforme de
PML a induire I'apoptose car elle interfere avec I'activation de p53 et I'induction de ses génes
cibles (Herzer et al., 2005).

Toutes ces données montrent que les virus de différentes familles que ce soit des virus a ADN
ou a ARN ont développé des stratégies leur permettant de neutraliser la défensecahiviral
'héte afin de mieux se répliquer. Dans ce cadre, on remarque que les CN PML, avec les
protéines qui les constituent (PML, Sp100 et Daxx), ou certaines protéines recrutées d’'une
maniére transitoire telle que la protéine p53, sont une cible privilégiée dedgirianilles
différentes. Ceci témoigne de l'importance de ces structures dans l'immunitéasmti
Cependant le rbéle de la sumoylation que ce soit dans la défense antivirbienadans

'échappement du pathogéne a cette défense reste a éclaircir.
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Tableau 3. Altération des CN PML par les virus

Virus Cibles Mécanismes d’actic Référence
Adénoviru: PMLII E4-ORf3 désagrege le (Hoppe et al., 200
CN
\YAY PML ORF61 interagit avec le (Wang et al, 201.
CN PML et les désagrege
HSV-1 PML ICPO délocalise PML ¢ | (Chelb-Alix and de The
Sp100 des CN et induit .
Spl100 leur dégradation 1999; Everett et al.,
1998)
KSHV PML LANA2 désagrege PMI (MarcosVillar et al,
des CN PML et induit sa
. . . 2011)
dégradation protéasome
dépendante
HCMV PML IE1 désagrége les C | (Korioth et al, 199¢ Ahn
PML et entraine une .
modification SUMO1 and Hayward, 1997;
réduite de PML Muller and Dejean, 1999
EBV PML EBNAS5 colociise avec (Szekely et al., 199
les CN PML
BZLF1 désagrége les CN
PML (Bell et al., 2000)
PML E7 circonvient la
sénescence induite par (Bischof et al., 2005)
PML
Papillomaviru PML L2 colocalise avec le (Day et al., 199)
CN PML et PML recrute
L1 et E2. E6 circonvient
la senescence induite par
PMLIV (Guccione et al., 2004)
HDV PML L-HDAg altére les CI (Bell et al., 200C
PML
HCV PMLIV Le core de HCV inhib (Herzer et al., 200
I'apoptose induite par
PMLIV
LCMV PML La protéine Z délocalis (Borden et al., 199
PML des CN vers le
cytoplasme
Virus de la rag PMLII La protéine P délocalis (Blondel et al., 200:
PML des CN vers le
cytoplasme
EMCV Dégradation de PMLIII
PMLII par un processus (El McHichi et al., 2010)

dépendent de SUMO et
du protéasome
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zéme

partie

«PMLIV inhibe le virus de I'encéphalomypcardite en séquestrant

la polymérase 3Dpol dans les corps nucléaires PML»

PML est l'organisatrice de structures associées a la matrice nucléaire dénommées
corps nucléaires PML. La conjugaison de PML a SUMO est nécessaire pour la formation de
ces structures. Plusieurs isoformes de PML (PMLI-PMLVII) dérivent d’un géne unique par
épissage alternatif de la région C-terminale. Toutes les isoformes ont en ccamégiot N-
terminale qui contient le motif RBCC (RING-B-boxes-coiled-coil) mais differdsms la
région C-terminale. Cette diversité dans la région C-terminale détermine lesorigncti
spécifiques de chaque isoforme. De plus le promoteur du géne codant pour PML contient les
deux éléments de réponse a I'lFN de type | (ISRE) et de type Il (GAS). L'induction par I'lFN
du géne PML est directe et aboutit a 'augmentation de I'expression de différenfemiss
de PML et a une augmentation du nombre et de taille des corps nucléaires PML.

Il y a de plus en plus dévidence impliguant PML dans la défense amtidtalévélant
différentes stratégies par les quelles PML inhibe la production virale. Nous avons montré que
les cellules dérivées de souris invalidées pour le géne de PML sont plus sensibles afinfecti
par TEMCV que les cellules parentales. Il était donc important de déterminer fiesnies
responsables de cette résistance et leur implication dans la réponse antiviraleréérgnist

lors de I'infection par ce virus.

Seule l'isoforme IV de PML protege contre l'infection par 'TEMCV

Pour déterminer la ou les isoformes de PML permettant d’inhiber TEMCV, nous
avons surexprimé en stable chacune de ces isoformes (PMLI — PMLVII) dans les cellules
humaines U373MG. Nous avons montré que lors de l'infection par TEMCV, seule PMLIV est
capable d’inhiber I'expression des protéines virales. Ce pouvoir antiviral n'esbgaryé®
avec les autres isoformes nucléaires (I, Il, Ill, V et VI) ou avec l'isoformeplagmique VII.
Plus précisément, nous avons montré que l'expression de PMLIII inhibe failbleme
'expression des protéines virales. En fait nous avons montré précédemment (EhiNe¢cH
al,, 2010) que 'EMCV induit la dégradation de PMLIII par un processus dépendant de
SUMO et du protéasome. Ceci suggere que le pouvoir antiviral de PMLIII est contrecarré lors
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de linfection virale par protéolyse. En revanche, le niveau de PMLIV reste codstamt
l'infection par TEMCV.

PMLIV inhibe TEMCV a forte MOI en bloquant sa réplication.

Afin de voir si PMLIV posséde une forte activité antivirale contre 'lEMCYV, les
cellules contréles (U373MG-EV), U373MG- PMLIII et U373MG-PMLIV ont été infectées
par le virus a une MOI de 1. Nous avons montré par western blot et par mesure des titres
viraux que contrairement a PMLIII et les cellules contrdles, le virus est fortenteine en
présence de PMLIV. En effet, aucune protéine virale n'est détectée en western blot.
Contrairement aux cellules contrbles et a celles exprimant PMLIII, leslesekxprimant
PMLIV sont protégées de la lyse induite par TEMCV
Pour comprendre a quel niveau du cycle réplicatif du virus se fait cette inhibitismanons
déterminé le taux des ARN viraux par PCR quantitative dans les cellules U373MG-EV et
U373MG-PMLIV. Pour cela, nous avons amplifié avec des amorces spécifiques la région
génomique correspondant a la polymérase virale (3Dpol) et nous avons trouvé que ces ARN
viraux sont inhibés dans les cellules exprimant PMLIV en comparaison avecllidssce
exprimant le vecteur vide. Cela montre que PMLIV inhibe la réplication virale.

Ce pouvoir antiviral est aussi observé avec une autre variante de PMLIV (PMLIVa)
dépourvue de I'exon 5 mais qui possede la méme extrémité C-terminale. Nous aviong expr
en stable PMLIVa dans deux lignées cellulaires (U373MG et CHO) et nous avons montré que
PMLIVa a un pouvoir antiviral similaire a celui de PMLIV.

De méme nous avons montré que les cellules qui expriment PMLIV ne produisent pas plus
d’interféron que les cellules contrbles suite a linfection par TEMCV ce qugiraique
PMLIV a un pouvoir antiviral intrinseque qui n’est pas dd a une augmentatigmtiese de

IFN lors de l'infection par TEMCV.

PMLIV interagit avec la polymérase virale (3Dpol) et la séquestre mudss corps
nucléaires-PMLIV.

La réplication de TEMCYV se fait dans le cytoplasme de la cellule héte. Néanmoins,
'ARN polymérase (3Dpol) transloque dans le noyau suite a l'infection et présente un aspect
ponctuée ressemblant aux corps PML (Aminev et al., 2003). Ceci nous a conduit a tester une
éventuelle interaction entre PMLIV et la polymérase virale. Nous avons montré par
immunofluorescence que PMLIV colocalise parfaitement avec la 3Dpol danyde.rNous

avons aussi mis en évidence par co-immunoprécipitation cette interaction entre PM&aIV
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3Dpol. Aucune des autres isoformes de PML n’est capable de recruter la 3Dpol sur les corps
nucléaires. Ceci démontre la spécificité de PMLIV a interagir et a recruter la 3Dpukau ni

des corps nucléaires. PMLIV se distingue des autres isoformes par la présence dans son
extrémité C-terminale de deux exons 8a et 8b. Nous avons exprimé dans les cellules U373MG
les mutants de PMLIV tronqués au niveau de ces deux exons et nous avons montré que ces
mutants ne sont plus capables de séquestrer la 3Dpol dans les corps nucléaires etla’inhiber
multiplication de 'TEMCV.

La sumoylation de PMLIV est requise pour son activité antivirale contre 'TEMCV

On a voulu savoir par la suite si la sumoylation de PML est nécessaire ausoir po
antiviral contre TEMCV. Pour cela, nous avons surexprimé dans les cellules U373MG le
mutant de PMLIV dans lequel les trois sites de conjugaison a SUMO (K60, K160 et K460),
sont mutés (PMLIV3KR) et nous avons testé sa capacité a inhiber le virus. D’une maniere
intéressante, ce mutant était comme les cellules contréles incapable d’inhiber I'erpiiessio
protéines virales et de conférer la résistance a 'EMCV. Cela montre que la conjugaison de
PMLIV & SUMO est requise pour son pouvoir antiviral. Nous avons alors regardé si
PMLIV3KR peut interagir avec la polymérase virale 3Dpol. Ce mutant est incapable de le
faire. Ces résultats montrent que PMLIV inhibe la réplication de TEMCV via la séquastrati

de la polymérase 3Dpol au sein des corps nucléaire PML.

