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ABREVIATIONS

A

ADN Acide Désoxyribonucléique
ADNc ADN complémentaire

AP-1 Activator Protein-1

APC Antigen-Presenting Cell

APH-3 Antisense Protein of HTLV-3
APOBEC3G Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic polypeptide-like 3G
APP ATL Prevention Program

ARN Acide Ribonucléique

ARNm ARN messager

ATLL Adult T-cell Leukemia/Lymphoma
ATM Ataxia Telangiectasia Mutated
ATP Adénosine Tri-Phosphate

B

BAFF B-cell Activating Factor
BER Base Excision Repair
BLV Bovine Leukemia Virus
BRCA-1 Breast Cancer-1
BSA Bovine Serum Albumin
bZIP basic-region leucine Zipper
C
CADM1 Cell Adhesion Molecule 1
CBP CREB Binding Protein
CCR4 CC chemokine Receptor 4
CDK Cyclin-Dependent Kinase
c-FLIP cellular FLICE-Like Inhibitory Protein
c-1AP1/2 cellular-Inhibitors of Apoptosis 1 and 2

CMV Cytomégalovirus



Co-1P Co-Immunoprécipitation

CRE cAMP Response Element

CREB/ATF cAMP Response Element Binding protein/Activating Transcription
Factor

CRM1 Chromosome Region Maintenance interacting protein 1

CTD C-Terminal Domain

D

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DC-SIGN DC-Specific ICAM-3-Grabbing Non-integrin
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DN Dominant Negative

DNA-PK DNA-dependent Protein Kinase

E F G

EBV Epstein-Barr Virus
EGF Epidermal Growth Factor
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ERK Extracellular signal-Regulated Kinase
FITC Fluorescein Isothiocyanate
FoxP3 Forkhead box P3
GAB GRB2-Associated Binding protein
GLUT1 Glucose Transporter 1
GRB2 Growth factor Receptor-Bound protein 2
H
HA Influenza Hemagglutinin
HAID HTLV-1-Associated Infective Dermatitis
HBS Hepes Buffered Saline 2X
HBYV Hepatitis B Virus
HBZ HTLV-1 Basic leucine Zipper factor or HTLV-1 bZIP factor
HCV Hepatitis C Virus
HECT Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus
HEK Human Embryonic Kidney
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HeLa

Henrietta Lacks

HHVS8/KSHV Human Herpesvirus type 8/Kaposi’s Sarcoma Herpesvirus
HIV-1/2 Human Immunodeficiency Virus type 1 or 2
HLA Human Leukocyte Antigen
hnRNPA1 heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein Al
HPRT Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase
HPV Human Papillomavirus
HRP Horseradish Peroxidase
HSPG Heparan Sulfate Proteoglycans
HSV-2 Herpes Simplex Virus type 2
hTERT human Telomerase Reverse Transcriptase
HTLV-1 Human T-cell Leukemia Virus type 1
I

IAP Inhibitors of Apoptosis Proteins
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1
ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses
IFN Interferon
IFNAR IFN-Alpha/beta Receptor
IGC Interchromatin Granule Clusters
IKK IxB Kinase
INNO-LIA Innogenetics Line Immunoassay
IRF9 IFN Regulatory Factor 9
ISG3 IFN Stimulated Gene Factor 3
IxB Inhibitor of NF-kB

J L
JAK1 Janus Kinase 1
JNK c-Jun N-terminal Kinase
LKB1 Liver kidney Kinase Bl
LMP1 Latent Membrane Protein 1
LTR Long Terminal Repeat
LUBAC Linear Ubiquitin chain Assembly Complex
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M

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases

MCM2-7 Mini-Chromosome Maintenance proteins 2-7

MCV Merkel Cell polyomavirus

MDC1 Mediator of DNA-damage Checkpoint 1

MEF Mouse Embryonic Fibroblasts

MLV Murine Leukemia Virus

MMR Mismatch Repair

MTOC Microtubule-Organizing Center

mTOR mechanistic Target Of Rapamycin
N, O

NEMO/IKKYy NF-xB Essential Modulator

NER Nucleotide Excision Repair

NES Nuclear Export Signal

NF-«kB Nuclear Factor-kB

NHEJ Non-Homologous End-Joining

NHP Non-Human Primates

NIK NF-kB-Inducing Kinase

NK Natural Killer

NLS Nuclear Localization Signal

NRP NEMO-Related Protein

NRP-1 Neuropilin-1

NS Nuclear Speckles

ORF Open Reading Frame

P

p30RE p30 mRNA-Responsive Element
PBM PDZ Binding Motif

PBS Phosphate Buffered Saline
PBS Primer Binding Site

PCAF p300/CBP Associated Factor

PCR Polymerase Chain Reaction



PDK1

Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1

PDLIM2 PDZ and LIM domain protein 2
PDZ PSD-95/Dlg/Z0-1
PFA Paraformaldéhyde
PI3K Phosphoinositide-3-Kinase
PIAS Protein Inhibitor of Activated STAT
PIC Pre-Integration Complex
PIN1 Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase NIMA-interacting 1
PMA Phorbol 12-Myristate 13-Acetate
pRB Retinoblastoma protein
PRR Proline Rich Region
P-TEFb Positive-Transcription Elongation Factor b
PTEN Phosphatase and Tensin homolog
PTLV Primate T-cell Lymphotropic Virus
PVDF Polyvinylidene Difluoride
R
RANKL Receptor Activator of NF-kB Ligand
RBD Receptor Binding Domain
RBD RNA Binding Domains
RexBD Rex-Binding Domain
RHD Rel Homology Domain
RING Really Interesting New Gene
RIPA Radioimmunoprecipitation Assay
RNF4 RING Finger protein 4
ROS Reactive Oxygen Species
RPMI Roswell Park Memorial Institut
RSV Rous Sarcoma Virus
RT Reverse Transcriptase
RT-qPCR Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction
RxRE Rex Responsive Element
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S

SCF-g-TrCP Skp 1-Cullin-F-box-f-Transducin repeat-Containing Protein
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SENP Sentrin/SUMO-specific Protease
siARN “small interfering” ARN
SIM SUMO-Interacting Motif
SOCS1 Suppressor Of Cytokine Signaling 1
SRF Serum Response Factor
STAMBPL1 STAM-Binding Protein-Like 1
STAT1 Signal Transducer and Activator of Transcription 1
STLV Simian T-cell Lymphotropic Virus
SU Surface Unit
SUMO Small Ubiquitin-like Modifier
SV40 Simian Virus 40
SWI/SNF Switch/Sucrose Non Fermentable
T
TAD Transactivating Domain
TAFII28 TBP-Associated Factor Il 28
TAK1 Transforming growth factor-f-Activated Kinase 1
TAL1 T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1
Tax Transcriptional Activator of pX region
TBP TATAA-Binding Protein
TBS Tris-Buffered Saline
TCR T Cell Receptor
TGF-p Transforming Growth Factor-f3
TK Thymidine Kinase
™ Transmembrane unit
TORC Transducer Of Regulated CREB activity
TRAF TNF Receptor-Associated Factor
TRE Tax-Responsive Element
TSC Tuberous Sclerosis Complex
TSLS Tax Speckled structure Localization Signal
TSP/HAM Tropical Spastic Paraparesis/HTLV-1-Associated Myelopathy


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor

TSS

Tax-Specckled Structures

TWEAK TNF-like Weak inducer of apoptosis
vvw
UBC domain UBiquitin-Conjugating domain
Ubc Ubiquitin-conjugating enzyme
Ubc9/UBE21 Ubiquitin-conjugating enzyme 9/Ubiquitin-conjugating enzyme E2I
Ubl Ubiquitin-like proteins
VLP Virus-Like Particles
VSV-G Vesicular Stomatitis Virus-G
WB Western Blot
Wipl Wild-type p53-induced phosphatase 1
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Avant-propos

Les virus sont des agents infectieux complexes, qui ont développé des stratégies
d’adaptation ingénieuses leur permettant d’infecter, de proliférer et de survire dans une grande

variété d’organismes vivants.

Chez I’homme, les virus se sont plus ou moins bien adaptés a leur hote et sont
responsables de différentes pathologies qui peuvent-étre graves, voir fatales. Les virus ont
notamment été mis en évidence comme étant responsables de cancers. Cette notion de virus
oncogenes chez I’homme a longtemps été¢ débattue (Javier and Butel, 2008) car le lien de
causalité entre un virus donné et un cancer humain peut-€tre difficile a démontrer, du fait de la
présence souvent ubiquitaire des virus suspectés d’étre associés a un cancer, ou encore en
raison de la faible proportion de personnes infectées qui développent a terme le cancer
suspecté.

Ce n’est donc qu’au début du XXeéme si¢cle que les premieres études démontrant la

relation entre infections virales et cancers sont apparues. La découverte en 1911 par Peyton
Rous du premier virus oncogene, le virus du Sarcome de Rous (RSV, Rous Sarcoma Virus),
responsable de tumeurs chez le poulet, constitue 1’un des travaux phares de cette époque (Rous,
1911). D’autres virus induisant des cancers ont été identifiés dans les années suivantes, dont le
premier virus oncogene humain, le virus d’Epstein-Barr (EBV, Epstein-Barr Virus), découvert
en 1965 par 1’équipe de Tony Epstein et d”’Yvonne Barr, comme étant I’agent responsable du
développement de lymphomes de Burkitt (Epstein et al., 1965). Ces découvertes constituerent
un véritable tournant dans la reconnaissance des virus comme potentielle cause de cancers.
Ce n’est qu’en 1980 que 1’équipe de Robert Gallo découvrit le premier rétrovirus oncogéne
humain, le virus T lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1, Human T-cell Leukemia Virus
type 1), grace a la détection d’une activité de transcriptase inverse ainsi qu’a la visualisation de
particules virales bourgeonnantes ou extracellulaires, dans des cultures de lymphocytes issus
d’un patient atteint d’un lymphome cutané a cellules T (s’avérant plus tard étre en réalité une
leucémie a cellules T de 1’adulte) (Poiesz et al., 1980). Toutefois, 1’identification du virus
HTLV-1 comme agent étiologique de la leucémie/lymphome a cellules T de I’adulte (ATLL,
Adult T-cell Leukemia/Lymphoma), découverte en 1977 au Japon par Kiyoshi Takatsuki et ses
collegues (Uchiyama et al., 1977), ne fut établie qu’un an plus tard par I’équipe d’Isao Miyoshi
(Hinuma et al., 1981).
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D’aprés les dernieres études, entre 15 et 20% des cancers dans le Monde sont dus a des

infections virales, soit plus de 1,9 millions de cas recensés chaque année (Morales-Sénchez and
Fuentes-Panand, 2014; Parkin, 2006). Par ailleurs, ces études montrent également qu’il existe
six virus oncogenes humains différents : le virus d’Epstein-Barr (EBV), les virus de ’Hépatite
B (HBV, Hepatitis B Virus) et de ’'Hépatite C (HCV, Hepatitis C Virus), le Papillomavirus
humain (HPV, Human Papillomavirus), le virus T lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) et
I’Herpésvirus humain de type 8 ou Herpesvirus lié au Sarcome de Kaposi (HHV8, Human
Herpesvirus type 8 ou KSHV, Kaposi’s Sarcoma Herpesvirus).
Récemment, les virus de I’'Immunodéficience humaine de type 1 et 2 (HIV-1/2, Human
Immunodeficiency Virus type 1 or 2), ainsi que le virus des carcinomes a cellules de Merkel
(MCV, Merkel Cell polyomavirus) ont été associ€és au développement de cancers chez
I’homme, de facon indirecte pour le premier et directe pour le second (Feng et al., 2008;
Grulich et al., 2007).

L’étude de ces virus oncogenes a permis de décrypter les mécanismes cellulaires
impliqués dans I’immortalisation et la transformation des cellules, que 1’on retrouve dans
I’ensemble des cancers humains, définissant ainsi les bases de la carcinogenese. Les virus
oncogenes ont notamment permis la découverte des genes suppresseurs de tumeurs p53 et pRB
(Retinoblastoma) ou encore, celle des oncogenes cellulaires et viraux (Javier and Butel, 2008;
Morales-Sanchez and Fuentes-Panand, 2014). Encore de nos jours, 1’analyse de ces virus et de
leurs modes d’action sont des outils précieux qui contribuent a une meilleure compréhension
des mécanismes tumorigénes, ainsi qu’a 1’¢élaboration de stratégies préventives et

thérapeutiques contre différents types de cancers, d’origine ou non virale.

Dans cette optique d’amélioration de la caractérisation des mécanismes tumorigenes
viraux, nous nous intéressons au laboratoire au rétrovirus HTLV-1, et plus particulierement a
sa protéine Tax, principale responsable du pouvoir oncogene de ce virus (Chlichlia and
Khazaie, 2010; Tanaka et al., 1990). En effet, Tax met en ceuvre différentes stratégies pour
déréguler de nombreux acteurs impliqués dans les voies cellulaires controlant la prolifération,
la survie ou encore l’intégrit¢ génomique des cellules. Dans notre équipe, nous étudions
spécifiquement la dérégulation de la voie NF-xB induite par la protéine Tax, qui est une étape
clef du processus oncogene dans D’infection par HTLV-1, conduisant a terme au
développement de I’ATLL, une lymphoprolifération maligne mortelle qui sera décrite en détail

dans la partie II.3.1.
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Notre laboratoire ainsi que d’autres équipes ont exploré I’importance des modifications post-
traductionnelles de Tax, notamment de sa SUMOylation et de son ubiquitinylation, dans
I’activation constitutive de la voie NF-kB (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008; Lamsoul et
al., 2005; Nasr, 20006).

Les travaux exposés dans ce manuscrit développent de nouvelles approches permettant
d’analyser plus précisément I’implication de ces deux modifications post-traductionnelles de
Tax dans I’activation de la voie NF-kB, ainsi que leurs mécanismes d’action, pour lesquels de

nombreuses zones d’ombre restent a éclaircir.
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I. L’INFECTION PAR HTLV-1:
CARACTERISTIQUES D’UN RETROVIRUS
ATYPIQUE

Le virus T lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1, Human T-cell Leukemia Virus type
1) appartient a la méme famille virale que le virus de I’Immunodéficience humaine. Toutefois,
I’infection par HTLV-1 possede des caractéristiques qui lui sont propres, notamment au niveau
épidémiologique et plus particulierement, en ce qui concerne sa distribution géographique. En
effet, le HTLV-1 n’est pas un virus ubiquitaire puisqu’il existe des zones de forte endémie
HTLV-1, avec plus de 2% de séroprévalence dans la population adulte, souvent situées pres de
zones d’endémie plus faible (Gessain, 2011). Par ailleurs, I’infection par HTLV-1 se
caractérise également par 1’augmentation progressive de la séroprévalence avec 1’age, surtout
chez les femmes apres 30-40 ans, dans les zones de forte endémie (Goncalves et al., 2010).

La détection et la prévention de I’infection par le virus T lymphotrope humain de type
1, particuliecrement dans ces régions endémiques, représentent un véritable enjeu de santé
publique puisque, selon le sexe, 1'dge, le groupe ethnique et 1’origine géographique, de 0,5 a
50% des sujets dans ces régions, posseédent des anticorps spécifiquement dirigés contre les
antigénes viraux d’HTLV-1 (Gessain, 2011).
Les études épidémiologiques contribuent au développement de ces stratégies de détection et de
prévention, limitant ainsi la propagation du HTLV-1 dans le monde. Ces analyses permettent,

en outre, de mieux comprendre cette infection virale ainsi que son origine.
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FIGURE 1 : L’organisation phylogénétique des virus PTLV.

Cet arbre a été construit a partir de 1’analyse phylogénétique des séquences concatémériques des geénes gag-pol-
env-tax, provenant de chacun des génomes de PTLV répertoriés dans GenBank. Les quatre différents groupes
viraux, PTLV-1, PTLV-2, PTLV-3 et PTLV-4 sont représentés en fonction de 1’évolution de leurs séquences au
cours du temps. Les souches humaines (HTLV) sont en gras. La souche Mac B43 provient de macaques élevés en
captivité (Van Dooren et al., 2005) et posseéde un génome tres divergent de ceux des virus PTLV-1 isolés, ce qui
explique sa position dans 1’arbre. De nombreux chercheurs considerent cette souche, baptisée STLV-5, comme
une nouvelle souche simienne distincte des PTLV-1 (Liégeois et al., 2008). D’aprés (Mahieux and Gessain, 2011).
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I.1. Phylogénie du HTLV-1 et des PTLYV associés

Selon la classification officielle des virus, établie chaque année par le Comité ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses), le HTLV-1 appartient a la famille des
Retroviridae, et plus précisément a la sous-famille des Orthoretrovirinae. Sa caractérisation en
tant que rétrovirus s’explique notamment par la transcription inverse de son génome ARN en
ADN, qui peut ensuite étre intégré dans la chromatine des cellules infectées.

En 1998, les virus HTLV furent classés dans le genre des Deltaretrovirus (Pringle,
1998), qui regroupe également les virus T lymphotropes simiens (STLV, Simian T-cell
Lymphotropic Virus), I’équivalent du HTLV chez le singe, ainsi que le virus de la leucémie
bovine (BLV, Bovine Leukemia Virus). Le virus BLV, découvert et caractérisé dans les années
1970 (Gilden et al., 1975; Miller et al., 1969), a de nombreux points communs avec les virus
HTLV et STLV, expliquant leur regroupement au sein d’'un méme genre. Ces trois virus
possedent notamment une organisation génomique similaire, avec une région pX
caractéristique en 3’ codant, entre autre, pour la protéine Tax (Rosen et al., 1986).

Les fortes ressemblances entre les virus BLV et HTLV-1, qui induisent tous les deux des
leucémies chez leurs hotes (des leucémies a cellules B pour le BLV et a cellules T pour le
HTLV-1), expliquent I’utilisation du BLV comme modele d’étude de I’infection in vivo,
permettant ainsi de mieux comprendre les mécanismes pathogenes et de persistance virale mis

en place par HTLV-1 chez I’homme (Gillet et al., 2007; Rodriguez et al., 2011).

La comparaison des séquences répétées terminales (LTR, Long Terminal Repeat) des
virus HTLV-1 et STLV indique que ces deux rétrovirus sont tres proches, puisqu’il existe de
90 a 95% d‘homologies entre leurs séquences LTR (Watanabe et al., 1986). Du fait de cette
proximité, les virus T lymphotropes humains et simiens ont été regroupés sous le nom de virus
T lymphotropes des primates (PTLV, Primate T-cell Lymphotropic Virus) (Gessain and de
Thé, 1996; Watanabe et al., 1986).

L’analyse des genes gag, pol, env et tax de ’ensemble des génomes de PTLV répertoriés dans
les banques de séquences a permis de définir quatre groupes viraux distincts : PTLV-1, PTLV-
2, PTLV-3 et PTLV-4 (FIGURE 1) (Mahieux and Gessain, 2011).

Les PTLV-1 regroupent les virus HTLV-1 ainsi que les virus STLV-1 (FIGURE 1),
qui ont été isolés au Japon en 1982 dans des sera de macaques puis, par la suite, dans de
nombreuses especes de singes d’Asie et d’Afrique (Gessain and Mahieux, 2000; Miyoshi et al.,

1982).
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L’analyse des séquences de la protéine d’enveloppe gp21 des STLV-1 de chimpanzés issus de
la République Démocratique du Congo et des HTLV-1 présents chez des habitants de la méme
région, a montré une quasi-identité entre ces séquences (97/98%), appuyant la thése d’une
origine simienne du HTLV-1, a partir de la transmission du virus STLV-1 des singes aux
hommes (Koralnik et al., 1994). Cette transmission doit se faire principalement par passage de
sang contenant des lymphocytes infectés, correspondant au principal mode de contamination
chez ’homme. Le contact infectant, qui est probablement un événement assez rare dans la
nature, peut avoir lieu de différentes facons, comme par exemple durant la chasse. En effet, la
consommation de « viande de brousse » est encore a I’heure actuelle trés répandue dans de
nombreux pays d’Afrique centrale, entrainant une potentielle transmission du virus a ’homme,
lors de morsures profondes par un animal infecté ou lors de coupures accidentelles au cours du
dépecage (Filippone et al., 2015; Kazanji et al., 2015).

Malgré leur proximité, les virus HTLV-1 et STLV-1 se distinguent au niveau pathologique.
L’infection par HTLV-1 peut en effet induire le développement de leucémie/lymphome a
cellules T de D’adulte (ATLL, Adult T-cell Leukemia/Lymphoma) ou de maladies
inflammatoires correspondant a la paraparésie spastique tropicale ou myélopathie associée a
HTLV-1 (TSP/HAM, Tropical Spastic Paraparesis/HTLV-1-Associated Myelopathy)
(description détaillée de ces pathologies a la partie I1.3.). A I’inverse, seulement une dizaine de
cas de leucémies ou de lymphomes T similaires aux ATLL (avec en particulier une intégration
clonale du provirus dans les cellules tumorales) ont été décrits chez plusieurs especes de singes
infectés par le virus STLV-1, alors qu’aucun cas de neuromyé¢lopathies correspondant a la
TSP/HAM n’a été rapporté (Gessain, 2011).

Le groupe des PTLV-2, bien distinct des PTLV-1, correspond aux virus HTLV-2 et a
leurs équivalents simiens, les STLV-2 (FIGURE 1), qui ont été découverts chez des bonobos
dans les années 1990 (Giri et al., 1994; Liu et al., 1994) et qui n’ont, pour I’instant, pas été
identifiés chez d’autres especes de singes, contrairement aux STLV-1. L’identit¢ de séquence
entre les génomes d’HTLV-2 et de STLV-2 est d’environ 75%, ce qui est beaucoup moins
important que pour les HTLV-1/STLV-1 (Van Brussel et al., 1998).

A T’inverse des PTLV-1, les PTLV-2 sont peu pathogeénes bien qu’ils soient capables de
transformer des lymphocytes T in vitro. L’absence d’activation constitutive de la voie
Jak/STAT dans les cellules infectées par les PTLV-2, et qui a lieu lors de I’infection par des
PTLV-1, est une des nombreuses hypotheses avancées pour expliquer cette différence de

pathogénicité (Mulloy et al., 1998a).
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En ce qui concerne les PTLV-3, qui rassemblent les virus HTLV-3 et STLV-3, dont les
génomes sont quasi-identiques (de 87 a 99% d’identités) (FIGURE 1), leurs séquences ne
présentent que 60 a 62% d’homologies avec HTLV-1 ou HTLV-2, expliquant qu’ils forment
un groupe phylogénétique distinct des autres PTLV (Calattini et al., 2006; Meertens et al.,
2002).

Le STLV-3 a été identifié¢ pour la premiere fois en 1994 chez un babouin hamadryas africain,
maintenu en captivité (Goubau et al., 1994). D’autres souches ont ensuite ¢té découvertes chez
différentes especes de singes originaires d’Afrique centrale, de I’Est et de 1’Ouest (Mahieux
and Gessain, 2011). Les deux premieres souches d’HTLV-3 furent découvertes en 2005 chez
deux individus asymptomatiques, vivants en forét au Cameroun (Calattini et al., 2005; Wolfe et
al., 2005). Plus récemment, deux autres souches d’HTLV-3 furent identifiées de nouveau chez
des individus camerounais, dont [’un était chasseur (Calattini et al., 2009; Zheng et al., 2010).
Comme pour les PTLV-1, la proximité génomique des HTLV-3 et STLV-3 suggere une
transmission du STLV-3 des singes aux hommes, plus particuliecrement lors du dépecage
d’animaux infectés car les personnes contaminées par HTLV-3 déclarent ne pas avoir été
mordues.

Aucune pathologie n’a encore été associée aux PTLV-3, bien que ces virus expriment une
protéine Tax3, fonctionnellement tres proche de la protéine Tax1 du HTLV-1. En effet, Tax3 a
été décrite comme pouvant activer des promoteurs cellulaires ainsi que la voie NF-kB, ou
encore comme étant capable d’inhiber le facteur pS3 (Chevalier et al., 2012; Gessain et al.,
2013). La derniere étude menée par 1’équipe de Renaud Mahieux permet de mieux caractériser
les protéines des PTLV-3, avec notamment I’identification de trois nouvelles protéines
auxiliaires, ainsi que la mise en évidence du pouvoir transformant des protéines Tax3 et APH-3
(Antisense Protein of HTLV-3), suggérant une potentielle pathogénicité de ces virus (Turpin et
al., 2015).

Enfin, le groupe des PTLV-4 fut identifié il y a quelques années, en méme temps que
les premiers virus HTLV-3 (FIGURE 1). Il n’est constitué¢ a I’heure actuelle que d’une souche
d’HTLV-4, découverte chez un chasseur camerounais (Wolfe et al., 2005). La séquence du
HTLV-4 présente 62 a 71% d’homologies avec celles des HTLV-1, 2 ou 3 (Switzer et al.,
2009). Par ailleurs, ’analyse phylogénétique détaillée de cette souche montre qu’elle est
clairement a part des trois autres groupes de PTLV répertoriés, mais également plus ancienne.
L’équivalent simien du HTLV-4 a été recherché chez de nombreux singes au Cameroun, mais

n’a pour I’instant pas été détecté (Liégeois et al., 2008; Sintasath et al., 2009).

43



. >10° \g@ ’ Doy o,

® s @ ;
@ >0 g ® |

o >s5.10°

e >10¢

© >103

FIGURE 2 : Distribution géographique de ’infection par HTLV-1 dans le monde.

Cette carte représente le nombre de personnes infectées par le virus HTLV-1 dans le monde, estimé a partir de
I’analyse de 1.5 millions de cas de patients séroprévalents, situés dans des zones endémiques pour HTLV-1, ainsi
qu’a partir des données épidémiologiques fiables obtenues au cours d’études chez des femmes enceintes, des
donneurs de sang ou des populations adultes spécifiques. Les foyers de prévalence sont symbolisés par les cercles
violets et leur taille varie suivant leur importance. Seules certaines régions dans le monde sont concernées par ces
foyers, qui sont tres localisés, comme par exemple la région Mashad en Iran ou celle de Tumaco en Colombie. Le
Japon et I’Afrique sont des régions endémiques majeures de I’infection par HTLV-1. D’aprés (Gessain and
Cassar, 2012).
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I.2. Epidémiologie du HTLV-1

1.2.1. Epidémiologie descriptive

Une étude menée en 1993 par Guy de Thé et Robert Bomford a estimé qu’il y avait
entre 10 et 20 millions de personnes infectées par HTLV-1 dans le monde (de Thé and
Bomford, 1993). Plus récemment, Antoine Gessain et Olivier Cassar ont réévalué ce nombre
en analysant les données disponibles pour preés de 1.5 millions de personnes HTLV-1
séropositives, situées dans des zones endémiques, ainsi qu’en se basant sur des données
épidémiologiques fiables provenant d’études récentes réalisées parmi des femmes enceintes,
des donneurs de sang ou encore différentes populations adultes (Gessain and Cassar, 2012). Ils
ont ainsi conclu qu’entre 5 et 10 millions de personnes seraient actuellement porteuses du virus
sur la planete. Toutefois, ne disposant pas de données pour des pays comme la Chine, 1’Inde, le
Maghreb ou I’Afrique de I’Est, qui sont des régions fortement peuplées, ils estiment que le

nombre de personnes infectées par HTLV-1 est certainement beaucoup plus élevé.

Du point de vue épidémiologique, le virus T lymphotrope humain de type 1 se
caractérise par sa distribution géographique. En effet, ce n’est pas un virus ubiquitaire puisqu’il
existe des foyers de forte endémie, souvent localisés a proximité de zones ou le virus n’est
quasiment pas présent (FIGURE 2). Dans ces régions endémiques, la séroprévalence est de
plus de 2% parmi la population adulte et peut atteindre 20 a 40% chez des personnes de plus de
50 ans, appartenant a certains groupes spécifiques (Gessain and Cassar, 2012).

Les principaux foyers de forte endémie HTLV-1 sont situés dans le Sud du Japon, dans la
région Caraibe et ses alentours, en Amérique centrale et du Sud, notamment en Colombie et en
Guyane francaise, mais également en Afrique intertropicale, comme dans le Sud du Gabon,
ainsi que dans certaines régions du Moyen-Orient, comme le Nord-Est de I’Iran (FIGURE 2).
Par ailleurs, des foyers isolés d’infection se trouvent dans quelques régions d’Australo-
Mélanésie, notamment parmi les Aborigenes, ainsi qu’en Amérique du Nord et en Europe,
comme par exemple en France, ou I’infection par HTLV-1 se limite a des personnes venant de
foyers endémiques ou a des consommateurs de drogues injectables.

La Roumanie semble, a I’heure actuelle, étre le seul foyer endémique en Europe (Paun et al.,

1994; Veelken et al., 1996).
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A P’inverse, le Japon, qui compte prés d’un million de porteurs asymptomatiques (Yamaguchi,
1994) avec une séroprévalence pouvant atteindre 37% dans certaines populations du Sud-Ouest
(Goncalves et al., 2010), est I'une des régions endémiques majeures du HTLV-1, avec

I’ Afrique et ses plusieurs millions de personnes infectées (Gessain and Cassar, 2012).

L’origine de cette répartition en foyers géographiques ou ethniques, qui forment de
véritables puzzles atypiques et caractéristiques de 1’infection par HTLV-1, est mal connue.
L’hypothése avancée est que cette organisation proviendrait d’événements fondateurs initiaux,
qui auraient lieu au sein de populations particulieres et qui seraient suivis de la persistance
d’une forte transmission virale, liée a des conditions environnementales ou socioculturelles
favorables, mais qui n’ont pas encore été clairement identifiées (Proietti et al., 2005; Rouet et
al., 1999). En effet, les foyers de forte endémie HTLV-1 sont souvent constitués de groupes de
populations ayant vécu de facon assez isolée durant de longues périodes, comme c’est le cas

dans la population noir-marron du Surinam et de Guyane francaise (Plancoulaine et al., 1998).

L’infection par HTLV-1 se caractérise, en outre, par I’augmentation progressive de la
séroprévalence avec 1’age, plus chez les femmes que chez les hommes, et ce quel que soit leur
environnement socio-économique ou culturel (Gessain and Cassar, 2012; Goncalves et al.,
2010). Toutefois, ces observations sont a relativiser car cette augmentation peut-étre due a un
effet cohorte, comme cela a ét€ montré au Japon, ou a une accumulation de contacts sexuels
avec 1’age, qui pourrait favoriser I’infection (Chavance et al., 1989; Murphy et al., 1991; Ueda

et al., 1989).

L1.2.2. Epidémiologie moléculaire

De¢s les premiers travaux d’épidémiologie moléculaire sur le HTLV-1, il est apparu que
son génome était tres peu variable, contrairement aux autres virus a génome ARN connus.
Cette stabilité génomique s’explique par le mode de réplication du HTLV-1, qui utilise peu sa
transcriptase inverse virale (RT, Reverse Transcriptase) pour dupliquer son génome, mais
plutdt I’expansion clonale des cellules infectées. Ce mécanisme correspond a 1’amplification,
lors de la mitose cellulaire, du provirus intégré dans I’ADN des cellules, via I’ADN
polymérase, beaucoup plus fidele que la RT virale (Wattel et al., 1995). Cette grande stabilité

génomique a également été observée pour les virus HTLV-2 (Vandamme et al., 2000).

47



Sous-groupe Transcontinental
Sous-groupe Japonais
groupe‘ap Sous-type A

@ Sous-groupe d’Afrique de I'Ouest Cosmopolite

Sous-groupe d’Afrique du Nord

©
®
®
®
©

Sous-typeB
Sous-type C
Sous-type D
Sous-typeE
Sous-typeF
Sous-type G

Transmission entre
NiP—»H| le singe et 'homme
de virus STLV-1

FIGURE 3 : Répartition géographique et dissémination des différents sous-types
moléculaires d’HTLV-1.

Les sept sous-types d’HTLV-1 et leurs distributions dans le monde sont représentés sur cette carte : le sous-type A
(ou Cosmopolite) avec ses différents sous-groupes moléculaires (Transcontinental (TC), le plus fréquent et le plus
largement distribué ; Japonais (Ajp) ; Afrique de I’Ouest (Awa) ; Afrique du Nord (Ana)), le sous-type B localisé
en Afrique centrale et le plus fréquent dans cette région fortement endémique, le sous-type C situé en Australie et
en Mélanésie, le sous-type D présent en Afrique centrale, particulierement dans certains groupes de Pygmées et
enfin, les sous-types E, F et G dont trés peu de souches ont été décrites et qui sont toutes localisées en Afrique
centrale. Les fleches et les encadrés indiquent les trés probables transmissions inter-especes avec passages de
STLV-1 de singes (NHP, Non-Human Primates) a ’lhomme (H), responsables des sous-types actuels d’HTLV-1

et de leurs répartitions. D’aprés (Gessain and Cassar, 2012).
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La faible variation des séquences des HTLV-1 et 2 permet de suivre les migrations présentes et
passées des populations humaines infectées, participant ainsi a une meilleure compréhension de
I’origine, de I’évolution et des modes de dissémination de ces rétrovirus au cours du temps

(Gessain et al., 1992; Yanagihara, 1994).

Malgré cette stabilité génomique, des variants moléculaires, également appelés
génotypes, ont été découverts au sein des différents groupes d’HTLV, en lien avec 1’origine
géographique de ces virus (Slattery et al., 1999). En effet, parmi les virus HTLV-1, sept sous-
types moléculaires, divergeant depuis pres de 20 000 ans et associés chacun a une région
géographique donnée, ont été identifiés (Van Dooren et al., 2001) (FIGURE 3).

Les quatre principaux sous-types décrits sont les sous-types A, B, C et D (Gessain and Cassar,
2012).

Le sous-type A, ou sous-type Cosmopolite, fut le premier a avoir été identifié et est
également le plus répandu dans le monde. D’aprés la FIGURE 3, ce génotype est
effectivement présent dans de nombreuses régions, notamment au sein des foyers endémiques
du Japon, d’Afrique du Nord et de I’Ouest ou encore, d’Amérique centrale et du Sud. C’est par
ailleurs le seul sous-type présent en Europe.

Bien que sa distribution géographique soit importante, la variabilité de séquence entre les
souches du génotype A est faible, reflétant certainement son apparition plus récente dans les
populations humaines (datant de quelques centaines, voire quelques milliers d’années tout au
plus).

Grace a I’analyse des LTR viraux, il est cependant possible de définir quatre sous-groupes
moléculaires au sein du sous-type A : le sous-groupe d’Afrique du Nord dit « Ana » (Gasmi et
al., 1994), le sous-groupe japonais dit « Ajp », le sous-groupe transcontinental dit « TC »
(Miura et al., 1994), et enfin, le sous-groupe d’Afrique de I’Ouest dit « Awa » (Mahieux et al.,
1997). Chacun de ces sous-groupes a une localisation géographique spécifique (FIGURE 3),
qui s’explique par d’anciennes et massives migrations de populations (Gessain et al., 1992;
Miura et al., 1994; Saksena et al., 1992).

Le sous-type B, ou sous-type d’Afrique centrale, a été découvert en 1985 chez un
patient congolais atteint d’ATLL. Par la suite, une grande diversité de souches a I’intérieur de
ce génotype fut mise en évidence, chacune semblant spécifique d’une localisation
géographique particuliere au niveau de I’ Afrique centrale (Mahieux et al., 1997) (FIGURE 3).

Le sous-type C, ou sous-type Australo-Mélanésien, fut initialement décrit chez des

Mélanésiens vivant en Papouasie Nouvelle-Guinée et dans les fles Salomon (FIGURE 3).
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Récemment, il a été identifié chez des Aborigenes d’Australie ainsi que chez les habitants de
I’archipel du Vanuatu (Cassar et al., 2007). Les souches de ce génotype C ont des séquences
tres divergentes des autres sous-types HTLV-1, reflet de longues périodes d’évolution de ces
virus au sein de populations isolées, habitant sur différentes iles du Pacifique (Gessain and
Cassar, 2012).

Le dernier sous-type important du HTLV-1, le sous-type D, a été décrit en 1997 chez
trois habitants de la partie Ouest de 1’ Afrique centrale (Mahieux et al., 1997) (FIGURE 3). 1
semble représenter une faible part des souches virales HTLV-1 présentes dans ces régions,
contrairement au génotype B qui est plus fréquent.

En dehors des quatre sous-types majoritaires d’HTLV-1, trois autres génotypes, plus
rares, appelés sous-types E, F ou G, ont été caractérisés chez des habitants d’Afrique centrale
(Salemi et al., 1998; Wolfe et al., 2005) (FIGURE 3). La fréquence et la distribution

géographique de ces génotypes restent encore mal connues.

L’existence de différents variants moléculaires parmi les virus HTLV-1 renforce
I’hypotheése d’une origine simienne de ces virus, issus de transmissions inter-especes de STLV-
1 de singes aux hommes (Meertens et al., 2001; Salemi et al., 1998; Vandamme et al., 1998;
Wolfe et al., 2005) (FIGURE 3). Par ailleurs, il semble que ces transmissions, a 1’origine de
I’émergence des HTLV-1 chez I’homme, aient principalement lieu en Afrique et en Asie, qui
sont également les régions supposées de 1’apparition de ’ancétre commun des PTLV-1 (Asie)
(Slattery et al., 1999), et plus globalement de I’ensemble des PTLV (Afrique) (Vandamme et
al., 1998).

La question de I’association spécifique de ces génotypes a une pathologie comme
I’ATLL ou la TSP/HAM, liées a I'infection par HTLV-1, n’a pas été mise en évidence a
I’heure actuelle et semble peu probable. En effet, des études portant sur le séquencage de
multiples isolats d’HTLV-1, provenant de patients présentant des ATLL ou des TSP/HAM,

ainsi que de sujets HTLV-1 séropositifs sains, n’ont montré aucune association entre une

séquence virale et une pathologie donnée (Komurian et al., 1991; Mahieux et al., 1997).

I.3. La transmission des virus HTLV

Le virus HTLV-1, et ’ensemble des virus HTLV, se transmettent assez difficilement
dans les populations humaines et nécessitent, avant tout, des contacts répétés (Gessain, 2011).

Trois principaux modes de transmission ont été répertoriés pour ces rétrovirus (FIGURE 4).
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FIGURE 4 : Les principaux modes de transmission des virus HTLV.

Ce schéma a été élaboré d’apres les données issues de (Paiva and Casseb, 2014) et de (Gessain and Cassar, 2012).
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Le premier est une transmission de la meére a I’enfant, qui a ét€ mise en évidence au
Japon dans les années 1980 (Hino, 2011) (FIGURE 4). Le passage du virus se fait
principalement par un allaitement prolongé de plus de six mois, avec cependant un taux de
transmission assez faible, de I’ordre de 10 a 25% (Wiktor et al., 1997). Outre un allaitement
prolongé, d’autres facteurs de risque favorisent la transmission verticale du virus, notamment
un titre d’anticorps anti-HTLV élevé chez la mere, ainsi qu'une charge provirale importante
dans le sang et le lait maternel (Li et al., 2004; Ureta-Vidal et al., 1999). La correspondance
entre les antigenes HLA de type I (Human Leukocyte Antigen) de la mére et de ’enfant a
également été décrite comme favorisant le transfert du HTLV lors de 1’allaitement (Biggar et
al., 2006).
D’autre part, la transmission verticale peut avoir lieu avant la naissance, de facon
transplacentaire ou au cours d’un accouchement par césarienne, méme si ces modes d’infection

des virus HTLYV restent assez rares, contrairement aux HIV (Carneiro-Proietti et al., 2014).

Les virus HTLV sont, en outre, présents dans les sécrétions génitales, ce qui leur permet
d’étre transmis lors de contacts sexuels (FIGURE 4). Ce mode de transmission constitue
d’ailleurs la deuxiéme principale voie d’infection par HTLV (Paiva and Casseb, 2014). Des
études ont montré que le virus est transmis de facon plus efficace, mais non exclusive, dans le
sens homme-femme plutdt que dans le sens inverse, ce qui pourrait expliquer 1’augmentation
de la séroprévalence observée plus particulierement chez les femmes avec I’age (Kajiyama et
al., 1986; Roucoux et al., 2005).

Par ailleurs, des infections préexistantes par d’autres pathogenes sexuellement transmissibles
(syphilis, HSV-2,...) peuvent augmenter le risque de transmission horizontale du HTLV, en
provoquant des ulceres et des inflammations au niveau des muqueuses génitales et anales.
D’autre part, la présence d’anticorps anti-Tax ainsi qu’une charge provirale importante dans les
lymphocytes circulants et au niveau des sécrétions génitales, sont autant de facteurs favorisant

la transmission du virus (Paiva and Casseb, 2014).

Enfin, les rétrovirus HTLV peuvent étre transmis par voie sanguine, lors de transfusion
de composés sanguins contenant des lymphocytes T infectés (FIGURE 4). Le taux de
transmission par transfusion de produits sanguins contaminés est en effet élevé chez le
receveur, de I'ordre de 15 a 60%. A Dl’inverse, la transfusion de plasma ne permet pas de
transmettre le virus, celui-ci étant trés peu présent sous forme libre circulante dans 1’organisme,

mais avant tout dans les lymphocytes T (Gessain and Cassar, 2012; Sullivan et al., 1991).
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Les virus HTLV peuvent aussi se transmettre chez les toxicomanes utilisant des drogues par
voie intraveineuse, toujours par passage de cellules lymphoides infectées, lors de partage de
seringues notamment (Feigal et al., 1991). Parmi ces consommateurs de drogues injectables, le
virus HTLV-2 est fortement prévalent par rapport au HTLV-1 (Roucoux and Murphy, 2004).
La voie sanguine semble donc étre la plus efficace pour la transmission des HTLV car
elle permet 1’échange direct de cellules infectées, que ce soit dans le cas de personnes recevant
des composés sanguins contaminés ou dans celui d’usagers de drogues injectables.
Récemment, d’autres types de transmission impliquant des contacts sanguins ont été
recensés, notamment des cas de transmission du HTLV-1 suite a des transplantations d’organes
provenant de porteurs asymptomatiques en Europe (Toro et al., 2005), ou encore des cas de
transmission iatrogénique dus a 1’injection intramusculaire d’antiparasitaires contre la maladie

du sommeil en Afrique équatoriale (Pépin et al., 2010).

La mise en place de moyens de détection et de prévention ciblant ces différents modes
de transmission des HTLV est donc essentielle pour limiter leurs propagations a travers le

monde et tenter d’endiguer 1’infection.

I.4. Détection et prévention de I’infection par HTLV

I.4.1. Moyens diagnostiques

Le diagnostic de I’infection par HTLV repose soit sur la détection d’anticorps dirigés
spécifiquement contre les protéines virales (réalisable en routine), soit sur la mise en évidence
directe du virus ou de ses composants (effectuée plus particulierement dans des laboratoires

spécialisés) (Gessain, 2011).

En ce qui concerne le diagnostic sérologique, il est constitué de deux
étapes complémentaires : une étape de dépistage des anticorps d’une part et une étape de
confirmation des résultats d’autre part. Ce diagnostic est également complété par la
différenciation sérologique des anticorps dirigés contre les virus HTLV-1 ou HTLV-2.

Concernant le dépistage, la technique immunoenzymatique ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) est la plus employée, en raison de sa sensibilité et de sa spécificité. Une
¢tude a toutefois montré qu’il était préférable d’effectuer des analyses avec deux types de kits

ELISA différents, afin de s’assurer de la validité du diagnostic (Verdonck et al., 2009).
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Les kits ELISA commerciaux, actuellement disponibles, permettent de détecter de fagon
efficace a la fois les virus HTLV-1 et HTLV-2 (Thorstensson et al., 2002). Cependant, certains
sera ou plasmas analysés par ELISA peuvent présenter des résultats douteux ou constituer des
faux-positifs. Des tests de confirmation sont alors pratiqués sur ces échantillons, pour garantir
la fiabilité du diagnostic établi.