PML est médiateur de la réponse antivirale & l'interféron dirigée contre 'TEMCV

Par la suite avons cherché a montrer I'implication de PMLIV dans la réponsevid\-E
de I'IFN. Pour cela, nous avons diminué le niveau d’expression de PMLIV, de PMLIII ou de
toutes les isoformes de PML par siRNA dans les cellules traitées a I'lANraitement a
PMLIII, la diminution de I'expression de toutes les isoformes de PML et celle de PMLIV sont
accompagnées par une augmentation de la production virale a un niveau comparable. Cel
montre que d’'une part PML joue un réle dans la réponse antivirale aux IFN lors deidimfect
par 'TEMCV et que dautre part, cette réponse implique principalement PMLIV ce qui
confirme les précédents résultats de ce présent travail.

Conclusion

Dans ce travail, nous avons démontré la capacité d’'une isoforme spécifique de PML
(PMLIV) & protéger contre linfection par 'EMCV. Nous avons aussi déterminé le
mécanisme mis en jeu dans cette protection ainsi que I'implication de PML dans Ilserépon
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antivirale a I'lFN contre ce virus. En effet, nos résultats montrent que PMLIV séqlzestre
polymérase virale 3Dpol au niveau des corps nucléaire PML ce qui empéche la réplication
virale et la production des nouveaux virions. Cette propriété nécessite I'extréraitdiGate

de PMLIV (exon 8b) ainsi que sa conjugaison a SUMO.
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Article 2.

Promyelocytic Leukemia Isoform IV Confers Resistance to
Encephalomyocarditis Virus via the Sequestration of 3D
Polymerase in Nuclear Bodies
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Promyelocytic leukemia (PML) protein is the organizer of nuclear matrix-associated nuclear bodies (NBs),
and its conjugation to the small ubiquitin-like modifier (SUMO) is required for the formation of these
structures. Several alternatively spliced PML transcripts from a single PML gene lead to the production of
seven PML isoforms (PML isoform I [PMLI] to VII [PMLVII]), which all share a N-terminal region that
includes the RBCC (RING, B boxes, and a «-helical coiled-coil) motif but differ in the C-terminal region. This
diversity of PML isoforms determines the specific functions of each isoform. There is increasing evidence
implicating PML in host antiviral defense and suggesting various strategies involving PML to counteract viral
production. We reported that mouse embryonic fibroblasts derived from PML knockout mice are more
sensitive than wild-type cells to infection with encephalomyocarditis virus (EMCYV). Here, we show that stable
expression of PMLIV or PMLIVa inhibited viral replication and protein synthesis, leading to a substantial
reduction of EMCV multiplication. This protective effect required PMLIV SUMOylation and was not observed
with other nuclear PML isoforms (I, I1, III, V, and VI) or with the cytoplasmic PMLVIL. We demonstrated that
only PMLIV interacted with EMCYV 3D polymerase (3Dpol) and sequestered it within PML NBs. The C-ter-
minal region specific to PMLIV was required for both interaction with 3Dpol and the antiviral properties. Also,
depletion of PMLIV by RNA interference significantly boosted EMCV production in interferon-treated cells.
These findings indicate the mechanism by which PML confers resistance to EMCV. They also reveal a new

pathway mediating the antiviral activity of interferon against EMCV.

Interferons (IFNs) play a central role in mediating antiviral
innate immunity. IFN signaling is initiated by IFNs binding to
specific receptors at the cell surface, followed by the activation
of Janus-activated kinase (Jak)/Stat pathway and the induction
of interferon-stimulated genes (ISGs). These genes have di-
verse antiviral activities, including translational control, regu-
lation of RNA stability, and effects on protein transport and
turnover (22, 31).

Several pathways, including 2',5" oligoadenylate (2'5'A) syn-
thetase/RNase L, double-stranded RNA-activated kinase (pro-
tein kinase R [PKR]), Mx proteins, and promyelocytic /euke-
mia (PML) protein, which has also been called tripartite motif
19 (TRIM19), have been implicated in mediating resistance to
infection by viruses of various families (7, 13, 14, 17, 24, 32, 34,
37). PML functions as the organizer of PML nuclear bodies
(NBs), which are dynamic nuclear structures harboring numer-
ous proteins, some transiently and some permanently (23, 27).
These structures are involved in the transient recruitment/
sequestration of several transcriptional regulators and proteins
and have a role in both the antiviral response and cancer. PML
NB formation requires the RBCC (RING, B boxes, and a
a-helical coiled-coil) motif and covalent small ubiquitin-like
modifier (SUMO) modification at lysines at positions 65, 160,
and 490 (5, 20, 21). Seven PML isoforms, PML isoform I
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(PMLI) to PML isoform VII (PMLVII), result from alterna-
tive splicing from a single gene. They share a N-terminal region
(exons 1 to 3), which includes the RBCC motif, but differ in
their C-terminal regions according to alternative splicing of
exons 4 to 9. The C termini of all nuclear PML isoforms
contain a nuclear localization signal (NLS). The variability of
the C-terminal regions of PML isoforms explains why each
recruits its own subset of interaction partners, and conse-
quently why they display different functions (15, 23).

Some PML isoforms impair replication of RNA viruses from
different families (13, 16). PMLIII confers resistance to human
foamy virus (HFV), vesicular stomatitis virus (VSV), influenza
virus, and poliovirus (9, 30, 35), whereas only PMLIV confers
resistance to rabies virus infection (3). PML knockout mice are
more sensitive than wild-type mice are to lymphocytic choriomen-
ingitis virus (LCMV) and VSV infections (4), confirming the
antiviral effect of PML in vivo. Also, cells are more sensitive to
encephalomyocarditis virus (EMCV) infection in the absence of
PML (12).

Resistance to EMCV has been described in cells stably ex-
pressing other ISG products, notably 2',5" oligoadenylate syn-
thetase (8, 10), PKR (26), guanylate binding protein 1 (2), and
TRIM22 protein (11).

EMCYV is the prototype of the cardiovirus subgroup of pi-
cornaviruses. Its genome is a single-stranded, positive-sense
RNA with a single long open reading frame (ORF) (29). This
OREF encodes a precursor polyprotein that is cleaved by its own
virus-encoded protease to produce the viral capsid and non-
structural proteins. One of these proteins, the RNA-dependent
RNA polymerase (3D polymerase [3Dpol]), is required for the
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elongation of positive- and negative-stranded viral RNA.
3Dpol forms a replication complex with the virion protein
genome-linked protein (Vpg) and precursor proteins 3AB and
3CD to initiate Vpg uridylylation; the resulting product acts as
a primer for positive- and negative-strand RNA replication by
3Dpol (38, 39). EMCV replicates in the cytoplasm, but viral
proteins 2A, 3B, 3Cpro, and 3Dpol are found, early postinfec-
tion, as punctate spots in the nucleus (1).

We studied the roles of the PML isoforms (PMLI to
PMLVII) during EMCYV infection. We report that cells stably
expressing PMLIV or PMLIVa (missing exon 5) conferred
resistance to EMCV infection, whereas other nuclear PML
isoforms (I, II, III, V, and VI) and cytoplasmic isoform
PMLVII did not inhibit the virus. The PMLIV-3KR mutant,
which cannot be SUMOylated, did not impair EMCV produc-
tion, indicating that PMLIV SUMUOylation is required for the
protective effect against EMCV. The unique C-terminal region
of PMLIV, encoded by exon 8b, interacted with 3Dpol and
recruited it to PML NBs. RNA interference abolishing PMLIV
activity was associated with increased EMCYV yield in alpha
interferon (IFN-a)-treated cells.

MATERIALS AND METHODS

IFN and antibodies. Recombinant human IFN-a2 was from Schering. Mouse
monoclonal anti-PML (clone PGM3) and rabbit polyclonal anti-PML (clone
H-238) antibodies were from Santa Cruz Biotechnology. Horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated mouse monoclonal anti-B-actin (clone AC-15) antibody was
from Sigma. Rabbit anti-EMCV and mouse monoclonal anti-3Dpol antibodies
were from Ann Palmenberg (1). Rabbit anti-VSV antibodies were from Danielle
Blondel.

Cell cultures and cell treatments. U373MG, HEK293, 1.929, and Chinese
hamster ovary (CHO) cells were grown at 37°C in Dulbecco modified Eagle
medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS). CHO cells
transfected with the empty vector (EV) or stably expressing PMLIIT were kept in
medium supplemented with 0.5 mg/ml hygromycin (9). CHO and U373MG cells
stably expressing PMLIVa were grown in medium supplemented with 0.2 mg/ml
zeomycin. U373MG cells transfected with empty vector or stably expressing
PMLI, PMLII, PMLIII, PMLIV, PMLV, PMLVI, or PMLVII were kept in
medium supplemented with 0.5 mg/ml of G418 as described previously (3).

Virus stocks. L929 cells (2 X 107) seeded in culture flasks, were infected with
EMCYV at a multiplicity of infection (MOI) of 1 by adsorption in 1 ml medium
without serum. After 1 h, the medium containing virus was removed and replaced
with 10 ml of medium containing 2% FCS, and the cells were incubated at 37°C
for 24 h. The cultures were then frozen, thawed three times, centrifuged to
remove cellular debris, and the supernatants were saved. Viral titers were de-
termined on these cells by measuring the 50% tissue culture infective dose
(TCIDs).

Stable expression of PML isoforms and PML mutants. The accession numbers
(GenBank) for PML isoforms are as follows: M79462 (PMLI), M79464 (PMLII),
S$50913 (PMLIII), X63131 (PMLIV), AF230411 (PMLIVa), M79463 (PMLV),
AF230405 (PMLVI), and AF230408 (PMLVII). In the PMLIV-3KR mutant, the
three SUMO-target lysines (at positions 65, 160, and 490) were replaced with
arginines. U373MG cells stably expressing PMLI, PMLII, PMLIII, PMLIV,
PMLV, PMLVI, and PMLVII and PMLIV-3KR cells were obtained by trans-
fection with the corresponding constructs (pcDNA3.1 PMLI, pcDNA3.1 PMLII,
pcDNA3.1 PMLIIIL, pcDNA3.1 PMLIV, pcDNA3.1 PMLV, pcDNA3.1 PMLVI,
pcDNA3.1 PMLVII, and pcDNA3.1 PMLIV-3KR) and selection on neomycin
(final concentration, 0.5 mg/ml). U373MG and CHO cells stably expressing
PMLIVa were generated by transfection with pcDNA4.1 PMLIVa (a gift from
P. G. Pelicci) and selection on zeomycin (0.2 mg/ml). CHO-PMLIII was gener-
ated as previously described (9). The PMLIV-A8b and PMLIV-A8ab mutants
(40) were expressed in U373MG cells. U373MG and CHO cells were also
transfected with the empty vectors and used as controls.

Real-time quantification of mRNA. The amount of viral RNA was determined
by quantifying the 3Dpol region in an assay. Quantification of PMLIII, PMLIV,
and 3Dpol transcripts was performed using reverse transcription-PCR with the
FastStart DNA Master SYBR green I kit and the LightCycler apparatus, accord-
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ing to the manufacturer’s instructions (Roche Molecular Biochemicals, India-
napolis, IN), with the following oligonucleotide pairs: 5'-CCCTACCTCACGG
AATGGGGCAAAG-3" and 5'-GGTGAGAGCAAGCCTCGCAAAGACA
G-3' for 3Dpol; 5'-CCCGTCATACGAAGTGAGGT-3" and 5'-AGACTGAGG
GCTGGAAGAGA-3' for PMLIII; 5'-TGGACGAGAACCTTGCTGAC-3" and
5'-CCAGGAGAACCCACTTTCAT-3' for PMLIV; and 5'-AGCTCACTGGCA
TGGCCTTC-3" and 5'-ACGCCTGCTTCACCACCTTC-3' for glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). The results were normalized to those for
GAPDH.

DNA and siRNA transfection. The cells were seeded in six-well plates and
transfected with 2 g of plasmid DNA or small interfering RNA (siRNA) using
the Lipofectamine 2000 and Lipofectamine RNAiMax transfection reagents,
respectively (Invitrogen), according to the manufacturer’s recommendations.
The cells were transfected with siRNAPMLc (common to all PML isoforms),
corresponding to nucleotides 362 to 381, siRNAPMLIII corresponding to nucle-
otides 1768 to 1749, siRNAPMLIV corresponding to nucleotides 1857 to 1876, or
siRNA scramble. Transfected cells were then prepared for Western blot analysis.

Immunofluorescence staining and confocal microscopy. Transfected cells were
fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min at 4°C and permeabilized for 5 min
with 0.1% Triton X-100 in phosphate-buffered saline (PBS). They were then
prepared for double-immunofluorescence staining and analyzed by confocal mi-
croscopy. The cells were stained with rabbit anti-PML and monoclonal anti-
3Dpol antibodies. They were washed twice and incubated for 1 h with the
appropriate Alexa Fluor-conjugated secondary antibody (Molecular Probe, Inc.).
Coverslips were mounted using Vectashield (Vector Laboratory). For confocal
analysis, images were sequentially collected with a Zeiss LSM510 confocal laser
scanning microscope.

Western blot analysis. Cells were washed and resuspended in PBS, lysed in hot
Laemmli sample buffer, and boiled for 5 min. These samples were run on a 10%
SDS-polyacrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane. The
membranes were blocked with 10% skim milk in Tris-buffered saline (TBS) for
2 h and incubated overnight at 4°C with rabbit polyclonal anti-PML, monoclonal
anti-3Dpol, antiviral proteins, or antiactin antibodies. The blots were then
washed extensively in PBS containing Tween 20 (PBS-Tween) and incubated for
1 h with the appropriate peroxidase-coupled secondary antibodies (Amersham).
On all blots, antibody binding was revealed by chemiluminescence (ECL Kkit;
Amersham). To estimate the apparent molecular mass of the polypeptides, the
proteins of interest were compared to prestained molecular weight standards
included on each gel (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA).

Immunoprecipitation assays. Transfected cells (107) were incubated for 30
min at 4°C in 0. 5 ml of buffer containing 20 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 M NaCl,
5 mM MgCl,, 1% Triton X-100, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF). After cell lysis, 1. 25 ml of immunoprecipitation buffer (IB) (20 mM
Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NaCl, 0.5% deoxycholate [DOC], 1% Triton X-100,
0.1% SDS, and 1 mM EDTA) were added. The samples were used for PML and
3Dpol immunoprecipitation in separate experiments as follows. Rabbit anti-
PML or anti-3Dpol antibodies were added, and the samples were incubated
overnight at 4°C. Protein G beads (Sigma) in IB were then added, and the
samples were mixed for 2 h at room temperature. The beads were collected and
washed four times with modified IB (IB plus 150 mM NaCl), and the bound
proteins were subjected to Western blotting.

RESULTS

Effects of the different PML isoforms on EMCV protein
expression. Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) derived from
knockout PML mice are more sensitive than MEFs from wild-
type mice to EMCV infection (12). To determine whether
particular PML isoforms inhibit EMCV production, we stably
expressed each of the different PML isoforms (PMLI to
PMLVII) in U373MG cells. The structures of these PML iso-
forms are presented in Fig. 1A. The PML isoforms were de-
tected by Western blotting at the expected sizes, and in each
case, the lower band corresponds to the unmodified SUMO
isoform with special forms migrating above representing the
SUMOylated species (Fig. 1B). In contrast, no bands of higher
molecular weights were observed for PMLVII, indicating that
this cytoplasmic isoform was not SUMOylated (Fig. 1B).
U373MG cells stably expressing each of the PML isoforms
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FIG. 1. PMLIV is the only PML isoform that inhibits production of
EMCYV proteins. (A) Schematic representations of the domain struc-
tures of PML isoforms. All PML isoforms have the same N terminus,
but they have different C termini due to alternative splicing of exons 4
to 9. All isoforms contain the RING finger (R), the B1 and B2 boxes,
and the coiled-coil (CC) motif. The NLS is present in all nuclear PML
isoforms (PMLI to PMLVI at positions 476 to 490). PML contains
three SUMOylation sites at position 65, 160, and 490. PMLI to PMLV
contain a SUMO-interacting motif (SIM) (at positions 508 to 511). aa,
amino acids. (B) Extracts from U373MG-EV cells and cells stably
expressing PMLI, PMLII, PMLIII, PMLIV, PMLV, PMLVI, or
PMLVII were analyzed by Western blotting using anti-PML antibody.
(C) The cells described above for panel B were infected with EMCV
(+) at an MOI of 0.2 for 12 h, and their extracts were analyzed by
Western blotting using antiviral proteins or antiactin antibodies.

(PMLI to PMLVII) were infected with EMCV at an MOI of
0.2 and incubated for 12 h. Extracts from these cells were then
tested for viral proteins (VP1, VP2, and VP3) by Western
blotting (Fig. 1C). EMCV proteins were detected in similar
amounts in extracts from U373MG cells transfected with
empty vector (U373MG-EV) and in extracts from cells ex-
pressing nuclear isoform PMLI, PMLV, or PMLVI or the
cytoplasmic isoform PMLVII. Thus, these PML isoforms did
not inhibit EMCYV infection. Somewhat less viral protein was
detected in extracts from cells expressing PMLII or PMLIIL In
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contrast, viral proteins were undetectable in extracts from cells
stably expressing PMLIV) (Fig. 1C), suggesting that this particu-
lar isoform may have a protective effect against EMCYV infection.