Ces tests correspondent essentiellement a des immunoblots (WB, Western Blot) ainsi
qu’a des tests immunoenzymatiques sur bandelette appelés INNO-LIA (Innogenetics Line
Immunoassay), qui s’averent étre une technique de confirmation plus fiable, plus spécifique et
donnant moins de sérologies indéterminées que les immunoblots (Filippone et al., 2012;

Thorstensson et al., 2002).

La détection directe du virus nécessite des techniques plus sensibles que les tests
sérologiques, puisque le nombre de cellules infectées, en particulier chez les porteurs
asymptomatiques, est assez faible, de 1’ordre de 0.02 a 2% des lymphocytes T du sang circulant
pour l’infection par HTLV-1 (Gessain, 2011). Deux techniques permettent de détecter
directement les virus HTLV : amplification génique ou PCR (Polymerase Chain Reaction) et
la culture virale.

La PCR, qui est employée majoritairement, peut étre réalisée a partir d’ADN extrait de

lymphocytes, de concentrés leucocytaires du sang périphérique ou de biopsies ganglionnaires
ou cutanées. Le séquencage des produits de PCR permet de diagnostiquer efficacement
I’infection par HTLV, mais également de différencier les virus HTLV-1 et 2 (Vandamme et al.,
1997; Vet et al., 1999). Cette technique PCR constitue, en outre, la base des études
d’épidémiologie moléculaire et de phylogénie.
Par la suite, des méthodes de PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR, Reverse Transcription
quantitative Polymerase Chain Reaction) ont été développées, afin de confirmer les diagnostics
établis par PCR et, dans le méme temps, de quantifier la charge provirale, correspondant a
I’ADN proviral, dans les lymphocytes T du sang périphérique (Casoli et al., 2014; Moens et
al., 2009). Dans le cas de pathologies liées a I’infection par HTLV-1, une charge provirale
¢levée chez les patients est souvent prédictive d’une évolution clinique de mauvais pronostic
(Iwanaga et al., 2010; Olindo et al., 2005).

La culture virale est la technique de référence pour la détection des HTLV et s’effectue
a partir de lymphocytes, provenant de personnes dont I’infection est suspectée, voire de

cellules ganglionnaires, pour les patients atteints d’ATLL.
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Ces cellules sont alors cultivées seules ou, le plus souvent, en présence de cellules lymphoides
immatures, comme les lymphocytes de sang de cordon, qui sont des cellules plus réceptives a
I’infection. La mise en évidence des virus et de leur réplication se fait par immunocapture des
antigénes viraux, dans les surnageants des cultures, et par immunofluorescence (IF) directe sur
les cellules, grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques (Gessain et al., 1990). La microcopie
électronique peut également étre employée pour visualiser les particules virales dans les
cultures, bien que leur production soit faible. Toutefois, cette technique de détection des HTLV

par culture virale reste longue et cofiteuse par rapport a 1’identification par PCR.

En routine, le diagnostic d’une infection par HTLV repose au final sur le dépistage des
anticorps par ELISA, suivi d’une confirmation par immunoblot. Dans le cas ou I’immunoblot
donne un résultat indéterminé, ou si le type de virus n’a pu étre identifié, une analyse PCR est

alors effectuée.

1.4.2. Prévention de ’infection

La prévention de I’infection par HTLV, en particulier par HTLV-1 responsable de
pathologies graves, est absolument fondamentale, tout spécialement au niveau des régions
endémiques. L’identification des principales voies de transmission des HTLV a permis de

mettre en place différentes méthodes de prévention efficaces.

L’arrét ou la diminution de la durée d’allaitement des enfants nés de meres
diagnostiquées HTLV séropositives est 1’une des mesures phares dans la prévention de la
transmission verticale du virus. Elle est appliquée dans plusieurs zones endémiques, comme le
Japon, ainsi que dans certains pays des Caraibes et d’Amérique du Sud. Cette mesure s’avere
étre tres efficace pour prévenir le développement d’ATLL a long terme. En effet, le
gouvernement japonais, qui a lancé en 1987 le premier programme de prévention de ’ATLL,
nommé ATL Prevention Program (APP), basé sur le dépistage des femmes enceintes et sur des
recommandations faites aux femmes séropositives pour qu’elles évitent d’allaiter leurs enfants,
a permis de diminuer le taux de transmission verticale du virus de 20 a 2.5% au Japon (Hino,
2011). Toutefois, cette mesure de prévention reste difficile a appliquer dans les pays en
développement, et notamment dans certaines régions de forte endémie comme 1’Afrique, ol
I’importante malnutrition des enfants est un véritable probleme, ne laissant pas le choix de

I’allaitement aux femmes africaines.
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Par ailleurs, a I’heure actuelle il n’existe aucun moyen pour prévenir la transmission

transplacentaire du virus ou celle qui peut survenir durant I’accouchement.

La prévention de la transmission des HTLV par contacts sexuels passe avant tout par
’utilisation de préservatifs, comme pour toute autre maladie sexuellement transmissible. Un
service d’aide et de conseils a I’attention des couples sérodiscordants a également été mis en

place au Japon, participant a la réduction de la prévalence HTLV (Paiva and Casseb, 2014).

Le risque de contamination par voie sanguine, notamment lors de transfusions, a été
fortement diminué grace a l’instauration du dépistage systématique des donneurs de sang
(Laperche et al., 2015). Cette mesure est réalisée dans de nombreux pays, dont la France qui I’a
instituée en 1989 dans les départements francais d’Outre-Mer, pour lesquels la séroprévalence
HTLV-1 était de I"ordre de 0.5 a 1.5% chez les donneurs de sang contre 0.001 a 0.003% en
métropole, ou cette mesure fut mise en pratique deux ans plus tard (Couroucé et al., 1998). Le
dépistage des infections par HTLV-1 et 2 a également été rendu obligatoire dans les lactariums
et lors des dons d’organes en France. Parallélement au dépistage, ’emploi de sang déleucocyté
a été mis en place dans différents pays européens, afin de réduire au maximum le risque de
transmission du virus par transfusion (Laperche et al., 2009). Cependant, comme dans le cas de
la prévention de la transmission des HTLV par allaitement, le dépistage systématique des dons
de sang est difficile a réaliser dans les pays en développement, ce qui participe a I’expansion de
I’infection. Dernierement, des pays comme la Chine commencent tout de méme a s’intéresser a
cette question (Xie et al., 2015).

Concernant la transmission par voie intraveineuse chez les toxicomanes, 1’information
des usagers et la mise a leur disposition de seringues a usage unique sont pour ’instant les

seuls moyens de prévention efficaces existants.

Du fait de 1’absence de vaccin contre les virus HTLV, les méthodes de prévention
constituent actuellement les meilleures solutions pour lutter contre ces infections. La faible
variabilité génomique du virus ainsi que ’existence de modeles animaux, en particulier simiens
ou bovins, sont des atouts pour I’élaboration d’une stratégie vaccinale. Le développement d’un
vaccin atténué efficace contre le virus BLV, trés proche du HTLV, est d’ailleurs une piste
d’étude intéressante (Gutiérrez et al., 2014). Cependant, peu d’essais de vaccination contre les
HTLV ont été réalisés jusqu’a présent, certainement freinés par 1’efficacité des mesures

préventives mais aussi par des aspects socio-économiques défavorables.
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II.LES MECANISMES INFECTIEUX DU HTLV-1 :
DES STRATEGIES REDOUTABLES POUR
PERSISTER ET ECHAPPER AU SYSTEME

IMMUNITAIRE

La morphologie et la structure des particules virales HTLV-1, tout comme les
mécanismes impliqués dans sa réplication et notamment dans I’assemblage et la libération des
virions, sont assez mal connus (Fogarty et al., 2011a). Des comparaisons avec d’autres
rétrovirus, dont le HIV, ont permis de déterminer les caractéristiques morphologiques et
génomiques du HTLV-1, qui s’averent étre assez classiques des Retroviridae.

L’une des particularités des virus HTLV est la présence d’une région pX située en 3’ de leur
génome et codant, entre autre, pour deux protéines régulatrices Tax et Rex, essentielles a la
multiplication virale (Yasunaga and Matsuoka, 2011).

La protéine Tax joue, en outre, un rdle central dans le pouvoir oncogene du virus
HTLV-1, entrainant principalement une lymphoprolifération maligne de cellules T appelée
ATLL (Adult T-cell Leukemia/Lymphoma) (Matsuoka and Jeang, 2007).

L’infection par HTLV-1 peut également provoquer d’autres pathologies, comme la paraparésie
spastique tropicale ou myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM, Tropical Spastic
Paraparesis/HTLV-1-Associated Myelopathy), qui est une neuromyélopathie chronique
invalidante. De facon surprenante, seules 2 a 10 % des personnes infectées par HTLV-1
développent une des maladies associées au virus au cours de leur vie (Mahieux, 2011).
L’apparition de ces pathologies s’explique en partie par la persistance du virus dans
I’organisme, qui met en place pour cela toute une stratégie d’échappement au systeéme
immunitaire, notamment a travers des modes de transmission de cellule a cellule spécifiques
(Pique and Jones, 2012).

La compréhension des mécanismes moléculaires de I’infection et du processus
oncogene est donc essentielle pour concevoir de nouvelles stratégies prophylactiques, ainsi que
des thérapies moléculaires ciblées contre le virus HTLV-1, afin de limiter ’apparition des

pathologies mortelles ou invalidantes liées a 1’infection.
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FIGURE 5 : Evolution de I’analyse morphologique des virions HTLV-1 par microscopie.

A. Premiere caractérisation des particules virales HTLV-1 produites par la lignée cellulaire MT-2 en
microscopie électronique. D’aprés (Miyoshi et al., 1981).

B. Analyse morphologique de VLP (Virus-Like Particles) HTLV-1 produites a partir de cellules HEK 293T et
observées en microscopie cryo-électronique (cryo-ET). D’aprés (Grigsby et al., 2010).

C. Analyse morphologique de particules HTLV-1 produites et purifiées a partir de la lignée cellulaire MT-2 en
microscopie cryo-ET. (Panneau de gauche) Les fleches noires indiquent les virions matures. (Panneau de
droite) Les quatre particules numérotées ont été modélisées par tomographie avec en bleu I’enveloppe, en
rouge la capside et en beige le reste du « noyau » viral, comprenant le génome ainsi que les différentes
protéines associées. D’apres (Cao et al., 2015).

FIGURE 6 : Structure de la particule virale HTLV-1.

Représentation schématique du virion HTLV-1 et de ses principaux composants, d’aprés (Lairmore et al., 2012).
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II.1. La particule virale HTLV-1

I1.1.1. Morphologie du virion

L’équipe d’Isao Miyoshi fut la premiére a publier des images de microscopie
électronique du virion HTLV-1, en méme temps qu’ils identifiérent ce virus comme agent
¢étiologique de I’ATLL (Miyoshi et al., 1981) (FIGURE 5A). La morphologie générale de la
particule virale a donc été rapidement caractérisée, permettant d’identifier le HTLV-1 comme
un rétrovirus de type C c’est-a-dire une particule de forme quasiment sphérique, contenant « un
noyau » central avec une densité variable, entouré par une enveloppe.

Griace aux observations des virions en microscopie électronique, le diametre des
particules HTLV-1 a pu étre estimé a environ 95nm en moyenne, avec d’importantes variations
suivant les virions (Doultree et al., 1992). L’apparition de nouvelles techniques, comme la
microscopie cryo-électronique (cryo-ET, cryo-Electron Tomography), a permis de revoir la
taille de ces particules, qui serait plutdt de ’ordre de 73nm de diamétre, avec toutefois des
variations entre 30 et 237nm (Grigsby et al., 2010) (FIGURE 5B). Ces techniques ont
également permis de détailler la structure moléculaire des virions HTLV-1 et de visualiser
leurs différences par rapport aux particules du virus de 1I’Immunodéficience humaine (HIV),
qui étaient jusqu’alors considérées comme similaires. En effet, au niveau de la capside, les
virions HTLV-1 matures présentent une architecture polyédrique tandis que les particules HIV
ont une capside conique (Briggs et al., 2003). Récemment, une étude réalisée en microscopie
cryo-ET précise la structure capsidique des virions HTLV-1 et indique, de fagon intéressante,
que la plupart des particules observées ne possedent pas de capsides définies ou entieres, ce qui

impacte probablement sur leur infectiosité (Cao et al., 2015) (FIGURE 5C).

L’ensemble des études menées ont ainsi permis de définir la composition générale des
particules HTLV-1 (FIGURE 6).

D’apres ces analyses, le virion possede une enveloppe correspondant a une bicouche
lipidique d’origine cellulaire, dans laquelle sont inclues des glycoprotéines virales composées
d’une sous-unité de surface, appelée gp46 ou SU (Surface Unit), et d’une sous-unité
transmembranaire, appelée gp21 ou TM (Transmembrane unit) (Verdonck et al., 2007). Cette
enveloppe est associée a une couche de protéines de matrice (p19 ou MA), qui ont été décrites
comme étant capables de s’homodimériser et de s’organiser en hexameéres, afin d’ancrer les

glycoprotéines TM de I’enveloppe virale au centre de ces structures (Rayne et al., 2004).
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FIGURE 7 : Organisation génomique du virus HTLV-1.

A. Représentation schématique du génome ARN simple brin du HTLV-1. Les LTR sont présents a chacune des

extrémités, composés de séquences répétées R et de séquences uniques U5 en 5° et U3 en 3°. Les genes gag,
pro, pol et env, classiques des rétrovirus, sont indiqués ainsi que la région pX, spécifique des Deltaretrovirus.
Les deux séquences correspondant & de probables signaux d’encapsidation de I’ARN génomique, identifiées
dans le génome du virus BLV, sont symbolisées par des triangles noirs. D’aprés (Kannian and Green, 2010).

Représentations schématiques du génome proviral d’HTLV-1 et de ses transcrits viraux. Les séquences LTR
identiques (U3/R/US5) qui encadrent I’ ADN sont illustrées, tout comme les différents cadres ouverts de lecture
(ORF) codant pour les protéines de structure (Gag et Env) et les enzymes virales (Pro et Pol). Les quatre ORF
codant pour les protéines régulatrices et auxiliaires de la région pX sont également spécifiés. Les ARNm
produits a partir du LTR 5 (majoritaire) et du LTR 3’ (minoritaire) sont indiqués, ainsi que leurs différents
épissages. Les traits en pointillés illustrent les introns épissés tandis que les traits pleins représentent les
exons. Les sites donneurs (fléches blanches) et accepteurs d’épissage (fleches noires) sont précisés, tout
comme leurs positions dans I’ARN génomique. D’apres (Kannian and Green, 2010).
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Les protéines de matrice participent a 1’assemblage des virions sous la membrane plasmique et
établissent un véritable lien entre I’enveloppe et la capside dans les particules virales. Cette
capside icosaédrique, constituée de protéines p24 ou CA, renferme le complexe
ribonucléoprotéique composé de deux molécules d’ARN simple brin de polarité positive,
associées aux protéines de la nucléocapside, appelées p15 ou NC, ainsi qu’aux enzymes virales
correspondant a la transcriptase inverse (RT), a Dl’intégrase (IN) et a la protéase (Pro)
(Verdonck et al., 2007) (FIGURE 6). Par ailleurs, un ARN de transfert (ARNt) d’origine
cellulaire, spécifique de la proline, a également été mis en évidence a I’intérieur de ces virions
(Ruggero et al., 2014).

L’¢étude de la morphologie et de I’assemblage de la particule virale permet de mieux

comprendre les mécanismes impliqués dans I’infectivité, la transmission ou encore le pouvoir

pathogene du HTLV-1.

I1.1.2. Génome viral et synthese des protéines d’HTLV-1

Dans les virions, le génome d’HTLV-1 est sous la forme de deux copies d’ARN simple
brin de 8.5kb chacune, polyadénylées en 3’ et coiffées en 5’. Ces molécules posseédent, en
outre, a leurs extrémités de longues séquences terminales répétées non codantes dites LTR

(Long Terminal Repeat), constituées des régions R et U5 en 5’ et des régions U3 et R en 3’

(FIGURE 7A).

Au cours du cycle réplicatif du virus, le génome ARN passe par une étape d’ADN
double brin, grice a sa transcriptase inverse, qui est ensuite importé et intégré dans la
chromatine cellulaire, donnant alors naissance au provirus.

La séquence de I’ADN proviral du HTLV-1 a été, pour la premicre fois, enticrement
décrite en 1983 et représente un peu plus de 9kb (Seiki et al., 1983).

Comme dans le génome ARN, I’ADN proviral est terminé par des séquences LTR, remaniées
lors du processus de transcription inverse pour former des séquences identiques a chaque
extrémité, constituées des régions U3, R et U5 (FIGURE 7B). Ces LTR possedent des
éléments de régulation (régions promotrices et signaux de polyadénylation), nécessaires a la
transcription du génome proviral (Arpin-André et al., 2014).

Par ailleurs, la séquence du HTLV-1 contient des cadres ouverts de lecture (ORF, Open
Reading Frame) codant pour les protéines de structure (Gag et Env) et pour les enzymes

essentielles a la multiplication virale (Pro et Pol), classiquement retrouvés chez les rétrovirus.
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structure et des enzymes virales.

Stop 3

A. Représentations schématiques des trois précurseurs Gag, Gag-Pro et Gag-Pro-Pol synthétisés a partir de
’ARNm génomique viral non épissé, suite au décalage ou non du cadre ouvert de lecture (ORF). La
localisation de ces différents décalages dans les précurseurs est indiquée (un seul changement d’ORF dans le
cas de Gag-Pro et deux changements pour Gag-Pro-Pol). Les triangles noirs symbolisent les clivages
protéolytiques réalisés par la protéase virale au sein de chaque précurseur, entrainant la libération des
protéines de matrice (MA), de capside (CA) et de la nucléocapside (NC), ainsi que celle des enzymes virales
transcriptase inverse (RT), a activité ARNase H, et intégrase (IN). D’aprés (Lairmore and Franchini, 2007).

B. Représentation schématique du précurseur Env synthétisé a partir d’'un ARNm génomique viral simplement
épissé. Le triangle noir symbolise le clivage protéolytique réalisé par une protéase cellulaire au niveau de
I’appareil de Golgi, entrainant la libération des sous-unités de surface (SU) et transmembranaires (TM).

D’aprés (Lairmore and Franchini, 2007).
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Le génome d’HTLV-1 se caractérise cependant par la présence d’une région supplémentaire,
appelée pX, située entre le gene env et le LTR a 'extrémité 3°, contenant quatre ORF codant
pour plusieurs protéines régulatrices ou auxiliaires (Kannian and Green, 2010) (FIGURES 7A
et 7B).

Les protéines d’HTLV-1 sont donc synthétisées a partir de plusieurs types d’ARNm,
épissés ou non, contenant parfois différents cadres ouverts de lecture. Ces mécanismes sont a

I’origine de la diversité protéique du virus, observée malgré la taille limitée de son génome.

a) Synthese des protéines de structure et des enzymes virales

Les protéines Gag, Pro et Pol sont produites a partir de I’ARNm génomique non épissé
(FIGURE 7B). Des décalages successifs du cadre ouvert de lecture permettent la synthese de
trois précurseurs polyprotéiques, Gag, Gag-Pro et Gag-Pro-Pol, qui sont ensuite clivés par la
protéase virale pour donner les différentes protéines de structure ainsi que les enzymes du
HTLV-1 (Lairmore and Franchini, 2007) (FIGURE 8A).

Les précurseurs Gag/Gag-Pro/Gag-Pro-Pol, produits avec un ratio spécifique (9 Gag pour 1
Gag-Pro), sont myristylés a leur extrémité N-terminale, induisant leur fixation au niveau de la
face interne de la membrane plasmique cellulaire. L’interaction entre deux molécules Gag-Pro-
Pol génere par autoclivage la protéase virale, qui peut ensuite libérer les autres sous-unités.
Ainsi, le clivage du précurseur Gag forme la protéine de matrice (MA ou p19), la protéine de
capside (CA ou p24) et la protéine de la nucléocapside (NC ou p15) (Le Blanc et al., 2001).

Le clivage du précurseur Gag-Pro entraine également la libération des protéines de structure
p19, p24 et p15, ainsi que celle de la protéase virale (Pro).

Enfin, outre les protéines p19, p24, pl5 et la protéase, le clivage du précurseur Gag-Pro-Pol
aboutit a la libération de deux enzymes : la transcriptase inverse (RT) et I’intégrase (IN).

Dans le cadre du cycle viral, une partie des ARNm génomiques produits n’est pas
utilisée pour la synthese protéique mais est encapsidée dans les virions en cours de formation,
pour servir de génome viral. Deux séquences situées au niveau du gene gag dans I’ARN
génomique du virus BLV ont ainsi été identifiées comme des signaux d’encapsidation. Des
séquences similaires ont également été retrouvées dans le génome d’HTLV-1 (Mansky and
Gajary, 2002) (FIGURE 7A).

Les protéines Env sont, quant a elles, produites a partir d’un ARNm génomique
simplement épissé, qui est ensuite traduit sous la forme d’un précurseur polyprotéique

(FIGURES 7B et 8B).
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Ce précurseur est alors transloqué dans le réticulum endoplasmique (RE), puis clivé par une
protéase cellulaire au niveau de I’appareil de Golgi, libérant finalement les sous-unités de
surface (SU ou gp46) et transmembranaires (TM ou gp21) qui composent les glycoprotéines

ancrées dans I’enveloppe virale (Lairmore and Franchini, 2007) (FIGURE 8B).

b) Synthese des protéines régulatrices et auxiliaires

L’ensemble des protéines régulatrices et auxiliaires de la région pX sont codées par
seulement quatre ORF différents (ORF I, II, III et IV), grice au mécanisme d’épissage
alternatif des ARN messagers ainsi qu’a la présence de différents codons internes d’initiation

de la traduction (Berneman et al., 1992; Ciminale et al., 1992) (FIGURE 7B).

L’ORF 1, produit a partir d’'un ARNm simplement épissé, code pour la protéine
auxiliaire pl12 qui peut, par la suite, étre clivée dans sa partie N-terminale pour générer une
nouvelle protéine appelée p8 (FIGURE 7B).

Les protéines auxiliaires p13 et p30 sont codées par ’ORF II a partir de deux ARNm aux
épissages alternatifs différents : I’ARNm simplement épissé produit pl3 alors que la forme
doublement épissée donne p30 (FIGURE 7B).

Ces protéines p12, p8, pl3 et p30 ont d’abord été décrites comme non essentielles a la
réplication virale in vitro, soulevant des interrogations quant a leurs fonctions dans 1’infection
(Derse et al., 1997). Des ¢études ont ensuite montré qu’elles étaient nécessaires pour
I’infectivité et la persistance du HTLV-1 in vivo, en protégeant notamment les lymphocytes T
infectés de 1’apoptose tout en favorisant leur prolifération ou encore, en participant a

1’établissement de la latence virale (Edwards et al., 2011; Fukumoto, 2013).

Les ORF II et IV, produits a partir d’'un ARNm doublement épissé, codent
respectivement pour les protéines régulatrices Rex et Tax (FIGURE 7B). Ces protéines sont
indispensables pour la réplication du virus in vitro et in vivo.

En effet, comme cela sera décrit plus en détail par la suite (partie III.1.), Tax transactive
I’expression des geénes viraux ainsi que celle de certains genes cellulaires impliqués, entre
autre, dans la prolifération, I’apoptose ou le contrdle du cycle cellulaire, mais également dans
les mécanismes de réparation des dommages dans I’ADN, ce qui favorisent I’immortalisation

et la transformation des cellules infectées (Chlichlia and Khazaie, 2010).
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FIGURE 9 : Roles des protéines Tax et HBZ dans I’histoire naturelle de I’infection par
HTLV-1 conduisant au développement de ’ATLL.

Lors de I’infection de lymphocytes T in vivo, la protéine transactivatrice Tax s’exprime fortement et de manicre
précoce, provoquant I’activation de différentes voies cellulaires (NF-xB, CREB/ATF,...) et la dérégulation des
mécanismes de contréle de la prolifération, de la division, de I’apoptose et de la réparation de I’ADN cellulaire
dans lesquels elles sont impliquées. L’expression de Tax décroit progressivement au cours de 1’infection, tandis
que la protéine HBZ est exprimée en permanence. L’expression d’HBZ contrebalance 1’effet activateur de Tax
grice a son interaction avec différents facteurs cellulaires, cibles de Tax, favorisant ainsi la persistance des
cellules infectées. Par ailleurs, la protéine HBZ induit la réactivation des fonctions de la sous-unité catalytique de
la télomérase, hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase), et permet ainsi aux cellules immortalisées de
proliférer. D’apres (Mahieux, 2011).
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La protéine Rex, quant a elle, agit au niveau post-transcriptionnel, en induisant spécifiquement
I’export nucléaire des ARNm viraux non épissés ou monoépiss€s, jouant donc un rdle central
dans I’infectivité et la propagation virales (Younis and Green, 2005).

Une deuxieme protéine, appelée p21Rex, correspondant a une forme tronquée de la
protéine Rex, a également ¢été identifiée comme étant codée par I’ORF 111, a partir d’'un ARNm
simplement épissé. Sa fonction exacte dans le cadre de I’infection par HTLV-1 reste, a ce jour,

peu claire (Younis and Green, 2005).

¢) Synthese de transcrits antisens

Dans le génome viral d’HTLV-1, tous les ARNm décrits précédemment sont transcrits
a partir du LTR 5°. Toutefois, une activité de transcription antisens, c’est-a-dire a partir du
LTR 3’ au niveau du brin de polarité négative, a également été découverte des 1989 (Larocca
et al., 1989). Ce n’est qu’en 2002 que la protéine HBZ (HTLV-1 Basic leucine Zipper factor ou
HTLV-1 bZIP factor), issue de cette transcription antisens, a été mise en évidence (Gaudray et
al., 2002). Actuellement, deux ARNm antisens (I’un monoépiss¢ majoritaire et 1’autre non
¢épissé minoritaire) ont été décrits comme étant a I’origine ’HBZ (FIGURE 7B).
Cette protéine antisens du HTLV-1 interagit avec de nombreux facteurs cellulaires, comme
CREB (cAMP Response Element Binding) ou certaines protéines de la famille Jun (c-Jun,
JunD, JunB) via son domaine bZIP, mais également avec CBP (CREB Binding Protein)/p300
ou encore les facteurs NF-kB, modulant ainsi la transcription des genes viraux et cellulaires.
Ces mécanismes permettent notamment de contrer la transactivation excessive de ces genes
induite par Tax, afin de favoriser la latence virale ainsi que la prolifération des lymphocytes T
infectés (Barbeau and Mesnard, 2015). Récemment, 1’activation de certains miARN oncogenes
cellulaires (miR17 et miR21) par HBZ a ét€¢ démontrée comme participant a la prolifération des
cellules et a leur instabilité génomique (Vernin et al., 2014). La protéine HBZ, comme la
protéine Tax, serait donc impliquée dans le processus oncogene se déroulant lors des infections
par HTLV-1, en promouvant la persistance des cellules infectées, ce qui permettrait de
maintenir un état d’infection chronique chez les personnes contaminées, favorisant ainsi le
développement de pathologies, comme I’ATLL. Ces données, appuyées par la détection
constante d’HBZ dans les cellules infectées et leucémiques contrairement a 1’expression de Tax
qui elle est rare chez les patients ATLL (Takeda et al., 2004), ont permis de définir un modele
de I’histoire naturelle de I’infection conduisant a une lymphoprolifération maligne, dans lequel

interviennent des phases plus ou moins dépendantes des protéines Tax ou HBZ (FIGURE 9).
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FIGURE 10 : Comparaison de I’organisation génomique des virus HTLV-1 et HTLV-2.

Les différents cadres ouverts de lecture codant pour les protéines sens du HTLV-1 et 2 sont représentés, ainsi que
les transcrits antisens des deux virus (HBZ pour HTLV-1 et APH-2 pour HTLV-2). Les protéines de structure et
les enzymes virales sont identiques pour les deux virus tandis que de nombreuses différences apparaissent au
niveau de leurs protéines auxiliaires et régulatrices. Les exons correspondant aux différentes protéines régulatrices
sont colorés en jaune. D’aprés (Barbeau and Mesnard, 2015).
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Des protéines antisens ont, en outre, été identifiées dans les virus HTLV-2, 3 et 4 mais
leurs roles dans la modulation de certains composés cellulaires restent a ce jour assez flou. Une
protéine antisens, appelée ASP, a également été mise en évidence dans le virus HIV-1 et serait

plutdt impliquée dans la réplication et la production virales (Barbeau and Mesnard, 2015).

Le virus HTLV-1 synthétise donc un grand nombre de protéines différentes qui
participent a I’infectivité, la multiplication ou encore la pathogénicité virale. En raison de la
taille limitée de son génome, ce rétrovirus a développé un systeme unique de régulation de son
expression, permettant cette diversité protéique. Ainsi, les stratégies d’épissage alternatif,
associ¢es notamment aux chevauchements des ORF ainsi qu’a 'utilisation des LTR 5’ et 3’
pour la transcription du génome viral, sont autant d’éléments participant a ce systéme de
régulation (Journo et al., 2009a).

De fagon intéressante, la comparaison des génomes d’HTLV-1 et 2 montre
d’importantes similitudes au niveau de leurs organisations génomiques, particulierement en ce
qui concerne les protéines structurales et les enzymes virales, qui sont identiques (FIGURE
10). Toutefois, il existe des différences notables au niveau de leurs protéines auxiliaires, avec
notamment 1’existence d’un cinquiéme ORF dans la région pX d’HTLV-2, codant pour une
protéine pl1 dont la fonction exacte n’est pas connue, ainsi qu’au niveau de leurs protéines
régulatrices (Anupam et al., 2013; Rende et al., 2012). En effet, a I’inverse de Tax1, Tax2 ne
peut activer la voie NF-kB dite non canonique ou induire de I’instabilit¢ génomique,
contribuant a la transformation des cellules infectées in vivo (Shirinian et al., 2013). Par
ailleurs, il existe également des différences structurelles entre ces deux protéines régulatrices
puisque, contrairement a Tax1, Tax2 ne possede pas de domaine de liaison au motif PDZ.

Ces disparités concernant leurs protéines auxiliaires et régulatrices pourraient expliquer les

différences de pathogénicité observées entre les deux virus.

I1.2. Les étapes cellulaires clés de I’infection par HTLV-1

I1.2.1. Cellules cibles du virus

Le tropisme cellulaire du virus HTLV-1 in vitro est assez vaste, alors qu’au contraire in
vivo se sont préférentiellement les lymphocytes T CD4" qui sont infectés. En effet, pres de
90% de I’ADN proviral HTLV-1 détecté chez des patients atteints d’ATTL ou de TSP/HAM,
se situe dans des cellules T CD4" (Richardson et al., 1990).
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FIGURE 11 : Taux d’infection par HTLV-1 des différentes sous-populations de
lymphocytes T CD4".

Les sous-populations de lymphocytes T (LT) CD4" sont représentées, ainsi que leurs pourcentages d’infection par
HTLV-1. Les cellules possédant le marqueur FoxP3 (FoxP3") sont des cibles préférentielles du virus, et plus
particulierement les lymphocytes T régulateurs (Treg) activés. Les lymphocytes T effecteurs et mémoires (LT
eff/mem) ont également des taux d’infection importants par rapport aux cellules naives (LT naif). Ces
pourcentages ont été calculés a partir de 1’expression de la protéine virale Tax et correspond a la moyenne des
valeurs obtenues chez 23 patients asymptomatiques. D’aprés (Satou and Matsuoka, 2013).
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Les lymphocytes T CDS8", plus particulicrement ceux qui sont spécifiques des antigénes
d’HTLV-1, ont également été décrits comme étant infectés par le virus in vivo, constituant
donc un réservoir viral supplémentaire (Hanon et al., 2000; Nagai et al., 2001).

De fagon intéressante, le virus HTLV-2 infecte préférentiellement les lymphocytes T
CD8" in vivo, par rapport aux CD4" ou aux autres types de cellules immunitaires (Lal et al.,
1995). Ces différences entre HTLV-1 et HTLV-2 se retrouvent également dans leur pouvoir
transformant, puisquHTLV-1 transforme uniquement les CD4" in vitro et in vivo, tandis
quHTLV-2 transforme de préférence les CD8" in vitro (Wang et al., 2000; Ye et al., 2003). Le
déterminant génétique de ce tropisme spécifique au niveau de la transformation cellulaire a été
identifié dans le gene viral Env (Xie and Green, 2005). Par ailleurs, ce tropisme a dernierement
été caractérisé comme un événement post-infection, di a la prolifération sélective d’un type de
lymphocytes suivant le virus, qui s’accentue au cours du temps (Kannian et al., 2012).

L’infection de ces cellules T conduit & de nombreux bouleversements, notamment au
niveau transcriptomique, entrainant des modifications cellulaires qui contribuent a la
persistance et a la transformation des cellules infectées, favorisant ainsi le développement de

pathologies liées a HTLV-1, comme I’ATLL (Thénoz et al., 2014).

L’analyse précise des lymphocytes T CD4" infectés par HTLV-1 a permis de
déterminer que le virus cible préférentiellement les CD4" activés, aussi appelés effecteurs,
exprimant entre autre le marqueur CD25, correspondant au récepteur de I’IL-2 (Yamano et al.,
2004) (FIGURE 11). Il a également été prouvé que I’infection virale induit la diminution des
lymphocytes T naifs chez les patients ATLL (Yasunaga Ji et al., 2001).

D’autre part, le tropisme du virus HTLV-1 pour certaines sous-populations de
lymphocytes T CD4" in vivo a pu étre détaillé (FIGURE 11).

Les cellules T activées mémoires, caractérisées par le marqueur CD45 RO, ont ainsi été
identifiées comme des cellules cibles d’HTLV-1 (Richardson et al., 1990). Leur multiplication

anormale a, en outre, été démontrée chez des personnes infectées (Asquith et al., 2007).

Une autre population de lymphocytes T CD4", correspondant aux cellules T régulatrices
(Treg), a également été décrite comme infectée par le virus (FIGURE 11). En effet, un taux
d’infection €levé de ces Ty, a ét€ mis en évidence chez des personnes contaminées par HTLV-
1 (Satou et al., 2012), ainsi que I’expression du facteur de transcription FoxP3 (Forkhead box
P3), qui est le marqueur caractéristique des lymphocytes Ty, dans des cellules de patients

ATLL (Chen et al., 2006; Yano et al., 2007).
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La fréquence élevée de Ty, infectés pourrait s’expliquer notamment par la présence, a leur
surface, du marqueur CCR4 qui a pour ligand la chimiokine CCL22, dont la production est
induite par Tax dans les lymphocytes T infectés (Hieshima et al., 2008; Toulza et al., 2010).
Ainsi, la sécrétion de CCL22 par ces cellules T induirait le recrutement des T, qui pourraient
alors a leur tour étre infectés par HTLV-1 (Matsuoka and Jeang, 2011).
Une autre hypothése est que la protéine virale HBZ, exprimée dans les lymphocytes T CD4"
infectés, induit la différenciation des cellules en lymphocytes T régulateurs, via I’augmentation
de I’expression du gene codant pour FoxP3 (Satou et al., 2011). Ce mécanisme fait intervenir
I’activation de la voie TGF-B (Transforming Growth Factor ) par HBZ, connue pour induire
I’expression du facteur FoxP3 (Chen et al., 2003; Zhao et al., 2011).

En ciblant ces différentes sous-populations de lymphocytes T CD4", le virus HTLV-1
perturbe des éléments clés dans la régulation de la réponse immune cellulaire et humorale,

garantissant ainsi la survie et la prolifération des cellules infectées.

La présence du HTLV-1 a, en outre, été identifiée in vitro dans des thymocytes
immatures, entrainant une altération de leur développement, avec un défaut de maturation de
leurs pré-TCR (T Cell Receptor) (Wencker et al., 2007). Ce résultat suggere que I’infection des
cellules hématopoiétiques immatures pourrait étre a 1’origine du développement de I’ATLL, de

nombreuses années apres I’infection (Banerjee et al., 2010).

D’autres types de cellules immunitaires ont été mis en évidence comme étant des
réservoirs viraux in vivo. Ainsi, le virus HTLV-1 a été détecté dans des lymphocytes B, des
monocytes ou encore, dans des lymphocytes T Natural Killer invariants (iINKT), qui exercent
des fonctions immunorégulatrices (Azakami et al., 2009; Koyanagi et al., 1993).

Les cellules dendritiques, myéloides et plasmacytoides, sont également des cibles d’HTLV-1
(Jones et al., 2008; Macatonia et al., 1992). De par leur fonction de cellules présentatrices
d’antigénes (APC, Antigen-Presenting Cell), les cellules dendritiques infectées peuvent
recruter et interagir avec des lymphocytes T CD4", favorisant alors leur infection.

Ces cellules dendritiques jouent donc un role central dans la transmission, la dissémination et

la persistance virales in vivo.

Des cas d’infection par HTLV-1 de cellules non immunitaires ont enfin été recensés,

notamment au niveau des cellules endothéliales in vitro (Hoxie et al., 1984).

79


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor

Particule HTLV-1

| PHASE PRECOCE
|| PHASETARDIVE

i Fixation aux
récepteurs cellulaires

-

’RN o
ARN génomique
4 viral \ \ Traduction
2 , ™ \
Fusion et o e
entrée ’ A
' Transcription ‘
Provirus
Décapsidation ‘ 2XO0O0OCOOOKC '
et \ it |
Transcription intecration
i I
inverse \

v\ A \\z
a\-—\/\' y z?u

aé(Céa Bourgeonnement
o Lon®

a8y

%

Virion
néosynthétisé

FIGURE 12 : Cycle de multiplication viral du HTLV-1, commun aux rétrovirus.

Représentation schématique simplifiée du cycle du virus HTLV-1, classique des rétrovirus, comprenant des étapes
précoces et des étapes tardives. Les étapes précoces correspondent a ’entrée du HTLV-1 dans les cellules cibles,
par fusion de I’enveloppe virale avec la membrane plasmique, suivie de la décapsidation du virus et de la
transcription inverse de son ARN génomique en ADN double brin, capable de s’intégrer dans le génome cellulaire
pour former un provirus. Les étapes tardives comprennent la transcription de I’ADN proviral, permettant la
synthétise des composants viraux, qui sont ensuite assemblés sous la membrane plasmique pour former de
nouvelles particules. Les virions néosynthétisés sortent alors des cellules par bourgeonnement puis ils subissent un
processus de maturation pour donner naissance a de nouvelles particules infectieuses HTLV-1. D’aprées (Lairmore
etal., 2012).
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Une étude a d’ailleurs démontré ’infection productive des cellules endothéliales de la barriere
hématoencéphalique. Une altération de 1’expression des protéines constituant les jonctions
serrées entre les cellules infectées a alors été constatée, entrainant une augmentation de la
perméabilité de la barriecre hématoencéphalique, favorisant notamment le passage de
lymphocytes. Le dysfonctionnement de cette barriere, essentielle pour la régulation de
I’homéostasie du systéme nerveux central, est un des ¢léments pouvant expliquer le
développement de la TSP/HAM chez les personnes contaminées par HTLV-1 (Afonso et al.,
2008).

Les astrocytes de la barriere hématoencéphalique ont par ailleurs été identifi€és comme étant
infectés par HTLV-1 in vitro, ce qui contribuerait a la perturbation du systeme nerveux central
(Szymocha et al., 2000a, 2000b). Cependant, 1’infection non productive et latente dans ces
cellules indique que le virus ne peut réaliser un cycle réplicatif complet, suggérant donc que les

astrocytes ne sont pas des cibles privilégiées d’HTLV-1.

11.2.2. Cycle de multiplication du HTLV-1

Le virus HTLV-1 possede un cycle de multiplication qui est globalement commun a
I’ensemble des rétrovirus. Ce cycle peut étre décomposé en deux phases principales : une phase

dite précoce et une phase dite tardive (FIGURE 12).

a) La phase précoce du cycle viral

La phase précoce comprend les étapes du cycle allant de ’entrée du virus a I’intégration
de I’ADN viral dans le génome de la cellule infectée, aboutissant a la formation du provirus

(FIGURE 12).

La reconnaissance des cellules cibles et la fixation des particules virales a leur surface
sont des événements cruciaux dans le cycle de multiplication conduisant a I’entrée du virus.
Ces processus ont d’ailleurs fait I’objet de nombreuses recherches, au sein de notre laboratoire
ainsi que dans d’autres équipes, aboutissant a 1’identification des trois protéines cellulaires de
surface impliquées dans I’entrée du HTLV-1 qui sont HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycans),
GLUT!1 (Glucose Transporter 1) et NRP-1 (Neuropilin-1) (Ghez et al., 2006; Jones et al.,
2005; Manel et al., 2003; Pifion et al., 2003). De facon intéressante, seules GLUT1 et NRP-1

ont été mises en évidence dans 1’entrée du virus HTLV-2 (Ghez et al., 2006; Jones et al., 2006).
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FIGURE 13 : La coopération entre HSPG, NRP-1 et GLUT1 induit I’entrée du virus

HTLV-1 dans les cellules cibles, via leurs interactions avec la sous-unité SU virale.

Modele représentant la liaison de la sous-unité SU des glycoprotéines de 1’enveloppe virale d’HTLV-1 aux
protéines cellulaires de surface HSPG, NRP-1 et GLUT1, conduisant a 1’entrée du virus dans les cellules. La sous-
unité SU est illustrée avec les trois domaines qui la composent : le domaine CTD interagissant avec HSPG, le
domaine PRR (Proline Rich Region) permettant la flexibilité de la sous-unité et le domaine RBD (Receptor
Binding Domain) dans lequel se situe le motif KKPNR interagissant avec NRP-1, ainsi que les résidus D106 et
Y114 nécessaires a sa liaison avec GLUT1 (ce motif et ces résidus sont symbolisés par le rectangle noir). La
premiére étape correspond a l’interaction du domaine CTD de la sous-unité SU avec les chaines d’héparane
sulfate (HS) d’HSPG. Ces chaines d’HS recrutent également NRP-1, favorisant ainsi la liaison entre NRP-1 et la
sous-unité SU virale, via son motif KKPNR. Suite au changement de conformation de la protéine SU, induit par la
formation du complexe SU/HSPG/NRP-1, ses résidus D106 et Y114 sont exposés et peuvent interagir avec
GLUTI. D’aprés (Jones et al., 2011).
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Par ailleurs, il a ét¢ montré qu’il existe une coopération entre ces trois molécules pour
fixer la sous-unité SU des glycoprotéines de I’enveloppe virale et permettre 1’entrée du virus
(Hoshino, 2012; Jones et al., 2011) (FIGURE 13).

En effet, grice a son domaine CTD (C-Terminal Domain), la sous-unité SU interagit avec
HSPG, induisant I’attachement et la concentration des particules HTLV-1 a la surface des
cellules cibles. Les chaines d’héparane sulfate étant capables d’interagir avec la neuropiline 1,
la sous-unité SU peut alors se lier a la protéine NRP-1 recrutée par HSPG, grace a son motif
KKPNR, retrouvé dans le ligand naturel de NRP-1, VEGF-165 (Lambert et al., 2009). Cette
étape permet la transition de la phase d’attachement a la phase de liaison du HTLV-1 aux
cellules. La formation de ce complexe SU/HSPG/NRP-1 induit un probable changement de
conformation de la sous-unité virale, favorisant 1’exposition de ses résidus D106 et Y114,
identifiés comme étant nécessaires pour la liaison de SU avec le transporteur GLUT1. Cette
liaison entre SU et GLUTI1 induit finalement la fusion des membranes, via 1’insertion du
peptide de fusion de la sous-unit¢ TM des glycoprotéines d’enveloppe virales, dans la
membrane plasmique cellulaire. Ce peptide, initialement masqué dans les glycoprotéines, est
exposé suite aux changements de conformation induits par la formation du complexe
SU/HSPG/NRP-1. Apres cette fusion, la capside virale peut alors entrer dans le cytoplasme

cellulaire.