PMLIYV inhibits viral RNA replication and EMCYV produc-
tion. To confirm the antiviral effect of PMLIV, U373MG cells
expressing PMLIV (U373MG-PMLIV), and cells expressing
PMLIII as negative controls, were infected at higher MOIs
with EMCV. U373MG-EV cells and cells stably expressing
PMLIII or PMLIV were infected at MOIs of 0.2, 0.5, or 1 for
12 h. Almost 100% of U373MG-EV cells and cells expressing
PMLIII died, whereas cells expressing PMLIV were totally
protected against cell lysis (Fig. 2A). Cell extracts were studied
by Western blotting; the abundance of viral proteins in extracts
from control cells was dependent on the MOIs with EMCV,
whereas no viral protein was detected in extracts from cells
expressing PMLIV (Fig. 2B). Thus, viral protein synthesis was
blocked by PMLIV even after infection at high MOIs (Fig.
2B). The antiviral effect of PMLIV against EMCV was also
observed in transiently transfected HEK293 cells (data not
shown). Viral protein production appeared to be weakly inhib-
ited in cells expressing PMLIII (Fig. 2B).

To determine how PMLIV inhibits EMCV infection, we
used quantitative reverse transcription-PCR of the 3Dpol re-
gion to assay the viral RNA in U373MG-EV cells and
U373MG-PMLIV cells 2 and 12 h postinfection. Infected
U373MG cells stably expressing PMLIV contained substan-
tially less viral RNA than infected control cells (Fig. 2C),
suggesting that PMLIV blocked EMCV RNA synthesis.

Inhibition of viral RNA and protein synthesis in cells ex-
pressing PMLIV was accompanied by a high decrease in
EMCYV production as shown by the viral titers (Fig. 2D). In-
deed, compared to control infected cells, EMCV multiplica-
tion in U373MG-PMLIV cells was 3 to 4 log units lower.

To compare inhibition of EMCV by PMLIV with that by
IFN, U373MG cells were treated for 24 h with 10, 50, 200, and
1,000 units/ml of IFN-a. U373MG cells treated with IFN-« or
stably expressing PMLIV were then infected with EMCV at an
MOI of 0.5 for 14 h. Inhibition of EMCV multiplication in
U373MG-PMLIV cells was comparable to that in cells treated
with 200 units/ml of IFN-«a (Fig. 2E). Note that in U373MG
cells treated with IFN-a, the expression of several isoforms was
enhanced by Western blotting (9) (see Fig. 7A below), and the
level of PMLIV transcript was increased by quantitative re-
verse transcription-PCR (see Fig. 7B below).

It was therefore possible that PMLIV induces IFN secretion
during EMCYV infection, which may in turn inhibit viral protein
expression. Culture supernatants from EMCV-infected
U373MG-EV cells (S1) and U373MG-PMLIV cells (S2) were
tested for their capacity to induce the expression of PKR and
signal transducer and activator of transcription factor 1 (STAT1),
two ISG products and to inhibit VSV protein synthesis. STAT1
and PKR concentrations as well as VSV N- and M-protein ex-
pression were similar in extracts from cells treated with culture
supernatants S1 and S2 (Fig. 2F). Similarly, both supernatants
contained 4 IU/ml of IFN (data not shown). STAT1 and PKR
expression was enhanced, and VSV proteins were inhibited when
these cells were incubated with 50 units/ml of IFN (data not
shown). This demonstrates that resistance in PMLIV-expressing
cells was not due to increased IFN production during EMCV
infection. This finding is in agreement with a previous report

A SI¥Vd JLISYIAINN A2S Aq TTOZ ‘22 JaquianoN uo /610 wse'IAl/:dny wouy papeojumoq


http://jvi.asm.org/

VoL. 85, 2011 PMLIV CONFERS RESISTANCE TO EMCV 13167

A EMCV B
EV
PMLIII
PMLIV
C D
0 U373MG EV = 194 oEv
7 = ~  apMLII
B U373MG PMLIV s s = = PMLIV

6 o
fa) a 71 [
25 O 6-

'—
Q4 o 51
g > 44
33 A
L2 o 37
i i

o 11

=

0 g § 0 . -
2h 12h EMCV 0.2 0.5 1
EMCV (MOI)
F
C S1 82

N s
S——e———— PKR
Actin

6 -
’ M
4 [——

0 10 50 200 1000 PMLIV [ o Actin

IFN (U/ml)

FIG. 2. PMLIV inhibits viral RNA replication and EMCV production. (A) PMLIV protects cells from EMCV-induced cell lysis. U373MG-EV cells
and cells stably expressing PMLIII or PMLIV were not infected (—) or infected (+) with EMCV at an MOI of 0.5 for 12 h. The phase picture was
acquired using a Nikon Eclypse TS100 microscope and Coolpix MDC lens camera. (B) U373MG-EV cells and cells stably expressing PMLIII or PMLIV
were infected at various MOIs for 12 h. Cell extracts were analyzed by Western blotting for viral proteins. (C) PMLIV inhibits EMCV RNA synthesis.
U373MG-EV cells and cells stably expressing PMLIV were infected with EMCV at an MOI of 0.5. RNA was extracted 2 h and 12 h later, and 3Dpol
RNA was assayed by real-time PCR. Results were normalized to those for GAPDH. The means plus standard deviations (error bars) of three
independent assays are shown. (D) U373MG-EV cells and cells stably expressing PMLIII or PMLIV were infected at various MOIs for 12 h and used
for determination of the viral titers as described in Materials and Methods. (E) Inhibition of EMCYV production in IFN-treated cells and in cells expressing
PMLIV. U373MG-EV cells were treated for 24 h with 10, 50, 200, or 1,000 units/ml of IFN-a. These cells and U373MG-PMLIV cells were then infected
for 14 h with EMCV at an MOI of 0.5. Viral titers were determined as described in Materials and Methods. (F) PMLIV-expressing cells do not produce
more IFN than control cells during EMCV infection. U373MG-EV and U373MG-PMLIV cells were infected with EMCV at an MOI of 0.5 for 12 h.
Culture supernatants (from EV cells [S1] and PMLIV-expressing cells [S2]) were treated with acid buffer to inactivate virus, and the pH was then
neutralized. U373MG cells were left untreated as a control (C) or treated for 24 h with S1 or S2. One series of cells was analyzed by Western blotting
using anti-STATT1, anti-PKR, and antiactin antibodies (top panel). The cells in the second series were infected with VSV at an MOI of 1 for 8 h and were
then analyzed by Western blotting using anti-VSV antibodies to detect viral N and M proteins (bottom panel).

Virus titers (log10 TCID 50/mi) M
~

showing that little, if any, IFN-o/B is produced following infection blotting (Fig. 3A) and in CHO cells by immunofluorescence anal-
with EMCYV, due to L-protein inhibition of interferon regulatory ysis is shown (Fig. 3C). These cells were infected with EMCV, and
factor 3 (IRF-3) activation (18). their extracts were tested by Western blotting for viral proteins

To confirm the antiviral effect of PMLIV, we stably expressed (Fig. 3A and C) and for determination of viral titers (Fig. 3B and
in U373MG and CHO cells a PMLIV variant missing exon 5 D). Like PMLIV, PMLIVa expression in two different cell lines
(PMLIVa). Expression of PMLIVa in U373MG cells by Western inhibited viral protein synthesis and EMCV multiplication (Fig.
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FIG. 3. PMLIVa stably expressed in U373MG or CHO cells inhib-
its EMCV multiplication. (A and B) U373MG-EV cells and U373MG
cells stably expressing PMLIVa were infected with EMCV at an MOI
of 0.5 for 12 h, and the cells were analyzed by Western blotting for viral
proteins, PML, and actin (A) or the viral titers were determined (B).
(C and D) Immunofluorescence (red) of PML in CHO-PMLIVa and
CHO-EV is shown in the top micrographs. CHO cells containing EV
or stably expressing PMLIII or PMLIVa, prepared in duplicate, were
similarly infected with EMCV. One series of cells was analyzed by
Western blotting for viral antigens and actin expression (bottom
panel). The second series was used for the determination of viral titers
(D). (E) Fate of PMLIII and PMLIV during EMCV infection.
U373MG cells stably expressing PMLIII or PMLIV were infected for
12 h at various MOls, and cell extracts were then analyzed by Western
blotting using anti-PML and antiactin antibodies.

3). Thus, PMLIV and its variant PMLIVa with the same C-ter-
minal region unique to this isoform conferred resistance to
EMCV.

As observed in U373MG cells (Fig. 2B), viral protein expres-
sion was weakly inhibited in CHO cells expressing PMLIII (Fig.
3C). We suggested previously that EMCV counteracts the anti-
viral property of PMLIII by inducing proteasome- and SUMO-
dependent degradation of this isoform (12). We tested whether
PMLIV levels were altered during infection with EMCV at var-
ious MOIs. Consistent with the previous report, PMLIII was
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FIG. 4. PMLIV SUMOylation is required for resistance against
EMCV. U373MG-EV cells and cells stably expressing PMLIV or
PMLIV-3KR were infected with EMCV at an MOI of 0.5 for 12 h.
(A) Double immunofluorescence staining for PML (red) and EMCV
proteins (green) was performed. (B) Cell extracts were analyzed by West-
ern blotting using anti-PML, anti-viral protein, and antiactin antibodies.
(C) Viral titers were determined as described in Materials and Methods.

degraded during EMCV infection, whereas the abundance of
PMLIV was not affected (Fig. 3E).

We conclude that PMLIV-expressing cells do not produce
more IFN than control cells and thus that the protective effect
of PMLIV is not due to induction of IFN. Therefore, PMLIV
displays an intrinsic antiviral activity against EMCV.

SUMOpylation of PMLIYV is required for its antiviral prop-
erty. PML is covalently linked to SUMO at lysines 65, 160, and
490 (21). This modification is required for PML NB formation.
To investigate the role of SUMOylation in the antiviral property
of PMLIV, we infected U373MG cells stably expressing PMLIV-
3KR in which the three SUMO target lysines (positions 65, 160,
and 490) were replaced with arginines. Immunofluorescence anal-
ysis for PML and viral proteins revealed that PMLIV inhibited
viral protein production, whereas PMLIV-3KR did not (Fig. 4A).
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Note that PMLIV-3KR (3), like PMLIII-3KR (25), presented
punctate dots in the nucleus. PML and its SUMOylated forms
were indeed produced in cells expressing PMLIV, but as ex-
pected, only the unmodified form was detected in cells expressing
PMLIV-3KR (Fig. 4B). The expression of PMLIV and PMLIV-
3KR was not altered during viral infection (Fig. 4B, top blot).
Western blot analysis of extracts from infected U373MG-EV,
U373MG-PMLIV, and U373MG-PMLIV-3KR cells confirmed
that viral protein production was inhibited by PMLIV but was not
affected by PMLIV-3KR (Fig. 4B, bottom blot). Next,
U373MG-EV cells and cells expressing PMLIV or PMLIV-3KR
were infected with EMCV at an MOI of 0.5 for 12 h, and virus
yields were then determined. Viral multiplication was inhibited in
cells expressing PMLIV but not in cells expressing PMLIV-3KR
(Fig. 4C).

These results demonstrate that SUMO modification of
PMLIV is required to confer resistance against EMCV.

PMLIV interacts with 3Dpol and sequesters it in PML NBs.
EMCYV replicates in the cytoplasm, but 3Dpol is found as
punctate dots in the nucleus early postinfection (1), suggesting
a possible interaction between PML and 3Dpol. Therefore, we
used immunofluorescence to test whether 3Dpol colocalized
with PML in NBs. U373MG cells were transiently cotrans-
fected with constructs encoding 3Dpol and a PML isoform
(PMLI to PMLVII), and double immunofluorescence staining
was used to reveal PML (red) and 3Dpol (green). As previ-
ously reported (6), all the nuclear isoforms were found in
punctate NBs, whereas PMLVII was cytoplasmic (Fig. 5A).
Confocal microscopy revealed that PMLIV and 3Dpol colo-
calized within the NBs, but that no such colocalization was
observed with the other PML isoforms (Fig. 5A). Additionally,
PMLIV-3KR, which did not alter EMCYV replication, did not
colocalize with 3Dpol (Fig. 5B).

Given that 3Dpol and PML proteins colocalize in the nu-
cleus, we investigated whether PMLIV and 3Dpol interact by
coimmunoprecipitation assays. Cells were cotransfected with
constructs encoding 3Dpol and either PMLIV or PMLIII. One
aliquot of the cell extract was immunoprecipitated with poly-
clonal anti-PML antibody and analyzed by Western blotting
using anti-3Dpol antibody. Another aliquot was immunopre-
cipitated with anti-3Dpol antibody and analyzed by Western
blotting using anti-PML antibody (Fig. 5C). PML antibody
precipitated 3Dpol, and reciprocally, the 3Dpol antibody
precipitated PML from extracts derived from cells trans-
fected with PMLIV and 3Dpol. No such interactions were
observed in extracts from cells transfected with PMLIII and
3Dpol. Therefore, 3Dpol protein specifically interacts with
PMLIV in the absence of other EMCV proteins and is
recruited into PML NBs.

Both PMLIV-mediated sequestration of 3Dpol and antiviral
activity require the C-terminal region specific to PMLIV.
PMLIV differs from the other five nuclear PML isoforms by
the presence of exons 8a and 8b in its C-terminal region. To
map the region of PMLIV involved in the interaction with
3Dpol, we used PMLIV mutants with exon 8b deleted
(PMLIV-A8b) or both exons 8a and 8b deleted (PMLIV-A8ab)
(Fig. 6A) (40) and tested their interactions with 3Dpol. Double
immunofluorescence staining revealed that 3Dpol colocalized
with PMLIV but not with the PMLIV-A8b or PMLIV-A8ab
mutant (Fig. 6B), indicating that exon 8b is essential for seques-

PMLIV CONFERS RESISTANCE TO EMCV 13169

tration of 3Dpol into PML NBs. Similarly, coimmunoprecipita-
tion experiments confirmed that, unlike PMLIV, both PMLIV-
A8b and PMLIV-A8ab were unable to interact with 3Dpol (Fig.
6C), confirming that the C-terminal region of PMLIV is needed
for the specific interaction with viral polymerase.

We tested whether the inability of PMLIV-A8b and PMLIV-
A8ab mutants to interact with 3Dpol was associated with the
loss of antiviral activity. U373MG cells expressing PMLIV,
PMLIV-A8b, or PMLIV-A8ab were infected with EMCV in
order to analyze EMCV proteins by Western blotting and to
determine viral production. Viral protein expression was in-
hibited by PMLIV but unaffected by PMLIV-A8b and PMLIV-
A8ab (Fig. 6D). Similarly, viral production was inhibited by
PMLIV but not by PMLIV C-terminal mutants (Fig. 6E).
Thus, the unique C-terminal region of PMLIV is required for
the antiviral activity against EMCV.

PMLIV depletion boosts EMCV production in IFN-o-
treated cells. We analyzed EMCV production in IFN-a-
treated cells depleted of PMLIV. First, we verified the efficacy
of the siRNA to deplete PML. U373MG cells stably expressing
PMLIII or PMLIV were transfected with siRNA scramble,
siRNA PMLc (common to all PML isoforms), siRNA PMLIII,
and siRNA PMLIV; PMLIII was depleted by each siRNA
PMLIII and siRNA PMLc, but not by siRNA PMLIV, and
PMLIV was depleted by each siRNA PMLIV and siRNA
PMLc, but not by siRNA PMLIII (Fig. 7A, top blots). These
tests confirmed the specificity of the siRNAs. Knockdown of
PMLIV in U373MG cells stably expressing this isoform is
accompanied by a loss of antiviral activity (data not shown).
Also, the expression of all PML isoforms was depleted by
siRNA PMLc in U373MG cells treated with IFN-a (Fig. 7A,
bottom blot). To determine whether PMIII and PMLIV tran-
scripts were increased in response to IFN, we measured the
levels of PMLIII and PMLIV by quantitative reverse transcrip-
tion-PCR in U373MG cells treated for 10 h with 100 units/ml
of IFN-a.. As shown in Fig. 7B, PMLIII and PMLIV transcripts
were increased in IFN-treated U373MG cells. To determine
the effect of PMLIV depletion on the antiviral action of IFN,
U373MG cells were transfected for 12 h with siRNA scramble,
siRNA PMLc, siRNA PMLIV, or siRNA PMLIII and treated
with various concentrations (100 and 500 U/ml) of IFN-« for
24 h. The cells were then infected with EMCV at an MOI of 1
for 14 h. As expected, EMCV production was inhibited in an
IFN concentration-dependent manner (Fig. 7B). This antiviral
effect was not impaired by depletion of PMLIII at any IFN
concentration. Interestingly, the capacity of IFN to inhibit
EMCV was similarly reduced by depletion of PMLIV or
PMLc, demonstrating that PMLIV plays a role in conferring
resistance to EMCV in IFN-treated cells.

DISCUSSION

Here, we report that expression of PMLIV or PMLIVa (miss-
ing exon 5) in U373MG or CHO cells confers resistance to
EMCYV by blocking synthesis of viral RNA and proteins, resulting
in an EMCV yield 3 to 4 log units lower than in control cells. In
contrast, other nuclear PML isoforms (PMLI, PMLII, PMLV,
and PMLVI) and the cytoplasmic PMLVII had no significant
effects on EMCV multiplication. A small decrease in viral protein
expression was seen in cells expressing PMLIII. We have shown
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FIG. 5. PMLIV interacts with the viral 3Dpol and sequesters it within the NBs. (A) PMLIV recruits 3Dpol to PML NBs. U373MG cells were
transiently transfected with constructs encoding 3Dpol and either PMLI, PMLII, PMLIII, PMLIV, PMLV, PMLVI, or PMLVII. The cells were
fixed, stained for PML (red) and 3Dpol (green) and with 4',6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue), and analyzed by confocal microscopy. The
Merge panels show the two-color overlay results, demonstrating colocalization of 3Dpol and PMLIV proteins (yellow). (B) U373MG cells were
transfected with constructs encoding 3Dpol or 3Dpol and PMLIV-3KR. The cells were fixed, stained for PML (red) or 3Dpol (green) and with
DAPI (blue) and analyzed by confocal microscopy. (C) 3Dpol interacts with PMLIV. HEK293 cells were cotransfected with constructs encoding
3Dpol and either PMLIV or PMLIIL. One aliquot of cell extract was immunoprecipitated (IP) with polyclonal anti-PML antibody, and the
precipitate was analyzed by Western blotting using anti-3Dpol antibody. A second aliquot was immunoprecipitated with anti-3Dpol antibody, and
the precipitate was analyzed by Western blotting using anti-PML antibody.

previously that EMCV induces a proteasome- and SUMO-de-
pendent degradation of PMLIII (12). This suggests that the an-
tiviral property of this isoform is counteracted during viral infec-
tion by proteolysis. In contrast, the level of PMLIV remained
constant during EMCV infection. PMLIV inhibition of EMCV
was not due to increased IFN synthesis by cells expressing PM-
LIV during infection, demonstrating that PMLIV has intrinsic
antiviral properties effective against EMCV. In addition, PMLIV
conferred resistance to poliovirus, another member of picornavi-
rus family (unpublished data).