Une fois dans le cytoplasme, la capside est désorganisée et le génome ARN simple brin
du virus est rétrotranscrit en ADN double brin, grace a un mécanisme classique chez les
rétrovirus qui fait intervenir la transcriptase inverse virale (FIGURE 14). Cette ADN-
polymérase ARN-dépendante, caractéristique des rétrovirus, initie la synthése de I’ADN viral a
partir d’un ARNt cellulaire spécifique de la proline, présent dans les particules virales et qui se
lie spécifiquement a la séquence unique PBS (Primer Binding Site) dans I’ARN génomique
(Seiki et al., 1982) (FIGURE 14). Récemment, des fragments correspondant a la partie 3° de
ces ARNt ont été mis en évidence dans des virions HTLV-1 et ont été, en outre, décrits comme
induisant I’initiation de la transcription inverse, suggérant ainsi une possible compétition entre
ces fragments et les ARNt proline (Ruggero et al., 2014).

L’ADN obtenu est associ¢ a des protéines cellulaires et virales, comme les protéines de
la nucléocapside, formant ainsi un complexe de pré-intégration appelé PIC (Pre-Integration
Complex). Contrairement aux lentivirus comme le HIV-1, le complexe PIC du HTLV-1 ne peut
franchir 1’enveloppe nucléaire. Son intégration n’est donc possible que lorsque la cellule

infectée entre en mitose, phase durant laquelle son enveloppe nucléaire est désorganisée.
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FIGURE 14 : Le mécanisme de la transcription inverse chez les rétrovirus.

Représentation schématique de la transcription inverse (ou rétrotranscription) permettant aux rétrovirus de
convertir leur ARN génomique simple brin en ADN double brin. Ce mécanisme est catalysé par la transcriptase
inverse (RT) du virus, qui possede a la fois une activité ADN polymérase et une activité ARNase H, lui permettant
d’hydrolyser le brin d’ARN matrice. L’ARN viral est en rouge, I’ADN néosynthétisé en bleu et I’ARNt en rose.
Les différentes étapes de la transcription inverse sont illustrées. (1) L’ ARNt cellulaire, spécifique de la proline, se
lie a la séquence PBS dans ’ARN génomique viral. (2) La RT synthétise un premier fragment d’ADN,
correspondant aux régions R et U5, a partir de I’ARNt, utilisé comme amorce. (3) Les séquences R et U5 de
I’ARN sont dégradées par I’activité ARNase H de la RT. (4) Premier transfert du brin d’ADN néosynthétisé au
niveau de la région R, située a I’extrémité 3 de I’ARN. (5) Reprise de la synthése du brin d’ADN par la RT. (6)
Parallélement a cette synthése, la RT dégrade le brin d’ARN matrice, & I’exception de la séquence PPT qui est
résistante a 1’activité ARNase H de la RT. (7) Le second brin d’ADN est synthétisé a partir de la séquence PPT,
qui sert d’amorce. (8) L’ARNt ainsi que les séquences d’ARN restantes sont dégradés par la RT. (9) Second
transfert de brin d’ADN au niveau de la séquence PBS, située a I’extrémité 3° du premier brin synthétisé.
L’hybridation des séquences PBS des deux brins d’ADN induit une circularisation partielle du génome, favorisant
la fin de leur synthése. (10) Obtention d’une double hélice d’ADN viral avec, a ses extrémités, des séquences LTR
identiques et compleétes, constituées des régions U3/R/US.
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L’étape d’intégration de I’ADN viral dans le génome cellulaire, spécifique des
rétrovirus, peut alors avoir lieu grace a I’intégrase du virus.
Une étude récente a montré que les cellules infectées portent en majorité une seule copie
provirale au sein de leur chromatine (Cook et al., 2012).
Par ailleurs, I’intégration du génome viral, qui était au départ considérée comme aléatoire
(Seiki et al., 1984), a été décrite comme étant spécifique de certaines régions de la chromatine
cellulaire. En effet, des données récentes prouvent que les provirus se situent principalement au
niveau de I’euchromatine, correspondant a la partie transcriptionnellement active de la
chromatine, et plus particuliecrement au niveau de certaines régions de liaison de facteurs de
transcription, notamment celles des facteurs p53 et STATI1 (Signal Transducer and Activator

of Transcription 1) (Gillet et al., 2011; Melamed et al., 2013).

b) La phase tardive du cycle viral

Les étapes suivant 1’intégration virale et la formation du provirus appartiennent a la
phase tardive du cycle de multiplication (FIGURE 12).

Au cours de cette phase, le virus HTLV-1 détourne la machinerie cellulaire pour
transcrire son génome proviral et produire I’ensemble des ARNm décrits précédemment, qui
peuvent étre soit traduits en protéines virales pour reformer les composants du virion, soit

encapsidés dans les particules en cours de formation pour leur servir de génome.

Des le début de I’infection, les protéines régulatrices Tax et Rex sont rapidement et
fortement produites dans les cellules infectées. En effet, ’ARNm doublement épissé a partir
duquel sont synthétisées ces protéines est vite pris en charge par la machinerie cellulaire

d’export des ARNm.

Dans un deuxieme temps, la protéine Rex induit I’export rapide des ARNm viraux non
épissés ou simplement épissés dans le cytoplasme, évitant ainsi leur épissage complet. Ces
molécules pourront alors étre traduites dans le cytoplasme grace a la machinerie cellulaire pour
donner les protéines de structure et les enzymes virales, nécessaires a la constitution de
nouveaux virions (Hidaka et al., 1988). Dernierement, cette spécificité de Rex par rapport aux
ARNm viraux a cependant ét¢ remise en cause, puisqu’il a ét¢ montré que cette protéine
pouvait également favoriser I’export des ARNm doublement épissés viraux, alors que ce

processus était considéré comme étant indépendant de Rex (Bai et al., 2012).
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FIGURE 15 : Export des ARNm non épissés ou monoépissés viraux par la protéine Rex.

Représentation schématique du cycle effectué par la protéine Rex pour exporter les ARNm non épissés
monoépissés viraux du noyau vers le cytoplasme. (a) Suite a leur transcription, les ARNm non épissés

ou
ou

monoépissés se lient a Rex au niveau de leur séquence RxRE. (b) Rex s’oligomérise et recrute I’exportine CRM1.
(c) Le complexe ARNm/Rex/CRMI1 est reconnu par la protéine Ran sous forme GTP (Ran-GTP) qui se lie a son
tour a ces molécules. (d) Les interactions entre CRM1 et notamment les motifs répétés phénylalanine-glycine
(motifs FG) contenus dans les nucléoporines permettent le passage du complexe ARNm/Rex/CRM1/Ran-GTP a
travers les pores de la membrane nucléaire. (e) Une fois dans le cytoplasme, Ran-GTP est hydrolysé en Ran-GDP,
induisant la dissociation du complexe et la libération de I’ARNm viral, qui est soit traduit en protéine soit utilisé
en tant que génome dans les nouveaux virions formés. (f) Les autres composants du complexe, dont Rex, repartent

dans le noyau grace a leurs signaux d’import nucléaire (NLS). D’apres (Younis and Green, 2005).
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Le mécanisme d’export employé par Rex correspond a un véritable cycle, effectué entre
le noyau et le cytoplasme cellulaire (FIGURE 15). Ainsi, avec son signal d’import nucléaire
(NLS, Nuclear Localization Signal), la protéine Rex migre dans le noyau puis se lie aux
éléments RXRE (Rex Responsive Element), localisés dans le LTR 3’ des ARNm viraux, grace a
son domaine RBD (RNA Binding Domains) (Bogerd et al., 1991; Seiki et al., 1988). En se liant
aux ARNm non épissés ou monoépissés, Rex empéche leur épissage et méme leur dégradation,
augmentant ainsi leur stabilité. Rex va alors s’oligomériser et recruter 1’exportine 1, aussi
appelée CRM1 (Chromosome Region Maintenance interacting protein 1), qui interagit avec
son signal d’export nucléaire (NES, Nuclear Export Signal) (Hakata et al., 1998) (FIGURE
15). La protéine Ran sous forme GTP reconnait et s’associe a ces molécules, entrainant la
formation d’un complexe oligomérique, capable de franchir la membrane du noyau, a travers
les pores nucléaires. Aprés avoir libéré I’ARNm viral dans le cytoplasme, la protéine Rex
pourra revenir dans le noyau, grace a son signal d’import nucléaire, afin de prendre en charge
I’export d’un nouvel ARNm (Younis and Green, 2005) (FIGURE 15).

Par ailleurs, une étude a démontré que Rex pouvait inhiber 1’épissage des ARNm, favorisant
ainsi I’export de 1’ensemble des ARNm non épissés par la machinerie cellulaire et par
conséquent, la production des protéines de structure virales, tandis que 1’expression des

protéines Tax et Rex était diminuée (Grone et al., 1996).

Au cours de l’infection, il existe donc une véritable régulation de I’expression du
génome viral, exercée d’une part au niveau post-transcriptionnel par Rex, et d’autre part au
niveau transcriptionnel par Tax. En effet, la protéine Tax active fortement la transcription du
génome proviral, grice au détournement de différentes protéines cellulaires, dont les facteurs
CREB/ATF (cAMP Response Element Binding protein/Activating Transcription Factor), au
niveau des promoteurs viraux situés dans les LTR (Green and Chen, 1990). Ces mécanismes
font partie de la stratégie mise en place par la protéine Tax pour favoriser la persistance de
I’infection qui sera détaillée par la suite (partie IIL.1.).

Par ailleurs, la protéine auxiliaire p30, localisée au niveau du noyau et des nucléoles, est
capable de se lier aux ARNm de Rex et de Tax et ainsi d’empécher leur exportation dans le
cytoplasme (Ghorbel et al., 2006; Nicot et al., 2004). Cette protéine pourrait donc participer a

la régulation de I’expression génomique du virus HTLV-1, en inhibant sa réplication.

Suite a la syntheése des différents ARNm viraux, les précurseurs polyprotéiques

correspondant aux composants de la particule virale peuvent donc étre traduits.
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FIGURE 16 : Réorganisation structurelle des particules HTLV-1 lors de leur maturation.

Représentation schématique de la particule virale HTLV-1 immature et mature, apres clivage des précurseurs Gag,
Gag-Pro et Gag-Pro-Pol, induisant la libération des protéines de structure et des enzymes virales. Cette maturation
entraine une réorganisation structurelle visible de la particule. D’aprés le site internet ViralZone
(http://viralzone.expasy.org/all_by_species/60.html).
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Le précurseur Env des glycoprotéines de I’enveloppe virale est produit au niveau du réticulum
endoplasmique (RE), grace aux ribosomes cellulaires, ou il subit ensuite différentes
modifications, dont son oligomérisation en trimeres (Rosenberg et al., 1999). Ce précurseur est
ensuite transféré dans 1’appareil de Golgi, ou il est clivé par une protéase cellulaire, libérant
ainsi les sous-unités SU et TM. Enfin, ces sous-unités, associées en trimere, rejoignent la
membrane plasmique dans laquelle elles sont intégrées (Pique et al., 1992).

Les précurseurs Gag, Gag-Pro et Gag-Pro-Pol sont traduits directement dans le cytoplasme. La
myristoylation de 1’extrémité N-terminale de ces précurseurs permet leur ancrage au niveau de
la membrane plasmique, a proximité des glycoprotéines d’enveloppe virales, et marque le
début de leur oligomérisation (Fogarty et al., 2011b). De facon intéressante, ces précurseurs
s’integrent dans la membrane plasmique au niveau de microdomaines riches en tétraspanines,
notamment CD82, permettant ainsi de localiser les protéines virales et leur assemblage dans

une région cellulaire précise (Mazurov et al., 2006).

Outre 1’association des glycoprotéines d’enveloppe et des précurseurs Gag, Gag-Pro et
Gag-Pro-Pol sous la membrane plasmique, I’ARNm génomique viral, exporté dans le
cytoplasme par Rex, est également recruté, grace a son association avec les précurseurs Gag
(Morcock et al., 2000). Pendant 1’association de ces différents composants, les virions
commencent a bourgeonner au niveau de la membrane plasmique. Le motif PPPY, situé dans
le domaine MA du précurseur Gag et qui est retrouvé chez d’autres rétrovirus, permet ensuite
la libération des virions HTLV-1 formés, dans le milieu extracellulaire (Le Blanc et al., 2002).
Un autre motif, PTAP, localisé dans ce méme domaine MA, semble également impliqué dans
le processus de libération, méme si son role reste encore sujet a controverse (Heidecker et al.,
2004; Wang et al., 2004).

Apres leur libération, les virions HTLV-1 subissent une étape finale de maturation, au
cours de laquelle les précurseurs Gag, Gag-Pro et Gag-Pro-Pol sont clivés par la protéase
virale, entrainant I’apparition de 1’ensemble des protéines structurales et des enzymes virales
(MA, CA, NC, RT, IN et Pro). Cette étape se caractérise par une réorganisation structurelle des

particules, parfaitement identifiable en microscopie électronique (FIGURE 16).

La maturation acheéve la formation des virions, qui sont alors libres d’infecter de
nouvelles cellules. Toutefois, contrairement a d’autres rétrovirus, les particules HTLV-1
produites lors du cycle de multiplication sont peu infectieuses, ce qui entraine une transmission

particuliere du virus, participant a sa stratégie d’échappement au syst¢eme immunitaire.
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FIGURE 17 : Les différents modeles de transmission cellule-cellule du virus HTLV-1.

La synapse virologique. Lorsque la cellule infectée établit des contacts stables avec la cellule cible non
infectée, via des interactions protéiques, la synapse virologique se forme. Le centre organisateur des
microtubules (MTOC, symbolisé en gris) est alors réorganisé autour de la synapse dans la cellule infectée. Le
bourgeonnement viral est localisé au niveau de la synapse, pour que les particules libérées se retrouvent dans
la fente synaptique et puissent infecter directement la cellule cible, sans passer par le milieu extérieur.

Les conduits cellulaires. La cellule infectée par HTLV-1 peut transmettre le virus a la cellule cible grace a
des extensions transitoires de leurs membranes plasmiques, formant des conduits cellulaires. Les deux
cellules entrent alors en contact au niveau de ces conduits mais également parfois, via d’autres contacts
cellulaires (non illustré). Les particules virales passent ensuite dans ces conduits pour infecter la cellule cible.

Le biofilm HTLV-1. Apres leur bourgeonnement a la surface de la cellule infectée, les particules HTLV-1
peuvent rester associées a la cellule, inclus dans une matrice formée essentiellement de protéines
extracellulaires. Lors de contact avec la cellule cible, cette matrice est rapidement transférée & la surface de la
cible, qui est ensuite infectée.

Infection en trans via les cellules dendritiques. Le virus HTLV-1 est capturé par les cellules dendritiques, qui
le stockent provisoirement a leur surface puis, avant d’étre elles-mémes infectées, le transmettent a des
lymphocytes T non infectés, dans le cadre de la présentation d’antigénes. L’interaction entre cellule
dendritique et lymphocyte peut faire intervenir des extensions de membrane pour chacune des cellules.
D’apres (Pique and Jones, 2012).
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I1.2.3. Stratégies d’échappement au systeme immunitaire

Le virus HTLV-1 est responsable d’une infection persistante chez les personnes
contaminées, qui s’explique par la mise en place de différents mécanismes viraux
d’échappement au systéme immunitaire, & commencer par le développement de modes de

transmission de cellule a cellule atypiques.

a) La transmission cellule-cellule du HTLV-1

Rapidement apres sa découverte, des études in vitro et in vivo ont montré que les
particules HTLV-1 libres étaient peu infectieuses, suggérant que la transmission du virus
s’effectuait par des contacts cellule-cellule (Miyamoto et al., 1984; Popovic et al., 1983;
Yamamoto et al., 1982). Bien que ce dogme ait été remis en question récemment par plusieurs
¢tudes mettant en évidence I’infection de cellules dendritiques par des particules HTLV-1
libres (Jones et al., 2008; Lambert et al., 2009), la transmission cellule-cellule semble étre le
mode d’infection préférentiel du virus. Toutefois, le mécanisme de cette transmission reste

encore débattu, du fait de I’identification de plusieurs types de structures mises en jeu (Pique

and Jones, 2012) (FIGURE 17).

Une étude en 2003 a ainsi démontré 1’existence de conjugués entre un lymphocyte T
infecté¢ et un lymphocyte T non infecté, conduisant au transfert de protéines et d’ARN
génomique viraux dans la cellule non infectée (Igakura et al., 2003). Par analogie avec d’autres
types de jonctions spécialisées, comme les synapses neurologiques ou immunologiques, cette
structure a été qualifiée de synapse virologique (FIGURE 17A). Cette synapse a par ailleurs
été mise en évidence chez d’autres rétrovirus comme le virus de la leucémie murine (MLV,
Murine Leukemia Virus) ou encore le HIV, dans le cadre de leur transmission (Jin et al., 2009a;
Jolly et al., 2004) (FIGURE 18).

La formation de la synapse virologique est initiée par des contacts stables entre deux
cellules, notamment via 1’interaction des molécules ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule
1) et LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen-1) (Barnard et al., 2005). La protéine
Taline, impliquée dans I’adhérence cellulaire, est également accumulée au niveau des zones de
contact entre cellules et pourrait favoriser la formation de cette synapse (Igakura et al., 2003;

Piguet and Sattentau, 2004) (FIGURES 18A et 19).
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FIGURE 18 : La synapse virologique chez les rétrovirus.

A. La synapse virologique HTLV-1. Les protéines virales Gag (1) et Env (2), marquées en rouge, sont polarisées
au niveau des zones de contact cellule-cellule, tout comme la protéine cellulaire taline (3), marquée en vert.
(4) Le MTOC est réorganisé et polarisé autour de la synapse a la suite de 1’établissement de ces contacts
(tubuline a cellulaire en vert et protéines Gag virales en rouge). D’aprés (Igakura et al., 2003).

B. La synapse virologique MLV. (A a F) Les protéines Env virales, marquées en rouge et indiquées par les
fleches blanches, se regroupent au niveau des zones de contact entre les cellules, avant d’étre incorporées
dans les virions néosynthétisés. D’apres (Jin et al., 2009a).

C. La synapse virologique HIV-1. Les marqueurs cellulaires CD4, en vert (1), et les protéines Env virales, en
bleu (3), sont regroupés au niveau des contacts synaptiques. Les protéines Gag virales, marquées en rouge (2),
sont recrutées au niveau de la synapse. Les fleches blanches indiquent les protéines Gag retrouvées dans la
cellule cible, témoignant de son infection et du passage du virus. D’aprés (Jolly et al., 2004).
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FIGURE 19 : Structure de la synapse virologique induite par I’infection HTLV-1.

Représentation schématique de la synapse virologique et de ses différents composants, formée lors d’une infection
par HTLV-1. Les contacts stables établis entre les deux cellules, grice notamment aux interactions entre les
protéines ICAM-1 et LFA-1, sont a I’origine de la formation de la synapse. La protéine Taline est également
impliquée dans ces interactions. Ces contacts cellulaires sont favorisés par 1’expression de la protéine Tax dans la
cellule infectée, activant entre autre I’expression du géne codant pour ICAM-1. L’établissement de ces contacts
cellule-cellule induit la polymérisation du MTOC autour de la synapse. Les composants viraux Gag, Env et des
ARN génomiques sont également transportés au niveau de la synapse, via les microtubules. Des virions
bourgeonnent et sont ensuite libérés dans la fente synaptique, favorisant I’infection de la cellule cible. I1 semble
également que le cytosquelette, et notamment les filaments d’actine, soit mobilis¢ dans la cellule cible, en
transportant les récepteurs des glycoprotéines de 1’enveloppe viral, ainsi que des molécules d’adhérence (ICAM-1,
LFA-1, Taline) au niveau de la synapse. D’aprés (Piguet and Sattentau, 2004).
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Ces différents contacts cellulaires entrainent la polarisation du centre organisateur des
microtubules (MTOC, Microtubule-Organizing Center) dans la cellule infectée, au niveau des
zones de contact (Igakura et al., 2003; Nejmeddine et al., 2005) (FIGURES 17A et 19). Les
microtubules, et ’ensemble du cytosquelette, jouent donc un rdle essentiel dans la formation de
la synapse virologique, puisqu’ils ont également été décrits comme impliqués dans le transport
des protéines virales Gag et Env, ainsi que dans celui du génome ARN viral, au niveau des
contacts cellule-cellule (Igakura et al., 2003).

D’autre part, la protéine Tax, exprimée dans les cellules infectées, contribue a la
polymérisation du MTOC, et donc a la formation de la synapse virologique, en activant
I’expression d’ICAM-1, dont I’engagement dans les interactions cellulaires est indispensable a
la polymérisation des microtubules (Nejmeddine et al., 2009; Tanaka et al., 1995).
Dernierement, une autre protéine virale, la protéine p8, a été identifiée comme favorisant les
contacts cellule-cellule en augmentant le regroupement des protéines LFA-1 a la surface des
lymphocytes infectés, facilitant donc les interactions entre LFA-1 et ICAM-1 (Van Prooyen et
al., 2010).

L’analyse des synapses virologiques en tomographie électronique a permis de visualiser
des particules HTLV-1 au niveau de la fente de cette structure, localisée entre les deux cellules,
permettant ainsi un transfert efficace de ces virions, qui se situent a 1’abri du milieu extérieur et
du systeme immunitaire (Majorovits et al., 2008) (FIGURE 20).

La synapse virologique semble donc étre un mécanisme efficace pour que le virus soit
transmis directement a de nouveaux lymphocytes. Cependant, d’autres processus ont €té mis en

évidence dans la transmission cellule-cellule du HTLV-1.

Une étude récente a ainsi démontré ’existence de conduits cellulaires, permettant de
transmettre le virus de la cellule infectée a la cellule cible (Van Prooyen et al., 2010)
(FIGURE 17B). La protéine virale p8 a été décrite comme augmentant le nombre et la taille
des conduits générés, ainsi que les contacts entre les cellules. Le passage de cette protéine p8 et
du précurseur Gag a, en outre, été démontré au niveau de ces conduits, qui constituent un mode
de transmission sir pour le HTLV-1, ’empéchant en effet d’étre confronté aux molécules du

systéme immunitaire.

D’autres données ont prouvé que le virus pouvait se transmettre de cellule a cellule
grace a la formation d’un biofilm a la surface du lymphocyte infecté, qui est ensuite transmis

au lymphocyte cible (Pais-Correia et al., 2010) (FIGURE 17C).
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FIGURE 20 : Bourgeonnement et libération des virions HTLV-1 au niveau de la fente

synaptique.

(1 et 2) Observation de la synapse virologique en tomographie électronique. Le virion présent dans la fente
synaptique (d’une largeur d’environ 20nm) est indiqué par la fleche blanche, tandis que ceux en train de
bourgeonner sont indiqués par les fleches noires. (3) Modélisation 3D de la synapse visualisée en (2), avec les
membranes cellulaires représentées en jaune, 1’enveloppe virale en bleue, le noyau des virions en rose, les

protéines constituant ce noyau viral, en train de bourgeonner a la membrane, en rouge. D’aprés (Majorovits et al.,
2008).
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FIGURE 21 : Mise en évidence de biofilms HTLV-1 a la surface de lymphocytes T CD4"

infectés.

Observation des biofilms viraux et de leurs composants, situés a la surface de lymphocytes T CD4", en
microscopie confocale. (1 et 2) La protéine virale Gag, marquée en vert, est retrouvée dans les biofilms,
témoignant de la présence du virus. Les protéines de la matrice extracellulaire agrine (1) et galectine-3 (2),
marquées en rouge, composent également les biofilms et forment une matrice qui maintient les particules virales a
la surface des cellules. (3) Lors de contact entre les cellules, le biofilm (symbolisé par la fleche blanche) est
transmis a la cellule cible (la protéine concanavaline A, située sur la surface cellulaire, est marquée en vert et les
composants viraux sont en rouge et bleu). D’aprés (Pais-Correia et al., 2010).
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Ce biofilm est une structure enrichie en protéines de la matrice extracellulaire, riche en
carbohydrates, qui est induite et réorganisée par HTLV-1 et dans laquelle se situent les
particules virales (FIGURE 21). Les protéines galectine-3 et tétherine, présentes dans le
biofilm, permettent de maintenir les amas de virus a la surface des lymphocytes.

Lors d’un contact, la cellule infectée transfert le biofilm viral a la cellule cible, qui est alors
rapidement infectée. Cette matrice représente un autre mécanisme permettant aux HTLV-1

d’échapper au systéme immunitaire.

En plus d’étre transmis entre les lymphocytes T, le virus HTLV-1 peut aussi passer
d’une cellule dendritique infectée a un lymphocyte T CD4", favorisé par les contacts établis
entre ces deux cellules dans le cadre de la présentation d’antigenes (FIGURE 17D).

Cette infection peut avoir lieu en cis, correspondant a I’infection productive de la
cellule dendritique dont les virions néosynthétisés pourront ensuite infecter le lymphocyte
(Jones et al., 2008), ou en frans, ou il y a seulement transfert des particules virales capturées
par la cellule dendritique non infectée au lymphocyte (Jain et al., 2009; Jones et al., 2008). La
protéine DC-SIGN (DC-Specific ICAM-3-Grabbing Non-integrin) a été identifiée comme
importante dans cette transmission en trans du HTLV-1.

Par ailleurs, I’expression de DC-SIGN sur des cellules dendritiques non infectées favorise la
transmission du virus a ces cellules, via des lymphocytes T contaminés (Ceccaldi et al., 2006).
Cette étude montre en outre des fusions entre les cellules infectées et les cellules cibles, qui ont
aussi été décrites par d’autres €équipes, et qui pourraient représenter un mécanisme favorisant la

transmission cellule-cellule du HTLV-1 (Ceccaldi et al., 2006; Taylor et al., 2009).

L’ensemble des processus de transmission cellulaire du HTLV-1 qui viennent d’étre
décrits peuvent étre employés tour a tour suivant les cellules infectées et suivant les
interactions qu’elles établissent entre elles.

Ces modes de transmission cellule-cellule participent a la diversité des stratégies mises
en place par le virus pour empécher son élimination par le systtme immunitaire, mais reste
toutefois limités aux stades précoces de l'infection. En effet, pour 1’établissement de la
persistance virale, HTLV-1 utilise une autre stratégie de propagation et d’échappement a la

réponse immune, correspondant a 1I’expansion clonale.
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FIGURE 22 : Mod¢le d’expansion clonale des lymphocytes T CD4" et CD8" pouvant

conduire au développement de pathologies, comme ’ATLL.

Apres avoir infecté les lymphocytes T CD4* et CD8*, le virus HTLV-1 se multiplie par expansion clonale dans
ces cellules. Au niveau des lymphocytes T CD8", cette expansion est possible grice au blocage de I’apoptose
induit par la protéine Tax virale, tandis que dans les lymphocytes T CD4", Tax induit ’entrée des cellules en
phase de réplication S du cycle cellulaire. Au cours du temps, les anomalies génomiques, favorisées par Tax,
entrainent le début de la transformation des lymphocytes T CD4", qui entrent dans une phase préleucémique,

pouvant par la suite conduire au développement de la leucémie a cellules T de ’adulte (ATLL). D’aprés (Semmes,
20006).
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b) La multiplication clonale

Chez les personnes contaminées par HTLV-1, un grand nombre de clones de cellules
infectées, possédant le méme site d’intégration du génome proviral dans la chromatine
cellulaire, a été retrouvé dans le sang périphérique, indiquant que ces clones sont issus d’une
méme cellule infectée au départ (Leclercq et al., 1998; Wattel et al., 1995; Zane et al., 2009).
D’autres études ont montré que ces clones peuvent persister des années chez les individus
(Cavrois et al., 1996, 1998; Etoh et al., 1997). Toutefois, le nombre de clones HTLV-1
différents, présents chez les personnes infectées depuis une longue période, est moins élevé que
chez celles venant d’étre contaminées (Tanaka et al., 2005).

Une étude récente, basée sur une nouvelle méthode d’estimation de la diversité, a évalué qu’il
existait pres de 6,2.104 clones différents chez un méme individu infect¢ par HTLV-1, dont
2,9.10" en circulation (Laydon et al., 2014).

La présence de ces clones, associée a la faible variabilité génomique du HTLV-1 ainsi
qu’a la faible production de particules virales, suggerent que le virus se multiplie
préférentiellement par réplication mitotique des cellules infectées, dans lesquelles ’ADN
proviral est intégré au sein de la chromatine cellulaire (Cook et al., 2013; Wattel et al., 1996).
Ainsi, le modele actuel concernant la mise en place de la persistance virale lors d’une infection
par HTLV-1 fait intervenir deux étapes : la premicre, située immédiatement apres ’infection,
pendant laquelle le virus se multiplie, produit de nouveaux virions qui se propagent par
transmission cellule-cellule, entrainant le développement d’une infection polyclonale de
lymphocytes T ; la deuxiéme, instaurée durant la phase chronique de I’infection, ou le HTLV-1
se réplique essentiellement par expansion clonale. Ainsi, grace a ce mode de multiplication, le
virus reste a I’intérieur des cellules, ce qui lui permet d’échapper a une partie des acteurs de la

réponse immune, comme les anticorps par exemple, et donc de persister dans 1’organisme.

La réplication virale par expansion clonale concerne les lymphocytes T CD4" et CD8*
infectés par HTLV-1. Des études ont montré que ce processus impliquait deux mécanismes
distincts : d’une part I’induction du cycle cellulaire dans les lymphocytes T CD4" (passage des
cellules en phase de réplication S) et d’autre part, le blocage de 1’apoptose dans les
lymphocytes T CD8" (Sibon et al., 2006; Zane et al., 2009) (FIGURE 22).

Cette résistance des lymphocytes T CD8" infectés 2 la mort cellulaire a été corrélée a la
surexpression du gene anti-apoptotique c-IAP2 (cellular Inhibitor of Apoptosis 2), via

I’activation de la voie NF-«kB par Tax (Zane et al., 2010).
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FIGURE 23 : Fonction répressive de la protéine auxiliaire p30 sur I’expression du

génome HTLV-1.

Représentation schématique du contrdle de 1’expression du génome proviral, exercé par les protéines Tax, Rex et
p30. (1) Les ARNm doublement épissés viraux sont exportés dans le cytoplasme pour donner les protéines Tax et
Rex. (2) La protéine Tax est localisée au niveau du noyau pour activer la transcription des génes viraux a partir du
LTR 5°. (3) Dans le noyau, la protéine Rex se lie aux séquences RxRE situées en 3’ des ARNm viraux et les
exporte dans le cytoplasme, inhibant leur épissage. (4) Certains ARNm viraux sont toutefois épissés, comme les
ARNmMm doublement épissés de p30 ou ceux de Tax/Rex. L’ARNm p30 peut étre inhibé par I’ARNm antisens HBZ
(Choudhary and Ratner, 2011). (5) Une fois produite, la protéine p30 migre dans le noyau et interagit avec les
domaines p30RE, créés spécifiquement dans les ARNm doublement épissés Tax/Rex, empéchant leur export dans
le cytoplasme. De plus, p30 interagit avec la protéine Rex via son domaine RexBD pour inhiber 1’export des
ARNm viraux, dont les ARNm Tax/Rex. En entravant la synthese de la protéine Tax, p30 diminue la transcription
du génome proviral. D’aprés (Edwards et al., 2011).
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Par ailleurs, I’accumulation d’altérations génomiques induites par Tax dans les clones de
lymphocytes T CD4" peut conduire, au cours du temps, au développement d’'un ATLL
(Semmes, 2006) (FIGURE 22). Toutefois, contrairement a ce qui était communément supposé,
des données récentes ont montré que la prolifération oligoclonale ne contribuait pas en soi a la
transformation maligne des lymphocytes T infectés ou a I’apparition d’autres pathologies liées

a I’infection par HTLV-1 (Bangham et al., 2014; Cook et al., 2014).

¢) La répression de I’expression virale

Malgré la faible production de particules HTLV-1 et la stratégie d’expansion clonale
permettant au virus de rester a I’intérieur des cellules infectées, ces dernieres exposent a leur
surface des antigenes viraux qui stimulent la réponse immune anti-HTLV-1. La protéine
auxiliaire p12 permet de limiter I’immunogénicité de ces cellules, en réduisant I’expression de
leurs complexes majeurs d'histocompatibilité de classe I (CMH-I), qui présentent a leurs
surfaces des peptides viraux pouvant étre reconnus par les lymphocytes T CD8" (Johnson et al.,
2001). Toutefois, ce mécanisme semble insuffisant pour favoriser la persistance virale. Le virus
HTLV-1 a donc développé une stratégie de répression de 1’expression de ses geénes, dans les

cellules qu’il infecte.

Tax étant la protéine virale la plus immunogene (Sagar et al., 2014) et, en outre,
responsable de la forte activation de la transcription des genes proviraux, elle est
particulicrement ciblée par la répression, qui est réalisée par d’autres protéines virales.

Ainsi, la protéine auxiliaire p30 a été décrite comme réprimant I’expression de Tax en
empéchant 1’export dans le cytoplasme des ARNm Tax/Rex néosynthétisés (Ghorbel et al.,
2006; Nicot et al., 2004) (FIGURE 23). En effet, p30, qui est localisée dans le noyau et les
nucléoles, peut interagir spécifiquement avec ces ARNm doublement €pissés au niveau de
leurs domaines p30RE (p30 mRNA-Responsive Element) (Sinha-Datta et al., 2007).

Par ailleurs, p30 posseéde un domaine RexBD (Rex-Binding Domain) qui lui permet de se lier
directement a la protéine Rex, inhibant alors sa fonction dans I’export des ARNm viraux
(Baydoun et al., 2007).

En diminuant I’expression des protéines régulatrices virales, et plus particuliecrement celle de
Tax, p30 contribue au passage de la phase de réplication virale a la phase de latence, favorisant

ainsi I’échappement du HTLV-1 au syst¢eme immunitaire et sa persistance.
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FIGURE 24 : Fonction répressive de la protéine auxiliaire p13 sur I’expression du
génome HTLV-1.
Représentation schématique de I’action inhibitrice de la protéine p13 sur I’expression des génes viraux. Tax induit
I’ubiquitinylation de p13 qui migre ensuite dans le noyau, ou elle interagit avec Tax. Cette interaction empéche la

formation du complexe Tax/CBP/p300 permettant d’activer les promoteurs viraux. La transcription des génes
viraux est alors diminuée. D’apres (Edwards et al., 2011).

100



Introduction

D’autre part, la protéine p30 agit également au niveau de 1’activation de la transcription du
génome proviral induite par Tax, en interagissant avec le facteur CBP/p300, dissociant alors le
complexe CREB/Tax/CBP/p300, formé au niveau des séquences TRE (Tax-Responsive
Element) du LTR proviral (mécanisme détaillé dans la partie IIl.1.2.a.). Cette interaction
compétitive entraine la répression de 1’activation des promoteurs viraux et par conséquent,
I’inhibition de la transcription du génome HTLV-1 (Michael et al., 2006; Zhang et al., 2001).
De fagon intéressante, la faible variabilité du gene codant pour p30, ainsi que les similitudes
entre les protéines p30 du HTLV-1 et p28 du HTLV-2, laissent a penser qu’il existe également
un mécanisme de répression de 1’expression génique, contrdlant la réplication du virus HTLV-

2 (Ciminale et al., 1995; Yamamoto et al., 2008; Younis et al., 2004).

Par ailleurs, ’implication de la protéine auxiliaire pl3 dans la répression de la
réplication du HTLV-1 a aussi été mise en évidence. En effet, pl13, qui est principalement
située au niveau de la membrane interne des mitochondries (Ciminale et al., 1999; D’ Agostino
et al., 2002), peut partiellement €tre relocalis€e dans le noyau, suite a son ubiquitinylation
induite par la protéine Tax (FIGURE 24). La délocalisation nucléaire de pl3 lui permet
d’interagit avec Tax et ainsi d’empécher sa liaison au facteur CBP/p300 (Andresen et al.,
2011). Cette diminution de la formation du complexe Tax/CBP/p300 réduit I’activation de la
transcription du génome proviral induite par Tax, favorisant la transition vers la phase de
latence. En outre, cette répression souligne 1’existence de mécanisme de contrdle établis par

Tax pour réguler sa propre expression.

Une troisieme protéine virale, la protéine antisens HBZ, a été montrée comme étant
impliquée dans la répression de I’expression d’HTLV-1. Cette protéine a notamment été
décrite comme induisant 1’expression de 1’ubiquitine ligase PDLIM2 (PDZ and LIM domain
protein 2), qui est impliquée dans la dégradation de Tax, via le protéasome cellulaire (Yan et
al., 2009a; Zhao et al., 2009).

En outre, comme cela a été expliqué précédemment (partie 1I.1.2.c.), la protéine HBZ est
capable d’interagir avec les protéines CREB, CREB-2 et CBP/p300, empéchant ainsi leurs
recrutements par Tax et I’activation des promoteurs viraux au niveau du LTR 5’ (Gaudray et
al., 2002; Lemasson et al., 2007). En parallele, HBZ peut activer sa propre transcription a partir
du LTR 3, via les facteurs cellulaires JunD et Spl, capables de se fixer aux sites de liaison a

Spl, situés au niveau de la région U5 du LTR 3’ (Gazon et al., 2012; Yoshida et al., 2008).
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Ainsi, HBZ favorise 1’établissement de la latence et de I’infection chronique, en inhibant la
transcription virale dépendante de Tax et en stimulant sa propre expression (Barbeau and
Mesnard, 2015).

Des expériences in vivo chez des lapins infectés par HTLV-1 a confirmé ce modele, ainsi que
I’importance de I’expression d’HBZ pour la survie des cellules infectées, en montrant que la
transcription sens a partir du LTR 5° était élevée immédiatement apres 1’infection puis
décroissait au fil du temps, tandis que la transcription antisens a partir du LTR 3’ suivait une
évolution inverse, en augmentant avec le temps (Li et al., 2009).

Le role de la protéine HBZ dans la répression de I’expression des génes viraux sens est
appuyé par la présence de mutations, induites par le facteur de restriction APOBEC3G
(Apolipoprotein B mRNA Editing enzyme, Catalytic polypeptide-like 3G), dans tous les genes
proviraux, a I’exception d’HBZ, empéchant la production des protéines virales ou entrainant la
synthese de protéines tronquée (Fan et al., 2010). Par ailleurs, dans les cellules ATLL, les LTR
5’ sont souvent hyperméthylés au niveau des flots CpG ou éliminés, provoquant 1’inhibition de
la transcription des geénes sens, alors que le LTR 3’ reste toujours intact et fonctionnel (Cook et
al., 2013).

En supprimant I’expression des geénes viraux sens, HBZ réduit donc I’'immunogénicité
des cellules infectées. Par ailleurs, HBZ est capable d’activer la prolifération des lymphocytes
T contaminés, indépendamment du facteur de croissance interleukine 2 (IL-2), augmentant
ainsi la charge provirale et contribuant a la persistance du HTLV-1 in vivo (Satou et al., 2006).
Récemment, une étude a démontré que le transcrit antisens lui-méme activait constitutivement
la voie NF-xB dans les cellules ATLL, qui est une voie impliquée dans le contrdle de la
prolifération cellulaire (Kinpara et al., 2014). La protéine antisens HBZ a donc une place
centrale dans la répression de I’expression du génome proviral, permettant au virus d’échapper

a son élimination par le systeme immunitaire, ainsi que dans la persistance virale.

A travers ses différentes stratégies, le virus HTLV-1 peut donc contourner les
mécanismes de la réponse immune. Il a par ailleurs développé des processus lui permettant de
contrer directement ces mécanismes, et notamment ceux de la réponse immune innée (Journo
and Mahieux, 2011). En effet, une diminution du nombre de cellules dendritiques, de
monocytes et de cellules NK (Natural Killer) ou iNKT a été constatée chez les personnes
infectées par HTLV-1, ainsi qu’une altération de leurs fonctions (Azakami et al., 2009;

Hishizawa et al., 2004; Yu et al., 1991).
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FIGURE 25 : Inhibition de la voie de signalisation des IFN-I par le virus HTLV-1.

Représentation schématique de la voie de signalisation des IFN de type I (o et ). Apres fixation des IFN-I sur
leurs récepteurs, IFNAR-1 et 2, les kinases Jak1 et Tyk2 sont activées et vont phosphoryler les facteurs STAT1 et
STAT?2 qui s’associent alors en hétérodimeres. La protéine IRF9 se lie a ces hétérodimeres, formant le complexe
ISGF3, qui migre ensuite dans le noyau pour activer la transcription de genes cibles (ISG), impliqués dans la
réponse antivirale, en recrutant les co-activateurs CBP/p300. Le virus HTLV-1 bloque cette voie des IFN-I en
différents endroits : au niveau des protéines Jakl, Tyk2, STAT1 et STAT2 en inhibant leur phosphorylation afin
d’éviter leur activation et au niveau du complexe ISGF3, en inhibant le recrutement de CBP/p300 par STAT2,
empéchant 1’activation de la transcription des genes ISG. La protéine Tax virale a été¢ mise en jeu dans 1’activation
de SOCSI, qui inhibe la phosphorylation de Jakl et STATI, ainsi que dans le recrutement compétitif de
CBP/p300. D’aprés (Journo and Mahieux, 2011).
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D’autre part, le virus HTLV-1 inhibe la production d’IFN (Interferon) de type I (Fenizia et al.,
2014; Oliere et al.,, 2010), majoritairement synthétisé par les cellules dendritiques
plasmacytoides, et altere la voie de signalisation cellulaire des IFN-I, empéchant les cellules
d’activer leurs défenses antivirales (Journo and Mahieux, 2011).
Il a ainsi été montré que les cellules infectées par HTLV-1 expriment toujours les récepteurs
aux IFN-I, appelés IFNAR (IFN-Alpha/beta Receptor), mais que l’infection diminue la
phosphorylation de la Tyrosine kinase 2 (Tyk2) et du facteur STAT2, impliqués dans la voie
des IFN-I (Feng and Ratner, 2008) (FIGURE 25). D’autres données mettent également en
évidence I’activation de SOCS1 (Suppressor Of Cytokine Signaling 1) par la protéine virale
Tax, qui inhibe ensuite la phosphorylation des protéines JAK1 (Janus Kinase 1) et STATI
(Oliere et al., 2010) (FIGURE 25). Enfin, 'interaction de Tax avec les co-activateurs
cellulaires CBP/p300 empéche leur recrutement par le facteur STAT2 au niveau du complexe
ISGF3 (IFN Stimulated Gene Factor 3). Ce complexe, composé des protéines IRF9 (IFN
Regulatory Factor 9), STAT1 et STAT2 phosphorylées, ne peut alors pas activer la
transcription des genes ISG, cibles de la voie de signalisation des IFN-I (Zhang et al., 2008)
(FIGURE 25).

Le virus HTLV-1 a donc développé toute une variété de stratégies, lui permettant
d’éviter son élimination par le systéme immunitaire et de persister dans 1’organisme. Ces
mécanismes aboutissent a I’établissement d’une infection chronique, pouvant conduire, avec le

temps, a I’apparition de pathologies graves et invalidantes, dont 1’issue peut étre fatale.

I1.3. Les pathologies liées a ’infection par HTLV-1

De nombreuses maladies ont été associées a HTLV-1, avec toutefois des degrés
d’association tres variables (TABLEAU 1). Toutes ces pathologies sont rares car elles ne sont

retrouvées que chez 2 a 10% des personnes infectées (Mahieux, 2011).

I1.3.1. Leucémie/lymphome a cellules T de I’adulte (ATLL)

a) Tableau clinique

La leucémie/lymphome a cellules T de D’adulte ou ATLL (Adult T-cell
Leukemia/Lymphoma) est une prolifération maligne et agressive de lymphocytes T CD4"
activés, qui touche majoritairement les adultes et survient 40 a 60 ans apres I’infection initiale

(Yamaguchi and Watanabe, 2002).
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*  ATLL(trés rare)

Maladies Association

ADUITE

+  Leucémie/lymphome T de I'adulte (ATLL) HH

*  Paraparésie spastique tropicale/Myélopathie HH

Associée au HTLV-1 (TSP/HAM)

+  Uvéite intermédiaire de Fadulte jeune (Japon/Caraibe) +H+

+ Dermatite infectieuse (rare) +H+

+ Polymyosite, myosite a inclusion +H+

+  Arthrite +

+  Syndrome de Sjogren +

ENFANT

+ Dermatite infectieuse (Jemaique/Brésil/Afrigue noire) HH

+  TSP/HAM (rare) HH
+HH

++H : association causale prouvée
+++ : association probable
+: association possible dans certains cas

TABLEAU 1 : Maladies associées a HTLV-1.