SUMOylation of PML, essential for PML NB formation and

recruitment of various proteins (19, 41), is also required for the
antiviral activity of PMLIV. Indeed, PMLIV-3KR, in which the
three SUMOylation sites have been mutated, was not able to
impair EMCYV replication. The diversity of the C-terminal re-
gions of the PML isoforms is important for recruitment of
partners that interact with PML (15, 23). Thus, it seemed likely
that PMLIV and PMLIVa, which have the same C-terminal
region, recruit a viral factor crucial for EMCV multiplication.
Indeed, we demonstrated in transfected cells that PMLIV in-
teracted with 3Dpol and sequestered it within PML NBs. In
contrast, none of the other nuclear or cytoplasmic isoforms of
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FIG. 6. The C-terminal region of PMLIV is required for interaction with and recruitment to NBs of 3Dpol. (A) The structures of PMLIV and
of PMLIV-A8b and PMLIV-A8ab (carrying C-terminal mutations) are shown. (B) U373MG cells, cotransfected with constructs encoding 3Dpol
and PMLIV, PMLIV-AS8b, or PMLIV-A8ab, were fixed, stained for PML (red) or 3Dpol (green) and with DAPI (blue), and were examined by
confocal microscopy. The merge (yellow) indicates the colocalization between the two proteins. (C) The C-terminal region of PML is required for
the interaction with 3Dpol. HEK293 cells were cotransfected with constructs encoding 3Dpol and PMLIV, PMLIV-A8b, or PMLIV-A8ab. Cell
extracts were immunoprecipitated (IP) with anti-3Dpol antibody and analyzed by Western blotting using anti-PML antibody. Ab, antibody. (D and
E) U373MG-EV cells and cells expressing PMLIV, PMLIV-A8b, or PMLIV-A8ab were infected with EMCV at an MOI of 0.5 for 12 h and were
analyzed by Western blotting for viral proteins, PML, and actin (D), or viral titers were determined (E).

PML was able to recruit 3Dpol to PML NBs. Such interactions
between PMLIV and 3Dpol could not be visualized in infected
cells, due to inhibition of viral protein expression by PMLIV.
The unique C-terminal domain of PMLIV, which is encoded
by exons 8a and 8b of the PML gene, differentiates this isoform
from the other six PML isoforms that failed to sequester

3Dpol. Furthermore, PMLIV-A8b and PMLIV-A8ab mutants
(C-terminal sequences deleted in both mutants) neither colo-
calized nor interacted with 3Dpol and failed to inhibit viral
protein synthesis and EMCYV production. Therefore, the C-ter-
minal portion of PMLIV, which differs from those of the other
PMLs, is essential both for interaction with 3Dpol and antiviral
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FIG. 7. PMLIV depletion boosts EMCV production in IFN-a-
treated cells. (A) Efficacy of siRNA PMLc, siRNA PMLIV, and
siRNA PMLIIIL. U373MG cells stably expressing PMLIII or PMLIV
were transfected with scramble siRNA, PMLc siRNA (common to all
PML isoforms), PMLIV-specific siRNA, or PMLIII-specific sSiRNA
(top blots). U373MG cells, transfected with scramble siRNA or PMLc
siRNA, were treated 1 day posttransfection with 500 units/ml of IFN-«
for 24 h (bottom blots). Western blot analysis was performed using
anti-PML and antiactin antibodies. (B) Increase of PMLIII and
PMLIV expression in IFN-treated U373MG cells. U373MG cells were
left untreated or treated with 100 units of IFN-a. RNA was extracted
in all samples, and PMLIII and PMLIV expression was tested by the
real-time PCR method. Results were normalized to GAPDH. The
averages plus standard deviations (error bars) for three independent
assays are shown. The statistical significance (P values) was calculated
using a Student’s ¢ test. (C) Knockdown of PMLIV by PMLIV-specific
siRNA impairs IFN-a-induced antiviral activity. U373MG cells were
transiently transfected for 12 h with siRNA scramble, siRNA PMLc,
siRNA PMLIV, or siRNA PMLIII, treated with IFN-«a for 24 h, and
then infected with EMCV at an MOI of 1 for 14 h. Viral titers were
determined as described in Materials and Methods.

activity. Therefore, our experimental results show that PMLIV
and PMLIVa exert the isoform-specific anti-EMCV function
through their common C-terminal region.

Additionally, PMLIV has antiviral activity against varicella-
zoster virus (VZV), an alphaherpesvirus and member of a

J. VIROL.

DNA virus family that replicates in the host cell nucleus
(36). Among the six nuclear PML isoforms, only PMLIV
sequesters VZV nucleocapsids, which requires the C-termi-
nal domain of PMLIV (36). Thus, the specific antiviral func-
tion of PMLIV against EMCV and VZV was associated with
a unique capacity to sequester viral proteins crucial for viral
production, which suggests that PMLIV NBs perform an
important role in intrinsic host defense against infection of
RNA and DNA viruses.

PML ™/~ MEFs are more sensitive than wild-type MEFs to
infection with EMCV (12). However, IFN-« inhibits EMCV
production in PML ™/~ MEFs (data not shown), indicating that
PML is not the sole mediator and that other IFN-induced
proteins are involved in this process. The 2',5'A synthetase is
induced by IFN and activated by double-stranded RNA
(dsRNA) (33). The replication of EMCV, which produces
dsRNA during its life cycle, is suppressed in IFN-treated cells
as a direct result of RNA decay by the activated 2,5’ A-depen-
dent RNase L (33). PKR is also activated during EMCV in-
fection resulting in phosphorylation of the small subunit of
protein synthesis initiation factor eIF2 and reduction of
EMCYV production (26). However, IFN still inhibits EMCV
production in cells derived from PKR, RNase L, and Mx triply
deficient mice (42), implicating other suppression mechanisms.
In addition to PML/TRIM19, several members of the TRIM
superfamily are involved in innate immunity (28). For example,
TRIM22 confers resistance to EMCV by targeting the viral
3Cpro for ubiquitin-mediated degradation (11).

Several reports describe inhibitory effects of PML against
DNA and RNA viruses (13, 16, 34). Focusing on RNA viruses,
PMLIII confers resistance to poliovirus in a p53-dependent
manner by inducing PML SUMOylation, leading to PML-de-
pendent p53 activation and to apoptosis in infected cells (30).
In cells in which p53 is inactive, PMLIII confers resistance to
influenza virus, VSV, and HFV, and PMLIV inhibits rabies
virus. The mechanism by which PML inhibits VSV, influenza
virus, and rabies virus is unknown, whereas that conferring
resistance to HFV has been elucidated (35): PMLIII represses
HFV transcription by complexing the HFV transactivator, Tas,
preventing its binding to DNA and thereby inhibiting HFV
replication (35). Thus, generating several PML isoforms with
differences in their C-terminal region from a single gene could
provide the host with a mechanism of defense active against
viruses of different families. Understanding the specific role of
PML isoforms in the diverse functions should be a specific
focus of future studies.

In this report, we reveal a new intrinsic defense mechanism
in which PMLIV, through its specific C-terminal region, inter-
acts with 3Dpol, and recruits it to NBs. This sequestration
within the NBs may inhibit the viral polymerase and conse-
quently prevent viral RNA synthesis and EMCV replication.
This is the first evidence that a specific PML isoform, PMLIV,
contributed to a cellular antiviral response against an RNA
virus that replicates in the cytoplasm by promoting nuclear
sequestration of viral polymerase within PML NBs. Impor-
tantly, specific depletion of PMLIV reduced the capacity of
IFN-a to protect cells from EMCYV infection, a finding that
implicates PMLIV as an IFN antiviral mediator in the mech-
anism of resistance against EMCV.
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DISCUSSION

Pouvoir anti-EMCV de quelgues produits de genes induits par I'lFN

L'IFN induit plus de trois cents protéines dont les fonctions sont d@tre toutes
élucidées. Certaines conferent la résistance aux picornavirus. Il a longteragmitéue la
majorité des effets antiviraux de I'lFN était due a 3 voies majeures : la RNAdhe
protéine kinase (PKR), le systeme 2-5A synthétase/RNase L et les protéines Mx. Gependan
des souris triples déficientes pour ces trois voies (RNase L, PKR et Mx@rsmmte capables
de développer apres traitement par I''lFN une protection contre l'infection par desARDNs a
dont TEMCYV (Zhou et al., 1999) prouvant I'existence d’autres protéines médiatrices de I'effet
antiviral de I'l'FN. En effet, des travaux plus récents ont révélé d’autreatmédi de I'lFN
qui conférent la résistance a 'lEMCYV telles que 1SG20, TRIM 22 et PML (Eldin et al., 2009;
Espert et al., 2005a; Maroui et al., 2011) (Tableau 4).

La voie 2'5'A synthétase/RNaseL

L'unique réle connu des 2'5'A est l'activation d'une endoribonucléase wirestia
RNase L, qui dégrade uniquement, mais sans spécificité, les ARN simple brin et cosduit a
a linhibition de la synthése protéique. Des souris invalidées pour le géne de la RNase L
(RNase L -/-) sont plus sensibles a l'infection par TEMCV, démontrant aiméideantiviral
du systeme 2’5’A/RNase L in vivo (Zhou et al., 1997). La surexpression de la 2'5'A
synthétase confére une résistance aux virus a ARN de la famille des picornavirus tels que
[EMCV ou le Mengo (Chebath et al., 1987b; Coccia et al.,, 1990). L'inhibition de la
production virale est élevée et est d’environ de 3 logs.

La PKR

La surexpression de la PKR protége les cellules en culture contre linfection par
FTEMCV (Meurs et al., 1992). Cependant, comparée a la 2'5’A synthétase, l'inhilitda
production virale est plus faible, elle est d’environ 1 log. Inversement, I'eiqgmedain
dominant négatif ou d'un ARN antisens de la PKR diminue l'effet protecteur de dlFN
cours de l'infection par '[EMCV (Der and Lau, 1995).
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Il est intéressant de noter que les picornavirus ont élaboré des stratégies permettant
d’échapper a I'action de la PKR. Le poliovirus induit la dégradation de la PKR et TEMCV sa

séquestration par compartimentation (Black et al., 1989; Dubois and Hovanessian, 1990).

1ISG20

ISG20 posséde in vitro une activité exonucléases, spécifique de substrats simple
brin a extrémité 3’ libre, et possede des propriétés antivirales contre cegmamna ARN
(Espert et al., 2003; Nguyen et al., 2001b). En effet, des cellules qui surexpcetient
protéine sont moins sensibles a l'infection par 'EMCV (Espert et al., 2005a). Bs tell
propriétés antivirales semblent étre associées a la fonction exonucléageatéine puisque
des mutants d'ISG20 dans un des trois domaines “ exonucléases ” n’'ont plugpdétéro
antivirale et présentent méme un effet dominant négatif sur l'activité de &ngreindogéne
(Espert et al., 2003; Espert et al., 2004). ISG20 pourrait aussi agir indirectement sur des
facteurs cellulaires requis pour la réplication virale ou la transcription. A ce jour,
l'identification des cibles d’ARN cellulaire de ISG20 représente un enjeu importantadans
compréhension des mécanismes d’actions antiviraux de cette protéine (Degols et al., 2007).

TRIM22
La surexpression de TRIM22 protege les cellules HelLa de l'infection par TEMCV.

TRIM 22 est une E3 ubiquitine ligase et son pouvoir antiviral nécessite son domaine RING-
finger (Eldin et al., 2009). TRIM 22 interagit avec de la protéase virale 3Cpro et induit son
ubiquitination. Ce pouvoir antiviral n’est pas observé dans les cellules HeLa qui explés

deux formes tronquées TRIM22Nter et TRIM22Cter. Ceci suggere que l'activité antivirale de
TRIM22 est donc rigoureusement dépendante de l'intégrité de son activité E3 ubiquitine
ligase (TRIM22Nter) et de son interaction avec la 3Cpro (TRIM22Cter) (Eldin et al., 2009).

Ces travaux suggerent que le pouvoir anti-EMCV de TRIM22 pourrait étre médié par
'ubiquitination de la protéase virale 3Cpro.

PML: PMLIV confére la résistance a lTEMCV

Trés récemment, nous avons montré que les cellules dérivées de souris invalidées
pour le genedPML sont plus sensibles a linfection par TEMCV que les cellules parentales
(article 1). Cependant, les isoformes impliquées dans cette défense andivisalque le
mécanisme d’action restaient inconnus.

Comme nous l'avons mentionné dans l'introduction, sept isoformes de PML) (ti&fivent
d'un gene unique par épissage alternatif et different dans leur région C-terminale. L
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surexpression en stable de toutes les isoformes de PML nous a permis de montrer que seule
PMLIV inhibe la synthese virale de I'ARN et des protéines, protége les cellules de la lyse
cellulaire et inhibe la production virale de 3 logs (article 2). La conjugalsoRML a

SUMO qui est requise pour la formation des CN, est aussi nécessaire pour ce pouvoir
antiviral. Comment PMLIV bloque la réplication virale alors que 'lEMCV se répliqueldans
cytoplasme ? Le laboratoire de Palmenberg (Aminev et al., 2003) avait montré que la
polymérase virale 3D se retrouve dans le noyau trés rapidement apres infectioaviNmus
montré que PMLIV interagit spécifiquement avec la polymérase virale 3D et la séquestre dans
les CN PML. De plus, la région C-terminale spécifigue de PMLIV est requise pour
l'interaction avec la 3Dpol et pour le pouvoir antiviral. Tres récemmentgtude réalisée

avec les isoformes nucléaires de PML et le VZV (varicella zooster virus), un
alphaherpesvirus, membre de la famille des virus a ADN qui se réplique dans le noyau, a
montré que la surexpression de PMLIV inhibe aussi la réplication de ce virus par
séquestration de la nucléocapside ORF23 dans les CN PML (Reichelt et al., 2011). Ce
pouvoir anti-VZV nécessite aussi la région C-terminale de PMLIV. Ainsi donc, la doncti
antivirale spécifique de PMLIV vis a vis de TEMCV ou du VZV est associée a sa capacité de
séquestrer des protéines virales cruciales pour la production de ces virus. Ceci suggere que les
CN PMLIV jouent un réle de défense antivirale intrinséque lors de l'infection par desavirus
ARN ou a ADN.

Dans ce travail, nous avons révélé un nouveau mécanisme de défense antivirale, par leque
PMLIV, via sa région spécifique C-terminale, inhibe la réplication virale dans le cytoplasme
en séquestrant la 3D polymérase dans les CN PML. Cette séquestration au sein des CN PML
pourrait inhiber les fonctions de la polymérase virale, ce qui a pour conséquenibd@itimh

de la synthése des ARN et de la multiplication virale. Ce travail montre @pueriére fois

gu’'une isoforme spécifique de PML, PMLIV, contribue a la défense antivirale visdiun

virus a ARN qui se réplique dans le cytoplasme en interagissant avec la polymeiese vi

Fait remarquable, la déplétion de I'expression PMLIV par ARN interférence diminue le
pouvoir anti-EMCV de I'IFN suggérant que PMLIV est une des protéines médiatrice de I'lFN
lors de l'infection par FTEMCYV.

Il serait intéressant de monter si PMLIV a la capacité d’inhiber le poliovirus quoeshe
FTEMCV, un virus de la famille des picornaviridae. Le cycle de multiplicatiarpoliovirus,

comme celle de 'TEMCV, se déroule intégralement dans le cytoplasme. Notre équipe a montré
gue PMLIII dans un contexte p53 inactive ne confere pas de résistance a ce virus (Pampin et
al., 2006). Par contre, linfection par le poliovirus induit des modificatiqrost-

115



traductionnelles de PML et un grossissement des CN PML. Des 30 min apres infection, PML
est phosphoryléeia la voie ERK, ce qui conduit a la sumoylation de PML (1h apres
infection) et a son transfert du nucléoplasme vers la matrice nucléaire. bglstiom de

PML suite a linfection par le poliovirus n‘ayant pas lieu si les cellgiest incubées en
présence d’'inhibiteur de la voie ERK, la phosphorylation de PML doit étre un prérequis a sa
sumoylation durant l'infection. Ces événements induisent le recrutemg@3dsur les CN

PML et sa phosphorylation en sérine 15. Suite a linfection par le poliovaurme
phosphorylée de p53 colocalise avec PML sur les CN. Cette phosphorylation de p53 est
complétement dépendante de I'expression PML, car elle n'a pas lieu quand I'expdession
PML est diminuée par ARN interférence.

L’infection par le poliovirus des cellules p53 sauvage active I'expression des gaélessdei

p53 (MDM2 et Noxg. Cet effet est fortement augmenté quand les cellules sont transfectées
par un plasmide exprimant PMLIII. Inversement, ces genes cibles de p53 ne sont pas activés
dans les cellules infectées quand I'expression endogéne de PML est diminuée par ARN
interférence. L'activation des genes cibles de p53 aboutit a I'induction dettesodans les
cellules infectées et a linhibition de la réplication virale. La diminution eepfession de

PML ou de p53 par ARN interférence aboutit a une plus forte réplication virale.

Ces travaux ont montré pour la premiére fois que linfection virale induitnfedation de

PML et que les CN PML peuvent étre le siege de modification de p53 et de dégradation.

Il serait intéressant de montrer si PMLIII conféere la résistance a 'TEMCV dagsniexte

p53 sauvage.