La force de I’association représentée est basée sur des
arguments épidémiologiques et/ou moléculaires et/ou
expérimentaux (modeles animaux) et/ou iatrogenes.

D’aprés (Gessain, 2011).

FIGURE 26 : Cellules leucémiques en « fleur ».

Observation de lymphocytes T leucémiques dans le sang
périphérique de patients ATLL, caractérisés par leur
morphologie en forme de « fleur » avec un noyau convoluté.

D’apres (Matsuoka, 2005).

Indolente Chronique | Lymphome Aigué
Proportion de cas 5% 20% 20% 55%
Médiane de survie / 24 mois 10 mois 6 mois
Surviea 4 ans 66% 27% 6% 5%
SYMPTOMES
*  %de LT matures anormaux ~59% “5% <1% ~59%
dansle sang périphérique
* Hyperlymphocytose Non Oui Non Oui
(>4,10° lymphocytes/L) (>3,5,109/1)
*  Hypercalcémie , ,
([Ca2+]>2, 74mmol/L) Non Non Frequente Frequente
*« Lymphadénopathies Non Possible Oui Oui
* Atteinte hépatique Non Possible Fréquente Fréquente
*  Atteinte splénique Non Possible Fréquente Fréguente
*  Atteinte dusysteme Non Non Possible Possible
nerveux central
* Atteinte osseuse Non Non Possible Possible
+  Atteinte gastro-intestinale Non Non Possible Possible
* Effusion pleurale Non Non Possible Possible
«  Lésion pulmonaire Possible Possible Possible Possible
+ Lésion cutanée Possible Possible Fréquente Fréquente

TABLEAU 2 : Les différentes formes cliniques d’ATLL et leurs caractéristiques.

Les formes aigués et lymphomes (ou lymphomateuses) sont les plus agressives et associées a de nombreux
symptomes de mauvais pronostics. Les formes chroniques et indolentes sont associées a moins d’atteintes et & un
meilleur pronostic, bien qu’également fatales. D’apres (Gessain, 2011; Shimoyama, 1991).
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C’est une maladie assez rare puisqu’elle concerne moins de 5% des personnes infectées par
HTLV-1. Toutefois, ’ATLL est particulierement fréquente dans les zones de forte endémie
HTLV-1, comme au Japon, ou plus de 700 cas sont diagnostiqués chaque année (Arisawa et
al., 2000). Les facteurs de risque de développement d’'un ATLL chez les sujets infectés, ainsi
que les déterminants de la progression de la maladie sont encore mal connus, mais il semble
que cette pathologie apparait essentiellement suite a une transmission verticale par allaitement
durant I’enfance et qu’elle affecte plus particuliérement les hommes que les femmes (Ishitsuka

and Tamura, 2014).

I existe plusieurs formes cliniques d’ATLL, qui ont été distinguées en fonction des
symptomes répertoriés chez les malades: les formes leucémiques, lymphomateuses,
chroniques et enfin, indolentes (Shimoyama, 1991) (TABLEAU 2).

Les formes leucémiques et lymphomateuses sont des formes aigués qui sont les plus
agressives, avec une médiane de survie de I’ordre de six mois. Elles se traduisent, du point de
vue clinique, par la survenue d’adénopathies périphériques, associées fréquemment a une
hépatosplénomégalie, a une hypercalcémie ainsi qu’a des 1ésions cutanées variées, entrainant
un mauvais pronostic vital (Qayyum and Choi, 2014; Tokura et al., 2014). Ces symptomes
peuvent également s’accompagner de manifestations neurologiques, gastro-intestinales,
osseuses ou encore pulmonaires, aggravant le pronostic (TABLEAU 2).

Dans les formes leucémiques, il existe une hyperlymphocytose T, caractérisée par la présence
de nombreuses cellules leucémiques dans le sang périphérique des malades. Ces cellules
correspondent a des lymphocytes T anormaux possédant un grand nombre de marqueurs
d’activation a leur surface, ainsi qu’une morphologie interne atypique et parfaitement
reconnaissable, en forme de fleur, qui s’explique par la présence d’un noyau convoluté, dans
lequel la chromatine est condensée et les nucléoles sont petits voir absents (Matsuoka, 2005)
(FIGURE 26).

Dans les formes lymphomateuses, les cellules leucémiques envahissent les organes lymphoides
et sont responsables de lymphomes T a cellules pléomorphes (Gessain, 2011).

Les formes chroniques et indolentes sont de meilleurs pronostics. En effet, la forme
chronique a une évolution lente avec une hyperlymphocytose T, sans hypercalcémie et avec
une atteinte limitée au niveau ganglionnaire, hépatosplénique et cutanée (TABLEAU 2). La
médiane de survie des malades est d’environ 24 mois, bien qu’ils peuvent évoluer vers une

forme aigué de plus mauvais pronostic (Goncalves et al., 2010).
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Les formes indolentes sont plus rares et se caractérisent par 1’absence d’hyperlymphocytose,
contrairement aux autres types d’ATLL, ainsi que par de fréquentes lésions cutanées
(TABLEAU 2). Ces formes indolentes peuvent évoluer vers des états chroniques ou aigus.

Un cinquieme type d’ATLL, appelé tumeur primaire cutanée, a ét€ mis en évidence
plus récemment et correspond au développement de tumeurs cutanées, sans apparition d’autres
symptomes observés dans les quatre formes précédentes (Bittencourt et al., 2007; Lyra-da-

Silva et al., 2012).

Les complications infectieuses des patients ATLL sont fréquentes (Matsuoka and
Jeang, 2011). En effet, comme cela a été expliqué précédemment (fin de la partie 11.2.3.),
I’infection par HTLV-1 altere les cellules du systéme immunitaire et leurs fonctionnements
conduisant parfois a [’apparition de maladies opportunistes. Les sujets ATLL peuvent
notamment développer des pneumonies a Pneumocystis carinii, ou des infections par
Strongyloides stercoralis, qui doivent étre dépistées et traitées rapidement car le parasite peut
se diffuser dans 1’organisme et entrainer une anguillulose sévere (Stewart et al., 2011). De
facon intéressante, 1’infection par Strongyloides stercoralis chez des personnes contaminées
par HTLV-1 semble favoriser 1’apparition de ’ATLL (Gabet et al., 2000; Nakada et al., 1987).

Le diagnostic de cette leucémie est relativement facile pour les formes aigué€s mais
beaucoup plus compliqué pour les formes chroniques et indolentes (Tsukasaki et al., 2009). La
sérologie HTLV-1, Dorigine du patient, la présence de cellules T leucémiques et
I’hypercalcémie sont des arguments en faveur du diagnostic de I’ATLL. Cependant, la
confirmation de la maladie n’est établie que lors de la détection d’ADN proviral dans la

chromatine des cellules tumorales.

I1 est enfin important de souligner qu’aucun cas de leucémie/lymphome a cellule T de
I’adulte n’a été identifié chez les sujets infectés par HTLV-2. Bien que ce virus soit capable de
transformer des lymphocytes T CD8" in vitro et qu’il ait été isolé au départ chez un malade
atteint de leucémie T a tricholeucocytes, il n’a depuis jamais été associ¢ a une maladie
lymphoproliférative (Feuer and Green, 2005). Les divergences au niveau des protéines
auxiliaires et régulatrices, notamment au niveau de Tax, entre les virus HTLV-1 et HTLV-2
sont des éléments avancés pour expliquer leur différence de pathogénicité. En effet, comme
cela sera décrit par la suite (partie III.1.1.), Tax1 a entre autre un pouvoir activateur fort sur les
voies NF-«kB, contrdlant divers processus cellulaires dont la prolifération, contrairement a la

protéine Tax2 d’HTLV-2, qui ne peut activer qu’une partie de ces voies (Qu and Xiao, 2011).
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FIGURE 27 : Modéle de développement de ’ATLL associé a HTLV-1.

Ce modele, basé sur I’ensemble des données disponibles actuellement, comporte trois étapes majeures : la primo-
infection lors d’un allaitement prolongé majoritairement, suivie de la prolifération clonale des lymphocytes
infectés, dont les lymphocytes T CD4", induite par la protéine Tax, et enfin ’accumulation d’altérations
génomiques dans I’ADN des clones sélectionnés, due a leur multiplication incontrdlée ainsi qu’a 1’action de la
protéine Tax, aboutissant a I’émergence de cellules leucémiques. La protéine HBZ participe au maintien et a la
prolifération de ces lymphocytes T CD4" transformés. D’aprés (Gessain, 2011).
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b) Pathogenese

Les mécanismes a I’origine de la transformation cellulaire, conduisant a 1’apparition de
I’ATLL, restent encore mal connus. Cependant, grace aux nombreuses recherches menées ces
dernieres années, un modele de développement de cette carcinogenese a pu étre établi,
comprenant trois grandes étapes successives (Gessain, 2011) (FIGURE 27).

La premicre étape correspond a la primo-infection des individus par HTLV-1,
essentiellement lors d’un allaitement prolongé durant I’enfance (dans plus de 95% des cas).

Le virus va alors se multiplier et produire de nouveaux virions, favorisant ainsi le
développement d’une infection polyclonale de lymphocytes T.

Intervient ensuite la deuxiéme étape qui est I’expansion clonale de ces cellules T
infectés, et notamment celle des lymphocytes T CD4", induit principalement par la protéine
virale Tax (FIGURE 27). En effet, comme cela sera détaillé par la suite (partie III.1.), Tax
peut détourner différentes protéines cellulaires impliquées dans de nombreux processus, dont la
prolifération, le cycle cellulaire ou encore I’apoptose (Matsuoka and Jeang, 2011). Ainsi, Tax
favorise ’entrée des lymphocytes T CD4" en phase de réplication S tandis qu’elle bloque
’apoptose des T CD8" infectés, permettant la multiplication clonale de ces cellules
immortalisées. Il existe certainement un contrdle de I’expansion de ces clones, en particulier de
ceux exprimant la protéine Tax, trés immunogene, exercé par la réponse immune cytotoxique.

Au final, les clones sélectionnés subissent des altérations génomiques, liées a leur
multiplication incontr6lée ainsi qu’a la protéine Tax, qui favorise ces anomalies (Majone et al.,
1993; Matsuoka and Jeang, 2011) (FIGURE 27). Cette troisieme étape, durant laquelle
s’accumulent les altérations, contribue a I’émergence de clones de lymphocytes T CD4*
transformés, conduisant avec le temps au développement de ’ATLL.

Comme cela a été expliqué auparavant (partie I1.2.3.c.), la protéine HBZ en favorisant la
persistance virale, via la répression du génome HTLV-1 et I’induction de la prolifération des
lymphocytes T infectés, joue un rdle central dans 1’émergence des clones transformés, ainsi
que dans leur maintien. Ces cellules leucémiques expriment d’ailleurs constamment HBZ mais
perdent I’expression de Tax dans plus de 50% des cas, acquérant donc une prolifération
indépendante de Tax (Satou et al., 2006; Takeda et al., 2004). Les protéines auxiliaires, comme
p30 et p13, importantes pour 1’entrée en latence du virus, pourraient également participer a ce
processus de transformation (Edwards et al., 2011). Enfin dernierement, la dérégulation des
miARN cellulaires lors de I’infection a été¢ décrite comme pouvant contribuer a I’apparition des

cellules leucémiques (Ruggero et al., 2010; Yamagishi and Watanabe, 2012).

111



112



Introduction

Le modele proposé correspond a ce qui est observé cliniquement chez les sujets ATLL.
En effet, il semble qu’il s’écoule un temps tres long entre le moment de la primo-infection et
celui de ’apparition de la pathologie, correspondant a la période de 40 a 60 ans constatée chez
les malades. Par ailleurs, le processus complexe et sélectif de la transformation cellulaire
semble ne pas aboutir dans tous les cas d’infection, ce qui explique que seul 5% des personnes
contaminées développent ’ATLL.

Une meilleure compréhension du mécanisme pathologique est donc essentielle pour la
mise au point de thérapies ciblées et efficaces, permettant de retarder et de lutter contre la

maladie.

¢) Traitements

Les leucémies et lymphomes qui ne sont pas d’origine virale sont principalement traités
par polychimiothérapie. Ce traitement s’avere assez inefficace dans le cadre de ’ATLL et
n’entraine que peu de rémission (Tsukasaki et al., 2009). En effet, dans les formes leucémiques
et lymphomateuses, la polychimiothérapie ne permet d’obtenir que 10% de survie a quatre ans,
avec une médiane de survie des patients traités de 1’ordre de six mois.

Cette faible efficacité des molécules chimiques classiques est en partie due a la résistance
intrinseque des cellules leucémiques ATLL, ainsi qu’a I’immunodépression viro-induite.

Dernierement, des recherches basées sur 1’identification de nouvelles molécules
naturelles, aux pouvoirs anti-HTLV-1, ont permis de découvrir plusieurs alcaloides, issus
d’une plante appelée Tylophora indica, possédant une activité contre les cellules infectées par
HTLV-1 et qui pourraient donc étre de potentiels candidats chimiothérapeutiques dans le cadre

du traitement de I’ATLL (Nakano et al., 2015).

Des stratégies d’allogreffes de cellules souches hématopoiétiques ont aussi été
développées pour parer a I'inefficacit¢ de la polychimiothérapie. Ces greffes donnent des
résultats intéressants, notamment chez les patients atteints de formes graves d’ATLL, avec une
nette réduction de la charge provirale qui peut méme devenir indétectable dans certains cas
(Hishizawa et al., 2010; Ishida et al., 2013; Okamura et al., 2005).

Toutefois, cette procédure reste limitée a certains patients, principalement des sujets jeunes
avec des formes agressives d’ATLL, en fonction de leur état et de 1’existence d’un donneur

compatible, car cela reste une intervention lourde et risquée (Marcais et al., 2012).
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La combinaison IFNa/Zidovudine (AZT), développée il y a quelques années, semble

étre un traitement approprié, donnant d’excellents résultats, chez les patients atteints de formes
aigués, chroniques ou indolentes, avec des rémissions prolongées et completes (Bazarbachi et
al., 2010). Pour les formes lymphomateuses, ce traitement semble moins efficace, mais une
¢tude a montré qu’associée a de la chimiothérapie classique, la combinaison IFNa/Zidovudine
donne de bons résultats (Hodson et al., 2011).
Le mécanisme d’action de ces molécules n’est pas encore trés bien compris mais il semble
s’appuyer sur I’effet antiviral de I’[FNa, ainsi que sur I’inhibition de la transcription inverse
par I’AZT (Nasr et al., 2011). Ce mécanisme suppose une réplication du virus HTLV-1, via la
transcriptase inverse, dans les cellules infectées, ce qui n’est pas le cas dans les cellules
leucémiques. L’hypothése est donc que le duo IFNo/Zidovudine agirait au niveau des
réservoirs viraux, dans lesquels la multiplication virale aurait toujours lieu.

Des essais cliniques associant I'IFNa et I’AZT avec du trioxyde d’arsenic sont
actuellement en cours. En effet, des études ont prouvé que I'IFNa agit en synergie avec
I’arsenic pour favoriser la dégradation de la protéine Tax, ce qui stoppe 1’activation constitutive
de la voie NF-«xB, entrainant I’arrét du cycle cellulaire et 1’entrée en apoptose des cellules
leucémiques (Bazarbachi et al., 1999; El-Sabban et al., 2000). Une étude récente a montré que
la dégradation de Tax induite par le duo IFNo/arsenic était due a I’ubiquitine ligase RNF4
(RING Finger protein 4) (Dassouki et al., 2015).

Ces essais montrent des résultats tres efficaces chez des malades atteints de forme chronique
d’ATLL, avec d’excellents taux de survie et des effets indésirables modérés (Kchour et al.,
2009). Dernierement, il a été décrit que cette association IFNo/AZT/arsenic restaure un
environnement immunocompétent chez les patients traités, qui pourrait contribuer a
I’¢élimination des cellules ATLL, tout en évitant le développement d’infections opportunistes
(Kchour et al., 2013).

Un essai clinique combinant I’arsenic et I'IFNo a également lieu et donne des résultats
intéressants, surtout pour les formes chroniques et lymphomateuses, mais semble plus toxique

que I’association IFNo/AZT/arsenic (Hermine et al., 2004; Suarez et al., 2011).

De nombreuses autres recherches se sont développées ces dernieres années sur
différents axes de traitement des ATLL, permettant de cibler d’autres mécanismes de cette
pathologie complexe.

Ainsi, des essais cliniques sont en train d’étre effectués avec des inhibiteurs d’histone

déacétylase, favorisant I’apoptose des cellules leucémiques (Hasegawa et al., 2011).
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Un inhibiteur du protéasome, appelé Bortezomib, induisant [’apoptose des cellules
leucémiques, est également en cours d’évaluation (Satou et al., 2004), tout comme des
inhibiteurs de la kinase mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), activée dans les cellules
ATLL (Evangelisti et al., 2014).

Plusieurs essais cliniques avec des anticorps monoclonaux, ciblant principalement les
marqueurs CD25, CCR4 (CC chemokine Receptor 4) ou encore CD30, exprimés a la surface
des cellules leucémiques, donnent des résultats efficaces (Tsukasaki and Tobinai, 2014). De

nombreux autres anticorps sont actuellement a I’étude (Ai and Advani, 2015).

Enfin, il faut noter que des essais vaccinaux sont en ceuvre, chez la souris mais
également chez ’homme, basés sur 1’induction d’une réponse cytotoxique dirigée contre

certains épitopes, particulierement immunogenes, de la protéine Tax (Sagar et al., 2014).

I1.3.2. Paraparésie spastique tropicale/ myélopathie associée a HTLV-1
(TSP/HAM)

a) Tableau clinique

La paraparésie spastique tropicale ou myélopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM,
Tropical Spastic Paraparesis/HTLV-1-Associated Myelopathy) est une maladie inflammatoire
chronique, qui touche essentiellement les adultes, et en particulier les femmes, avec une
apparition des premiers signes cliniques vers 40-50 ans (Gessain and Gout, 1992; Goncalves et
al., 2010). Quelques cas chez des enfants ont été répertoriés mais ce sont des événements assez
rares (Kendall et al., 2009).

Le lien entre I’infection par HTLV-1 et des cas de paraparésies spastiques tropicales (TSP) a
été ¢établi en 1985 par I’équipe de Guy de Thé, grace a des études sérologiques et
épidémiologiques réalisées chez des malades aux Antilles francaises (Gessain et al., 1985).
Dans la méme période, ’infection par HTLV-1 a également été associée a des myélopathies
chroniques, dites HAM, chez des sujets au Japon (Osame et al., 1986). Une étude montra, peu
de temps apres, que ces deux pathologies étaient en fait une seule et unique maladie, qui fut

qualifiée de TSP/HAM (Roman and Osame, 1988).

L’incidence de la TSP/HAM est un peu plus faible que celle de ’ATLL puisque 0.25 a
3% des personnes infectées par HTLV-1 sont concernées, mais elle varie suivant les régions

géographiques, témoignant de I’existence soit de facteurs génétiques favorables
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FIGURE 28 : Les infiltrations inflammatoires provoquent des atrophies de la moelle

épiniere et des lésions dans le cerveau, chez les malades atteints de TSP/HAM.

Imageries par résonnance magnétique, chez des patients avec une TSP/HAM. Ces sujets présentent (A.) une
atrophie de la moelle épiniere (indiquée par la fleche blanche), (B.) ainsi que des 1ésions dans la substance blanche
du cerveau (indiquées par la fleche blanche), causées par des infiltrations de cellules immunitaires, correspondant
principalement des lymphocytes T. D’aprés (Goncalves et al., 2010).
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au développement de la maladie chez les sujets contaminés, soit de cofacteurs socio-culturels
ou environnementaux (Gessain and Mahieux, 2012; Orland et al., 2003).

La transmission sanguine du virus HTLV-1, notamment via des transfusions de sang,
semble favoriser I’apparition de la TSP/HAM (Gessain and Mahieux, 2012). Par ailleurs, une
contamination par transfusion associée a un jeune age lors de I’apparition des signes cliniques
sont autant d’événements augurant d’une progression trés rapide de la maladie et d’un
handicap plus sévere par la suite (Gotuzzo et al., 2004). Comme dans le cas de I’ATLL, la
période entre la primo-infection et ’apparition des premiers signes cliniques peut étre longue,
correspondant a plusieurs dizaines d’années, mais parfois, le délai d’incubation de la maladie
est court, variant de quelques mois a deux ans. C’est notamment le cas lors de contamination

par transfusions sanguines (Gout et al., 1990; Kaplan et al., 1991).

Du point de vue pathologique, la TSP/HAM est une méningomyélite chronique qui est
combinée a une démyélinisation et une dégénération axonale (Cooper et al., 2009). Elle se
caractérise par des infiltrations de cellules immunitaires, surtout au niveau de la substance
blanche de la moelle épiniere, mais qui peuvent également avoir lieu au niveau de la substance
grise (Gessain and Mahieux, 2012; Izumo, 2010). Ces infiltrations correspondent
principalement 2 des lymphocytes T CD4" au début de la maladie puis, par la suite,
majoritairement a des lymphocytes T CD8", provoquant une atrophie de la moelle épiniere
ainsi que des lésions de sa substance blanche (Umehara et al., 1993) (FIGURE 28A). Toute la
moelle épiniere peut €tre touchée mais, dans la plupart des cas, seule sa partie basse est
atteinte. Récemment, il a été décrit que d’autres organes peuvent étre affectés par des
infiltrations inflammatoires, dont le cerveau et sa substance blanche (Mendes et al., 2014)
(FIGURE 28B).

Au niveau clinique, pour la majorité des patients, le début de la maladie est insidieux,
correspondant a des lombalgies, qui peuvent également affecter les membres inférieurs, avec
des sensations de raideur et de faiblesse. Par ailleurs, a ce stade, de nombreux malades
développent des troubles urinaires et sexuels (De Castro-Costa et al., 2006).

Par la suite, avec la progression de la maladie, apparait une paraparésie ou une
paraplégie spastique chez les sujets, entrainant d’importantes difficultés de déplacement (Nagai
and Osame, 2003). En outre, la faiblesse musculaire au niveau de leurs membres inférieurs
ainsi que les troubles sphinctériens sont accentués.

L’évolution de la TSP/HAM est variable toutefois, apres 10 ans, pres de 50% des patients sont
grabataires (Aragjo et al., 1995; Olindo et al., 2006).
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FIGURE 29 : Modele de I’origine des lésions inflammatoires au niveau du systeme

nerveux central des patients atteints de TSP/HAM.

Représentation schématique des trois hypotheéses proposées pour expliquer les 1ésions observées au niveau du
systtme nerveux central des patients atteints de TSP/HAM, suite a des infiltrations massives de cellules
immunitaires et notamment de lymphocytes T (LT). (1) Un modele cytotoxique dans lequel les lymphocytes T
CDS8" cytotoxiques, dirigés contre des antigénes viraux, détruisent massivement les cellules du systéme nerveux
central infectées par le virus. (2) Un modele « bystander », dans lequel ce sont les cytokines proinflammatoires,
produites par les lymphocytes T présents dans le systéme nerveux central, qui sont responsables de ’altération des
cellules nerveuses. (3) Un modele auto-immun dans lequel les protéines des cellules nerveuses sont directement
ciblées par le systéme immunitaire, en raison d’un mimétisme moléculaire. D’aprés (Oliére et al., 2011).
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Le diagnostic de cette maladie inflammatoire est établi essentiellement avec la
démonstration de I’infection par HTLV-1, détectée au niveau biologique, par un titre sérique
des anticorps dirigés contre le virus et une charge provirale élevés chez le malade (De Castro-
Costa et al., 2006; Olindo et al., 2005). La présence d’une pléiocytose modérée, a
prédominance lymphocytaire au niveau du liquide céphalorachidien, avec parfois des cellules
leucémiques, qui peuvent aussi €tre retrouvées dans le sang, participent également a
I’identification de la pathologie TSP/HAM. Enfin, des tests neurophysiologiques et 1’imagerie
par résonnance magnétique sont utilisés pour préciser le diagnostic et suivre la progression de

la maladie (Andrade, 2005; Felipe et al., 2008; Kira et al., 1991).

Contrairement a DI’ATLL, quelques cas de neuromyélopathies semblables a la
TSP/HAM ont été détectés chez des patients infectés par le virus HTLV-2, confirmant que ce
virus a un pouvoir pathogéne moins important que le HTLV-1 (Dooneief et al., 1996; Hjelle et

al., 1992; Murphy et al., 1997).

b) Pathogenese

Malgré de nombreuses études, les mécanismes a 1’origine du développement de la
maladie TSP/HAM chez les personnes infectées par HTLV-1 restent mal connus. Trois
principales hypotheéses sont avancées pour expliquer les 1€sions causées par les infiltrats
inflammatoires massifs, qui sont observées au niveau du systéme nerveux central des patients
(Matsuura et al., 2010; Saito, 2010) (FIGURE 29).

La premiére correspond a un modele cytotoxique, dans lequel les lymphocytes T CD8*
cytotoxiques (LTc), dirigés spécifiquement contre des antigenes viraux (notamment Tax et
HBZ), entrent massivement dans la moelle épiniere et le cerveau pour détruire les cellules du
systtme nerveux central infectées par le virus. Ce sont particulierement les cellules gliales
infectées par HTLV-1 qui sont lysées par les LTc (Lehky et al., 1995) (FIGURE 29).

Le deuxieme modele proposé est basé sur un mécanisme « bystander », dans lequel ce
sont les cytokines proinflammatoires qui sont responsables de la destruction des cellules du
systeme nerveux central. En effet, les lymphocytes T dirigés contre les antigenes viraux, dont
les LTc, ainsi que ceux infectés par HTLV-1, qui sont présents dans les infiltrats, sécreétent de
nombreuses cytokines, dont le TNFa et I’'IFNy, qui ont des effets déléteres et pourraient tre
responsables de la destruction des cellules nerveuses (Kuroda and Matsui, 1993; Nakamura et

al., 1993) (FIGURE 29).
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FIGURE 30 : Mécanismes viraux de déstabilisation de la barriere hématoencéphalique.

Représentation des mécanismes mis en place par le virus HTLV-1 pour franchir la barriere hématoencéphalique et
entrer dans le systéme nerveux central. (1) Les lymphocytes infectés sécretent des cytokines proinflammatoires,
dont du TNFa, qui activent la voie NF-kB dans les cellules endothéliales de la barriere hématoencéphalique,
altérant les protéines composant les jonctions serrées entre ces cellules. La perméabilité de la barriére est alors
augmentée, favorisant le passage des particules HTLV-1 et des lymphocytes T infectés. (2) Les cellules
endothéliales peuvent également étre infectées par le virus HTLV-1, provoquant une désorganisation des jonctions
serrées, certainement via la protéine Tax, augmentant ainsi la perméabilité de la barriere hématoencéphalique.

D’aprés (Miller et al., 2012).
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Enfin, un modele reposant sur des mécanismes auto-immuns est également proposé
pour expliquer les 1ésions dans la moelle épiniere et le cerveau des sujets TSP/HAM. Dans ce
modele, les protéines des cellules nerveuses sont directement ciblées par le systeme
immunitaire, en étant reconnues par des anticorps et des clones de lymphocytes T autoréactifs,
dirigés au départ contre la protéine Tax du virus HTLV-1. Ce mécanisme s’explique par un
mimétisme moléculaire entre 1’épitope dominant de Tax (situé entre ses résidus 346 a 353) et
les protéines neuronales hnRNPAT1 (heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein Al) (Levin et

al., 2002) (FIGURE 29).

Quel que soit le modele, le virus HTLV-1 ainsi que les cellules infectées doivent
traverser la barriere hématoencéphalique, composée principalement de cellules endothéliales,
pour pénétrer dans le systeéme nerveux central et entrainer ensuite I’infiltration d’autres cellules
immunitaires. Ce passage a été confirmé par la détection de protéines Tax dans le liquide
céphalorachidien, ainsi que celle de lymphocytes T infectés, avec le méme site d’intégration
proviral que des lymphocytes T situés dans le sang du patient (Cartier and Ramirez, 2005;
Cavrois et al., 2000).

Une étude in vitro a ainsi montré que les cellules T infectées sécretent du TNFa, qui
altere la couche de cellules endothéliales de la barriere hématoencéphalique, favorisant le
passage des virions HTLV-1 a travers ces cellules, par transcytose ou infection transitoire
(Romero et al., 2000) (FIGURE 30).

D’autres données ont confirmé la sécrétion de TNFa et d’IL-1a par les lymphocytes T infectés,
qui activent la voie NF-kB dans les cellules endothéliales, provoquant la désorganisation des
jonctions serrées entre les cellules, augmentant par conséquent la perméabilité de la barriere
hématoencéphalique (Afonso et al., 2007a) (FIGURE 30). Par ailleurs, 1’infection productive
des cellules endothéliales a été prouvée, entrainant I’altération de 1’expression des protéines
constituant leurs jonctions serrées (Afonso et al., 2008). La protéine Tax pourrait, en outre, étre
impliquée dans la désorganisation de ces jonctions.

Grice a ces différentes stratégies, le virus HTLV-1 et les lymphocytes T infectés peuvent donc
déstabiliser la barriere hématoencéphalique et augmenter sa perméabilité, pour finalement

favoriser leur entrée dans le systeéme nerveux central (Miller et al., 2012).

A vpartir des différentes recherches menées sur la TSP/HAM, un modele de
développement de cette maladie inflammatoire a pu €tre établi, comprenant, comme pour le

modele de I’ATLL, plusieurs grandes étapes successives (Gessain, 2011) (FIGURE 31).
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FIGURE 31 : Modele de développement de la TSP/HAM associée a HTLV-1.

Ce modele, basé sur I’ensemble des données disponibles actuellement, comporte trois étapes majeures : la primo-
infection par transfusion sanguine essentiellement ou par transmission sexuelle, suivie de la prolifération clonale
des lymphocytes infectés, dont les lymphocytes T CD4*, induite par la protéine Tax, et enfin la migration de ces
cellules T CD4" infectées vers le systéme nerveux central, dans lequel elles vont ensuite entrer, entrainant des
lésions inflammatoires. La réponse immune anti-HTLV-1 induit 1’arrivée d’autres cellules immunitaires,
notamment des lymphocytes T CD8" cytotoxiques au niveau des infiltrats dans le systtme nerveux central,
augmentant 1’inflammation et les 1ésions. Au bout d’une période plus ou moins longue, suivant le mode de
contamination des patients, la TSP/HAM se développe, provoquant d’importants handicaps chez les malades.
D’apres (Gessain, 2011).
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Tout commence avec la primo-infection des individus par HTLV-1, qui se déroule,
dans ce cas, essentiellement par transfusion sanguine, voir par transmission sexuelle.

Apres une courte phase de multiplication et de production virale, HTLV-1 se réplique

ensuite par expansion clonale des lymphocytes T CD4" infectés principalement, induite par la
protéine virale Tax (FIGURE 31).
Contrairement aux sujets asymptomatiques, les lymphocytes T CD8" cytotoxiques ne peuvent
contrdler efficacement 1’expansion de ces clones, conduisant donc & une augmentation de la
charge provirale, ainsi qu’a une importante fréquence de cellules T CD4" activés (FIGURE
31). Des études ont démontré que la présence d’une charge provirale élevée chez les personnes
infectées par HTLV-1 constituait un facteur de risque important pour le développement d’une
TSP/HAM et pour sa progression (Nagai et al., 1998; Olindo et al., 2005). Par ailleurs, le
niveau d’expression de la protéine Tax dans les lymphocytes T CD4" infectés, qui induit leur
expansion clonale et augmente donc la charge provirale, représente également un facteur de
risque important dans I’apparition de la maladie (Bangham et al., 2009).

Enfin, les cellules T CD4" infectés migrent vers le systéme nerveux central puis
franchissent la barriere hématoencéphalique en la déstabilisant (FIGURE 31). Ces infiltrats
sont renforcés par I’arrivée d’autres cellules immunitaires, dirigées contre les antigénes viraux,
dans le cadre de la réponse immune anti-HTLV-1. Finalement, aprés une période de latence

plus ou moins longue suivant le mode de contamination, le patient développe une TSP/HAM.

¢) Traitements

Les 1ésions induites au cours de la TSP/HAM étant irréversibles, il est important de
mettre au point des traitements permettant de limiter leur développement. Le traitement
symptomatique est fondamental et constitue la base des thérapies élaborées, avec une prise en

charge sur le long terme des patients.

Cependant, les molécules testées a 1’heure actuelle restent décevantes car elles
n’apportent que des améliorations modestes des symptomes et ce, uniquement, pour les sujets
en phase précoce de la maladie (Gessain and Mahieux, 2012). En effet, la corticothérapie ainsi
que I’emploi d’IFNa et d’IFNB1a, modulant la réponse immune, montrent des effets limités
(Izumo et al., 1996; Nakagawa et al., 1996; Oh et al., 2005). Une combinaison de deux
analogues nucléosidiques (zidovudine et lamivudine), inhibant la transcription inverse virale, a

également été testée mais n’a pas donné d’améliorations cliniques visibles (Taylor et al., 2006).
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D’autres traitements (plasmaphérése, immunoglobuline, anticorps anti-IL-2 humanisés,
vitamine C a forte dose) ont, en outre, été essayés, mais sans réels effets cliniques chez les

malades, bien que dans certains cas la charge provirale ait été diminuée (Gessain, 2011).

Des études cliniques ont également été réalisées sur le valproate (VPA), un inhibiteur

d’histone déacétylase, permettant d’accroitre 1’expression du génome proviral dans les cellules
infectées par HTLV-1.
Une premiére expérience, menée a la Martinique sur une cohorte de 16 patients souffrants d’un
stade avancé de TSP/HAM, n’apporta aucune amélioration clinique, malgré une bonne
efficacité du VPA, certainement en raison de la présence de 1ésions irrémédiables déja causées
au cours de 1’évolution de la maladie (Lezin et al., 2007). Les résultats de cette étude ont
permis d’imaginer une nouvelle stratégie, dans laquelle un traitement antirétroviral, comme la
zidovudine (AZT), inhibant la transcriptase inverse, est administrée conjointement au VPA,
pour éviter I’infection de nouvelles cellules, suite a I’induction de 1’expression virale.

Une deuxieme étude clinique, basée sur cette stratégie, a donc été menée récemment, en
utilisant un modele de primates non humains (Papio papio), naturellement infectés par le
STLV-1, I’équivalent simien du HTLV-1, responsable d’ATLL chez le singe (Afonso et al.,
2010). Dans le groupe d’animaux traités par I’association VPA/AZT, une diminution de la
charge provirale, sans augmentation transitoire, a été constatée. Par ailleurs, cette combinaison
induit une réponse cellulaire T CD8" efficace contre le STLV-1, tout en empéchant I’infection
de nouvelles cellules. Toutefois, dés I’arrét du traitement, la charge provirale des animaux
réaugmente, montrant les limites de cette thérapie, qui ne permet pas d’éradiquer le virus,
certainement localisé dans des réservoirs non identifiés pour I’instant.

D’importantes recherches restent donc encore a effectuer, afin de mettre au point une
stratégie thérapeutique adaptée pour limiter les effets importants et handicapants de la

TSP/HAM.

11.3.3. Autres pathologies associées a HTLV-1

Plusieurs autres maladies ont été identifiées chez les patients contaminés par HTLV-1,
en dehors de I’ATLL et de la TSP/HAM.
L’infection par le virus HTLV-1 a en effet été associée a des cas d’uvéites antérieures,

particulierement au Japon, au Brésil et dans la région des Caraibes (Takahashi et al., 2000).
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Des études épidémiologiques et virologiques ont ainsi prouvé la présence du HTLV-1 et de
lymphocytes infectés au niveau du liquide vitreux de malades, établissant un lien certain entre
cette pathologie et I’infection virale (Mochizuki et al., 1992; Ono et al., 1998).
Il a par ailleurs été décrit que 1’uvéite pouvait se déclencher lors de la primo-infection par
HTLV-1 ou étre associée aux autres symptomes d’une TSP/HAM, particulierement chez les
sujets avec un handicap déja avancé (Goncalves et al., 2010; Nakao et al., 1999).
Du point de vue clinique, cette maladie se manifeste par des troubles de la vision, plus ou
moins séveres, qui disparaissent généralement apres quelques semaines, mais resurgissent de
facon récurrente. Les caractéristiques cliniques de 1’uvéite peuvent cependant variées suivant
les régions géographiques (Merle et al., 2002; Mochizuki et al., 1992; Pinheiro et al., 2006).

Le traitement de cette pathologie inflammatoire passe par ’emploi de corticostéroides

qui réduisent efficacement les troubles de la vision.

Des dermatites infectieuses (HAID, HTLV-1-Associated Infective Dermatitis) ont
également été diagnostiquées chez de jeunes enfants situés dans des régions endémiques pour
HTLV-1 (Japon, Afrique), en particulier des régions tropicales (Jamaique, Brésil) (Bittencourt
and de Oliveira, 2010; Lee and Schwartz, 2011).
Cette maladie, plutot rare, affecte essentiellement les enfants et se caractérise par de I’eczéma,
ainsi que par des co-infections persistantes par Staphylococcus aureus et Beta-haemolytic
Streptococci (McGill et al., 2012). Les cas de dermatites infectieuses ont, en outre, été corrélés
a une transmission verticale du virus HTLV-1, au cours d’allaitements prolongés. Les
complications dans cette maladie sont fréquentes et peuvent conduire au développement d’un
ATLL ou d’une TSP/HAM (La Grenade, 1996; Oliveira et al., 2005).

Actuellement, ces pathologies sont traitées par des antibiothérapies prolongées,

permettant de réduire voir de faire disparaitre les 1€sions cutanées (Goncalves et al., 2010).

Le virus HTLV-1 a par ailleurs été associ¢ a de rares cas d’atteinte musculaire, de type
polymyosite ou myosite a inclusion (Desdouits et al., 2011).

D’autre part, certaines études ont suggéré que la co-infection HTLV-1 ou HTLV-2,
chez des sujets déja contaminés par HIV-1, favoriserait leur évolution vers le syndrome de
I’immunodéficience acquise (SIDA). Toutefois, ces données restent controversées et doivent

étre complétées par la réalisation d’études plus approfondies (Beilke, 2012; Brites et al., 2009).
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III. TAX DU VIRUS HTLV-1: UNE PROTEINE
MODIFIEE AUX EFFETS PLEIOTROPES
CENTRAUX DANS LE PROCESSUS
ONCOGENE

La protéine régulatrice Tax (Transcriptional Activator of pX region) du virus HTLV-1 a
un role essentiel dans la régulation de I’expression virale, mais également dans le processus
oncogene, qui a lieu dans les cellules infectées et peut conduire au développement de I’ATLL.
Les propriétés oncogéniques de Tax ont ét€ constatées in vitro, par la transformation de
fibroblastes de rongeurs et par I’immortalisation de lymphocytes T primaires humains,
exprimant uniquement cette protéine virale (Bellon et al., 2010; Grassmann et al., 1992; Robek
and Ratner, 1999; Tanaka et al., 1990). In vivo, des études ont confirmé ces résultats en
montrant que des souris transgéniques exprimant Tax développaient différentes tumeurs, dont
des leucémies et des lymphomes T semblables aux formes aigués d’ATLL, suivant les
promoteurs employés en amont du géne Tax (Grossman et al., 1995; Hasegawa et al., 2006;
Nerenberg et al., 1987).

Le pouvoir oncogéne de Tax s’explique par sa capacité a interagir avec de multiples
protéines cellulaires et a moduler leurs activités, ainsi que les voies de signalisation dans
lesquelles elles peuvent intervenir (Boxus et al., 2008). En perturbant ces protéines et ces voies
cellulaires, Tax dérégule différents processus essentiels comme le cycle cellulaire, 1’apoptose
ou encore la réparation des dommages a I’ADN. Ces dérégulations peuvent conduire a
I’immortalisation puis a la transformation des cellules infectées par HTLV-1 (Chlichlia and
Khazaie, 2010; Yang et al., 2011). L’activation constitutive de la voie NF-xB induite par Tax,
favorisant la prolifération et la survie des cellules T infectées, est notamment un élément
central dans le processus oncogene et est particulierement étudiée au sein de notre laboratoire
(Qu and Xiao, 2011).

Dans les cellules, Tax est par ailleurs la cible de nombreuses modifications post-
traductionnelles, influencant sa localisation, son activité transactivatrice ainsi que son
interaction avec les protéines cellulaires, dont celles de la voie NF-kB (Lavorgna and Harhaj,
2014). L’¢étude de ces modifications, qui participent a la fonction de Tax, permet donc une

meilleure compréhension du processus oncogene conduisant a I’ATLL.
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FIGURE 32 : Structure des facteurs NF-kB et de leurs inhibiteurs IkB.

Représentations schématiques (A.) des cinq facteurs NF-xB, (B.) des deux précurseurs p105 et p100 et (C.) des
six inhibiteurs IkB répertoriés. Les domaines d’homologie a Rel (RHD) sont indiqués en orange dans la partie N-
terminale de tous les facteurs NF-kB et des précurseurs, leur permettant de se dimériser, de se lier a I’ADN ou
encore d’étre transloqués dans le noyau. Le domaine d’activation de la transcription (TAD) est illustré en vert et
est présent uniquement dans la partie C-terminale des facteurs RelA, RelB et c-Rel. Les précurseurs p105 et p100,
correspondant aux formes matures p50 et p52, posseédent des motifs ankyrine répétés (ARD), représentés en bleu,
comme les inhibiteurs IxB. Ces motifs peuvent interagir avec le domaine RHD des facteurs NF-«B, entrainant leur
séquestration dans le cytoplasme. D’apres (Xiao and Fu, 2011).
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II1.1. La diversité de I’interactome Tax participe a son pouvoir

oncogene dans les cellules

II1.1.1. Tax active de nombreuses voies de signalisation cellulaires

La protéine Tax a été décrite comme pouvant interagir avec des protéines impliquées
dans différentes voies de signalisation, dont les voies NF-kB, PI3K-Akt et MAPK, qui sont

essentielles pour le controle de la prolifération et de la survie cellulaire (Shirinian et al., 2013).

a) Tax et la voie NF-kB

La voie de signalisation NF-kB repose sur I’activation de facteurs de transcription de la
famille NF-xB (Nuclear Factor-kB), qui régulent I’expression de différents genes cellulaires,
avec des promoteurs a éléments de réponse kB, impliqués dans la réponse immune et
inflammatoire, 1’apoptose, la différenciation ou encore la prolifération et la survie cellulaire

(Gerondakis et al., 2013; Hayden and Ghosh, 2012; Kasper et al., 2010).

Il existe cinq facteurs de transcription NF-kB : NF-kB1 ou p50, NF-kB2 ou p52, RelA
ou p65, RelB et c-Rel (FIGURE 32). Ces protéines fonctionnent en homo ou hétérodimeres
pour réguler la transcription de leurs genes cibles. En effet, elles possedent toutes un domaine
d’homologie a Rel, appelé RHD (Rel Homology Domain), dans leur partie N-terminale, qui
leur permet de se dimériser, mais également d’étre transloquées dans le noyau, grace a la
présence d’un signal d’import nucléaire (NLS), et de se lier spécifiquement a I’ADN ainsi
qu’aux inhibiteurs IkB (Inhibitor of NF-xB) (FIGURE 32).