Plusieurs travaux ont décrit les effets inhibiteurs de PML vis & vis de virus a ARNKDN a
(Everett, 2001; Everett and Chelbi-Alix, 2007; Geoffroy and Chelbi-Alix; Regad and €helbi
Alix, 2001). Si on focalise sur les virus a ARN, PMLIV inhibe le virus de la rage
(Rhabdovirus), PMLIII permet de résister a l'infection par le VSV (Rhabdovirus), le virus de
linfluenza (Paramyxovirus) et le virus foamy, HFV (un rétrovirus complexe) (Chelkighli

al., 1998; Regad et al., 2001). Ce pouvoir antiviral de ces isoformes de PMtémstridant

de p53 puisqu’il est observé dans des cellules ou p53 est inactive. Le mécanisme par lequel
PML inhibe le VSV, le virus de linfluenza, le virus de la rage est inconnu, par contre celui du
HFV a été élucidé. Dans le cas du HFV, PML confére la résistance virale en interagissant
directement avec le transactivateur viral Tas inhibant ses fonctions (Regad et al., 2001). Ainsi
donc, la génération a partir d'un gene unigue de plusieurs isoformes de PML ayant différentes

régions C-terminales pourrait fournir a la cellule hdte un mécanisme de défensasviea
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virus a ARN de familles différentes. Comprendre le role spécifigue de chacune des isoformes
dans les diverses fonctions de PML serait d’'une grande importance dans les prochaines

études.

Tableau 4. Isoformes de PML conférant la résistance aux virus a ADN et ARN

Isoforme| Virus Mécanisme Protéine Références
cPML1b HSV-1 Séquestration de ICPO dang le ICPO (McNally et al., 200¢
cytoplasme
Influenza | Inhibition de la production (Chelb-Alix et al., 1998
virale
PMLIII —— — .
VSV Inhibition de transcription (Chelb-Alix et al., 1998
HFV Inhibition de transcription Tas (Regad et al., 200
Poliovirus | Activation de p53 et apoptose (Pampin et al., 200
Virus de la]  Inhibition de transcription (Blondel et al., 201(
rage
\Y/AY Inhibition de 'assemblage ORF23 (Reichelt et al., 201
PMLIV —— PO TIPT . ;
EMCV Inhibition de la réplication | 3Dpol (Maroui et al., 201:
Séquestration de la 3Dpol daps
les CN
Influenza | Inhibition de la production (Iki et al., 2005
virale
HCMV Inhibition de I'expression deg (Tavalai et al., 200:
PMLVI genes viraux
Influenza | Inhibition de la production (Iki et al., 2005

virale
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Suite a une infection virale, 'organisme répond par la production d’interféron. Ces
cytokines constituent la premiere ligne de défense antivirale de I'h6te ptarrdontre le
pathogéne. L’activité antivirale de l'interféron est médiée par un arsenal d’effecteésidot
propriétés différentes ce qui permet de cibler différentes étapes du cycleindetitivirus a
savoir I'entré, la réplication, ou la synthese des protéines virales. Caepeledavirus ont
développé a leur tour, différentes stratégies leur permettant de contrer ce pativoal et
de se répliquer facilement. Ainsi comme nous l'avons vu dans la premiere pantisdiats
de ce travail, 'TEMCV qui est connu pour avoir une réplication cytoplasmique est capable d
dégrader la protéine PMLIII dans le noyau des cellules infectées, probablement pour
neutraliser son pouvoir antiviral. Cette dégradation est médiée par la protéase 3C pro du virus
qui se trouve localisée dans le noyau rapidement suite a l'infection. La dégratiaftiML
fait intervenir sa conjugaison & SUMO et le recrutement de la sous unité 20S du protéasome
au niveau des corps nucléaires. Cependant, le role exact de la 3Cpro dans 'augmentation de la
sumoylation de PML et dans sa dégradation par le protéasome reste a éclaircir. Glaggt-il
SUMO ligase qui cible PML pour sumoylation, et si oui, est ce qu’'il y avieition de
l'ubiquitine ligase RNF4, connue pour étre spécifigue de PML pour son ubiquitination suivie
de sa dégradation? Toutes ces questions méritent des réponses pour bien comprendre ce
mécanisme d’altération de PML par TEMCV.

D'un autre cOté, les résultats de la deuxieme partie de cette these, montrent que la
surexpression de l'isoforme IV de PML bloque la production de TEMCV dans la cellule par
la séquestration de la polymérase virale 3Dpol dans les corps nucléaires empéshémt a
réplication virale dans le cytoplasme. Ce phénoméne est également dépdedén
sumoylation de PMLIV. Dans les deux cas, soit la dégradation de PMLIII suite & lamfecti
par TEMCV, soit I'inhibition de la multiplication de ce virus dans les cellules suriagot
PMLIV, la sumoylation de PML serait la clé de ces deux phénomenes. Par conséguent
machinerie SUMO serait a la fois une solution et un probleme pour la cellule et par
conséquent pour I'h6te d’ou l'intérét de bien comprendre le réle de cette modifipatt-
traductionnelle au cours de l'infection virale. Ainsi, il serait intéressant d’étudier le deeeni
PMLIII suite a I'infection par TEMCV dans un contexte cellulaire p53 sauvage pour Voir S'i
n'existe pas une résistance a I'infection qui serait dépendante de p53 comme cianslu
poliovirus (Pampin et al., 2006) De plus, ces résultats confirment la spécificité de I'extrémité
C-terminale de PMLIV requise pour l'interaction avec la 3Dpol. Notre équipe a montré que la
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surexpression de PMLIV inhibe également le poliovirus (résultat non publié). itl s
intéressant de voir s'il s'agit de la méme stratégie utilisée par PMLIV pour inhiber ce virus
qui appartient aussi a la famille des picornaviridae tout comme I'EMCV. &ara#int, il

serait intéressant d’étudier le devenir de PMLIII suite & l'infection par lievrois et ainsi

vérifier si les effets, que nous avons eus avec 'EMCV sont spécifiques a ce virus ou au
contraire, sont aussi présents avec d'autres virus de la méme famille étant donné la
ressemblance entre ces virus tant sur le plan structural que sur le plan foncetewais
protéines. De plus, I'expression en stable de PMLIV dans des cellules invalidées poer le ge
PML nous permettra de savoir si elle a besoin ou pas des autres isoformes de PML pour son
pouvoir antiviral contre TEMCV. Dans le présent travail, nous avons mis eem@eé un
nouveau mécanisme de défense antivirale intrinseque de PMLIV et nous avons montré par
ARN interférence dirigé contre cette isoforme, qu’elle est aussi un médiateviraamte
l'interféron contre linfection par TEMCV. Par conséquent, I'étude du réle de PML dans la

réponse interféron contre d’autres virus tel que le poliovirus parait d’'un grand intérét.
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Résumé

PML et les corps nucléaires (CN) sont impliqués dans la défense antiviraéeEn
notre équipe a montré que la surexpression de PMLIII confere la résistance au virus de la
stomatite vésiculaire, au virus de linfluenza, au virus foamy mais pas au virus de
'encéphalomyocardite (EMCV). Jai montré dans mon travail de thése que I'EMCV
contrecarre le pouvoir antiviral de PMLIII en induisant sa dégradation par un processus
dépendant du protéasome et de SUMO. Cependant, les cellules de souris invalidB&H pour
sont plus sensibles a l'infection par TEMCV que les cellules issues de souris parétaates.
déterminer lisoforme de PML responsable de cet effet antiviral, jai analysé ldeffesept
isoformes de PML (PMLI-VII) et jai montré que seule I'expression en stableMilV
confére la résistance a 'lEMCV en séquestrant la polymérase virale 3Dpol au sein des CN
PML. De plus la déplétion de PMLIV augmente la production de 'TEMCV dans les cellules
traitées par l'interféron. Ces données indiquent le mécanisme par lequel PML confere la
résistance a 'TEMCYV et révelent que PML est 'une des protéines médiatrices te s mtfife
EMCYV de linterféron.

Mots clés: Interféron, PML, corps nucléaires, SUMO, EMCV, 3D polymérase, 3C protéase.

Abstract

PML and nuclear bodies (NBs) are implicated in antiviral defense. Indeed, our team
showed that overexpression of PMLIII confers resistance to vesicular stomatitis virus,
influenza virus, foamy virus but not to encephalomyocarditis virus (EMCV). | shown
during my thesis that EMCV counteracts the antiviral effect of PMLIII by indudigg i
degradation in SUMO and proteasome-dependent way. However, cells derive®Ntbm
knockout mice are more susceptible to EMCYV infection than wild-type cells. To determine
the isoforme of PML implicated in this antiviral effect, | analysed the effeitteo$even PML
isoforms (PMLI-PMLVII) and | showed that only stable expression of PMLIV confers
resistance to EMCV by sequestring the viral polymérase 3Dpol in PML Nbs. In addition,
depletion of PMLIV boosted EMCV production in interferon-treated cells. Thesendind
sindicate the mechanism by which PML confers resistance to EMCV and reveal a new
pathway mediating the antiviral activity of interferon against EMCV.

Keywords: Interferon, PML, nuclear bodies, SUMO, EMCV, 3D polymerase, 3C protease