Cependant, ces facteurs se différencient au niveau de leur partie C-terminale, ainsi que par leur
mode de synthese. Les facteurs RelA, RelB et c-Rel ont un domaine d’activation de la
transcription (TAD, Transactivating Domain) et sont directement synthétisés sous leurs formes
matures, tandis que p50 et p52 n’ont pas de domaine TAD au niveau C-terminal, les obligeant
a s’hétérodimériser avec c-Rel et RelA ou avec RelB respectivement, et sont, en outre, générés
sous forme de précurseurs protéiques, p105S et p100. De facon intéressante, ces précurseurs
contiennent plusieurs motifs ankyrine répétés en C-terminal, qui sont également retrouvés chez
les inhibiteurs IkB (Mercurio et al., 1993; Rice et al., 1992) (FIGURE 32). Ces précurseurs
sont clivés, constitutivement pour pl05 et suite a une stimulation cellulaire pour p100, donnant

alors naissance aux formes matures.
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FIGURE 33 : Les voies NF-kB canonique et non canonique.

Représentation schématique des voies NF-kB canonique et non canonique, identifiées dans les cellules. Ces voies
distinctes sont activées par différents stimuli et font intervenir des protéines spécifiques, comme le complexe IKK,
composé d’une sous-unité régulatrice NEMO et de deux sous-unités catalytiques IKKo (ou IKK1) et IKKf (ou
IKK?2), dans la voie canonique, ou ’homodimére IKKa dans la voie non canonique. L’activation de ces proté€ines
conduit a la dégradation de I’inhibiteur IkBa dans un cas, libérant les facteurs p50/RelA, et au clivage
protéolytique de p100 donnant sa forme mature p52 dans I’autre cas. Quel que soit la voie, les hétérodimeres NF-
kB migrent finalement dans le noyau pour se lier a leurs promoteurs a éléments de réponse kB spécifiques,
régulant la transcription de divers génes impliqués dans la survie et la prolifération cellulaire, mais également dans
la réponse immunitaire et inflammatoire pour la voie canonique, et dans la maturation des lymphocytes B (LB) et

le développement lymphoide pour la voie non canonique. D’aprés (Qu and Xiao, 2011).
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Actuellement, 6 inhibiteurs IkB ont été dénombrés, en excluant p105 et p100, caractérisés par
la présence de 5 a 7 motifs ankyrine répétés, qui leur permettent de se lier au domaine RHD
des facteurs NF-kB, masquant ainsi leur signal d’import nucléaire et les séquestrant dans le
cytoplasme (Vallabhapurapu and Karin, 2009) (FIGURE 32). Cette liaison des inhibiteurs aux
facteurs NF-«xB est observée dans les cellules non stimulées. En revanche, lorsque la voie NF-
kB est activée, par le biais de différents stimuli externes, les inhibiteurs sont dégradés
entrainant la libération des facteurs, qui migrent dans le noyau pour activer la transcription de

leurs genes cibles.

Dans les cellules, deux voies de signalisation NF-kB ont été identifiées : la voie
canonique (ou classique) et la voie non-canonique (ou alterne) (Qu and Xiao, 2011;
Vallabhapurapu and Karin, 2009) (FIGURE 33).

La voie canonique est activée par des pathogenes ou des cytokines proinflammatoires
(TNFa, IL-1B) et implique la dégradation de I’inhibiteur IkB (principalement IkBa), ainsi que
la translocation nucléaire d’hétérodimeres composés du facteur RelA (Silverman and Maniatis,
2001).

En réponse aux signaux d’activation, les protéines adaptatrices TRAF (TNF Receptor-
Associated Factor) sont recrutées au niveau des récepteurs sous la membrane plasmique, avec
d’autres protéines cellulaires, et sont activées par auto-polyubiquitinylation avec des chaines
d’ubiquitine liées en K63 (FIGURE 33). Les protéines TRAF recrutent ensuite la kinase
TAK1 (Transforming growth factor-p-Activated Kinase 1), associée a deux sous-unités
régulatrices TAB1 et TAB2, et induisent son activation par ubiquitinylation K63 (Adhikari et
al., 2007; Skaug et al., 2009). Les TRAF recrutent également le complexe IKK (kB Kinase),
qui est composé d’une sous-unité régulatrice IKKy ou NEMO (NF-kB Essential Modulator) et
de deux sous-untiés catalytiques, IKKa (ou IKK1) et IKKp (ou IKK?2) (Israél, 2010).

TAKI1 peut alors phosphoryler et activer IKKa et 3, qui a leur tour, phosphorylent I’inhibiteur
IxBa, au niveau de ses sérines 32 et 36 (Brockman et al., 1995) (FIGURE 33).

Cette phosphorylation entraine ’ubiquitinylation d’IkBa avec des chaines de type K48 par
I’ubiquitine ligase SCF-B-TrCP (Skp-Cullin-F-box-f-Transducin repeat-Containing Protein),
conduisant finalement a sa degradation par le protéasome 26S cellulaire (Chen et al., 1995).
Les hétérodimeres NF-kB, essentiellement p50/RelA, sont libérés et peuvent migrer dans le
noyau ou ils se lient aux éléments de réponse kB, dans les promoteurs de leurs genes cibles. La
phosphorylation de RelA a par ailleurs ét¢ démontrée comme favorisant le recrutement des co-

activateurs CBP/p300 au niveau des promoteurs (Zhong et al., 2002).
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La voie non canonique est activée par un nombre plus limité de stimuli, dont BAFF (B-
cell Activating Factor), la lymphotoxine B (LTp), le ligand de CD40, TWEAK (TNF-like Weak
inducer of apoptosis) ou RANKL (Receptor Activator of NF-kB Ligand) et elle serait plutot
impliquée dans la maturation des lymphocytes B et dans le développement lymphoide (Xiao et
al., 2006).

L’activation de cette voie est plus lente que celle de la voie canonique et dépend de la synthese
de la protéine kinase NIK (NF-xB-Inducing Kinase) (Xiao et al., 2001). Bien que ses ARNm
soient relativement abondants, le niveau des protéines NIK dans les cellules non stimulées
reste faible, en raison de leur dégradation constitutive, dépendante de la protéine TRAF3. En
effet, la kinase NIK est recutée par le complexe TRAF2/TRAF3 sous la membrane plasmique,
entrainant alors le recrutement de nouvelles protéines, c-1AP1/2 (cellular-Inhibitors of
Apoptosis 1 and 2), qui ubiquitinylent NIK avec des chaines K48, induisant sa protéolyse (Liao
et al., 2004; Sun and Ley, 2008).

En réponse aux stimuli, les protéines TRAF3 et TRAF2 sont les cibles de 1’ubiquitinylation et
de la dégradation par le protéasome cellulaire, ce qui favorise I’accumulation de protéines NIK
dans le cytoplasme (FIGURE 33). Ces kinases s’oligomérisent et sont ensuite activées,
probablement par auto-phosphorylation, leur permettant de phosphoryler et d’activer a leur tour
les sous-unités IKKa, les protéines IKKB et NEMO n’étant pas impliquées dans 1’activation
physiologique de la voie non canonique. Les dimeres d’IKKa sont alors recrutés au niveau des
protéines RelB/p100 pour induire la phosphorylation de p100. Comme dans le cas de la voie
canonique, p100 est ensuite ubiquitinylée par SCF-B-TrCP, provoquant sa degradation partielle
via le protéasome, pour finalement former le facteur mature p52 (Xiao et al., 2001) (FIGURE

33). Le dimere RelB/p52 migre enfin dans le noyau, ou il se lie a ses promoteurs cibles.

La dérégulation des voies NF-kB a été reliée a différentes maladies chez I’homme, dont
les cancers (Xiao and Fu, 2011). Elle a également été observée dans des cellules leucémiques
de patients ATLL, ainsi que dans des cellules transformées par le virus HTLV-1 in vitro
(Kfoury et al., 2012).

Par ailleurs, des études ont montré que la protéine Tax était responsable de 1’activation
constitutive des voies NF-kB et que ce mécanisme était crucial pour induire I’immortalisation
de lymphocytes T primaires humains ou encore la transformation de fibroblastes de rat (Leung
and Nabel, 1988; Robek and Ratner, 1999; Ruben et al., 1988; Yamaoka et al., 1996). Pour
provoquer cette activation, Tax intervient a différentes étapes des voies NF-kB canonique et

non canonique (Shirinian et al., 2013) (FIGURE 34A).
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FIGURE 34 : Activation des voies NF-kB par les protéines Tax1 et Tax2.

Représentation schématique de 1’activation des voies NF-kB canonique et non canonique par les protéines (A.)
Tax1 du virus HTLV-1 et (B.) Tax2 du virus HTLV-2. Tax1 et Tax2 (illustrées en rouge) peuvent activer la voie
canonique en interagissant avec différents composants, dont la protéine NEMO (IKKy) du complexe IKK, qui est
I’élément central de la voie canonique. En revanche, seule Tax1 est capable d’activer la voie non canonique, la

protéine Tax2 ne pouvant se lier a pl00 et induire son clivage protéolytique en p52. D’aprés (Shirinian et al.,
2013).
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Au niveau de la voie canonique, Tax s’associe directement au complexe IKK, en
interagissant avec NEMO, induisant son activation (Harhaj and Sun, 1999; Jin et al., 1999;
Kfoury et al., 2005). Des études ont montré que NEMO posséde deux domaines leucine zipper,
en positions N et C-terminales, capables de se lier a une région riche en leucine de Tax (Sun et
al., 2000). Une hypothése avancée pour expliquer I’activation constitutive du complexe IKK
induite par Tax était que celle-ci favorisait la phosphorylation et 1’activation croisée des sous-
unités catalytiques IKKa et B (Sun and Yamaoka, 2005). Toutefois, une étude in vitro a prouvé
que la seule interaction de Tax avec le complexe IKK n’était pas suffisante pour activer ce
complexe et que d’autres facteurs cytosoliques étaient nécessaires (Shibata et al., 2011).

Tax pourrait donc recruter d’autres kinases pour phosphoryler les sous-unités d’IKK et
I’activer. Plusieurs candidates ont été identifiées, comme la kinase NIK ou MEKK]1
(MAPK/ERK Kinase Kinase 1) (Uhlik et al., 1998; Yin et al., 1998). Tax a par ailleurs été
décrite comme interagissant avec la kinase TAK1 et avec la sous-unité TAB2, favorisant ainsi
leur activation et leur recrutement au niveau du complexe IKK (Wu and Sun, 2007; Yu et al.,
2008) (FIGURE 34A). Toutefois, le role de ces kinases reste sujet a controverse, puisque des
études ont démontré que 1’inhibition de 1’expression de NIK, MEKK1 ou TAK1 n’impactait
pas ’activation de la voie NF-kB induite par Tax (Gohda et al., 2007). Ces résultats suggerent
donc le recrutement de plusieurs kinases par Tax pour phosphoryler le complexe IKK.

Dans la voie canonique, Tax peut aussi directement se fixer a I’inhibiteur IkB, via ses motifs
ankyrine répétés, et notamment a IkBa, pour favoriser sa dégradation, indépendamment de sa
phosphorylation par le complexe IKK (Hirai et al., 1994; Suzuki et al., 1995) (FIGURE 34A).
Par ailleurs, Tax interagit avec les sous-unités HsN3 et HC9 du corps catalytique 20S du
protéasome cellulaire, afin de renforcer sa liaison avec les IkB, favorisant ainsi leur
dégradation (Rousset et al., 1996). Cette interaction entre Tax et le protéasome augmente
également la maturation protéolytique de p105.

Par conséquent, en induisant I’élimination des inhibiteurs [kB, Tax libere les hétérodimeres
pS0/RelA, qui migrent dans le noyau pour activer la transcription de leurs geénes cibles. Au
niveau de cette dernere étape, Tax peut d’ailleurs se lier a RelA, favorisant sa fixation au
niveau des promoteurs cibles (FIGURE 34A).

En ce qui concerne la voie non canonique, Tax utilise des acteurs différents de ceux mis
en jeu dans D’activation physiologique. En effet, Tax interagit avec NEMO, induisant le
recrutement des sous-unités IKKa et entrainant la phosphorylation de p100 a I’origine de son
clivage protéolytique en p5S2 (FIGURE 34A). Comme pour la voie canonique, Tax se lie au

protéasome ou a p100 pour augmenter sa maturation (Lanoix et al., 1994; Qu et al., 2004).
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I1 faut d’autre part noter que Tax, en activant la voie non canonique, favorise la stimulation de
la voie canonique. En effet, I’activation de la voie non canonique entraine la répression du gene
codant pour la protéine WWOX, connue pour inhiber le recrutement d’IKKa et la
phosphorylation de RelA induits par Tax (Fu et al., 2011). 1l existe donc un phénomene
coopératif entre les deux voies, sur lequel la protéine Tax se base pour les activer massivement.

Par ailleurs, 1’ensemble de ces données indique que NEMO est un partenaire essentiel
de Tax, que ce soit dans la voie canonique ou non canonique, qui le détourne afin d’activer de

facon constitutive les voies NF-kB.

De nombreuses études ont mis en évidence la capacité de la protéine Tax du virus

HTLV-2 (aussi appelée Tax2) a activer la voie NF-kB canonique, de la méme facon que la
protéine Tax (ou Tax1) du HTLV-1, qui vient d’étre présentée (Meertens et al., 2004; Turci et
al.,, 2009). Tax2 peut en effet interagir avec NEMO ou avec TAB2, comme le fait Tax1
(FIGURE 34B). La principale différence entre ces deux protéines réside dans le fait que Tax2
ne puisse activer la voie NF-kB non canonique. En effet, Tax2 ne peut se lier a p100 et induire
son clivage protéolytique en p52 (Higuchi et al., 2007) (FIGURE 34B). Cette différence entre
les deux protéines a été associée a la présence d’un motif situé¢ entre les résidus 225 a 232 de
Tax1, qui est absent dans Tax2 (Shoji et al., 2009).
L’incapacité de Tax2 a activer la voie non canonique contribue, en partie, a expliquer son
impossibilité a transformer les lymphocytes T in vivo, car I’activation induite de la kinase NIK
dans des cellules T in vitro, entraine une activité transformante de Tax2, au méme niveau que
Tax1 (Higuchi et al., 2007).

Ces différences d’activation des voies NF-kB entre Tax1 et Tax2 sont certainement un
des éléments participant aux différences de pathogenese constatées entre les virus HTLV-1 et

HTLV-2.

L’activation constitutive des voies NF-kB par Tax, dans les cellules infectées par
HTLV-1, est donc I’'une des étapes cruciales du processus oncogéne. En interagissant avec
plusieurs composants de cette voie, Tax peut ainsi perturber la transcription de genes
cellulaires clés impliqués dans la prolifération, I’apoptose ou encore la réponse immune,
favorisant la survie, la multiplication et la transformation des cellules infectées (Currer et al.,
2012; Grassmann et al., 2005). L’étude des mécanismes de dérégulation des voies NF-kB mis
en place par Tax a, en outre, permis des avancées majeures dans la compréhension de

I’activation physiologique et pathologique de ces voies.
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FIGURE 35 : La voie PI3K-AKt et son activation par la protéine Tax.

A. Représentation schématique des premiéres étapes de I’activation de la voie PI3K-Akt, avec la fixation des
stimuli, comme des facteurs de croissance, sur leurs récepteurs tyrosine-kinase spécifiques. La protéine PI3K,
composée d’une sous-unité régulatrice p85 et d’une sous-unité catalytique p110, est recrutée et peut interagir
avec ces récepteurs, soit directement, soit via les protéines GRB2 et GAB, ce qui induit son activation.
D’apres (Cully et al., 2006).

B. Représentation schématique de 1’ensemble de la voie de signalisation cellulaire PI3K-Akt, avec les différents
composants qui peuvent &tre détournés par la protéine virale Tax, afin d’activer la voie (activation de la PI3K
et des protéines effectrices en aval de mTOR ou encore inhibition de PTEN). D’aprées (Cheaib et al., 2015).
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b) Tax et la voie PI3K-Akt

La voie de signalisation PI3K (Phosphoinositide-3-Kinase)-Akt joue un rdle essentiel
dans la survie, la prolifération et la mobilité cellulaire, ainsi que dans ’apoptose et le
métabolisme.

Cette voie est activée par la fixation d’hormones ou de facteurs de croissance, comme

EGF (Epidermal Growth Factor), au niveau de récepteurs tyrosine-kinase (IGF-1R, EGFR,
HER?2), situés a la surface des cellules (Cheaib et al., 2015). Suite a ces stimuli, les récepteurs
se dimérisent et s’auto-phosphorylent, entrainant le recrutement de la PI3K, qui peut interagir
directement avec la partie cytosolique des récepteurs, ou via les protéines GRB2 (Growth
factor Receptor-Bound protein 2) et GAB (GRB2-Associated Binding protein) (Cully et al.,
2006) (FIGURE 35A). La protéine PI3K est composée d’une sous-unité régulatrice p85, qui se
lie notamment au récepteur, et d’une sous-unité catalytique pl110, qui est activée par cette
interaction. La sous-unité p110 induit la phosphorylation de PIP2 (Phosphatidylinositol-(4,5)-
bisphosphate), entrainant la  formation d’un nouveau messager actif, PIP3
(Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate), qui recrute sous la membrane plasmique les
kinases PDK1 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1) et Akt, aussi appelée PKB (Protéine
Kinase B) (FIGURE 35B).
Akt est un élément central de cette voie, dont I’activation par phosphorylation, induite par
PDK1, entraine la régulation de nombreuses protéines, dont p53, les facteurs NF-xB ou encore
CREB, favorisant la transcription de génes anti-apoptotiques ou impliqués dans la prolifération
cellulaire (FIGURE 35B). La kinase Akt active également le complexe mTOR (mechanistic
Target Of Rapamycin), composé des protéines mTORCI1-Raptor et mTORC2-Rictor, qui
inhibe I’apoptose et controle la survie et la croissance cellulaire (Huang and Fingar, 2014).

Cette voie PI3K-Akt possede par ailleurs des mécanismes de régulation négative, dont
la protéine PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), qui réprime ’activation de la voie en
déphosphorylant PIP3, ou la protéine LKB1 (Liver kidney Kinase BI) qui active le complexe
GTPase TSC (Tuberous Sclerosis Complex), inhibant ainsi mTOR via la répression de la petite

protéine G Rheb (FIGURE 35B).

La voie PI3K-Akt est fréquemment dérégulée dans les cancers chez 1’homme
(Nicholson and Anderson, 2002). Son activation a également été constatée dans des cellules de
patients ATLL, ainsi que dans des lignées cellulaires chroniquement infectées par HTLV-1

(Ikezoe et al., 2007; Jeong et al., 2005a).
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FIGURE 36 : La voie MAPK et son activation par la protéine Tax.

Représentation schématique de la voie MAPK et de ses quatre cascades principales, faisant intervenir de multiples
composants : ERKS, p38, JNK et ERK. Chaque cascade est constituée de trois types de kinases, activées
successivement : MAP3K (ou MAPKKK), MAP2K (ou MAPKK) et MAPK. Ces kinases sont activées par
différents types de stimuli externes comme les facteurs de croissance ou de stress ou encore les cytokines
inflammatoires. L’activation de ces cascades conduit a la phosphorylation de différents effecteurs cytosoliques ou
nucléaires, impliqués dans de nombreux processus biologiques, comme la prolifération, la survie et la
différenciation cellulaire ou I’apoptose. La protéine virale Tax dérégule différents composants de ces voies
MAPK, comme JNK1, MEKK1 ou TAKI, pour les activer constitutivement. D’aprés (Morrison, 2012).
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De méme, il a ét€ montré que des fibroblastes embryonnaires de rat ainsi que des cellules T de
souris, transformés par la protéine virale Tax, avaient une activation de leur voie PI3K-Akt, qui
semblait requise pour leur transformation (Liu et al., 2001; Yoshita et al., 2012).

Comme pour NF-«xB, la protéine Tax est capable d’activer la voie de signalisation
PI3K-Akt en intervenant sur différents composants (FIGURE 35B).
Tax peut en effet interagir avec la sous-unité p85 de la PI3K, favorisant ainsi la dissociation du
complexe p85/p110, ce qui augmente 1’activité de la sous-unité catalytique p110 (Peloponese
and Jeang, 2006; Ueki et al., 2002).
Des études ont, en outre, prouvé que Tax pouvait agir au niveau des protéines cibles du
complexe mTOR, pour induire leur activation, ainsi qu’au niveau des régulateurs négatifs de la
voie, dont PTEN, en réprimant leur expression (Fukuda et al., 2012; Yoshita et al., 2012)
(FIGURE 35B).

Outre son role essentiel dans différents processus biologiques, la voie PI3K-Akt est
connectée a de nombreuses autres voies de signalisation, ce qui en fait une cible de choix pour
le virus HTLV-1. Elle fait d’ailleurs 1’objet d’étude dans le cadre du traitement de I’ATLL,
puisque des essais pré-cliniques avec des inhibiteurs de PI3K-Akt sont en cours de réalisation

(Roti and Stegmaier, 2014).

¢) Tax etla voie MAPK

Les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) sont une famille de protéines
serine/thréonine kinases cytosoliques, organisées en voie de signalisation correspondant a une
cascade de phosphorylation. En effet, une premiere protéine kinase, MAP3K, est stimulée,
induisant 1’activation par phosphorylation d’une deuxieme protéine kinase, MAP2K, qui elle-
méme active par phosphorylation une derniere protéine kinase, MAPK (FIGURE 36). Cette
kinase MAPK activée phosphoryle ensuite différentes protéines cellulaires cytoplasmiques,
ainsi que des facteurs de transcription dans le noyau, impliqués dans le contrdle du cycle
cellulaire, la prolifération, la différenciation ou encore 1’apoptose des cellules (Keshet and

Seger, 2010; Morrison, 2012).

La voie des MAPK est la voie de signalisation cellulaire la plus vaste, avec pres de 200
composants, regroupés dans quatre cascades principales : ERKS, p38, JNK (c-Jun N-terminal

Kinase) et ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) (FIGURE 36).

145



146



Introduction

Ces cascades de signalisation sont activées par des stimuli externes multiples, comme des
facteurs de croissance, des cytokines ou des facteurs de stress, qui se fixent a des récepteurs
tyrosine-kinase ou couplés aux protéines G, entrainant I’activation des kinases MAP3K, via

des protéines adaptatrices ou de petites protéines G, comme Ras (Keshet and Seger, 2010).

Comme pour NF-xB et PI3K-Akt, la voie des MAPK est dérégulée dans de nombreux
cancers (Dhillon et al., 2007). L’activation de la cascade JNK a par ailleurs été constatée dans
des cellules de patients ATLL, ainsi que dans des lymphocytes T transformés in vitro par
HTLV-1 (Arnulf et al., 2002; Xu et al., 1996).

La protéine Tax est capable d’agir sur différents composants des voies MAPK, notamment en
activant les kinases JNK1 ou MEKKI1 (Jin et al., 1997; Yin et al., 1998) (FIGURE 36).
Comme cela a été décrit précédemment, Tax peut également interagir avec la MAP3K TAKI1
et avec sa sous-unité régulatrice TAB2 pour les activer (Wu and Sun, 2007; Yu et al., 2008)
(FIGURE 36). Par ailleurs, une étude a montré une intéraction entre Tax et des protéines de la
famille des petites protéines G, suggérant une possible action de Tax sur la protéine Ras,

conduisant a I’activation de la cascade ERK (Wu et al., 2004).

En dérégulant ces trois importantes voies de signalisation, la protéine Tax module des
processus biologiques essentiels pour la vie de la cellule, permettant ainsi la persistance des
cellules infectées par HTLV-1 et leur multiplication. En outre, les voies NF-kB, PI3K-Akt et
MAPK, comme I’ensemble des voies de signalisation, sont extrémement interconnectées. En
effet, comme cela a été décrit, les MAP3K, MEKKI1 et TAKI, sont impliquées dans
I’activation de la voie NF-kB. De méme, 1’activation de la kinase Akt stimule la voie NF-xB
(Jeong et al., 2005a) et la cascade ERK de la voie des MAPK peut également activer la
protéine PI3K (Sever and Brugge, 2015). Ainsi, cette interconnection participe a amplifier
I’impact de la protéine Tax dans les cellules.

Il semble donc que I’immortalisation et la transformation cellulaire induites par Tax ne
soient pas les conséquences du déréglement d’une voie cellulaire en particulier, mais de
I’ensemble des voies, qui finalement cooperent pour altérer de multiples processus biologiques.
D’autre part, Tax détourne de nombreux autres acteurs cellulaires impliqués dans la
transcription, afin de favoriser la réplication du génome proviral, mais aussi dans le cycle

cellulaire et ’apoptose, permettant la prolifération et la survie des cellules infectées, ou encore

dans la réparation des dommages a I’ADN participant a la transformation de ces cellules.
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FIGURE 37 : Mode¢le d’activation de la transcription virale induite par Tax au niveau

des LTR proviraux.

Représentation schématique de I’activation de la transcription du génome proviral induite par le recrutement des
différents acteurs de la transcription cellulaire par Tax au niveau du LTR. (A.) Tax léve la répression
transcriptionnelle des LTR en interagissant directement avec 1’histone déacétylase HDAC-1 et/ou avec des
histones méthyltransférases (HMT). (B.) Tax recrute les facteurs de transcription CREB/ATF (CA), ainsi que les
enzymes de modifications des histones (CBP/p300 et PCAF) et de remodelage de la chromatine (Ile complexe
SWI/SNF). (C.) Tax favorise la fixation des facteurs de transcription TFIIA et TFIID, composé des sous-unités
TAFII28 et TBP, au niveau de la boite TATA du LTR, qui induisent ensuite le recrutement de I’ARN polymérase
II (RNA Pol II). (D.) Une fois que le complexe d’initiation est formé, Tax recrute le facteur P-TEFb, qui
phosphoryle le domaine C-terminal de I’ARN polymérase II (CTD), provoquant 1’élongation de la transcription.
L’intéraction de Tax avec le complexe SWI/SNF, en amont de la polymérase, prévient I’arrét de 1’élongation.
D’apres (Boxus et al., 2008).
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II1.1.2. Tax détourne des acteurs cellulaires impliqués dans des processus

biologiques clés

a) Tax cible les acteurs de la transcription favorisant I’expression
de genes viraux et cellulaires

Chez les eucaryotes, I’initiation et 1’¢longation de la transcription des geénes demandent
de nombreuses étapes dont la décondensation locale de la chromatine, le remodelage des
nucléosomes et la modification des histones, ainsi que le recrutement et la fixation, sur les
promoteurs, de facteurs de transcription et de co-activateurs (Smale and Kadonaga, 2003).

La protéine Tax interfere avec la plupart de ces mécanismes, en détournant au niveau des LTR
du génome proviral, les protéines cellulaires impliquées afin d’activer 1’expression virale

(Currer et al., 2012) (FIGURE 37).

Tax favorise tout d’abord 1’acétylation des histones, en interagissant avec I’histone
déacétylase HDAC-1, ce qui I’empéche de se lier au LTR viral ou I’en dissocie si elle est déja
présente. De cette facon Tax leve la répression transcriptionnelle au niveau des promoteurs
viraux (Lu et al., 2004) (FIGURE 37A). La méthylation des histones participant également a
la répression transcriptionnelle, Tax peut en outre interagir avec des histones
méthyltransférases (HMT) ou des histones déméthylases (HDM) pour permettre 1’expression
des promoteurs du HTLV-1 (Boxus et al., 2008).

Apres cette étape, Tax, qui ne peut se lier directement a I’ADN, recrute les facteurs de
transcription cellulaires CREB/ATF, pour qu’ils se fixent au niveau des éléments TRE-1 (7Tax
Response Element) de la région U3 du LTR (Kim et al., 2010; Zhao and Giam, 1992)
(FIGURE 37B). Ces éléments, qui sont au nombre de trois et font 21bp chacun, sont composés
d’un motif octamérique [TGACG(T/A)(C/G)(T/A)], entouré en 5’ d’une séquence riche en G
et en 3’ d’une séquence riche en C. Ce motif est proche de la séquence [TGACGTCA] située
dans les éléments CRE (cAMP Response Element) de promoteurs cellulaires, auxquels se lient
les facteurs CREB/ATF (Brady et al., 1987; Jeang et al., 1988).

Par ailleurs, la dimérisation des protéines Tax est nécessaire pour le recrutement des facteurs
CREB/ATF, ainsi que pour ’activation optimale des promoteurs viraux (Jin and Jeang, 1997;
Tie et al., 1996). La protéine Tax, en interagissant avec les facteurs CREB/ATF, au niveau de
leur domaine caractéristique bZIP (basic-region leucine Zipper), induit également leur
dimérisation puis leur fixation aux éléments TRE-1 du LTR viral (Wagner and Green, 1993)

(FIGURE 37B).
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D’autre part, les contacts entre Tax et le petit sillon de ’ADN, au niveau des séquences riches
en G et en C qui entourent le motif des éléments TRE-1, contribuent a la stabilisation du
tétramere Tax/CREB/ATF sur le LTR (Kimzey and Dynan, 1998; Lundblad et al., 1998).

Suite a cette stabilisation, la protéine Tax recrute les co-activateurs cellulaires CBP/p300 et
PCAF (p300/CBP Associated Factor), qui ont une activité histone acétylase (Harrod et al.,
2000) (FIGURE 37B). Récemment, de nouveaux co-activateurs, correspondant aux protéines
TORC-1, 2 et 3 (Transducer Of Regulated CREB activity), ont été mis en évidence comme
étant mobilisés par Tax au niveau du promoteur viral et comme étant nécessaires a I’activation
de la transcription (Koga et al., 2004; Siu et al., 2006).

Tax recrute également le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF (Switch/Sucrose
Non Fermentable), en interagissant avec plusieurs de ses sous-unités, dont BGRI1. Ce
complexe permet le déplacement des nucléosomes pour faciliter 1’acces des facteurs de
transcription aux promoteurs viraux lors de [’initiation, mais aussi ’accés de I’ARN
polymérase II a ’ADN durant la phase d’élongation (Easley et al., 2010) (FIGURE 37B a D).

L’ensemble des protéines recrutées par Tax au niveau des promoteurs viraux permet au

final la décondensation de la chromatine au niveau de cette région, favorisant 1’arrivée de la
machinerie de transcription cellulaire, dont le facteur TFIID et I’ARN polymérase II (Lu et al.,
2002) (FIGURE 37C).
La protéine Tax se lie en effet directement aux sous-unités TAFI28 (TBP-Associated Factor 11
28) et TBP (TATAA-Binding Protein) du facteur TFIID, ainsi qu’au facteur TFIIA, conduisant
a leur recrutement au niveau de la boite TATA du promoteur viral (Caron et al., 1993, 1997,
Clemens et al., 1996). Ces facteurs TFII constituent le complexe de préinitiation de la
transcription, a I’origine du recrutement de I’ARN polymérase II.

Enfin, une fois que I’ensemble des protéines formant le complexe d’initiation ont été
rassemblées au niveau du promoteur viral, Tax recrute le facteur P-TEFb (Positive-
Transcription Elongation Factor b) en se fixant a ses sous-unités, correspondant a la kinase
CDKO (Cyclin-Dependent Kinase 9) et a la cycline T1 (Zhou et al., 2006). Ce facteur P-TEFb
phosphoryle la sérine 2 du domaine C-terminal (CTD) de I’ARN polymérase II, assurant ainsi
I’élongation de la transcription effectuée par cette enzyme (Cho et al., 2007) (FIGURES 37C
et D). L’interaction de Tax avec le complexe SWI/SNF, en amont de I’ARN polymérase II,
garantit aussi cette élongation.

Dernierement, une étude a par ailleurs démontré qu’un autre facteur d’élongation, le facteur
ELL2, était modulé par Tax. En effet, Tax augmente spécifiquement I’expression de ce facteur,

contibuant ainsi a 1’activation de la transcription des génes viraux (Mann et al., 2014).
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En détournant ces différents éléments essentiels au déroulement de la transcription, la

protéine Tax favorise I’expression du génome proviral du HTLV-1, nécéssaire a sa réplication.
Par ailleurs, ce mécanisme va également déréguler I’expression de genes cellulaires, dont la
transcription dépend des facteurs et des co-activateurs mobilisés par Tax.
I1 a en effet été décrit que Tax induit I’expression de plusieurs génes cellulaires, comme ceux
codant pour I’IL-17 ou c-fos, grace a son interaction avec les facteurs CREB/ATF (Alexandre
and Verrier, 1991; Dodon et al., 2004), tandis que le recrutement de ces facteurs par Tax
entraine une activité répressive sur d’autres promoteurs cellulaires, comme ceux des geénes
codant pour la cycline A et D3 ou pour ’ADN polymérase a (Kibler and Jeang, 2001). Cette
répression pourrait notamment s’expliquer par un mécanisme de compétition pour le
recrutement des co-activateurs CBP/p300, au niveau des promoteurs cellulaires activés par des
facteurs de transcription ayant beaucoup ou, au contraire, peu d’affinité avec Tax, comme le
facteur pS3 (Boxus et al., 2008).

D’autre part, Tax peut interagir avec d’autres facteurs de transcription, comme AP-1
(Activator Protein-1) (Iwai et al., 2001) ou SRF (Serum Response Factor) (Winter and
Marriott, 2007), mais également les facteurs NF-kB, qui ont été décrits précédemment. Cette
diversité d’interactions avec les facteurs de transcription permet ainsi a la protéine Tax de
réguler I’expression de centaines de genes dans les cellules infectées (Pise-Masison et al.,
2002). Ces effets de Tax sur I’expression cellulaire ont donc une place importante dans la
dérégulation des processus biologiques des cellules infectées par HTLV-1, conduisant a leur

immortalisation et a leur transformation.

b) Tax cible les acteurs du cycle cellulaire et de ’apoptose
favorisant I’'immortalisation des cellules

Afin d’assurer la prolifération et la survie des cellules infectées, la protéine Tax

dérégule des protéines essentielles pour le cycle cellulaire et 1’apoptose.

Le cycle cellulaire est constitué de quatre phases : une phase G1 de croissance et de
préparation a la réplication, une phase S de réplication de I’ADN, une phase G2 de croissance
et de préparation a la mitose et enfin, une phase M de mitose, correspondant a la division de la
cellule mere en deux cellules filles identiques (FIGURE 38).

La progression du cycle cellulaire est controlée par différentes kinases CDK (Cyclin-
Dependent Kinase) associées a des cyclines, qui régulent leur activité (Lobjois, 2005;
Vermeulen et al., 2003).
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FIGURE 38 : La protéine Tax dérégule différents acteurs controlant la transition G1/S

du cycle cellulaire.

Représentation du cycle cellulaire eucaryote, composé de quatre phases G1, S, G2 et M. La progression entre
chaque phase est contrdlée par différents complexes CDK/cycline. La transition G1/S est régulée par les
complexes CDK(4/6)/cycline D, qui déclenchent la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRB), et est
poursuivie en fin de phase G1 par les complexes CDK?2/cycline E. Sous sa forme hyperphosphorylée, pRB devient
inactive et libére le facteur de transcription E2F, permettant ainsi 1’expression des génes essentiels a la transition
G1/S, dont le gene cycline E. La protéine virale Tax dérégule différentes protéines contrdlant ce passage de la
phase G1 a S : elle stimule d’une part I’expression ou 1’activité d’activateurs du cycle (symbolisés par les fléches
vertes) et d’autre part elle bloque I’expression ou ’activité des inhibiteurs (illustrés par les fléches rouges).
D’apres (Lobjois, 2005).
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L’activité des complexes CDK/cycline est inhibée par deux familles d’inhibiteurs de CDK: la
famille des protéines Ink4 (pl16™%, p15™** p18™ 4 et p19™4) qui est spécifique des
complexes CDK(4/6)/cycline D et les protéines de la famille Cip/Kip (p21<*!, p27"P! et

p57%?) qui agissent sur tous les complexes CDK/cycline.

L’une des étapes cruciales du cycle cellulaire est le passage de la phase G1 a la phase S,
permettant 1’entrée en prolifération des cellules. En effet, ’entrée en phase S est caractérisée
par la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRB), permettant la libération du
facteur de transcription E2F qui lui est associé et qui peut alors activer 1’expression de génes
cellulaires nécessaires pour la transition G1/S (FIGURE 38). La protéine Tax cible
spécifiquement cette étape et provoque une accélération de la phase G1, sans changement de la
durée de la phase S, dans les cellules infectées qui paraissent alors plus petites (Lemoine and
Marriott, 2001). Cette accélération est due a la dérégulation induite par Tax de plusieurs

protéines contrdlant cette transition (FIGURE 38).

La protéine Tax active notamment 1’expression des cyclines D1 et D2, impliquées dans

le passage G1/S (Akagi et al., 1996; Huang et al., 2001; Kim et al., 2010) (FIGURE 38). Cette
surexpression, qui a été constatée dans des cellules de patients infectés par HTLV-1, favorise
’association de la cycline D2 avec la kinase CDK6 habituelle, mais également avec les kinases
CDK4 ou CDK2 (Santiago et al., 1999).
Tax est en outre capable de moduler I’expression de différents genes codant pour des
protéines impliquées dans la transition G1/S, notamment en activant la voie NF-xB. Tax peut
en effet activer I’expression des kinases CDK2, 4 et 6 ainsi que de la cycline E et du facteur de
transcription E2F, tandis qu’elle réprime I’expression des inhibiteurs p18™* p19™*! et
p275P! (Akagi et al., 1996; Iwanaga et al., 2001) (FIGURE 38).

Par ailleurs, Tax peut interagir directement avec les complexes CDK/cycline D,
favorisant leur activité et la phosphorylation de la protéine pRB, entrainant un changement de
sa conformation a I’origine de la libération du facteur E2F (Neuveut et al., 1998). Une étude a
d’ailleurs montré que Tax se liait a CDK4, ce qui facilitait son association avec la cycline D,

induisant une augmentation de son activité kinase (Haller et al., 2002).

6Ink4a 5 Ink4b

La protéine Tax peut d’autre part interagir avec les inhibiteurs pl et pl , ce qui
conduit a leur inactivation (Low et al., 1997; Suzuki et al., 1996, 1999).
Enfin, Tax se fixe directement a la protéine pRB hypophosphorylée, qui séquestre E2F, et

induit sa dégradation par le protéasome cellulaire (Kehn et al., 2005) (FIGURE 38).
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FIGURE 39 : La protéine Tax dérégule différents acteurs médiant I’apoptose.

Représentation schématique des voies intrinséques ou mitochondriales et extrinseques de 1’apoptose. La voie
intrinséque fait intervenir notamment le facteur de transcription p53, qui est activé suite a la détection d’un stress
cellulaire (dommages a I’ADN, dérégulation du cycle,...), tandis que la voie extrinséque passe par des récepteurs
de mort (DR4/DRS5, Fas,...). La protéine virale Tax dérégule ces deux voies, et plus spécifiquement la voie
intrinséque, en activant I’expression de molécules anti-apoptotiques comme IAP (c-IAP1 c-IAP2, XIAP), Bel-XL
ou encore c-FLIP, via I’activation de la voie NF-kB. Tax réprime par ailleurs 1’expression de protéines pro-
apoptotiques comme Bax, Bim ou Bid, qui sont régulées par le facteur p53. Tax cible donc préférentiellement p53
pour inhiber I’effet pro-apoptotique et garantir la progression du cycle cellulaire ainsi que la survie des cellules
infectées par HTLV-1. D’aprées (de Vries, 2006).
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En accélérant le passage en phase S des cellules infectées par HTLV-1, Tax favorise
donc la prolifération excessive et incontrolée de ces cellules. Plus récemment, une étude a
prouvé qu’une fois la transition G1/S réalisée, Tax pouvait augmenter le nombre d’origines de
réplication activées en début de phase S, en recrutant notamment I’histone acétylase p300 et le
complexe hélicase MCM2-7 (Mini-Chromosome Maintenance proteins 2-7). Grace a ces
protéines, Tax modifie le programme temporel de la réplication, en rendant accessible des
origines de réplication normalement tardives, par hyperacétylation des histones (Boxus et al.,
2012). Ce mécanisme participe a I’augmentation du taux de réplication des cellules infectées,

ainsi qu’a I’accélération de la phase S.

Parallelement aux déreglements du cycle cellulaire, Tax favorise I’inhibition de
I’apoptose dans les cellules infectées, induisant ainsi la persistance virale et I’immortalisation
de ces cellules. Comme pour le cycle cellulaire, Tax détourne différents composants de la
machinerie anti-apoptotique ou pro-apoptotique, assurant un contrdle efficace sur 1’ensemble
de ce processus (FIGURE 39). En effet, la protéine Tax est capable d’activer 1’expression de
nombreuses molécules anti-apoptotiques telles Bcl-XL (Mori et al., 2001), IAP (Inhibitors of
Apoptosis Proteins) (Kawakami et al., 1999; Wildele et al., 2006), c-FLIP (cellular FLICE-
Like Inhibitory Protein) (Krueger et al., 2006), CXCR7 (Jin et al., 2009b), ou encore Bcl-3
(Saito et al., 2010). A T’inverse, Tax réprime 1’expression de molécules pro-apoptotiques
comme Bax (Brauweiler et al., 1997), ou encore Bim et Bid (Miihleisen et al., 2014) (FIGURE
39). De facon intéressante, une grande partie des régulations induites par Tax passe par
’activation de facteurs NF-«xB.

Dernierement, une étude a mis en évidence la dérégulation de la voie de ’autophagie
dans des cellules exprimant Tax, entrainant une protection de ces cellules contre 1’apoptose
induite via la voie extrinseque. Cette dérégulation a été montrée comme passant par 1’activation

du complexe IKK de la voie NF-kB (Wang et al., 2014).

Tax est capable d’inhiber les deux voies de 1’apoptose, correspondant a la voie
intrinseque ou mitochondriale, activée principalement suite a un stress cellulaire, et a la voie
extrinseéque, activée par la liaison de ligands extracellulaires au niveau de récepteurs de mort
(Fas, CD95, DR4 ou DRS par exemple). Toutefois, une étude a montré que Tax protégeait
essentiellement les cellules contre la voie intrinseque (Saggioro et al., 2001), ce qui est
également suggéré par le fait que Tax détourne un plus grand nombre de protéines impliquées

dans la voie intrinseque que dans la voie extrinseque (FIGURE 39).
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La voie intrinseque de 1’apoptose passe notamment par 1’activation du facteur de
transcription p53. Cette protéine, fréquemment mutée dans les cancers humains, est activée en
cas de stress, qui peut correspondre a des dommages dans ’ADN ou a une dérégulation du
cycle cellulaire, et va induire I’expression de nombreux genes impliqués dans 1’apoptose,
I’arrét du cycle et la réparation de I’ADN (Vogelstein et al., 2000).

Tax cible donc préférentiellement ce suppresseur de tumeur p53 dans les cellules, afin

de favoriser leur survie (FIGURE 39). Pour cela, Tax utilise principalement deux mécanismes
conduisant a I’inactivation de p53, sans que I’oncoprotéine virale n’intéragisse avec ce facteur
ou qu’elle n’empéche sa fixation a ’ADN (Mulloy et al., 1998b).
Le premier mécanisme est basé sur une compétition entre Tax et p53 pour le recrutement des
co-activateurs CBP/p300, essentiels aux deux protéines pour qu‘elles induisent la transcription
de leurs genes cellulaires cibles. Il a en effet été décrit que Tax pouvait inhiber 1’interaction
entre p53 et CBP in vitro (Ariumi et al., 2000). Le deuxieme mécanisme correspond a
I’induction d’une interaction entre p53 phosphorylé et RelA, basée sur I’activation de la sous-
unité catalytique IKKP du complexe IKK par Tax. En activant IKKP, Tax induit la
phosphorylation de RelA, qui peut alors interagir avec p53 phosphorylé, localisé au niveau de
ses promoteurs cibles, entralnant ainsi la stabilisation et I’inactivation du suppresseur de
tumeur (Jeong et al., 2004, 2005b). En effet, la phosphorylation de p53 a été décrite comme
inhibant son interaction avec les facteurs de transcription, dont TFIID (Pise-Masison et al.,
1998). Des études récentes ont également montré que Tax coopérait avec le facteur Wipl
(Wild-type p53-induced phosphatase 1) pour favoriser I’inactivation de p53 et que ces
protéines Tax et Wipl pouvaient interagir (Dayaram et al., 2013; Zane et al., 2012a).

Il faut par ailleurs noter que la protéine Tax2 du virus HTLV-2 peut inhiber pS3, mais
avec une efficacité moins importante que la protéine Tax1 du HTLV-1, suivant les sous-types
moléculaires d’HTLV-2 (Mahieux et al., 2000; Romanelli et al., 2013). Ces variations

pourraient participer aux différences de pathogenese constatées entre HTLV-1 et HTLV-2.

En dérégulant les acteurs du cycle cellulaire et de 1’apoptose, Tax favorise donc la
prolifération et la survie des cellules infectées par HTLV-1, conduisant a leur immortalisation.
Ces ¢étapes sont cruciales dans [’établissement d’un phénotype transformé, puisqu’elles
participent a I’apparition et a I’accumulation d’anomalies génomiques dans I’ADN cellulaire.
La protéine Tax peut, en outre, contribuer directement a 1’apparition de ces anomalies, en
modulant les protéines garantes de I’intégrit¢ du génome, dont notamment celles impliquées

dans la réparation des dommages a I’ADN.
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FIGURE 40 : La protéine Tax dérégule le point de controle de la transition G2/M,

favorisant I’accumulation des anomalies génomiques.

Représentation schématique des molécules impliquées dans le point de contrdle du passage de la phase G2 a la
phase M du cycle cellulaire. La protéine kinase ATM est activée par la présence de cassures double brin dans
I’ ADN, entralnant 1’activation par phosphorylation des kinases CHK1 et CHK?2. La phosphatase CDC25 est alors
inactivée par CHK1 et 2, entrainant le maintien de la phosphorylation sur le complexe CDK1/cycline B, qui ne
peut induire la transition G2/M. La protéine virale Tax bloque les kinases ATM, CHKI1 et 2, favorisant le passage
en phase M des cellules, malgré la présence de cassures double brin dans leur ADN. D’aprés (Lobrich and Jeggo,
2007).
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¢) Tax cible les acteurs du maintien de P’intégrité génomique
favorisant la transformation des cellules

Des anomalies génétiques, correspondant a des mutations, des insertions ou des
délétions de genes, ainsi que des anomalies chromosomiques, touchant le nombre ou la
structure des chromosomes, sont retrouvées chez la plupart des patients atteints d’ATLL
(Itoyama et al., 1990; Matsuoka and Jeang, 2007; Whang-Peng et al., 1985). La protéine Tax a
été identifiée comme étant impliquée dans la survenue de ces anomalies (Lemoine and
Marriott, 2002; Miyake et al., 1999). L’un des mécanismes majeurs entrainant 1’accumulation
des anomalies génomiques dans les cellules infectées par HTLV-1 est I’inhibition des
machineries de détection et de réparation des dommages a I’ADN par la protéine Tax
(Matsuoka and Jeang, 2011).

Des études ont en effet montré que Tax pouvait inhiber les différentes voies de
réparation de ’ADN cellulaire. Ainsi, Tax réprime la réparation par excision de nucléotides
(NER, Nucleotide Excision Repair), qui permet de diminuer les 1ésions bloquant I’ADN
polymérase au cours de la réplication de ’ADN (Kao and Marriott, 1999; Lemoine et al.,
2000). Tax peut en outre bloquer la réparation de I’ADN par excision de bases (BER, Base
Excision Repair), en inhibant ’ADN polymérase 3 qui corrige les cassures simple brin ou les
bases endommagées dans I’ADN (Jeang et al., 1990; Philpott and Buehring, 1999). D’autre
part, la répression de 1’expression des genes codant pour les protéines impliquées dans le
processus de réparation des mésappariements (MMR, Mismatch Repair) a également été mise
en évidence dans des cellules de sujets ATLL, sans pour autant montrer 1’implication directe de
Tax (Morimoto et al., 2005). Enfin, Tax est capable de séquestrer, au niveau de corps
nucléaires, les facteurs BRCA-1 (Breast Cancer-1), MDC1 (Mediator of DNA-damage
Checkpoint 1) et DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase), impliqués dans les deux
processus de réparation des cassures double brin de I’ADN, correspondant a la recombinaison
homologue (RH) et a la jonction d’extrémités non homologues (NHEJ, Non-Homologous End-
Joining), permettant ainsi d’empécher I’action de ces facteurs (Belgnaoui et al., 2010). Tax
réprime également 1’expression d’une autre protéine intervenant dans la voie de réparation
NHE], le facteur Ku80 (Ducu et al., 2011; Majone et al., 2005).

Par ailleurs, Tax bloque les protéines intervenant dans la détection des cassures double
brin de I’ADN, conduisant normalement a I’inhibition de la transition G2/M du cycle cellulaire
(FIGURE 40). En effet, Tax interagit avec les kinases CHK1 et CHK2 inhibant ainsi leur
activité, essentielle pour maintenir le complexe CDK1/cycline B phosphorylé et empécher la

transition G2/M (Park et al., 2004, 2006) (FIGURE 40).
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Il a également été démontré que Tax inhibait la kinase ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated),
qui phosphoryle et active CHKI1 et 2 (Chandhasin et al., 2008). Avec ces mécanismes, Tax
favorise donc le passage des cellules en mitose, malgré la présence d’anomalies au niveau de
leur ADN (FIGURE 40).

Grace a Il’inactivation de différentes protéines impliquées dans la détection et la
réparation des dommages a I’ADN, Tax favorise 1’accumulation et la persistance de 1ésions
dans le génome, conduisant a I’émergence d’un phénotype transformé.

Récemment, Tax a, en outre, été mise en évidence comme pouvant induire la production de
ROS (Reactive Oxygen Species) dans les cellules infectées par HTLV-1, qui sont capables de
créer directement des dommages dans I’ADN (Choi and Harhaj, 2014a; Kinjo et al., 2010).

De facgon intéressante, 1’inhibition de la réparation des cassures double brin par Tax
favorise I’apparition de chromosomes structurellement anormaux. La présence de nombreuses
extrémités 3’-OH non protégées et accessibles au niveau de ces cassures double brin, dans les
micronuclei formés en présence de Tax, facilite par ailleurs les remaniements chromosomiques
(Majone and Jeang, 2000). Des études ont également montré que Tax coopérait avec le facteur
TALI1 (T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 1), afin de réprimer I’expression du géne codant
pour la sous-unité catalytique hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase) de la
télomérase, inhibant ainsi cette enzyme (Gabet et al., 2003; Terme et al., 2009; Zane et al.,
2012b). Les télomeres situés aux extrémités des chromosomes sont alors raccourcis, ce qui
contribue a leur fusion.

Enfin, Tax a été associée a 1’induction de I’aneuploidie dans les cellules infectées par
HTLV-1, causée par des défauts de ségrégation des chromosomes durant la mitose. Tax est en
effet capable de moduler différentes protéines cellulaires impliquées dans la constitution et la
mise en place du fuseau mitotique, indispensable a la bonne ségrégation des chromosomes. Les
centrosomes sont des éléments clés de ce fuseau et sont particulicrement ciblés par Tax, qui
dérégule leur duplication, induisant I’aneuploidie (Afonso et al., 2007b).

Tax interagit notamment avec la protéine RanBP1 au niveau des centrosomes, qui contrdle la
formation des fuseaux mitotiques, modifiant ainsi son activité et provoquant une multiplication
anormale et une fragmentation des centrosomes (Peloponese et al., 2005). La protéine Tax
interagit, en outre, avec TAXI1BP2, inhibant son activité de contrdle de la réplication des
centrosomes (Ching et al., 2006; Pumfery et al., 2006). Enfin, Tax peut se lier aux protéines
HsMad]1 et HsMad2 au niveau des centrosomes, qui sont deux facteurs impliqués dans le point

de contrdle du fuseau mitotique au cours de la phase M du cycle cellulaire (Jin et al., 1998).
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FIGURE 41 : Modele des différents événements et dérégulations induites par Tax

conduisant a ’immortalisation et a la transformation des cellules infectées par HTLV-1.

L’expression de la protéine Tax dans les lymphocytes T CD4™ infectés par HTLV-1 entraine la dérégulation de
multiples voies de signalisation cellulaires, dont NF-xB, PI3K-Akt ou MAPK, ainsi que d’un grand nombre de
protéines impliquées dans le contrdle du cycle cellulaire, comme les kinases CDK, ou de I’apoptose, comme le
facteur p53. Tous ces événements favorisent la prolifération et la survie des cellules infectées, a I’origine de leur
immortalisation. Par ailleurs, Tax module I’activité de nombreux acteurs du maintien de I’intégrité génomique,
comme les protéines intervenant dans la détection et la réparation des dommages a I’ADN ou les protéines
RanBP1, TAX1BP2 et HsMad1/2, contrdlant la duplication des centrosomes et la bonne mise en place du fuseau
mitotique. Ces déreglements conduisent a I’aneuploidie et a I’accumulation de dommages clastogéniques,
participant a I’installation d’un phénotype transformé dans les cellules immortalisées, qui peuvent proliférer
indépendamment de 1’expression de Tax. Enfin, la protéine virale HBZ et son action sur la multiplication des
cellules notamment, ainsi que des dérégulations au niveau de I’expression des miARN cellulaires, contribuant
entre autre a ’inhibition du suppresseur de tumeur TP53INP1, achévent la transformation définitive des cellules
en cellules leucémiques ATLL. D’aprés (Matsuoka and Jeang, 2011).
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Le recrutement de ces facteurs inhibe leur fonction et les empéche d’arréter la mitose en
présence d’anomalies du fuseau, favorisant ainsi une ségrégation anormale des chromosomes

(Jin et al., 1998).

La protéine Tax contribue donc a I’induction d’une instabilit¢ génomique dans les

cellules infectées par HTLV-1, en favorisant 1’aneuploidie et la survenue de dommages
clastogéniques majeurs, a travers la dérégulation de nombreux acteurs impliqués dans le
maintien de I’intégrité génomique (FIGURE 41). L’accumulation de ces événements participe
a ’acquisition d’un phénotype transformé dans ces cellules, ainsi qu’a leur capacité a proliférer
en I’absence de Tax (FIGURE 41).
Dans un deuxieme temps, D’expression de la protéine HBZ, qui induit notamment la
réactivation des fonctions de la sous-unité catalytique hTERT et favorise la prolifération des
cellules immortalisées (Terme et al., 2009), ainsi que des changements au niveau de
I’expression des miARN cellulaires, entrainant entre autre I’inhibition du suppresseur de
tumeur TPS53INP1 (Yamagishi and Watanabe, 2012; Yeung et al., 2008), permet la
transformation définitive et complete des cellules infectées par HTLV-1 en cellules
leucémiques, contribuant au développement de I’ATLL (Matsuoka and Jeang, 2011)
(FIGURE 41).

II1.2. Les caractéristiques structurelles et la localisation de Tax sont

adaptées a ses fonctions

I11.2.1. Localisation subcellulaire de la protéine Tax

La protéine Tax du virus HTLV-1 est présente dans différents compartiments cellulaires
et est sujette a un traffic important entre le noyau et le cytoplasme des cellules, afin d’interagir
avec ses multiples partenaires et de moduler ses effets pléiotropiques, pour favoriser la
réplication et la persistance virale (Alefantis et al., 2005a; Bertazzoni et al., 2011). Tax n’est
pas localisée de fagcon homogeéne dans le noyau ou le cytoplasme, mais elle s’organise
essentiellement sous forme de structures spécifiques, primordiales pour ses fonctions

(Lodewick et al., 2011).

Dans le cytoplasme, Tax peut étre distribuée de manicre diffuse ou ponctuée au niveau

de deux types de structures.
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FIGURE 42 : La protéine Tax est localisée dans des granules cytoplasmiques et dans des

compartiments périnucléaires.

A. Visualisation des granules cytoplasmiques contenant (1) Tax, (2) TAB2 et (3) la calréticuline dans des
cellules Hep2, co-transfectées avec Tax-HA et TAB2-Flag. D’aprés (Avesani et al., 2010).

B. Visualisation du compartiment périnucléaire, acollé au noyau et formé en présence de Tax dans des cellules
C8166 exprimant une protéine Tax endogene Le compartiment est associé a I’appareil de Golgi, dont la
protéine GM130 est marquée en verte (2) et NEMO est recrutée au niveau de cette structure (1). (3) La
colocalisation entre GM130 et NEMO au niveau du compartiment périnucléaire est indiquée par la fleche
blanche. D’aprées (Harhaj et al., 2006).

C. Visualisation du compartiment périnucléaire contenant (1) Tax et (2) NEMO, dans des cellules C8166. (3) Le
compartiment est associé au centrosome représenté par la protéine y-tubuline. D’aprés (Kfoury et al., 2008).

Tax + noyau RelA Superposition

1 3

FIGURE 43 : La protéine Tax est localisée dans des corps nucléaires spécifiques.

Visualisation des corps nucléaires Tax contenant (1) Tax et (2) le facteur RelA, au niveau du noyau de cellules
HelLa transfectées avec Tax. D’aprés (Bonnet et al., 2012).
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La premiere correspond a des granules, situées dans I’ensemble du cytoplasme, et plus
particulicrement, en périphérie du noyau. Ces granules contiennent la protéine Tax liée a la
calréticuline, permettant sa rétention cytoplasmique, ainsi que des membres de la voie NF-kB,
comme les protéines TAB2 ou NEMO (Alefantis et al., 2007; Avesani et al., 2010) (FIGURE
42A). Ces structures pourraient donc favoriser 1’activation de la voie NF-xB induite par Tax,
en regroupant les différents acteurs nécessaires a ce processus.

Toutefois, des études ont montré que ¢’est majoritairement au niveau d’une deuxieéme
structure concentrant Tax, qui a été identifiée dans le cytoplasme, que ’activation de la voie
NF-kB a lieu. Cette structure est un compartiment périnucléaire, qui est associ¢ a ’appareil de
Golgi ainsi qu’au centrosome et est acollé a I’enveloppe nucléaire (Nejmeddine et al., 2005)
(FIGURES 42B et C). Le recrutement du complexe IKK par Tax a en effet été constaté au
niveau de ce compartiment, témoignant de son role central dans I’activation de la voie NF-xB
(Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008). La protéine Tax a été plus précisément localisée dans

les radeaux lipidiques des membranes de I’appareil de Golgi (Huang et al., 2009).

Tax est par ailleurs située de facon importante au niveau du noyau, pour pouvoir
notamment réguler I’expression du génome proviral ainsi que celle d’autres génes cellulaires.
Les premieres observations de la protéine virale dans le noyau ont permis de constater que Tax
était absente du nucléole et qu’elle se concentrait en structures, qui ont tout d’abord été
qualifiées de TSS (Tax-Specckled Structures) (Semmes and Jeang, 1996). Ces TSS font parties
du réseau de corps nucléaires qui occupe ’espace interchromatinien du noyau (Mao et al.,
2011). Elles ont été assimilées au départ a un autre type de corps nucléaires, les complexes de
granules interchromatiniennes (IGC, Interchromatin Granule Clusters ou NS, Nuclear
Speckles), avant d’étre plus précisément caractérisées et définies comme des corps nucléaires
spécifiques de Tax (Bex et al., 1997) (FIGURE 43).

De nombreuses protéines sont retrouvées dans ces corps nucléaires Tax, appartenant
entre autre aux machineries de transcription, d’épissage, de réparation des dommages a I’ADN
ou encore de réplication (Belgnaoui et al., 2010; Bex et al., 1997; Boxus et al., 2012). D’autre
part, la présence des facteurs p50, RelA ou encore NEMO, au niveau de ces corps nucléaires,
suggérait un role de ces structures dans 1’activation transcriptionnelle de la voie NF-«xB induite
par Tax (Bex et al., 1997; Lamsoul et al., 2005) (FIGURE 43). Cependant, notre laboratoire a
prouvé récemment qu’une protéine Tax mutée, ne pouvant former de corps nucléaires, était
capable d’activer, comme une protéine Tax sauvage, les étapes cytoplasmiques et nucléaires de

la voie NF-«xB, remettant en cause cette hypothese (Bonnet et al., 2012).
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Par ailleurs, la détection d’¢éléments de la machinerie de SUMOylation dans les corps
nucléaires Tax, comme les protéines SUMOI1 (Small Ubiquitin-like Modifier 1) ou I’enzyme de
conjugaison UbcY, laisse penser que ces structures correspondent a des sites de SUMOylation

actifs des protéines (Kfoury et al., 2011).

Afin de coordonner ses différentes fonctions, Tax circule de facon dynamique et
bidirectionnelle entre le cytoplasme et le noyau, ainsi qu’entre ses corps nucléaires (Burton et
al., 2000; Kfoury et al., 2011). Il faut par ailleurs noter que la localisation de Tax dans les
cellules peut étre influencée par différents stimuli comme le stress génotoxique, qui favorise
I’export nucléaire de la protéine (Gatza and Marriott, 2006), mais également par d’autres
partenaires cellulaires, comme la déubiquitinylase STAMBPL1 (STAM-Binding Protein-Like
1), qui entraine 1’export de Tax et est également impliquée dans sa redistribution en réponse au
stress génotoxique (Lavorgna and Harhaj, 2012).

En ce qui concerne la protéine Tax2 du virus HTLV-2, sa localisation est similaire a
celle de la protéine Tax1 du HTLV-1, qui vient d’étre décrite, avec une distribution a la fois
dans le cytoplasme, notamment au niveau du réticulum endoplasmique, et dans le noyau
(Avesani et al., 2010). 1l semble cependant que Tax2 ne forme pas de corps nucléaires et soit
présente dans le cytoplasme de toutes les cellules, tandis que Tax1 n’est retrouvée que dans

la moitié des cellules positives (Turci et al., 2009).

Outre sa localisation cytoplasmique et nucléaire, Tax peut étre sécrétée dans le milieu
extracellulaire, grace a son interaction avec de nombreuses protéines impliquées dans la voie
de sécrétion. Ces protéines Tax sécrétées ont ét€ notamment mises en évidence au niveau du
liquide céphalorachidien de patients atteints de TSP/HAM, contribuant a I’inflammation et a la
pathogenese (Alefantis et al., 2005b; Jain et al., 2007).

La distribution diversifiée et dynamique de Tax dans les cellules est rendue possible
grace a la présence de différents domaines dans la protéine, gouvernant sa localisation au

niveau de compartiments spécifiques ou son interaction avec différents partenaires cellulaires.

II1.2.2. Structure de la protéine Tax

Tax est une protéine de 353 acides aminés, correspondant a un poids moléculaire de
40kDa, dont la séquence est hautement conservée entre les différents sous-types moléculaires

d’HTLV-1 (Romanelli et al., 2013; Shirinian et al., 2013).
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Représentation schématique de la séquence protéique de Tax avec ses quelques motifs structuraux (motif en doigt
de zinc, régions riches en leucines), ses signaux de localisation (NLS, TSLS et NES) et ses domaines de
dimérisation (DD1, DD2 et DD3). Les principaux domaines fonctionnels de la protéine virale ont également été
illustrés avec les domaines d’activation CREB et NF-kB, ainsi que celui impliqué dans la transactivation, et les
nombreux domaines d’interaction avec les partenaires cellulaires principaux de Tax (CREB, CBP/p300, NEMO,
PCAF, les sillons d’ADN et les protéines a motif PDZ via le domaine PBM). D’aprés (Currer et al., 2012;
Lavorgna and Harhaj, 2014).
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Afin de lui permettre de circuler entre le cytoplasme et le noyau pour interagir avec ses
nombreux partenaires et réaliser ses fonctions, la protéine Tax contient un signal de localisation
nucléaire (NLS), situé dans les 50 premiers résidus de sa partie N-terminale, ainsi qu’un signal
d’export nucléaire (NES), riche en leucines et localisé entre les acides aminés 188 a 202
(Currer et al., 2012; Gitlin et al., 1991; Smith and Greene, 1992) (FIGURE 44). De facon
intéressante, le signal NES de Tax est masqué et ce sont les interactions avec des protéines
cellulaires ou les modifications de Tax qui entrainent son exposition (Alefantis et al., 2003).
Par ailleurs, une séquence appelée TSLS (Tax Speckled structure Localization Signal), située a
coté du signal NLS, a été mise en évidence comme permettant la localisation de Tax au niveau

des corps nucléaires (Fryrear et al., 2009).

La formation de dimeres de Tax est un élément essentiel pour la localisation de la
protéine virale mais également pour ses fonctions, notamment pour qu’elle induise la
transactivation optimale des LTR (Jin and Jeang, 1997; Tie et al., 1996). Un domaine de
dimérisation, découpé en trois sous-parties (DD1, DD2 et DD3), a été identifié dans la région
centrale de Tax (Basbous et al., 2003; Tie et al., 1996) (FIGURE 44). Un motif en doigt de
zinc, localisé entre les acides aminés 22 a 53, a également été impliqué dans le processus de

dimérisation (Jin and Jeang, 1997; Semmes and Jeang, 1992a).

Bien que la structure tridimensionnelle de Tax n’ait pas encore été déterminée,
I’analyse de sa séquence protéique ainsi que celle de différents mutants a permis la mise en
évidence de multiples domaines fonctionnels dans la protéine virale (Semmes and Jeang,
1992b; Smith and Greene, 1990).

En ce qui concerne la fonction transactivatrice de Tax, sa région N-terminale, et
notamment le motif en doigt de zinc, semblent nécessaires pour que Tax interagisse avec les
facteurs CREB (Goren et al., 1995; Yin et al., 1995) (FIGURE 44). Une région, située entre
les acides aminés 81 a 95 et similaire au motif KID retrouvé dans la protéine CREB, a par
ailleurs été montrée comme étant requise pour l’interaction entre Tax et les co-activateurs
CBP/p300 (Harrod et al., 1998). Les résidus 319 et 320 de Tax, ont pour leur part été impliqués
dans la liaison aux co-activateurs PCAF (Jiang et al., 1999). Les contacts de Tax avec le petit
sillon de ’ADN, permettant la stabilisation du tétramere Tax/CREB/ATF sur le LTR, sont
réalisés au niveau des acides aminés 89 a 110 de la protéine virale (Kimzey and Dynan, 1998).
Enfin, un domaine associé a la fonction transactivatrice de Tax a été identifié entre les résidus

289 a 322 (Semmes and Jeang, 1995).
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Pour ce qui est de I’activation de la voie NF-kB, la protéine Tax posséde un important
domaine, au niveau de sa partie centrale, qui est impliqué dans ce processus, avec notamment
une des régions riches en leucines nécessaire pour I’interaction avec NEMO (Xiao et al., 2000)
(FIGURE 44).

Un dernier motif, trés important pour les fonctions de Tax et notamment pour sa
capacité transformante, a été caractérisé a 1’extrémité C-terminale de la protéine. Ce motif,
appelé PBM (PDZ Binding Motif), correspond aux quatre derniers acides aminés de Tax, c’est-
a-dire aux résidus E/T/E/V, et est capable de se lier au domaine dit PDZ (PSD-95/Dlg/Z0-1),
retrouvé dans de nombreuses protéines cellulaires, dont le suppresseur de tumeur DIg ou la
protéine MAGI-3, qui coopere avec PTEN pour inhiber la voie PI3K-Akt (Hirata et al., 2004;
Romanelli et al., 2013; Rousset et al., 1998) (FIGURE 44).

Les protéines Tax1 du HTLV-1 et Tax2 du HTLV-2, qui présentent pres de 85% de similarités
au niveau de leurs séquences protéiques, se distinguent d’ailleurs par ce domaine PBM. En
effet, contrairement a ce qui vient d’étre décrit pour Tax1, la protéine Tax2 ne possede pas de
motif PBM. L’absence de ce motif explique notamment le faible pouvoir transformant de
Tax2, participant aux différences de pathogenese constatées entre les virus HTLV-1 et HTLV-

2 (Higuchi and Fujii, 2009; Hirata et al., 2004).

Outre sa structure, la protéine Tax est la cible de nombreuses modifications post-
traductionnelles, qui vont moduler sa distribution et ses fonctions. En effet, ces modifications
induisent des changements dans la conformation de la protéine, régulant ainsi les relations

entre Tax et ses multiples partenaires cellulaires.

I11.3. Les modifications post-traductionnelles de Tax déterminent sa

localisation et ses fonctions

Comme la plupart des protéines cellulaires, Tax possede différentes modifications post-
traductionnelles, qui participent a la régulation et a la diversité de ses fonctions. Ces
modifications ont également un impact sur la localisation subcellulaire de la protéine. Par
ailleurs, Tax peut altérer les modifications post-traductionnelles de protéines cellulaires cibles,
comme NEMO, afin de moduler leur activité et de favoriser la réplication et la pathogenese

virale (Currer et al., 2012).

A I’heure actuelle, cinq modifications ont été décrites au niveau de la protéine Tax.
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FIGURE 45 : Les modifications post-traductionnelles de Tax.

Représentation schématique de la protéine Tax et de ses différents résidus, cibles des modifications post-
traductionnelles. Les acides aminés thréonines (T) et sérines (S) phosphorylés (P) sont illustrés en bleu et les 10
lysines (K), qui peuvent étre ubiquitinylées (Ub), SUMOylées (SUMO) ou encore acétylées (Ac), sont indiquées
en rouge. L’impact de ces modifications post-traductionnelles sur la capacité de Tax a activer la voie NF-kB est
également symbolisé par des traits rouges, correspondant a I’inhibition de la voie, et par des fléches vertes
correspondant a son activation. D’aprés (Lavorgna and Harhaj, 2014).
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La premiere modification post-traductionnelle de Tax a avoir été identifiée est la
phosphorylation (Nyunoya et al., 1988). Plusieurs résidus sont phosphorylés, modulant la
distribution subcellulaire de Tax et entrainant des effets activateurs ou au contraire inhibiteurs
sur ses fonctions (FIGURE 45). En effet, la phosphorylation des sérines 300 et/ou 301 est
nécessaire pour la localisation de Tax au niveau des corps nucléaires et pour 1’activation des
voies CREB et NF-kB (Bex et al., 1999). A I’inverse, la phosphorylation de la thréonine 215
inhibe I’activation des voies CREB et NF-kB et celle de la thréonine 48 réprime uniquement la
voie NF-kB (Durkin et al., 2006). Les résidus thréonine 184 et sérine 336 phosphorylés ne
semblent pas avoir d’effets sur I’activité de Tax dans la modulation de ces voies.

La ou les protéines kinases impliquées dans la phosphorylation de Tax n’ont pas encore été
clairement identifiées. Seule une étude réalisée in vitro a montré I'implication de la kinase
CK2, qui phosphoryle la sérine 336 de Tax mais €galement des résidus non décrits,
correspondant a la sérine 344 et a la thréonine 351, proches du motif PBM (Bidoia et al.,

2010).

Certains des acides aminés proline de la protéine Tax peuvent par ailleurs étre
isomérisés. L’interaction entre Tax et I’enzyme PIN1 (Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase
NIMA-interacting 1), responsable de I’isomérisation des prolines précédées d’une sérine ou
d’une thréonine phosphorylées, ainsi que la surexpression de cette enzyme dans les cellules de
patients ATLL, suggerent que PIN1 participe a ce processus (Jeong et al., 2009; Peloponese et
al., 2009). Bien que I’'implication de cette enzyme n’ait pas directement ét¢ démontrée, des
études ont prouvé que PIN1 augmentait la demi-vie de Tax en empéchant son ubiquitinylation
et sa dégradation via le protéasome cellulaire, mais également qu’elle favorisait I’activation de
la voie NF-«xB induite par Tax en facilitant son interaction avec NEMO (Jeong et al., 2009;

Peloponese et al., 2009).

Hormis les acides aminés sérines, thréonines et prolines, les résidus lysines de Tax sont
les cibles principales de trois modifications post-traductionnelles, essentielles dans les
fonctions de la protéine virale, et notamment dans ’activation de la voie NF-«xB. En effet, sur
les 10 lysines que compte la séquence protéique de Tax, 7 peuvent étre acétylées,
ubiquitinylées ou SUMOylées. Les lysines 7 (K7) et 8 (K8) sont méme les cibles a la fois de
I’ubiquitinylation et de la SUMOylation (FIGURE 45).

L’acétylation concerne la dixieme et derniere lysine de Tax (K10), en position 346 et

est réalisée par I’histone acétyltransférase p300, un partenaire cellulaire de Tax (FIGURE 45).
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FIGURE 46 : Le processus d’ubiquitinylation des protéines.

Représentation schématique du cycle de conjugaison des protéines ubiquitines (Ub) a leur protéine substrat. Le
précurseur ubiquitine est tout d’abord maturé par clivage de son extrémité C-terminale par une déubiquitinylase
(DUB). L’ubiquitine mature suit ensuite trois grandes étapes conduisant a sa fixation au substrat. Elle passe par
une premicre étape d’activation, réalisée par ’enzyme El, correspondant a I’adénylation de son extrémité C-
terminale a partir de I’ATP. La protéine Ub est ensuite conjuguée a la cystéine du site catalytique actif d’E1 avant
de passer par une deuxieme étape, qui est son transfert au niveau de la cystéine de ’enzyme de conjugaison E2.
Enfin, I’ubiquitine est conjuguée au substrat grace a une enzyme E3 ubiquitine ligase, & domaine RING ou a
domaine HECT. La protéine Ub peut finalement étre recyclée en étant clivée de son substrat par une
déubiquitinylase. D’aprés (Kerscher et al., 2006).
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La phosphorylation des sérines 300 et 301 de Tax ainsi que la formation des corps nucléaires
sont requises pour 1’acétylation de la protéine virale, qui conduit a 1’activation de 1’expression
de genes cibles NF-kB (Lodewick et al., 2009). Une étude a en outre démontré une
colocalisation entre p300 et la protéine Tax acétylée au niveau des corps nucléaires, suggérant
que ces structures sont des sites actifs pour I’acétylation de Tax (Lodewick et al., 2011).

Les lysines de Tax peuvent par ailleurs étre conjuguées a de petites protéines,
correspondant aux ubiquitines (Ub) et aux SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier). Ces
modifications jouent un rdle clé dans la localisation subcellulaire de Tax ainsi que dans ses

fonctions, et plus particulierement dans le processus d’activation de la voie NF-«B.

I11.3.1. L’ubiquitinylation de Tax

a) Description du processus d’ubiquitinylation des protéines

L’ubiquitine (Ub) est une petite protéine de 76 acides aminés et de 8kDa, identifiée
dans le milieu des années 1970 et qui est présente, de facon trés conservée, chez différentes
espéces, allant de la levure a I’homme. Par la suite, de nombreuses autres petites protéines, aux
propriétés similaires a celles de 1’ubiquitine, ont été découvertes et ont été qualifiées d’Ubl
(Ubiquitin-like proteins) (Kerscher et al., 2006). Les Ubl régulent de nombreux processus
biologiques comme la transcription, la réparation de I’ADN ou encore la transduction de signal
(Kerscher et al., 2006). Bien que ces protéines Ubl n’aient pas une similarité¢ de séquence
importante avec I’ubiquitine, elles possédent toutes une structure tridimensionnelle commune,
appelée conformation en [B-grasp (Hochstrasser, 2000) (FIGURE 47A). Les ubiquitines,
comme les Ubl, sont également capables d’étre conjuguées de facon covalente au niveau de

résidus lysines d’autres protéines, grace a un mécanisme commun.

Les précurseurs ubiquitines subissent une maturation réalisée par des déubiquitinylases
(DUB), permettant d’exposer, a leur extrémité C-terminale, le motif di-glycine nécessaire a
leur conjugaison (Kerscher et al., 2006; Komander and Rape, 2012) (FIGURE 46).

Une fois matures, les ubiquitines passent par trois étapes successives pour aboutir
finalement a leur fixation aux protéines substrats (Komander, 2009) (FIGURE 46).

La premicre étape correspond a I’activation de 1’ubiquitine par 1’adénylation de son extrémité
C-terminale. Cette réaction est catalysée par une enzyme appelée enzyme d’activation EIl, a
partir de I’ATP (Adénosine Tri-Phosphate). L’ubiquitine est ensuite transférée au niveau de la

cystéine du site catalytique de I’enzyme E1, formant une liaison thioester riche en énergie.
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La protéine Ub est ensuite transférée au niveau de la cystéine d’une deuxiéme enzyme,
qualifiée d’enzyme de conjugaison E2.

Enfin, I’ubiquitine est conjuguée a la protéine substrat grice a une troisi¢me et derniere
enzyme, 1’'ubiquitine ligase E3. Il faut noter qu’il existe deux type d’enzymes E3 ligases : les
E3 a domaine RING (Really Interesting New Gene) et les E3 a domaine HECT (Homologous
to the E6-AP Carboxyl Terminus) (Metzger et al., 2012) (FIGURE 46). Les ubiquitine ligases
a domaine RING interagissent a la fois avec I’enzyme E2 et la protéine substrat, afin de les
rapprocher et de positionner correctement le substrat pour faciliter le transfert de 1’ubiquitine.
Au contraire, les ubiquitine ligases a domaine HECT se lient a la protéine Ub grice a la

cystéine de leur site actif, puis elles la transferent au substrat.

L’ubiquitinylation est un processus transitoire et réversible via Dl’intervention de
déubiquitinylases, qui clivent la protéine Ub du substrat (FIGURE 46). L ubiquitine est alors
recyclée et peut €tre de nouveau conjuguée a un autre substrat. Il existe pres de 100 enzymes
déubiquitinylases chez ’homme, regroupées en cinq familles distinctes, partageant toutes un
domaine de liaison aux chaines d’ubiquitine, leur permettant ainsi de se lier aux protéines
cibles (Komander et al., 2009; Reyes-Turcu et al., 2009).

Chez les eucaryotes, deux enzymes E1 ont été mises en évidence, ainsi que pres de 40
enzymes E2 et plus de 600 enzymes E3. La spécificité de reconnaissance des protéines
substrats est déterminée par le couple E2/E3 (Komander and Rape, 2012). La conjugaison de
I’ubiquitine a la protéine substrat correspond a la formation d’une liaison isopeptidique entre le
groupe carboxyle de la glycine C-terminale de la protéine Ub et le groupement € amine d’une
lysine du substrat (FIGURE 46). Bien que les lysines restent les résidus privilégiés pour
’ubiquitinylation, de plus en plus de sites alternatifs sont découverts. Ainsi, des études ont
décrit la conjugaison d’ubiquitine au niveau de groupements amines de méthionines N-
terminales de protéines cibles, méme si cette liaison reste rare (Ciechanover and Ben-Saadon,
2004; Tooley and Schaner Tooley, 2014). Plus récemment, 1’ubiquitinylation de plusieurs
substrats sur des résidus cystéines, sérines ou encore thréonines par estérification a également

été démontrée (Wang et al., 2012).

Différents types d’ubiquitinylation peuvent avoir lieu au niveau des protéines substrats
(FIGURE 47B). Des monoubiquitinylations, qui correspondent a la liaison d’une ubiquitine
sur une lysine cible du substrat, ou des multi-monoubiquitinylations lorsque ce sont plusieurs

lysines du substrat qui sont conjuguées en méme temps a une seule protéine Ub.
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FIGURE 47 : Représentations de I’ubiquitine et des différentes ubiquitinylations

possibles du substrat.

A. Structure tridimensionnelle commune des ubiquitines et des Ubl, appelée conformation en B-grasp. Les sept
lysines présentes dans ces protéines sont indiquées, ainsi que les principaux rdles des chaines constituées a
partir de chacun de ces résidus. La méthionine 1 (M1) a I’extrémité N-terminale de 1’ubiquitine peut

également étre conjuguée a d’autres protéines Ub.

B. Représentation schématique de 1’ensemble des ubiquitinylations qui peuvent avoir lieu au niveau des
protéines substrats, que ce soit des mono ou des polyubiquitinylations, a I’origine de chaines d’Ub. D’apres

(Komander and Rape, 2012).
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Ce sont plus fréquemment des polyubiquitinylations qui sont effectuées, avec une seule ou
plusieurs sortes de liaisons entre les ubiquitines, formant ainsi des chaines a la surface des
substrats (Komander and Rape, 2012) (FIGURE 47B).

La protéine ubiquitine contient sept lysines (K6, 11, 27, 29, 33, 48 et 63) qui peuvent
toutes servir a la conjugaison d’autres ubiquitines, a I’origine de la constitution de chaines de
longueur et de structure variées (Adhikari and Chen, 2009) (FIGURE 47A). De facon
intéressante, ces sept lysines ainsi que la méthionine M1 a 1’extrémité N-terminale de
I’ubiquitine, qui est également capable d’étre conjuguée a des protéines Ub, sont réparties sur
I’ensemble de la protéine et pointent dans plusieurs directions, favorisant des orientations
disctinctes pour les différentes chaines en fonction de leur type de liaison.

Il existe plusieurs types de chalnes d’ubiquitine: les chaines homogenes, qui sont des
enchainements de protéines Ub, toujours li€es par les mémes lysines, des chaines mixtes, dans
lesquelles les ubiquitines sont associées par différentes liaisons, des chaines branchées, qui
correspondent a la conjugaison de plusieurs lysines d’une méme ubiquitine a d’autres protéines
Ub, et enfin des chaines libres d’ubiquitine liées en K63, qui ne sont associées a aucun substrat
(Adhikari and Chen, 2009) (FIGURE 47B).

Les chaines liées en K48 sont les plus abondantes dans les cellules et servent de signal pour la
dégradation des protéines via le protéasome 26S. Des études montrent toutefois que ces chaines
pourraient également avoir une fonction non protéolytique (Trempe, 2011).

L’autre chaine d’ubiquitine importante au niveau cellulaire est la chaine liée en K63, qui
généralement n’entraine pas la dégradation des protéines mais module leurs interactions et
leurs activités. Ces chaines K63 sont impliquées dans la régulation de 1’activation de kinases
ou encore dans celle de voies de signalisation dont la voie NF-kB (Chen and Sun, 2009; Skaug
et al., 2009). Les chaines d’ubiquitine linéaires, correspondant a la liaison de protéines Ub au
niveau de leur extrémité M1, qui sont mises en place par le complexe E3 ligase LUBAC
(Linear Ubiquitin chain Assembly Complex) constitué des protéines HOIL-1L, HOIP et
SHARPIN, ont également un role dans I’activation de la voie NF-kB (Tokunaga, 2013).

b) L’ubiquitinylation de Tax et son implication dans ’activation
de la voie NF-xB

L’ubiquitinylation de la protéine Tax est une modification trés importante pour réguler
sa stabilité, sa localisation ainsi que I’activation de la voie NF-kB, notamment celle de la voie

canonique, indispensable a la persistance virale (Lavorgna and Harhaj, 2014).
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FIGURE 48 : Role de I'ubiquitinylation de Tax dans sa localisation et dans I’activation de
la voie NF-kB.

Représentation schématique des différents mécanismes impliquant 1’ubiquitinylation de la protéine Tax (avec des
protéines ubiquitines formant des chaines liées en K63 (Ub-K63) ou en K48 (Ub-K48)), dans la localisation de la
protéine virale, ainsi que dans le processus d’activation constitutive de la voie NF-kB. L ubiquitinylation K63 de
Tax est essentielle pour la localisation de la protéine virale au niveau du compartiment périnucléaire, ou elle
recrute NEMO, favorisant ainsi ’arrivée des sous-unités catalytiques IKKa et B. Ces chaines K63 de Tax forment
de véritables plateformes, permettant le recrutement d’autres protéines nécessaires a 1’activation du complexe
IKK, dont des kinases comme TAKI1. Le complexe NRP/TAX1BP1 favorise également 1’ubiquitinylation de Tax
au niveau du compartiment périnucléaire, participant a I’activation NF-xB. Plusieurs déubiquitinylases contribuent
au contrdle négatif de I’activation de la voie NF-xB par Tax (CYLD, USP20, le complexe A20) ainsi que des
ubiquitine ligases comme PDLIM2. Ces protéines sont inactivées dans les cellules infectées par HTLV-1, par
I’action directe ou non de Tax (cette inactivation est symbolisée par les «T » rouges). Au contraire, la
déubiquitinylase STAMBPLI1, probablement associée a I’E3 ligase RNF4, favorise 1’export nucléaire de Tax et
donc I’activation NF-«xB. Le role de ces différents acteurs est expliqué en détail dans le texte. D’aprés (Lavorgna
and Harhaj, 2014).
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Il a rapidement été montré que Tax pouvait recruter directement les sous-unités protéosomales
HsN3 et HCO, afin de favoriser la maturation du précurseur NF-xB p105 (Béraud and Greene,
1996; Rousset et al., 1996). Des études menées par notre laboratoire ainsi que par une autre
équipe ont par la suite décrit que la protéine virale était mono et polyubiquitinylée, ce qui
n’entrainaient pas sa dégradation, mais régulaient sa liaison au protéasome ainsi que ses
fonctions (Chiari et al., 2004; Peloponese et al., 2004). La monoubiquitinylation de Tax,
induite lors de dommages a I’ADN, a par ailleurs été impliquée dans I’export de la protéine du
noyau vers le cytoplasme (Gatza et al., 2007). Récemment, il a également été prouvé que la
conjugaison de Tax aux ubiquitines favorisait son passage dans les corps nucléaires, ainsi que
le recrutement de NEMO au niveau de ces structures (Kfoury et al., 2011).

La génération par notre laboratoire d’une série de mutants de lysines de Tax a permis
d’identifier les résidus cibles de 1’'ubiquitinylation dans la protéine virale, correspondant aux
lysines 4 & 8 (Chiari et al., 2004; Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006) (FIGURE 45). 1l semble
par ailleurs que ce sont majoritairement des chaines d’ubiquitine liées en K63 qui sont
retrouvées sur la protéine virale, entrainant sa localisation dans le compartiment périnucléaire,
associ¢ a I’appareil de Golgi et au centrosome (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008; Nasr,
2006; Shembade et al., 2007) (FIGURE 48).

Cette ubiquitinylation K63 de Tax est essentielle a 1’activation de la voie NF-kB, au
niveau du compartiment périnucléaire. En effet, ces chaines constituent de véritables
« plateformes », favorisant le recrutement au sein de ce compartiment des différents acteurs de
la voie NF-xB dont la prot¢ine NEMO, qui constitue I’élément cl¢ du complexe IKK,
permettant ensuite de recruter les sous-unités catalytiques IKKa et B au niveau de Tax (Harhaj
and Sun, 1999; Kfoury et al., 2008; Shembade et al., 2007) (FIGURE 48). La protéine NEMO
possede en effet un domaine de liaison aux ubiquitines en C-terminal, mais également deux
domaines leucines-zipper a chaque extrémités, lui permettant d’interagir directement avec Tax,
via sa région riche en leucines (Xiao et al., 2000). La fixation de NEMO au niveau des
ubiquitines de Tax ne semble donc pas indispensable au recrutement de cette sous-unité
régulatrice pour induire 1’activation NF-xB. 1l a d’ailleurs été montré que dans des cellules
déficientes en NEMO [1’expression de protéines mutées, incapables de se lier aux chaines
d’ubiquitine, rétablit cependant 1’activation de la voie NF-«B par Tax (Wu and Sun, 2007).

Ces chaines K63 de Tax sont toutefois importantes pour le recrutement et 1’activation
de protéines kinases, impliquées dans la phosphorylation des sous-unités IKKa et 3, comme la

kinase TAKI1 et sa sous-unité régulatrice TAB2 (Wu and Sun, 2007; Yu et al., 2008).
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La protéine Tax ubiquitinylée joue donc un role analogue a celui de RIP1, dans le cas de

I’activation de la voie NF-«kB par le TNF (Chen, 2012).

L’enzyme E2 de conjugaison requise pour 1’'ubiquitinylation K63 de Tax a été identifiée
comme étant I’enzyme Ubc13 (Shembade et al., 2007) (FIGURE 48).

En revanche, l’identit¢ de I’E3 ligase participant a cette modification post-
traductionnelle reste encore inconnue. Plusieurs candidates potentielles ont été étudiées,
notamment les protéines de la famille des TRAF (TNF Receptor-Associated Factor), dont
TRAF2, 5 et 6 (Yu et al., 2008). D’autres données ont montré que 1’ubiquitine ligase RNF4
pouvait interagir avec Tax et augmenter son ubiquitinylation, a la fois in vitro et in vivo, ainsi
que ’activation de la voie NF-kB (Fryrear et al., 2012). Toutefois, une étude récente démontre
que I’interaction entre Tax et RNF4 serait plutot impliquée dans la diminution de la stabilité de
I’E3 ligase, lors de réponses a des dommages dans I’ADN (Guo et al., 2014). Aucune de ces
candidates n’a pour le moment été confirmée, maintenant donc les interrogations autour de
I’ubiquitine ligase de Tax.

D’autre part, une autre protéine appelée Optineurin ou NRP (NEMO-Related Protein) a été
décrite comme favorisant 1’ubiquitinylation de Tax (Journo et al., 2009b). En effet, Tax peut
interagir avec NRP et NEMO, pour former un complexe localisé au niveau du compartiment
périnucléaire (FIGURE 48). La protéine TAX1BP1 est également recrutée par NRP, pour
augmenter la polyubiquitinylation de Tax, favorisant ainsi 1’activation de la voie NF-xB. Par
ailleurs, la liaison entre Tax et NRP nécessite la présence des lysines cibles de
I’ubiquitinylation dans la protéine virale, ainsi que le domaine de fixation aux ubiquitines de la

protéine NRP.

L’ubiquitinylation de Tax est régulée par plusieurs déubiquitinylases, participant ainsi
au controle de 1’activation de la voie NF-xB (FIGURE 48).

Récemment, I’interaction entre Tax et la déubiquitinylase CYLD a été mise en
évidence, réduisant sa conjugaison aux protéines Ub et affectant par conséquent la liaison
Tax/NEMO (Wu et al., 2011). Dans les cellules infectées par HTLV-1, ’enzyme CYLD est
phosphorylée par le complexe IKK, ce qui I’inhibe et favorise 1’activation continue de la voie
NF-«B (Reiley et al., 2005; Wu et al., 2011).

La déubiquitinylase USP20 est également capable de diminuer 1’ubiquitinylation de Tax, son
expression étant d’ailleurs réprimée dans les cellules transformées par HTLV-1 (Yasunaga et

al., 2011).
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Une autre déubiquitinylase importante pour le contrdle de I’activation NF-xB est
I’enzyme A20 (Harhaj and Dixit, 2012). Pour réaliser sa fonction, cette enzyme s’associe a la
protéine TAX1BP1 ainsi qu’aux E3 ligases RNF11 et Itch, pour constituer le complexe A20
(Shembade et al., 2008, 2009) (FIGURE 48). Tax est capable de se lier a TAX1BP1 mais
également de bloquer sa phosphorylation par IKKa, empéchant ainsi la formation du complexe
A20 (Shembade et al., 2008, 2011). Dernierement, il a ét€¢ montré que le recrutement de
TAXIBPI par Tax passait par la protéine CADMI1 (Cell Adhesion Molecule 1), qui favorise
I’ubiquitinylation K63 de la protéine virale via le recrutement d’Ubc13 (Pujari et al., 2015).

Le complexe A20 induit, en outre, la dégradation de cette enzyme E2 Ubc13. De nouveau, Tax
peut contrer cet effet en interagissant avec Ubc13 et préserver ainsi les complexes Ubc13/E3
ligases responsables de son ubiquitinylation (Shembade et al., 2010).

L’ubiquitine ligase PDLIM?2 est également impliquée dans la régulation négative de la
voie NF-kB, en induisant la conjugaison de Tax a des ubiquitines K48, entrainant sa
relocalisation au niveau du noyau ou elle est alors dégradée par le protéasome (Yan et al.,
2009a) (FIGURE 48). Toutefois, dans les cellules transformées par HTLV-1, I’expression de
cette E3 ligase est réprimée, principalement par méthylation de I’ADN et ce, de facon
indépendante de Tax (Yan et al., 2009b).

Récemment, la déubiquitinylase STAMBPLI1 (STAM-Binding Protein Like 1) a été identifiée
comme régulant la localisation de la protéine virale, en diminuant sa conjugaison aux chaines
K48, favorisant son export nucléaire (Lavorgna and Harhaj, 2012). Ce mécanisme contribue
indirectement au maitien de 1’activation de la voie NF-kB. L’implication de 1’ubiquitine ligase
RNF4 dans I’export nucléaire de Tax, via son ubiquitinylation, suggere une possible

coopération entre STAMBPL1 et RNF4 (Fryrear et al., 2012).

La protéine Tax favorise par ailleurs 1’ubiquitinylation de différents partenaires
cellulaires, participant a leur activation ou au contraire a leur dégradation (FIGURE 48). Tax
interagit notamment avec le suppresseur de tumeur FOXO4 et avec 1’ubiquitine ligase MDM2,
induisant 'ubiquitinylation K48 et la dégradation protéosomale de FOXO4 (Oteiza and
Mechti, 2011).

Une étude récente a prouvé que Tax induisait 1’'ubiquitinylation de 136 protéines, dont
22 sont impliquées dans ’activation du complexe IKK. La protéine anti-apoptotique MCLI1 a
entre autre été mise en évidence. Il a ainsi été décrit que I’expression de Tax provoque

I’ubiquitinylation K63 de MCLI, via I’E3 ligase TRAF6 (Choi and Harhaj, 2014b).
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FIGURE 49 : Comparaison de séquences entre les protéines SUMO et ubiquitine.

Alignement des séquences protéiques des quatre SUMO (SUMO-1, 2, 3 et 4), appartenant & la famille des Ubl,
avec celle de 1’'ubiquitine. Les résidus conservés entre ces séquences sont illustrés en bleu, avec notamment le
motif di-glycine en C-terminal, essentiel a la conjugaison de ces protéines. Les acides aminés situés apres ce motif
seront clivés lors de 1’étape de maturation des précurseurs, par des protéases spécifiques (DUB pour 1’ubiquitine
ou SENP pour les SUMO). Les changements conservatifs et semi-conservatifs sont indiqués en violet et en jaune
respectivement. Les trois résidus différents entre les séquences des protéines SUMO-2 et 3 sont soulignés en vert
et indiqués par des fleches. Enfin, le motif consensus de SUMOylation, permettant la formation de chaines de
SUMO et dans lequel se trouve la lysine K11 cible de la SUMOylation, est encadré en rouge. Ce motif est
commun aux SUMO-2, 3 et 4 alors qu’il est absent de SUMO-1. D’aprés (Wilkinson and Henley, 2010).
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La protéine Tax peut en effet se lier a TRAF6, grace a un motif identifié a coté de son domaine
PBM, D’activer puis induire sa redistribution au niveau des mitochondries, ou 1I’E3 ligase
ubiquitinyle MCL1, pour la stabiliser et empécher sa dégradation en réponse a un stress

génotoxique (FIGURE 48).

Tax est donc capable de détourner la machinerie d’ubiquitinylation cellulaire, afin de
favoriser [’activation constitutive de la voie NF-xB, notamment au niveau de la voie
canonique, contribuant a la persitance virale ainsi qu’a la prolifération des cellules infectées par
HTLV-1. De fagon intéressante, aucune ubiquitinylation endogeéne significative n’a été
détectée au niveau de la protéine Tax2 du virus HTLV-2, alors qu’elle peut parfaitement
activer la voie NF-kB canonique (Journo et al., 2013). Ceci suggere donc que les mécanismes
moléculaires d’activation de la voie canonique par Tax1 et Tax2 sont différents.

La SUMOylation est 1’autre modification post-traductionnelle prépondérante dans la

distribution subcellulaire de Tax ainsi que dans ses fonctions, dont I’activation NF-«kB.

I11.3.2. La SUMOylation de Tax

a) Description du processus de SUMOylation des protéines

Les protéines SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) appartiennent a la famille des
Ubl, avec une conformation en B-grasp caractéristique. Elles ne partagent toutefois que 20% de
similarité avec la séquence protéique de I'ubiquitine (van der Veen and Ploegh, 2012;
Vertegaal, 2011) (FIGURE 49). Les SUMO ont un role essentiel dans de nombreux processus
biologiques, comme la régulation de la transcription, la réparation de I’ADN, ou encore
’organisation du cytosquelette et I’autophagie (Sarangi and Zhao, 2015; Wasik and Filipek,
2014). Leur dérégulation est fréquente dans différentes pathologies, dont les cancers

(Bettermann et al., 2012; Sarge and Park-Sarge, 2009).

Quatre protéines SUMO paralogues ont été décrites chez I’homme : SUMO-1, 2, 3 et 4
(FIGURE 49). La protéine SUMO-1, de 11kDa, a été la premicre a avoir été identifiée. Les
protéines SUMO-2 et SUMO-3, qui ont des séquences tres proches ne differant que de trois
acides aminés, sont considérées comme équivalentes et désignées sous le terme de SUMO-2/3.
En revanche, leurs séquences ne présentent que 50% de similarité avec celle de SUMO-1.

Les protéines SUMO-2/3 se distinguent notamment par la présence d’un motif consensus de

SUMOylation, absent dans SUMO-1 (Wilkinson and Henley, 2010) (FIGURE 49).
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FIGURE 50 : Le processus de SUMOylation des protéines.

Représentation schématique du cycle de conjugaison des protéines SUMO a leur substrat. Le précurseur SUMO
est tout d’abord maturé par clivage de son extrémité C-terminale par une protéase de la famille SENP. Comme
pour le mécanisme d’ubiquitinylation, la protéine SUMO mature suit ensuite plusieurs grandes étapes conduisant
a sa fixation au substrat. Elle passe par une premiére étape d’activation, réalisée par I’enzyme E1 SAE1/2. La
protéine SUMO est alors conjuguée a la cystéine du site catalytique actif d’E1, avant de passer par une deuxieme
étape, qui est son transfert au niveau de la cystéine du domaine UBC de I’enzyme E2 de conjugaison Ubc9. Enfin,
SUMO est conjuguée au substrat graice a Ubc9 et a une enzyme E3 SUMO ligase, au mode d’action similaire a
celui des E3 ubiquitine ligases a domaine RING. La protéine SUMO peut finalement &tre recyclée en étant clivée
de son substrat par une protéase SENP. D’aprés (Wasik and Filipek, 2014).
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En effet, comme pour le processus d’ubiquitinylation, les protéines SUMO sont conjuguées sur
les substrats au niveau de résidus lysines. Ces acides aminés doivent cependant se situer dans
un environnement particulier pour étre SUMOylés, correspondant au motif consensus de
SUMOylation WKxXE. Les protéines SUMO-1 et SUMO-2/3 possedent plusieurs lysines dans
leur séquence, mais seules SUMO-2/3 ont un site consensus autour de leur lysine 11, leur
permettant de former des chaines, contrairement a la protéine SUMO-1. Cette protéine SUMO-
1 se retrouve donc généralement a I’extrémité des chaines de SUMO-2/3 pour les terminer. La
SUMOylation reste toutefois possible sur des lysines localisées en dehors de motifs consensus.
Une autre différence majeure entre SUMO-1 et SUMO-2/3 réside dans leur disponibilité
cellulaire. Alors que SUMO-2/3 est présente sous forme libre dans le nucléoplasme des
cellules, SUMO-1 se retrouve principalement sous forme conjuguée a des substrats qui sont
localisés au niveau de I’enveloppe nucléaire, du nucléole ou encore dans le cytoplasme. Ainsi,
lors d’un stress cellulaire par exemple, la SUMOylation des protéines est augmentée mais
essentiellement avec des SUMO-2/3, qui sont plus facilement disponibles (Wilkinson and
Henley, 2010).

La protéine SUMO-4 est le dernier paralogue a avoir été mis en évidence (FIGURE 49). Elle
présente pres de 87% de similarité de séquence avec SUMO-2. Son expression et sa

conjugaison aux substrats restent cependant mal connues, tout comme sa fonction.

Le processus de SUMOylation des protéines se rapproche fortement de celui

d’ubiquitinylation décrit précédemment (FIGURE 50).
En effet, le précurseur SUMO doit tout d’abord étre clivé par une protéase spécifique,
appartenant a la famille des SENP (Sentrin/SUMO-specific Protease). Ce clivage permet
d’exposer le motif di-glycine situé a ’extrémité C-terminale des protéines SUMO, nécessaire a
leur conjugaison.

Les SUMO matures sont ensuite prises en charge par I’enzyme d’activation E1, ou elles
se lient a la cystéine du site catalytique, avant d’€tre transférées a la cystéine du domaine actif
UBC (UBigquitin-Conjugating domain) de 1’enzyme de conjugaison E2 (Wasik and Filipek,
2014; van Wijk and Timmers, 2010) (FIGURE 50).

Contrairement a la grande diversité existante parmis les enzymes de la machinerie
d’ubiquitinylation, une seule El, I’hétérodimere SAE1/SAE2, et une unique E2, I’enzyme
UbcY, ont été mises en évidence dans le mécanisme de SUMOylation des protéines (Kerscher

et al., 2006). L’intervention d’enzymes E3 SUMO ligases dans le processus a longtemps été

sujet a débat, du fait de la capacité d’Ubc9 a lier directement les substrats in vitro.
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Ces dernieres années, de nombreuses protéines avec des activités SUMO ligases ont cependant
été identifiées, comme la famille des PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) ou la protéine
RanBP2 (Wasik and Filipek, 2014). Ces E3 ligases fonctionnent suivant le modele des
ubiquitine ligases a domaine RING, en rapprochant Ubc9 et le substrat, sans se lier aux SUMO
(FIGURE 50). Elles jouent un rdle central dans la régulation de la SUMOylation, puisqu’elles
augmentent 1’efficacité du processus et déterminent la spécificité du substrat a modifier.

Le processus de SUMOylation, comme 1’ubiquitinylation, est controlé par les protéases
SENP, qui peuvent cliver les SUMO des protéines cibles, afin de les recycler dans de nouvelles

conjugaisons (FIGURE 50).

De facon intéressante, SUMO-1 et SUMO-2/3 ne partagent que 15% de substrats en
commun, signe qu’elles sont impliquées dans des fonctions bien distinctes. Les enzymes E3,
qui déterminent les substrats a modifier, peuvent participer a cette spécificité de conjugaison a
SUMO-1 ou a SUMO-2/3. D’autre part, certaines SENP clivent préférentiellement 1’'une ou
’autre des protéines SUMO, favorisant donc leur conjugaison sur de nouvelles cibles. Enfin, la
présence de motifs SIM (SUMO-Interacting Motif), au niveau des substrats, reconnus
spécifiquement par SUMO-1 ou SUMO-2/3, peut également contribuer a cette spécificité
(Hecker et al., 2006).

La SUMOylation est par ailleurs impliquée dans la régulation de 1’activation de la voie
NF-«xB (Lee and Miyamoto, 2011). En effet, trois protéines des voies canonique et non
canonique ont pour I’heure €été mises en évidence comme pouvant étre conjuguées a des
SUMO, principalement des SUMO-1, ce qui perturbe leur fonction et donc ’ensemble de la
voie de signalisation.

La premicre protéine identifiée est I’inhibiteur IkBa, qui est la cible de SUMO-1 et de SUMO-
2/3, entrainant des effets opposés. Lorsqu’il est conjugué¢ a SUMO-1, celle-ci se fixe au niveau
de sa lysine 21, qui est aussi le résidu sur lequel sont conjuguées les chaines d’ubiquitine K48 a
I’origine de sa dégradation. La fixation des protéines SUMO-1 sur IxBa inhibe donc son
¢limination par le protéasome, bloquant par conséquent l’activation de la voie NF-kB
canonique (Desterro et al., 1998). L’inhibiteur IkBa est également conjugué a des SUMO-2/3,
en réponse a une stimulation au TNFa notamment, favorisant son ubiquitinylation et sa
dégradation protéosomale, entrainant I’activation NF-«xB (Aillet et al., 2012).

Une autre protéine, la protéine NEMO, au role central dans la voie NF-kB canonique, est

ciblée par la SUMOylation en cas de stress génotoxique (McCool and Miyamoto, 2012).
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Lors de lésions dans I’ADN, I’E2 Ubc9 avec I’E3 ligase PIASy induisent la conjugaison de
SUMO-1 sur NEMO, tres probablement dans le noyau. Cette SUMOylation entraine la
phosphorylation de NEMO par la kinase ATM, préalablement activée par la présence de
cassures double brin dans I’ADN, puis sa monoubiquitinylation. NEMO est alors exportée dans
le cytoplasme ou elle recrute les sous-unités catalytiques IKKa et B, qui sont activées par
ATM. La kinase TAKI1 peut également participer a cette activation du complexe IKK. La
SUMOylation et 1’ubiquitinylation de NEMO, qui ciblent les mémes lysines, coopérent donc
pour activer la voie NF-kB. Ce mécanisme est par ailleurs régulé négativement par la protéase
SENP2, qui clive les SUMO de NEMO.
Au niveau de la voie NF-kB non canonique, le facteur p100 a également été décrit comme
étant conjugué a des protéines SUMO-1, favorisant sa phosphorylation et donc au final,
’activation de la voie (Vatsyayan et al., 2008).

La présence de sites potentiels de SUMOylation au niveau de nombreuses autres
protéines de la voie NF-kB confirme 1’importance de cette modification post-traductionnelle

dans le contrdle de I’activation de cette voie, ciblée préférentiellement par Tax.

b) La SUMUOylation de Tax et son implication dans ’activation de
la voie NF-«kB

La protéine Tax a été décrite comme pouvant étre conjuguée a des SUMO-1 ainsi qu’a
des chatnes de SUMO-2/3, in vitro dans des cellules adhérentes transfectées (Journo et al.,
2013; Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006). Ce sont les lysines 7 (K7) et 8 (K8) de Tax, déja
impliquées dans son ubiquitinylation, qui sont les principales cibles de la SUMOylation

(Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006) (FIGURE 45).

La conjugaison de Tax aux SUMO a été associée a sa localisation au niveau des corps
nucléaires. En effet, différentes études ont montré la colocalisation de la protéine virale dans
ces structures avec des protéines SUMO-1 surexprimées ou endogenes, ainsi qu’avec des
protéines SUMO-3 surexprimées (Kfoury et al., 2011; Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006).
L’absence de corps nucléaires dans des cellules exprimant des mutants de lysines de Tax, étant
peu ou pas SUMOylés, suggere un role de la SUMOylation de Tax dans la formation de ces
corps (Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006). Toutefois, la détection d’¢léments de la machinerie
de SUMOylation, comme I’enzyme E2 Ubc9 ou encore des protéines SUMO-1, au sein des
corps nucléaires Tax, laisse penser que ces structures seraient plutot des sites actifs pour la
conjugaison de SUMO aux protéines (Kfoury et al., 2011).
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Le role de la SUMOylation de Tax dans sa capacité a activer la voie NF-«kB est sujet a
controverse. Les premicres études, menées notamment par notre laboratoire, ont montré que
des mutants de Tax, dans lesquels les lysines cibles des protéines SUMO étaient mutées,
pouvaient de nouveau activer la transcription dépendante de NF-xB lorsqu’ils étaient fusionnés
a des protéines SUMO (Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006). Par ailleurs, la présence de protéines
Tax SUMOylées associées a des composants de la voie NF-kB, comme RelA ou NEMO, au
niveau des corps nucléaires, renforgait 1’hypothése de la nécessité de la SUMOylation de la
protéine virale dans 1’activation optimale de la transcription, a partir de promoteurs a éléments
de réponse kB (Bex et al., 1997; Kfoury et al., 2011).

Cependant, des analyses récentes réalisées par notre équipe ont prouvé qu’un mutant de Tax
(Tax-P79AQ81A), parfaitement ubiquitinylé mais peu SUMOYylé, était capable d’activer la
transcription de genes cibles de la voie NF-kB, avec la méme efficacité qu’une protéine Tax
sauvage (Bonnet et al., 2012). L’importance de la SUMOylation de Tax dans I’activation de la
voie NF-xkB a donc été remise en cause, nécessitant de nouvelles recherches, afin d’aborder
cette problématique sous un angle différent en mettant au point des outils plus adaptés que les

mutants de Tax.
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IV. LE ROLE DES MACHINERIES DE
SUMOYLATION ET D’UBIQUITINYLATION
DE TAX DANS L’ACTIVATION DE LA VOIE

NF-kB : NOUVELLES PROBLEMATIQUES

Comme cela vient d’étre décrit au cours de la partie précédente, I’activation de la voie
NF-«B induite par Tax est un événement clé dans le pouvoir oncogene de cette protéine virale,
puisqu’elle est impliquée dans les déréglements d’importants processus biologiques au sein des
cellules infectées par HTLV-1, comme le cycle cellulaire, I’apoptose ou encore la réparation
des dommages a I’ADN. De nombreuses études ont ainsi montré que ’activation de cette voie
de signalisation par Tax entrainait 1’immortalisation et la transformation des cellules (Robek
and Ratner, 1999; Yamaoka et al., 1996). L’emploi d’inhibiteurs spécifiques de NF-kB, comme
Bay 11-7082, ACHP, 9AA ou encore DHMEQ, responsables de 1’apoptose de lignées de
lymphocytes T infectés par HTLV-1 ou de cellules leucémiques ATLL, confirme 1’importance
de cette voie dans la survie des cellules infectées, et par conséquent dans la persistance virale
(Ju et al., 2014; Mori et al., 2002; Ohsugi et al., 2007; Sanda et al., 2006).

Les modifications post-traductionnelles de Tax, et plus particulicrement son
ubiquitinylation, jouent un role critique dans sa capacité a recruter les différents acteurs de la
voie NF-kB, dont les éléments du complexe IKK, pour activer ensuite 1’ensemble de la voie
(Kfoury et al., 2012; Lavorgna and Harhaj, 2014). Toutefois, I’enzyme E3 ligase impliquée
dans la conjugaison de Tax aux chaines d’ubiquitine K63 notamment, reste encore inconnue,
ne permettant pas le décryptage précis des mécanismes conduisant au recrutement et a
I’activation des éléments du complexe IKK au niveau de la protéine virale.

D’autre part, le role de la SUMOylation de Tax dans 1’activation NF-«kB reste sujet a débat,
suite aux récentes données publiées par notre laboratoire, et demande d’étre précisé par de
nouvelles recherches.

Au cours de mon doctorat, je me suis donc attachée a analyser ces deux axes d’étude,
afin d’améliorer la compréhension des mécanismes participant a 1’activation de la voie NF-kB
induite par Tax et de déterminer I’implication exacte de la SUMOylation et de

I’ubiquitinylation de la protéine virale dans ce processus.
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FIGURE 51 : Modéle d’activation de la voie NF-kB canonique induite par Tax.

Représentation schématique de ’activation de la voie NF-kB par Tax qui est composée de deux étapes : 1’une
cytoplasmique dans laquelle I’'ubiquitinylation de Tax est nécessaire au recrutement et a I’activation du complexe
IKK au niveau du compartiment périnucléaire, et 1’autre nucléaire ou Tax favorise ’activation optimale des
promoteurs a éléments de réponse kB. L’ implication de la SUMOylation et des corps nucléaires dans cette étape
est sujet a controverse. Le role précis des mécanismes représentés dans ce modele est expliqué en détail dans le
texte. Les protéines inhibitrices de la voie NF-kB sont symbolisées en noir. Les croix noires représentent
I’inactivation de ces protéines dans les cellules infectées par HTLV-1, par 1’action directe ou non de Tax. Les
facteurs cellulaires favorisant 1’export nucléaire de la protéine virale sont en violet et les potentielles kinases
recrutées par Tax pour phosphoryler le complexe IKK en vert. Enfin, les éléments toujours en questionnement
dans ce modele d’activation sont indiqués par des points d’interrogations.
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IV.1. Modele actuel de I’activation de la voie NF-kB induite par la

protéine Tax

Les recherches menées par différentes équipes, dont notre laboratoire, ont permis
d’établir un modele d’activation de la voie NF-kB canonique par Tax, composé de deux
étapes : une premiere étape cytoplasmique dans laquelle 1’ubiquitinylation de Tax est
nécessaire au recrutement et a I’activation du complexe IKK au niveau du compartiment
périnucléaire, et une deuxieme étape nucléaire pour laquelle la SUMOylation de Tax
favoriserait 1’activation optimale de la transcription des genes cibles NF-kB (Lamsoul et al.,
2005; Nasr, 2006) (FIGURE 51). L’ubiquitinylation et la SUMOylation de Tax, associées
chacune a une de ces étapes, ont longtemps été considérées comme étant toutes les deux

indispensables a une parfaite et complete activation de la voie NF-«kB.

Cependant, une récente étude réalisée par notre laboratoire a remis en cause

I’implication de la conjugaison de Tax aux protéines SUMO, dans I’étape nucléaire de
I’activation. Jusqu’a présent, il avait ét¢ décrit que la SUMOylation de Tax permettait a la
protéine virale d’interagir directement avec les dimeres p50/RelA, afin de favoriser leur
fixation au niveau des promoteurs cibles a éléments de réponse kB (Pepin et al., 1994;
Shembade and Harhaj, 2010; Suzuki et al., 1994). Ce mécanisme était supposé se dérouler au
sein de corps nucléaires spécifiques, dans lesquels Tax recrute différentes molécules, dont les
co-activateurs CBP/p300, la prot¢ine NEMO ou encore I’ARN polymérase sous
forme phosphorylée, nécessaire a la transcription (Bex et al., 1997) (FIGURE 51).
Dans notre étude, nous avons prouvé qu’un mutant de Tax (Tax-P79AQ81A), parfaitement
ubiquitinylé mais SUMOyI€ a seulement 20%, ne forme pas de corps nucléaires et est tout a
fait capable d’activer la transcription dépendante de NF-xB, comme une protéine Tax sauvage
completement SUMOylée (Bonnet et al., 2012) (ANNEXE 2). Ces données suggerent donc
que la SUMOylation de Tax, comme la formation des corps nucléaires, ne seraient pas
nécessaires a 1’activation de la voie NF-kB par la protéine virale. En revanche, nos analyses
confirment le réle essentiel de 1’ubiquitinylation de Tax dans D’étape cytoplasmique de
I’activation.

La présence d’¢léments de la machinerie de SUMOylation, comme 1’enzyme E2 de
conjugaison Ubc9, au niveau de ces corps nucléaires laisse penser que ces structures seraient
toutefois des sites actifs de conjugaison des protéines aux SUMO. Des protéines NEMO
SUMOylées ont d’ailleurs été retrouvées dans ces corps (Kfoury et al., 2011) (FIGURE 51).
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D’autre part, la présence des histones acétylases CBP/p300 dans ces structures spécifiques de
Tax suggere que ce sont également des sites actifs d’acétylation des protéines, ou Tax pourrait
potentiellement étre acétylée, ce qui constitue un événement important pour qu’elle active de
facon optimale la voie NF-kB (Lodewick et al., 2009).

En outre, Tax peut €tre recrutée dans le nucléoplasme ou elle est conjuguée a des
chaines d’ubiquitine K48 par I’enzyme E3 ligase PDLIM2, afin d’étre dégradée par le
protéasome, ce qui inhibe D’activation NF-xB (Yan et al., 2009a). Ce mécanisme reste
cependant rare dans les cellules infectées par HTLV-1, en raison de la répression de

I’expression de PDLIM2 (Yan et al., 2009b).

Au niveau de I’étape cytoplasmique, la conjugaison de Tax a des chaines d’ubiquitine
K63 est indispensable pour qu’elle interagisse avec NEMO et recrute les sous-unités
catalytiques IKKa et B au niveau de compartiments périnucléaires, associés a I’appareil de
Golgi et au centrosome (Harhaj et al., 2006; Huang et al., 2009; Kfoury et al., 2008; Shembade
et al., 2007) (FIGURE 51). En favorisant la transphosphorylation d’IKKa et B ou en recrutant
des kinases, comme TAK1, MEKKI1 ou encore NIK, Tax active constitutivement le complexe
IKK, conduisant a la phosphorylation de I’inhibiteur IkBa puis a son ubiquitinylation K48 et
enfin, a sa dégradation protéosomale (Geleziunas et al., 1998; Lavorgna and Harhaj, 2014;
Uhlik et al., 1998; Wu and Sun, 2007; Yin et al., 1998). Le dimere p50/RelA peut alors étre
transloqué dans le noyau pour aller se fixer sur ses promoteurs cibles.

Dans le cytoplasme, I’activation de la voie NF-xB par Tax est inhibée par des
déubiquitinylases, comme USP20 ou le complexe A20. La protéine virale est toutefois capable
de bloquer leurs actions, en réprimant 1’expression d’USP20 ou en se liant a 'un des
composants du complexe A20, la protéine TAXI1BPl, empéchant ainsi sa formation
(Shembade et al., 2008). Tax bloque également la dégradation d’Ubc13 par le complexe A20,
qui est ’enzyme E2 de conjugaison impliquée dans son ubiquitinylation, notamment avec des
chaines K63 (Shembade et al.,, 2007, 2010) (FIGURE 51). Pour l’instant, I’identité de
I’enzyme E3 ligase, associée a Ubc13 pour induire ’'ubiquitinylation de Tax, n’est pas encore

connue et reste un élément clé du mécanisme d’activation de la voie NF-kB a déterminer.

Outre son ubiquitinylation, la phosphorylation de Tax au niveau de ses résidus sérines
en position 300 et 301 semble étre nécessaire a ’activation optimale de NF-xB car cette
modification est pré-requise pour que la protéine virale soit ubiquitinylée, mais également pour

qu’elle migre dans le noyau (Avesani et al., 2010; Bex et al., 1999).
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11 faut noter que I’ensemble de ce processus d’activation est dynamique et repose sur le
passage bidirectionnel de Tax entre le cytoplasme et le noyau, au niveau des pores nucléaires,
sans nécessité de transporteurs, comme 1’exportine CRM1, ou d’énergie (Kfoury et al., 2011;
Tsuji et al., 2007) (FIGURE 51).

De nombreux partenaires cellulaires ont par ailleurs été mis en évidence comme
modulant les modifications post-traductionnelles et la localisation de la protéine virale,
influencant ainsi I’activation de la voie NF-kB (FIGURE 51).

L’histone méthyltransférase SMYD3 ou encore ’ubiquitine ligase SUMO-dépendante RNF4
ont notamment ét¢ décrites comme participant a 1’activation NF-xB, en favorisant 1’export
nucléaire de Tax (Fryrear et al., 2012; Yamamoto et al.,, 2011). D’autre part, la
déubiquitinylase STAMBPLI1 entraine également 1’export de la protéine virale dans le
cytoplasme, en diminuant sa conjugaison aux chaines d’ubiquitine K48 induite par PDLIM2,
augmentant ainsi ’activation de la voie NF-xB (Lavorgna and Harhaj, 2012). Enfin, la protéine
NRP contribue a 1’étape cytoplasmique de 1’activation de la voie par Tax en favorisant, avec
TAX1BPI1, son ubiquitinylation au niveau du compartiment périnucléaire (Journo et al.,

2009b).

IV.2. Problématiques abordées

Au laboratoire, nous nous intéressons au role des modifications post-traductionnelles de
Tax, et plus particuliérement de sa SUMOylation et de son ubiquitinylation, dans 1’activation
constitutive de la voie NF-«xB, qui est encore source de nombreuses interrogations.
En effet, I’un des points majeurs de discussion concerne 1’implication de la SUMOylation de
Tax dans D’étape nucléaire de D’activation NF-xB, qui est sujet a controverse depuis la
publication de notre étude (Bonnet et al., 2012).
L’autre point de questionnement important se rapporte a 1’association de Tax au complexe
NEMO/IKKo/IKK, pour laquelle 1’ubiquitinylation de Tax est essentielle. Le mécanisme
d’assemblage de ce complexe au niveau du compartiment périnucléaire reste flou, tout comme

I’identit¢ de I’enzyme E3 ligase impliquée dans la conjugaison de Tax aux ubiquitines,

notamment liées en K63, qui est I’élément clé dans le recrutement du complexe IKK.

Pendant mon doctorat, j’ai donc développé de nouvelles approches permettant
d’analyser plus précisément ces deux axes de recherche, dans le but de préciser le modele

d’activation de la voie NF-«xB induite par Tax qui a été présenté précédemment.
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IV.2.1. Role de la SUMOylation de Tax dans I’étape nucléaire de

Dactivation de la voie NF-xkB

Dans notre étude (Bonnet et al., 2012), nous remettons en cause 1’importance de la

SUMOylation de la protéine Tax dans le cadre de I’activation transcriptionnelle de la voie NF-
kB. Ces données, contraires au modele établi jusqu’alors de 1’activation NF-xB, ont été
obtenues grace a une protéine mutée de Tax (Tax-P79AQS81A), ubiquitinylée comme une
protéine sauvage mais faiblement SUMOylée. L’emploi de ce nouveau mutant a permis
d’étudier disctinctement les effets de la SUMOylation et de 1’ubiquitinylation de Tax,
contrairement aux mutants de lysines qui étaient utilisés dans les études précédentes et dans
lesquels des résidus cibles de ces deux modifications post-traductionnelles étaient mutés dans
la protéine virale (Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006). En outre, notre étude a montré que la
fusion du mutant Tax-P79AQ81A a des protéines SUMO stabilisait cette protéine dans le
cytoplasme et augmentait par ailleurs son ubiquitinylation, notamment avec des chaines K63.
La restauration de 1’activation NF-kB constatée avec les mutants de lysines, fusionnés a des
SUMO, pourrait donc s’expliquer par ces mécanismes (Bonnet et al., 2012).
Nos résultats susciterent une controverse puisque d’autres équipes affirmerent que le faible
niveau de SUMOylation du mutant Tax-P79AQ81A (environ 20%) était suffisant pour induire
I’activation des promoteurs a ¢léments de réponse kB (Shirinian et al., 2013; Turci et al., 2012;
Zane and Jeang, 2012).

Nous avons donc décidé de réexaminer complétement I’importance de cette
modification post-traductionnelle de la protéine Tax dans I’activation de la voie NF-kB, en
élaborant une nouvelle stratégie basée, non plus sur 1’utilisation de mutants de Tax, mais sur
I’inhibition directe de la machinerie de SUMOylation endogene dans les cellules. Grace a cette
technique, nous avons été capables d’¢tudier spécifiquement 1’impact de la SUMOylation des

protéines Tax sur I’activation de la voie NF-kB, sans modifications de leur séquence.

I1V.2.2. Décryptage du mécanisme de recrutement et d’activation du

complexe IKK par Tax via lidentification de son ubiquitine ligase

L’ubiquitinylation de Tax, notamment avec des chaines K63, a ¢t¢ montrée comme
étant indispensable a son association au complexe NEMO/IKKao/IKKf, dans le compartiment

périnucléaire (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008; Nasr, 2006; Shibata et al., 2011).
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FIGURE 52 : Structure des protéines TRAF.

Représentation schématique des six membres connus et bien caractérisés de la famille des TRAF (TRAFI, 2, 3, 4,
5 et 6). Ces protéines possedent toutes un domaine spécifique en C-terminal appelé TRAF, qui est composé d’une
région TRAF-N, correspondant & une hélice super-enroulée, et d’une région TRAF-C, trés conservée. Les
protéines TRAF2 a 6 contiennent également un domaine RING et des motifs a doigt de zinc (5 a 7) en N-terminal,
nécessaires a leur activité ubiquitine ligase. D’aprés (Xie, 2013).

208



Introduction

Le mécanisme précis de ce recrutement et de 1’activation des différents éléments du complexe
IKK par la protéine virale reste toutefois mal connu. Alors que 1’enzyme de conjugaison Ubc13
impliquée dans 1’ubiquitinylation de Tax a été identifiée, I’ubiquitine ligase associ¢e a cette
enzyme E2 n’a pas encore été¢ déterminée. Sa découverte permettrait de mieux comprendre le

mécanisme séquentiel d’assemblage du complexe Tax/NEMO/IKKo/IKK.

Plusieurs E3 ligases potentielles ont été étudiées (Hayakawa, 2012), notamment
I’enzyme RNF4. Bien que cette ubiquitine ligase puisse interagir avec Tax et augmenter son
ubiquitinylation, son rdle en tant qu’E3 ligase de la protéine virale reste incertain. En effet,
RNF4 est plutot connue pour étre associée a I’E2 UbcHS, et non avec Ubc13 (Plechanovovi et
al., 2012). Par ailleurs, RNF4 est une ubiquitine ligase SUMO-dépendante. Or, les résultats
obtenus par plusieurs équipes, dont notre laboratoire, indiquent que la conjugaison de Tax aux
ubiquitines est indépendante de sa SUMOylation car des mutants de lysines, comme Tax-K7-
8R, ou le mutant Tax-P79AQ81A, qui ne sont pas ou peu SUMOylés, sont ubiquitinylés au
méme niveau que la protéine sauvage (Bonnet et al., 2012; Lamsoul et al., 2005; Nasr, 20006).
L’implication de RNF4 dans [’ubiquitinylation de Tax semble donc restreinte a certains
contextes particuliers, comme par exemple en cas de stress génotoxique (Fryrear et al., 2012).

Les protéines de la famille des TRAF semblent étre des candidates intéressantes en tant
qu’E3 ligases de Tax, auxquelles nous nous sommes intéressé€s au laboratoire (Lavorgna and
Harhaj, 2014). Les TRAF ont été identifiées au départ comme des protéines adaptatrices,
capables de se lier aux régions cytoplasmiques des récepteurs au TNF, afin de participer a la
transduction du signal lors de la fixation des cytokines au niveau de leur récepteur (Ha et al.,
2009; Inoue et al., 2000).

La famille des TRAF est composée de six membres bien connus, correspondant aux protéines
TRAF1, 2, 3, 4, 5 et 6, qui sont caractérisées par la présence, a leur extrémité C-terminale, d’un
domaine TRAF constitué¢ d’une région TRAF-N, identifiée comme une hélice super-enroulée,
et d’une région TRAF-C, tres conservée (Xie, 2013) (FIGURE 52). Un septieme membre
potentiel, dont les fonctions sont peu connues, a également été mis en évidence, mais son
appartenance a cette famille reste controversée en raison de I’absence de domaine TRAF-C
dans cette protéine (Xu et al., 2004; Zotti et al., 2012). Le domaine TRAF permet ’homo ou
I’hétérodimérisation des protéines TRAFI a 6, ainsi que leur interaction avec de
nombreux partenaires cellulaires. Les TRAF sont par ailleurs impliquées dans 1’activation de
plusieurs voies de signalisation, dont la voie NF-kB, suite a une stimulation par le TNF

notamment, grace a leur rdle de protéines adaptatrices (Chung et al., 2002; Xie, 2013).
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Ces molécules ont également une fonction d’ubiquitine ligase, via leur domaine RING et leurs
motifs a doigt de zinc, situés en N-terminal, qui sont retrouvés dans de nombreuses enzymes
E3 ligases et sont nécessaires a leur fonction (Au and Yeh, 2007; Xie, 2013) (FIGURE 52).
Seule TRAF1, qui ne possede qu’un motif a doigt de zinc sans domaine RING, est dépourvue
de cette fonction. En ubiquitinylant des protéines effectrices impliquées dans différentes voies
de signalisation, les TRAF induisent I’activation de ces voies et participent a la transduction du
signal. Ainsi, plusieurs études ont démontré I'implication de ces protéines TRAF dans
I’ubiquitinylation d’effecteurs participant a 1’activation de la voie NF-xB, dans le cas de
stimulations cytokiniques (Bradley and Pober, 2001; Tada et al., 2001). De plus, 1’association
entre des TRAF et I’enzyme E2 Ubcl3 pour former des chaines d’ubiquitine K63 sur des
protéines cibles a également été décrite (Lamothe et al., 2007). Enfin, de facon intéressante,
une étude a suggéré que certaines TRAF augmentaient [’ubiquitinylation de Tax

lorsqu’elles étaient surexprimées (Yu et al., 2008).

Au laboratoire, nous avons étudié les protéines TRAF1 et TRAF2 et nous avons montré
qu’elles avaient plutdt un effet inhibiteur sur 1’ubiquitinylation de Tax, en agissant de fagcon
synergique lorsqu’elles étaient surexprimées (résultats non publiés). En revanche, la
surexpression de TRAF5 semblait augmenter la conjugaison de Tax aux ubiquitines, ainsi que
I’activation de la transcription a partir de promoteurs a éléments de réponse kB (résultats non
publiés).

Par ailleurs, la protéine TRAF5 a été décrite comme étant impliquée dans 1’activation du
complexe IKK induite par I’oncoprotéine LMP1 (Latent Membrane Protein 1) du virus EBV
(Devergne et al., 1998; Kraus et al., 2009).

Ces différentes données, nous ont donc poussé a étudier le role de TRAF5 dans
I’ubiquitinylation de Tax ainsi que dans la formation du complexe Tax/NEMO/IKKa/IKKf,
indispensable a 1’activation de la voie NF-kB, afin de déterminer le mécanisme précis

conduisant au recrutement du complexe IKK par la protéine virale.
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I. MATERIEL

Au laboratoire, nous travaillons exclusivement avec des cellules humaines et
notamment avec des lignées cellulaires, qui correspondent a des cellules provenant de donneurs
spécifiques, qui ont été mises en culture et ont acquis la capacité de proliférer indéfiniment in
vitro. La culture cellulaire s’est véritablement développée en 1951, grace au biologiste George
Gey qui réussit a maintenir en culture et a faire proliférer des cellules issues d’un carcinome du
col de I'utérus d’une patiente, désormais illustre, nommée Henrietta Lacks (Skloot, 2010). Ces
cellules, baptisées Hela, devinrent les premieres cellules humaines immortelles cultivées en
laboratoire. Elles furent envoyées dans les Instituts de recherche du monde entier, permettant
de grandes avancées scientifiques et médicales (études sur les genes responsables du cancer ou
encore des maladies sexuellement transmissibles, mises au point de médicaments contre la
leucémie, la grippe, la maladie de Parkinson,...). Elles restent encore aujourd’hui la lignée
cellulaire la plus utilisée dans les laboratoires, comme par exemple au sein de notre équipe.
Au-dela des cellules, nous utilisons couramment des plasmides codant pour les protéines
étudiées au laboratoire comme la protéine Tax, mais également des anticorps nous permettant
d’isoler ou de détecter ces protéines d’intérét.

L’ensemble de ces matériaux biologiques constituent la base de nos études et nous ont

permis de mettre en évidence les mécanismes présentés dans les travaux de ce manuscrit.
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Matériel et Méthodes

I.1. Cellules

Au cours de nos recherches, nous avons réalisé nos expériences dans différents types
cellulaires, couramment utilisés au laboratoire et tous cultivés dans une atmosphere a 5% de

CO; et a une température de 37°C.

La lignée de cellules adhérentes HEK 293T (Human Embryonic Kidney) fut notre

matériel de base pour effectuer nos travaux. Ces cellules sont des variants de la lignée HEK
293, qui fut générée en 1973 par transformation de cellules de rein embryonnaire humain avec
des fragments d’ADN d’adénovirus humains de type 5 (Graham et al., 1977). Les HEK 293T,
contrairement aux cellules d’origine, posseédent 1’antigéne grand T du virus SV40 (Simian
Virus 40) qui permet une suractivation du promoteur du cytomégalovirus (CMV), souvent
présent dans les vecteurs d’expression utilisés pour transfecter ces cellules. La lignée de
cellules adhérentes HelLa fut également employée dans nos expériences. Ces deux types
cellulaires, HEK 293T et HeLa, sont cultivés en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (Biowest), 2mM de
glutamine (Life Technologies), 100U/mL de pénicilline et 100pug/mL de streptomycine (Life
Technologies).
En parallele, nous avons utilisé une lignée de cellules HEK 293T contenant une séquence
indicatrice, correspondant a cinq éléments de réponse kB, intégrée de facon stable dans leur
chromatine. Ces cellules, baptisées HEK 293T NF-kB stable, ont été générées au laboratoire
par transfection du plasmide pGL4.32 (décrit ci-dessous) puis sélection avec 1’antibiotique
hygromycine. Les HEK 293T NF-kB stable sont cultivées dans le méme milieu que les lignées
HEK 293T ou HelLa, additionné de 200ug/mL d’hygromycine.

Lors de nos études, la lignée de cellules T CD4" MOLT4, fournie par 1’équipe du Dr.
Kathryn S. Jones (Frederick National Laboratory for Cancer Research, USA), fut également
employée. Elles proviennent d’un patient atteint de leucémie aigué lymphoblastique
(Minowada et al., 1972). Ce sont donc des cellules leucémiques non infectées par le virus
HTLV-1. Ces lymphocytes T sont cultivés en RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institut,
Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum de veau feoetal (Eurobio), 2mM de
glutamine (Life Technologies), 100U/mL de pénicilline, 100pg/mL de streptomycine (Life
Technologies) et 0.5% de glucose (Life Technologies).
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I.2. Plasmides et siARN

De nombreux plasmides ont été utilis€s pour exprimer nos protéines d’intérét,
notamment la protéine Tax du virus HTLV-1, associées ou non a différentes étiquettes

favorisant leur détection dans les cellules.

La construction codant pour la protéine Tax sauvage ainsi que celle codant pour Tax
fusionnée a une étiquette 6-Histidines a son extrémité C-terminale (Tax-6His) sont clonées
dans le vecteur d’expression eucaryote pSG5m. Les constructions codant pour les protéines
mutées Tax-M22 (T130A/L131S) et Tax-M47 (L319S/L320S), fusionnées a une étiquette 6-
Histidines (Tax-M22-6His et Tax-M47-6His), sont également clonées dans le plasmide
pSGSm. Ces mutants ont été décrits dans (Chiari et al., 2004; Kfoury et al., 2008; Nasr, 2006;
Smith and Greene, 1990). La construction HA-Ub sauvage nous a été donnée par le Dr. Pierre
Jalinot (UMR 5239, Lyon) (Vitte et al., 2006). Les plasmides HA-SUMO-3 et His-SUMO-3
nous ont été fournis par le Dr. Valérie Lallemand-Breitenbach (Inserm, UMR 944, Paris).

Les constructions codant pour la protéine Ubc9 mutée fusionnée a une étiquette T7 (T7-
Ubc9-C93S), nous ont été données par le Dr. Sébastien Nisole (Inserm, UMR-S 747, Paris).
Cette enzyme T7-Ubc9-C93S est mutée au niveau de son domaine conservé UBC (UBiquitin-
Conjugating domain) dans lequel une cystéine, essentielle a la liaison d’Ubc9 avec les
protéines SUMO, a été remplacée par une sérine, rendant cette enzyme catalytiquement
inactive (Gong et al., 1997; van Wijk and Timmers, 2010).

Les plasmides codant pour la protéine TRAFS5 ou pour le mutant TRAF5 DN
(Dominant Negative) tronqué de sa région catalytique (Wong et al., 1998), chacune fusionnée a
une étiquette Myc, ont été obtenus aupres du Dr. Bharat Aggarwal (University of Texas). Les
constructions codant pour la protéine Ubc13 ou pour le mutant Ubc13 DN, chacune associée a
une étiquette HA (Influenza Hemagglutinin), ont ét€é données par le Dr. Edward William
Harhaj (University of Miami). Cette enzyme Ubc13 DN est inactive puisqu’elle est mutée au
niveau d’une cystéine en position 87, qui est essentielle pour la formation des chaines
d’ubiquitine liées en K63 (Deng et al., 2000; Shembade et al., 2007).

Le plasmide codant pour la protéine IKKa fusionnée a une étiquette Myc, ainsi que
celui codant pour IKKp associée a une étiquette VSV-G (Vesicular Stomatitis Virus-G) ou
celui codant pour NEMO associée a une étiquette HA, nous ont été fournis par le Dr. Robert
Weil (Institut Pasteur, Paris). Le mutant de NEMO (LL329P) incapable de se lier a des chaines
d’ubiquitine et donc d’activer la voie NF-xB, a été décrit dans (Wu et al., 2006).
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anti-Tax 1/300 sera de patients infectés par Immunoblot

1/500 HTLV-1 Immunofluorescence

anti-Tax (monoclonal) 11//110(%) 168-A51 (NIH) C?;ﬁﬁ:gggigggﬁifn

anti-HA 1/500 12CAS5 (Roche) Immunoblot
anti-Myc 1/2000 9E10 (Gentaur) Immunoblot
anti-VSV-G 1/2000 V5507 (Sigma-Aldrich) Immunoblot
anti-Ubc9 1/200 sc-10759 (Santa Cruz) Immunoblot
anti-Ubc13 1/200 54186 (Anaspec) Immunoblot
anti-SUMO-1 1/1000 4930S (Cell Signaling) Immunoblot
anti-SUMO-2/3 1/1000 ab3742 (Abcam) Immunoblot
anti-Ub-K63 1/500 56218 (Cell Signaling) Immunoblot
anti-P4D1 1/500 sc-8017 (Santa Cruz) Immunoblot
anti-Fk2 1/500 ST1200 (Calbiochem) Immunoblot
anti-Phospho-IKKa/g | 1/1000 2078 (Cell Signaling) Immunoblot
anti-NEMO 1/200 sc-8330 (Santa Cruz) Immunoblot

anti-RelA (ou p65) 1/200 sc-8008 (Santa Cruz) Immunofluorescence

TABLEAU 3 : Récapitulatif des anticorps primaires utilisés dans nos travaux.
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Le plasmide pGL4.32 (Promega) contient un gene luciférase Firefly de luciole (Luc2P),
sous controle d’un promoteur possédant cinq éléments de réponse kB, ainsi qu’un geéne de
résistance a I’hygromycine. Le plasmide pRL-TK (Promega), permettant la normalisation des
activités luciférase mesurées, dispose d’un gene luciférase Renilla de méduse, sous contrdle du
promoteur constitutif de la Thymidine Kinase (TK).

Enfin, les siARN (small interfering ARN) Ubc9 (sc-36773) et Ubc13 (sc-43551) ont été
obtenus aupreés de Santa Cruz et ils ont été utilisés avec le siARN contréle du méme
fournisseur (siRNA-A, sc-37007).

Le siARN TRAF5 (séquence GGGGTCACACCTGTCCCTATA) a été synthétisé par Qiagen
et il a été employé avec le siARN controle du méme fournisseur (GFP-22, réf. 1022064).

I.3. Anticorps

Afin de détecter nos protéines d’intérét, nous avons utilisé plusieurs types d’anticorps
primaires répertoriés dans le TABLEAU 3.
La protéine Tax1 a été identifiée grace a un mélange de sera de patients infectés par le virus
HTLV-1 lors des immunoblots et des immunofluorescences tandis qu’un anticorps monoclonal
a été employé pour les expériences de co-immunoprécipitation et d’immunofluorescence.
Pour cibler les protéines possédant I’étiquette HA (HA-Ub, HA-SUMO-3, HA-NEMO, HA-
Ubcl3 et HA-Ubcl13 DN), un anticorps anti-Hémagglutinine a été utilisé. De méme, nous
avons eu recours a un anticorps anti-Myc pour mettre en évidence les protéines fusionnées a
cette étiquette (Myc-TRAF5, Myc-TRAFS5 DN et Myc-IKKa) ainsi qu’a un anticorps anti-
VSV-G pour détecter la protéine VSV-G-IKKS.
Pour visualiser les modifications post-traductionnelles endogenes des protéines, nous avons
utilisé les anticorps anti-SUMO-1, anti-SUMO-2/3, anti-chaines d’ubiquitine liées en K63 et
un mélange d’anticorps anti-ubiquitine totale P4D1 et Fk2.

Enfin, lors des immunoblots, nous avons utilisé plusieurs anticorps secondaires couplés
a la péroxydase de raifort (HRP, Horseradish peroxidase) : un anticorps anti-humain (W4031,
Promega), un anticorps anti-souris (W4021, Promega), un anticorps anti-lapin (W4011,
Promega) et un anticorps anti-cheévre (W8051, Promega).
De méme, en immunofluorescence, différents anticorps secondaires couplés a des fluorophores
ont été employés : un anticorps anti-humain couplé au FITC (Fluorescein Isothiocyanate
A11013, Invitrogen), un anticorps anti-souris couplé au FITC (A11001, Invitrogen) et un

anticorps anti-souris couplé a 1’ Alexa Fluor 647 (A-21236, Invitrogen).

221



222



II. METHODES

Au cours de nos travaux, nous avons principalement employé des techniques de
biologie cellulaire et moléculaire. Nos expériences se basent notamment sur la transfection de
cellules réalisée a partir de protocoles optimisés pour chaque lignée cultivée au laboratoire,
ainsi que sur la méthode d’analyse des protéines par immunoblot. Cette technique, découverte
en 1979 par Harry Towbin (Towbin et al., 1979), reste privilégiée par de nombreuses équipes
de recherche, dont la ndtre, pour étudier I’expression de protéine d’intérét.

Par ailleurs au sein de notre laboratoire, nous avons développé une certaine expertise
dans une technique de biologie moléculaire spécifique, qui est la purification de protéine
possédant une étiquette 6-Histidines sur billes de nickel. Cette méthode de purification permet
de récupérer spécifiquement une protéine d’intérét, sans ses potentiels partenaires cellulaires
liés de fagon non covalente, du fait de I'utilisation de tampons trés stringents. Ainsi, grice a
cette technique, nous avons pu analyser de facon précise les modifications post-
traductionnelles de protéine, et plus particulierement celles de la protéine Tax.

D’autres techniques sont également appliquées au laboratoire comme des expériences de
transactivation de promoteur, d’immunofluorescence ou encore de RT-qPCR (Reverse

Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction).
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I1.1. Transfection transitoire

Au sein de notre équipe, nous avons développé des protocoles de transfection transitoire
des plasmides et des siARN, adaptés aux différentes lignées cellulaires ainsi qu’aux techniques

utilisées, afin d’optimiser le taux de transfection de ces cellules.

Concernant la lignée HEK 293T et HEK 293T NF-kB stable, nous avons employé la
méthode des précipités de phosphate de calcium dans les expériences de transactivation de
promoteur, de RT-gPCR et d’immunofluorescence. Les plasmides et les siARN sont alors
mélangés avec une solution saline HBS (Hepes Buffered Saline 2X, Sigma-Aldrich), pré-diluée
au demi dans de I’eau stérile (2pg d’ADN dans 150uL d’HBS 1X/point pour les transfections
en plaque 24 puits et 4ug d’ADN dans 500uL d’HBS 1X/point pour les transfections en boite
10cm). Le CaCl, a 2M est ensuite ajouté goutte a goutte pour que de petits précipités
ADN/siARN/CaCl, soient formés (10uL. de CaCl,/point pour les transfections en 24 puits et
2x16uL/point pour les transfections en boite). Le mélange est incubé environs 30min a
température ambiante puis réparti goutte a goutte sur les cellules en culture (ajout de 75uL. du
mélange/puits et de 500uL/boite). Apres 6h d’incubation dans 1’étuve a 37°C, le milieu de
culture des cellules est changé.

Lors des expériences de purification de protéine sur billes de nickel et de co-
immunoprécipitation (Co-IP), les cellules HEK 293T ont été transfectées avec de la
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), suivant le protocole établi par le fournisseur (8 a 12ug
d’ADN et 25uL de Lipofectamine/point pour les transfections en boite).

Enfin, les cellules HeLa utilisées pour les expériences d’immunofluorescence ont été
transfectées avec du Fugene HD (Promega), suivant le protocole défini par le fournisseur (80ng
d’ADN et 320ng de Fugene/point pour les transfections en plaque 96 puits).

Les lignées de cellules T CD4" MOLT4 ont été transfectées avec du DMRIE-C
(Invitrogen), suivant le protocole établi par le fournisseur, pour les expériences de purification
de protéine sur billes de nickel et de transactivation de promoteur (7pg d’ADN/point pour les
transfections en plaque 6 puits et 1pg/point pour les transfections en plaque 24 puits, avec un

ratio d’1ug d’ADN pour 3pug de DMRIE-C).
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I1.2. Purification de protéine sur billes de nickel

L’une des techniques caractéristiques employées au laboratoire est la purification de
protéine fusionnée a une étiquette 6-Histidines grace a des billes de nickel (Chiari et al., 2004).
Elle nous permet d’étudier spécifiquement les modifications post-traductionnelles de la
protéine étiquetée, puisque la lyse des cellules ainsi que les lavages des billes sur lesquelles
sont fixées les protéines d’intérét, se déroulent dans des conditions hautement stringentes et
dénaturantes. Ceci assure 1’inactivation des déubiquitinylases et des SUMO protéases afin de
conserver les modifications post-traductionnelles mais également, I’élimination des potentielles
protéines contaminantes, a 1’exception des protéines liées de fagon covalente aux protéines
étiquetées 6His.

Pour réaliser cette expérience, la veille de la transfection nous mettons en culture des
cellules HEK 293T dans des boites de 10cm de diameétre (3,5.106 cellules/boite) ou des cellules
T MOLT4 dans des plaques 6 puits (1,5.10° cellules/puits). 48h ou 72h apres leur transfection,
les cellules sont lysées dans un tampon A trés dénaturant (6M Guanidine HCI, 0,1M NaH,POy,,
10mM Imidazole, pHS8) puis les lysats sont soniqués (tour a tour 25s, 20s et 15s chacun). Une

partie de ces lysats cellulaires (environ 1/10°™

) est conservée et 1’autre est incubée avec 25puL
de billes de nickel (His-select HF agarose beads, Sigma-Aldrich), pendant 3h a température
ambiante sous agitation, afin que 1’étiquette 6His des protéines d’intérét se fixe au nickel des
billes. A la suite de cette incubation, les billes sont successivement lavées trois fois dans le
tampon A, puis deux fois dans un tampon B (tampon A dilué au quart dans un tampon
d’¢lution C), et enfin deux fois dans le tampon C (25mM Tris-HCI [pH6,8], 10mM Imidazole).
Les protéines fixées aux billes sont finalement éluées avec 1’ajout de tampon Laemmli 2X

chauffé (Sigma-Aldrich) puis analysées par immunoblot.

I1.3. Co-immunoprécipitation

Cette méthode expérimentale, utilisée fréquemment dans notre équipe, permet d’isoler
une protéine d’intérét grace a des anticorps dirigés contre celle-ci et d’identifier ses partenaires
protéiques associés.

Pour effectuer cette technique, la veille de la transfection nous mettons en culture des
cellules HEK 293T dans des boites de 10cm de diametre (3,5.106 cellules/boite). 48h apres leur
transfection, les cellules sont lysées dans un tampon RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay)
(Tris-HCI 50mM [pHS], NaCl 150mM, NP40 1%, désoxycholate de sodium 0,5%, SDS 0,1%),
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additionné d’inhibiteurs de protéase et de phosphatase (88665 et 88667, Thermo Scientific), et
incubées 20min a 4°C dans ce tampon. Une partie des lysats obtenus (environ 1/ 10°™) est alors
conservée et dans I’autre, nous ajoutons 2ul. d’anticorps monoclonaux anti-Tax puis nous les
placons toute la nuit a 4°C sous agitation, afin que les anticorps se fixent a leurs protéines
cibles. A la suite de cette incubation, nous ajoutons 75uL. de billes de sépharose couplées de
facon covalente a la protéine G (17-0618-01, GE Healthcare). Les lysats sont alors remis sous
agitation 1h a 4°C, afin que la protéine G se fixe aux anticorps et précipite les complexes
immuns formés. Les billes sont ensuite lavées cinq fois avec un tampon de ringage (Tris-HCl
20mM [pHS8], NaCl 10mM, EGTA 0,2mM, NaF 0,2mM, désoxycholate de sodium 0,2%,
NP40 0,5%), additionné d’inhibiteurs de protéase et de phosphatase (Roche). Enfin, les
protéines fixées aux billes sont éluées avec 1’ajout de tampon Laemmli 2X chauffé (Sigma-

Aldrich) puis analysées par immunoblot.

I1.4. Immunoblot et quantification

La technique d’immunoblot constitue généralement 1’étape suivante de nombreuses
expériences comme la purification de protéine sur billes de nickel ou la co-
immunoprécipitation, puisqu’elle permet d’analyser 1’expression des protéines purifiées par les
billes ou présentes dans les lysats, obtenues lors de ces expériences.

Les lysats sont mélangés au demi dans du tampon Laemmli 2X puis chauffés Smin a
100°C, tout comme les protéines purifiées, déja reprises dans le tampon Laemmli. Les
¢échantillons sont ensuite déposés dans un gel d’électrophorese SDS-PAGE (Sodium Dodecyl
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis NUPAGE Novex 4-12% ou 10% Bis-Tris Protein
Gels, Invitrogen). A la suite de cette migration, les protéines sont transférées sur une
membrane de nitrocellulose (Optitran, Merck) ou de polyfluorure de vinylidene (PVDF
Polyvinylidene Difluoride, RPN303F, GE Healthcare). Cette membrane est alors incubée dans
une solution de TBS (Tris-Buffered Saline)/5% lait, afin de saturer les sites pouvant fixer de
facon non spécifique les anticorps. La membrane est ensuite incubée avec les anticorps
primaires dirigés contre les protéines d’intérét puis, apres six lavages dans un tampon
TBS/0,1% TWEEN (Sigma-Aldrich), avec les anticorps secondaires spécifiques des anticorps
primaires et couplés a une HRP. Enfin, la membrane est de nouveau lavée six fois dans du
tampon TBS/0,1% TWEEN. Pour les incubations, les anticorps sont dilués dans une solution

de TBS/0,1% TWEEN/5% lait ou 5% BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich).
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L’ajout du substrat de la peroxydase sur la membrane (kits Luminol, Santa Cruz ou kits ECL",
GE Healthcare) engendre une réaction chimioluminescente (Ryan et al., 1994), détectable
grace a une caméra (Fusion-FX, Vilber Lourmat), permettant ainsi de visualiser les protéines
d’intérét et leur expression.

Les signaux obtenus sont ensuite analysés et quantifiés via le logiciel ImageJ (Wayne
Rasband, NIH). Pour chaque expérience, le signal correspondant au bruit de fond est mesuré a
partir de la piste dite « Controle » puis soustrait des mesures obtenues pour les pistes a
analyser. Les quantités mesurées pour les protéines d’intérét (Phospho-IKKo/f, NEMO, HA-
NEMO, Myc-IKKa ou encore VSV-G-IKKp par exemple) ainsi que celles mesurées pour les
modifications post-traductionnelles de Tax, sont normalisées sur la quantité de Tax non
conjuguée mesurée a partir de ’immunoblot anti-Tax, apres soustraction du bruit de fond.
Enfin, pour I’immunoblot anti-Phospho-IKKa/B, les quantités mesurées correspondent aux

signaux des deux bandes d’IKKa et d’IKKp phosphorylées associées.

I1.5. Immunofluorescence

I1.5.1. Analyse de la localisation subcellulaire de la protéine Tax

Cette méthode permet d’étudier la distribution de la protéine Tax dans la cellule et
donc, ses potentiels changements de localisation.

Pour réaliser cette expérience, la veille de la transfection nous mettons en culture des
cellules HEK 293T sur des lamelles de verre placées dans des plaques 24 puits (3.10*
cellules/puits). 24h apres leur transfection, les cellules sont marquées. Les lamelles sont
d’abord lavées deux fois avec du tampon PBS 1X (Phosphate Buffered Saline, Life
Technologies), puis les cellules sont fixées 15min a température ambiante avec du
paraformaldéhyde (PFA) 4%. Elles sont ensuite de nouveau lavées deux fois avec du PBS 1X,
puis perméabilisées Smin a -20°C avec du méthanol froid. Les cellules sont encore lavées deux
fois avec du PBS 1X et saturées 30min a température ambiante avec une solution de PBS
1X/2% BSA/0,1% TWEEN. A la suite de cette saturation, elles sont incubées successivement
avec les anticorps primaires dirigés contre les protéines d’intérét (1h a température ambiante),
puis avec les anticorps secondaires (45min a température ambiante), spécifiques des anticorps
primaires et couplés a un fluorophore. Pour ces incubations, les anticorps sont dilués dans une
solution de PBS 1X/2% BSA/0,1% TWEEN et entre chaque incubation, les cellules sont lavées
trois fois Smin avec du PBS 1X/0,1% TWEEN.
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Nous incubons ensuite les cellules 15min a température ambiante avec du DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole, Sigma-Aldrich), dilué au 1/ 10000°™ dans du PBS 1X, permettant la
coloration du noyau (Russell et al., 1975). Enfin, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS
1X, puis les lamelles sont montées sur des lames grace a un liquide de montage (FluorSave
Reagent, Calbiochem).

Par la suite, les marquages cellulaires sont observés en microscopie confocale grice a un
microscope SPINNING DISK LEICA, avec un objectif 63X. Les images sont acquises avec le

logiciel Métamorph, puis analysées en utilisant le logiciel ImageJ.

11.5.2. Etude de la translocation nucléaire de la protéine RelA

En collaboration avec 1’équipe du Dr. Arrieumerlou (Inserm, UMR 8104, Paris), nous
avons €galement employé un autre protocole d’immunofluorescence mis au point au sein de
leur laboratoire. Ces expériences nous ont permis d’analyser I’effet de certaines protéines
d’intérét sur la translocation nucléaire de RelA (ou p65), dans le cadre d’une activation de la
voie NF-«B induite par Tax.

Dans ce protocole, des cellules HelLa sont mises en culture la veille de la transfection
dans des plaques 96 puits (7000 cellules/puits) avec un milieu DMEM sans antibiotiques, pour
favoriser la transfection. 10h, 16h ou 48h apres leur transfection, les cellules sont marquées.
Certaines sont d’abord incubées 30min a 37°C avec un milieu DMEM contenant 100ng/mL de
PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate P1585-1MG, Sigma-Aldrich), connue pour activer la
voie NF-kB. Ces cellules serviront de contrdle positif pour la translocation nucléaire de RelA.
Toutes les cellules (stimulées ou non a la PMA) sont ensuite fixées 10min a température
ambiante avec du PFA 4%, puis lavées trois fois avec du PBS 1X. Elles sont alors
perméabilisées 10min a température ambiante avec une solution de PBS 1X/0.1% Triton 100X
et lavées deux fois avec du PBS 1X/0.5% BSA. A la suite de ces lavages, les cellules sont
incubées successivement avec les anticorps primaires dirigés contre les protéines d’intérét (2h a
température ambiante sous agitation ou toute la nuit a 4°C), puis avec les anticorps secondaires
mélangés au Hoechst, dilué au 1/10000°™, qui comme le DAPI se lic 4 ’ADN cellulaire
(45min a température ambiante sous agitation). Pour ces incubations, les anticorps sont dilués
dans une solution de PBS 1X/0.5% BSA et entre chaque incubation, les cellules sont lavées
trois fois avec du PBS 1X/0.5% BSA. Enfin, nous lavons les cellules trois fois avec du PBS
1X/0.5% BSA et deux fois avec du PBS 1X, puis nous les conservons a 4°C.
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Les marquages cellulaires sont ensuite observés grace a un microscope a champs large
HERMES avec un objectif 10X et grace a un microscope a champs large ImageXpress MICRO
XLS (Molecular devices) avec un objectif 20X (Plateforme de Biologie Cellulaire a I’Institut
Gustave Roussy, Villejuif). Les images obtenues sont acquises avec les logiciels WiScan ou

MeétaExpress, puis analysées en utilisant le logiciel Image].

I1.6. Transactivation de promoteur

Lors de nos travaux, nous avons utilisé la technique de transactivation de promoteur
pour analyser I’impact de protéine d’intérét sur 1’activation spécifiquement induite par Tax de
promoteur comprenant des éléments de réponse kB.

Pour effectuer cette expérience, la veille de la transfection nous mettons en culture des
cellules adhérentes HEK 293T ou HEK 293T NF-«B stable (3. 10* cellules/puits) ou encore des
cellules T MOLT4 (4.10° cellules/puits) dans des plaques 24 puits. 48h apres leur transfection
avec les siARN et les plasmides, les cellules sont de nouveau transfectées avec les promoteurs
pGL4.32 et pRL-TK. Le plasmide pGL4.32, qui contient un gene luciférase Firefly sous
contrdle d’un promoteur possédant cinq éléments de réponse kB, permet de mesurer
I’activation des promoteurs NF-kB induite spécifiquement pas Tax. Le plasmide pRL-TK
possede un gene luciférase Renilla sous contrdle du promoteur constitutif de la Thymidine
Kinase et permet la normalisation des activités Firefly mesurées car 1’activité Renilla refléte
’activité transcriptionnelle de base dans les cellules. Dans le cas des cellules HEK 293T NF-
kB stable, qui contiennent le promoteur pGL4.32 intégré stablement dans leur chromatine, seul
le plasmide pRL-TK est transfecté. 24h apres cette seconde transfection, les cellules sont lysées
et leur activité luciférase est mesurée avec un luminometre, grace au kit « Dual-Luciferase
reporter assay system » (Promega). Les activités Firefly et Renilla mesurées sont distinctes car
ces deux enzymes n’ont ni les mémes substrats, ni les mémes spectres d’émission. En effet,
I’enzyme Firefly catalyse une réaction produisant un spectre d’émission situé entre 550 et
570nm, tandis que I’enzyme Renilla produit un spectre d’émission vers 480nm.

Pour chaque condition, nous calculons le ratio « activité Firefly/activité Renilla » afin
de normaliser les valeurs obtenues pour la luciférase Firefly et ainsi, nous affranchir de
potentielles variabilités biologiques et expérimentales, liées aux différences de taux de
transfection ou de lyse des cellules. Les différences de ratio observées entre les conditions
analysées refletent donc directement les différences d’activation du promoteur NF-xB dans ces

conditions.
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Par ailleurs, chaque condition est réalisée en double ce qui nous permet également de vérifier
I’absence de variations entre les deux points d’'une méme condition, confortant nos analyses et
les différences de ratio constatées. Une moyenne pour chaque condition est établie entre les
deux ratios obtenus, puis chaque moyenne est normalisée par rapport au ratio moyen de la

protéine Tax, transfectée avec les plasmides ou les siARN controles (fixé a 100%).

I1.7. Analyse de I’expression des genes par RT-qPCR

La quantification relative des ARN messagers (ARNm) présents dans les cellules par la
méthode de RT-qPCR, nous a permis d’analyser I’effet de protéine d’intérét sur 1’activation de
la transcription de genes cellulaires induite par Tax via la voie NF-«B.

Pour réaliser cette technique, la veille de la transfection nous mettons en culture des
cellules HEK 293T dans des boites de 10cm de diametre (1,5. 10° cellules/boite). 72h apres leur
transfection, les cellules sont lysées et les ARN totaux sont récupérés grace au kit
« NucleoSpin RNAII » (Macherey-Nagel). 1ng des ARN totaux extraits est ensuite utilisé pour
effectuer la réaction de transcription inverse avec le kit « Maxima first-stand cDNA synthesis »
(Thermo-Scientific), suivant le protocole établi par le fournisseur. La qPCR est alors réalisée a
partir de 10ng de transcrits inverses d’ARN obtenus (correspondant a des ADNc dits
complémentaires des brins d’ARN), dans un appareil Light-Cycler 2.0 (Roche). Nous avons
analysé par qPCR D’expression des genes Tax et ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1),
connu pour &tre induite par Tax via la voie NF-kB (Sanda et al., 2006), ainsi que I’expression
du gene endogene de ménage HPRT (Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase), qui code pour
une enzyme impliquée dans le recyclage métabolique des nucléotides et qui a une expression
constitutive, non régulée et stable dans les cellules. Pour effectuer ces analyses qPCR, nous
avons employé des amorces spécifiques pour Tax (forward
5’TTCCCAGGGTTTGGACAGAG3’, reverse 5’GATGGGGTCCCAGGTGATCT3’), pour
ICAM-1 (n° 04685105001, Roche) et pour HPRT (forward
S’TGACACTGGCAAAACAATGCA3’, reverse S’GGTCCTTTTCACCAGCAAGC3”).

La technologie SYBR Green (Schneeberger et al., 1995) nous a permis de réaliser les gPCR de
Tax et d’HPRT, avec le protocole suivant : une premiere étape de dénaturation pendant 8min a
95°C, puis 40 cycles composés d’une phase de dénaturation (0s a 95°C), suivis d’une phase
d’hybridation des amorces (10s a 60°C) et pour terminer, d’une phase d’élongation (8s a 72°C)
et enfin, une étape finale pour achever I’amplification (0s a 95°C, puis 15s a 65°C et 60s a

95°C).
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ICAM-1 a été amplifié, quant a lui, grace a la technologie Tagman (Holland et al., 1991) en
utilisant le protocole suivant : une premicre étape de dénaturation pendant 10min a 95°C, puis
45 cycles composés d’une phase de dénaturation (10s a 95°C), suivis d’une phase
d’hybridation des amorces (30s a 60°C) et pour terminer, d’une phase d’¢longation (1s a 72°C)
et enfin, une étape finale d’élongation (Smin a 72°C).

Pour chaque condition, les quantités d’ARNm obtenues pour Tax et ICAM-1 sont
normalisées par rapport a celles des ARNm d’HPRT, ce qui nous permet de controler la
quantité et la qualité des ARNm ainsi que les efficacités de la transcription inverse et de la
gPCR. Par ailleurs, chaque condition est réalisée en double ce qui nous permet également de
vérifier I’absence de variations entre les deux points d’une méme condition. Une moyenne pour
chaque condition est établie entre les deux quantités normalisées obtenues, puis chaque
moyenne est normalisée une nouvelle fois mais par rapport a la quantit¢é moyenne d’ARNm
dans les cellules qui ont été transfectées avec le plasmide Tax et les plasmides ou les siARN

contrdles (fixée a 100%).
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I. LA SUMOYLATION DE TAX : UN
EVENEMENT NON ESSENTIEL POUR
L’ACTIVATION DE LA VOIE NF-kB

L’importance de la SUMOylation de la protéine Tax dans le cadre de I’activation de la
voie NF-kB a été remise en question par des travaux menés au sein de notre laboratoire
(Bonnet et al., 2012). Suite a la controverse soulevée par notre étude (Shirinian et al., 2013;
Turci et al., 2012; Zane and Jeang, 2012), nous avons décidé de réexaminer complétement
I’importance de cette modification post-traductionnelle de la protéine Tax dans 1’activation de
la voie NF-«B.

Pour cela, nous avons élaboré une nouvelle stratégie basée sur I’inhibition de la
machinerie de SUMOylation endogene des cellules. En effet, dans le mécanisme de
SUMOylation des protéines, une seule enzyme E2 de conjugaison a été décrite a ce jour,
I’enzyme Ubc9 (Varadaraj et al., 2014; Wilkinson and Henley, 2010). En inhibant Ubc9, il est
donc possible de stopper I’ensemble du processus de SUMOylation endogeéne dans les cellules.
Nous avons choisi soit de bloquer 1’expression de I’enzyme Ubc9 endogéne, en utilisant des
siARN dirigés contre cette protéine, soit de bloquer son activité endogene, en employant un
mutant catalytiquement inactif, Ubc9-C93S, dans lequel la cystéine du domaine conservé UBC
a été mutée en sérine, empéchant le transfert des SUMO de I’enzyme E2 aux protéines cibles.
Ce mutant d’Ubc9 a été décrit comme pouvant inhiber totalement la machinerie de
SUMOylation endogene dans les cellules (Gong et al., 1997).

Avec cette nouvelle stratégie, ayant 1’avantage de ne pas utiliser de mutants de la
protéine Tax, nous avons pu analyser de fagon spécifique le role de la SUMOylation de Tax sur

’activation de la voie NF-kB qu’elle contrdle.
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FIGURE 53 : La SUMOylation endogene de Tax est fortement et spécifiquement

diminuée par le blocage d’Ubc9.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His et avec, (A.)
soit un plasmide codant pour le mutant T7-Ubc9-C93S ou un plasmide pSG5m contrdle, (B.) soit des siARN
Ubc9 ou des siARN contrdles. 48 heures apres la transfection, les cellules ont été lysées. Une partie des lysats
cellulaires a été directement analysée par immunoblot pour étudier 1’expression des protéines Tax et Ubc9 (A. et
B., lysats) et ’autre a été purifiée avec des billes de nickel afin d’isoler la protéine Tax-6His. Les protéines Tax
purifiées ont ensuite été analysées par immunoblot. En A., trois gels séparés ont été préparés puis analysés avec
successivement pour le premier 1’anticorps anti-SUMO-1 puis un mélange de sera de patients infectés par HTLV-
1 (Tax), pour le deuxieme I’anticorps anti-SUMO-2/3 puis le mélange de sera et enfin pour le troisieéme,
I’anticorps anti-Ub-K63 suivi du mélange de sera. En B., deux gels séparés ont été utilisés avec successivement
pour le premier les anticorps anti-SUMO-1, anti-Ub-K63 et enfin le mélange de sera de patients infectés par
HTLV-1 (Tax) et pour le deuxiéme, I’anticorps anti-SUMO-2/3 suivi du mélange de sera. (A. et B.) La quantité
de protéines Tax SUMOylées ou ubiquitinylées a été mesurée puis normalisée sur celle des protéines Tax non
conjuguées (Tax-SUMO-1/Tax, (Tax-SUMO-2/3)/Tax ou Tax-Ub/Tax). Les pourcentages de formes modifiées de
Tax indiqués sous chaque figure ont été calculés en fonction de ceux obtenus pour les protéines Tax seules ou
pour les protéines Tax transfectées avec les siARN controles (fixés a 100%).
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I.1. Le blocage d’Ubc9, une stratégie efficace pour inhiber la
SUMOylation de Tax et la machinerie de SUMOQylation

endogene

Pour vérifier I’efficacité de notre stratégie, nous avons analysé la SUMOylation
endogene de la protéine Tax, lors du blocage de I’activité ou de I’expression de 1I’enzyme Ubc9
dans les cellules. Pour cela, nous avons purifié la protéine Tax, fusionnée a une étiquette 6-
Histidines, sur billes de nickel afin d’étudier ses modifications post-traductionnelles dans les
conditions de blocage (FIGURE 53). Nous avons tout d’abord transfecté des cellules HEK
293T avec le plasmide Tax-6His et avec, soit la construction codant pour la protéine Ubc9
mutée (Ubc9-C93S) ou un plasmide pSGS5m contrdle (FIGURE 53A), soit les siARN Ubc9
(siUbc9) ou des siARN contrdles (siCont.) (FIGURE 53B). Les protéines Tax-6His ont
ensuite été purifiées sur billes de nickel grace a leur étiquette, puis leurs modifications post-
traductionnelles ont été analysées par immunoblot. La SUMOylation endogene de Tax a été
révélée avec des anticorps anti-SUMO-1 et anti-SUMO-2/3 tandis que son ubiquitinylation
avec des chaines endogenes d’ubiquitine liées en K63, servant de contrdle, a été observée avec
I’anticorps anti-Ub-K63. Les signaux mesurés pour les modifications de Tax ont été normalisés
sur les signaux de la protéine Tax non conjuguée et les valeurs obtenues pour Tax seule ou Tax
transfectée avec les siARN contrdles ont été fixées a 100%.

Des formes de Tax conjuguées a des protéines SUMO-1, SUMO-2/3 ou a des chaines
d’ubiquitine K63, sont purifiées lorsque les cellules ont été transfectées avec la construction
Tax-6His (FIGURES 53A et 53B, piste 3) mais pas avec le plasmide Tax codant pour une
protéine non étiquetée (FIGURES 53A et 53B, piste 2) ou avec le vecteur controle
(FIGURES 53A et 53B, piste 1). Les billes de nickel ont donc fixé spécifiquement les
protéines avec 1’étiquette 6His, validant nos expériences. Par ailleurs, des bandes de poids
moléculaires supérieurs a 40kDa (Tax non conjuguée) sont détectées avec les anticorps
spécifiques des modifications post-traductionnelles. Les bandes observées avec 1’anticorps
anti-Ub-K63 correspondent aux formes de Tax mono et polyubiquitinylées. De méme avec les
anticorps anti-SUMO-1 et anti-SUMO-2/3, ce sont les formes mono et polySUMOylées de Tax
qui sont visibles. Les protéines SUMO-2/3 étant capables de former des chaines en s’associant
entre elles, ce sont ces chaines de différentes tailles (di- ou tri-SUMO) que nous observons. Les
protéines SUMO-1 ne pouvant s’associer en chaines, les formes de Tax di- ou tri-SUMO

visibles correspondent a des protéines SUMO-1 situées a 1’extrémité des chaines de SUMO-2/3
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ou encore a deux ou trois SUMO-1 fixées sur différentes lysines cibles de Tax (Matic et al.,
2008).
En présence d’Ubc9-C93S, la SUMOylation de Tax avec des protéines SUMO-1 ou SUMO-
2/3 est considérablement diminuée par rapport a la protéine Tax seule (FIGURE S3A, pistes 3
et 4) pour atteindre un niveau d’expression comparable a celui du bruit de fond. En revanche,
I’expression de Tax non conjuguée n’est pas réduite, indiquant que la baisse drastique de la
SUMOylation de Tax n’est pas due a une diminution de I’expression de la protéine.
L’ubiquitinylation de Tax est également identique, avec ou sans le mutant Ubc9-C93S
(FIGURE 53A, pistes 3 et 4), ce qui montre que ce mutant inhibe spécifiquement la
SUMOylation de Tax.
Les mémes importantes réductions de conjugaison de Tax aux protéines SUMO-1 ou SUMO-
2/3 sont visibles avec les siARN Ubc9 par rapport aux siARN contrdles (FIGURE 53B, pistes
4 et 5) ou a Tax seule (FIGURE 53B, piste 3). L’expression de la protéine Tax non conjuguée
ainsi que celle des protéines liées a des chaines d’ubiquitine K63 restent inchangées avec les
siUbc9, comme avec le mutant Ubc9-C93S (FIGURE 53B, piste 5).
Le blocage de I’enzyme Ubc9 endogene est confirmé par une forte expression du mutant Ubc9-
C93S au niveau des lysats cellulaires (FIGURE 53A, lysats, piste 4) et par I’importante
réduction d’expression d’Ubc9 (environ 80%) en présence des siARN spécifiques (FIGURE
53B, lysats, piste 5).

Ces expériences de purification, avec le mutant catalytique Ubc9-C93S et les siARN
Ubc9, garantissent I’inhibition de la SUMOylation de la protéine Tax dans ces conditions,
permettant ainsi de valider notre stratégie expérimentale. Grace au blocage de I’activité ou de
I’expression de I’unique enzyme de conjugaison dans les cellules, nous pouvons générer, sans
mutations, une protéine Tax non SUMOylée mais ubiquitinylée a un niveau semblable a celui

d’une protéine Tax sauvage.

Nous avons également étudié I’effet du mutant Ubc9-C93S et des siUbc9 sur la
SUMOylation de I’ensemble des protéines cellulaires, afin de confirmer notre méthode
d’inhibition (FIGURE 54). Comme précédemment, nous nous sommes basés sur la technique
de purification de protéine sur billes de nickel mais dans ce cas, nous avons transfecté des
cellules HEK 293T avec la construction His-SUMO-3, en présence ou non du plasmide codant
pour Ubc9-C93S ou des siARN Ubc9 ou controles (FIGURE 54). En parallele, des cellules
HEK 293T ont été transfectées avec le plasmide Tax-6His, associé ou non avec le plasmide

Ubc9-C93S ou avec les siUbc9, afin de comparer I’inhibition de la SUMOylation
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FIGURE 54 : Le processus de SUMOylation endogene des protéines est fortement réduit
par le blocage d’Ubc9.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec, soit un plasmide pSG5m controle (piste 1), soit le plasmide
codant pour la construction His-SUMO-3 (pistes 2 a 5) ou celui codant pour la protéine Tax-6His (pistes 6 a 9), en
présence ou non du mutant T7-Ubc9-C93S (pistes 3 et 7), de siARN contrdles (pistes 4 et 8) ou de siARN Ubc9
(pistes 5 et 9). 48 heures apres la transfection, les cellules ont été lysées. Une partie des lysats cellulaires a été
purifiée avec des billes de nickel afin d’isoler les protéines étiquetées. Les protéines purifiées ont ensuite été
analysées par immunoblot avec 1’anticorps anti-SUMO-2/3 puis avec un mélange de sera de patients infectés par
HTLV-1 (Tax). Le pourcentage de SUMOylation des protéines cellulaires a été mesuré ainsi que la quantité de
protéines Tax SUMOylées, normalisée sur celle des protéines Tax non conjuguées ((Tax-SUMO-2/3)/Tax)). Le
pourcentage de SUMOylation des protéines en présence d’Ubc9-C93S a été calculé en fonction de celui obtenu
pour les protéines His-SUMO-3 ou Tax seules (fixé a 100%). De méme, le pourcentage de protéines SUMOylées
avec les siUbc9 a été calculé en fonction de celui obtenu pour les protéines His-SUMO-3 ou Tax transfectées avec
les siARN contrdles (fixé a 100%).
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de la protéine Tax a celle des protéines cellulaires totales. Les protéines étiquetées 6-Histidines
ont été purifiées sur billes de nickel et leur conjugaison aux protéines SUMO-2/3 a été révélée
par immunoblot avec I’anticorps anti-SUMO-2/3. De méme que pour les expériences
antérieures, les signaux correspondant aux formes SUMOylées de Tax ont été normalisés sur
les signaux de la protéine Tax non conjuguée et les valeurs obtenues pour His-SUMO-3 ou Tax
seules ainsi que pour His-SUMO-3 ou Tax transfectées avec les siARN controles ont été fixées
a 100%.

La SUMOylation des protéines cellulaires est fortement réduite en présence du mutant
Ubc9-C93S ainsi qu’avec les siUbc9 (FIGURE 54, pistes 3 et 5). Une inhibition de la
conjugaison de Tax aux protéines SUMO-2/3, comparable a celles obtenues dans les
FIGURES 53A et 53B, est retrouvée avec Ubc9-C93S et avec les siARN Ubc9 (FIGURE 54,
pistes 7 et 9).

Ces expériences au niveau des protéines cellulaires prouvent I’inhibition de la
machinerie de SUMOylation endogene, induite par le blocage de 1’activité ou de 1’expression

d’Ubc9.

L’ensemble de ces résultats indique d’une part que le processus de SUMOylation dans
les cellules est sous le controle de I’'unique enzyme E2, Ubc9, et d’autre part que notre stratégie
de blocage de cette enzyme permet de stopper ce processus et de générer une protéine Tax non
SUMOylée, sans modification de son niveau d’ubiquitinylation. Ces outils nous ont donc
permis d’analyser précisément les roles distincts de la SUMOylation et de I’ubiquitinylation de
Tax dans P’activation de la voie NF-kB, sans mutation de Tax ni surexpression des protéines

SUMO ou ubiquitine.

I.2. Une protéine Tax non SUMOylée active la transcription

dépendante de NF-xB

L1.2.1. Analyse de ’activation de promoteur transfecté dépendant de NF-xB
lors du blocage d’Ubc9

Apres avoir validé notre stratégie d’inhibition de la machinerie de SUMOylation dans
les cellules HEK 293T, nous avons étudié la capacité d’une protéine Tax non SUMOylée,

N

générée par le blocage d’Ubc9, a activer la voie NF-xkB dans ces lignées cellulaires.
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FIGURE 55 : Une protéine Tax non SUMOYylée active des promoteurs a éléments de

réponse kB transfectés.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His et avec, (A.)
soit un plasmide codant pour le mutant T7-Ubc9-C93S ou un plasmide pSG5m contrdle, (B.) soit des siUbc9 ou
des siARN contrdles. 48h apres, les cellules ont été soumises & une deuxieéme série de transfection avec la
construction pGL4.32 (kB-Luc2P) et le plasmide pRL-TK permettant la normalisation des activités Firefly. Apres
24h de culture supplémentaire, les cellules ont été lysées et leur activité luciférase a été mesurée. En parallele,
I’expression des protéines Tax et Ubc9 a été analysée par immunoblot (A. et B., lysats). Les pourcentages
représentés sur les graphiques correspondent aux ratios « activité Firefly/activité Renilla » normalisés par ceux
obtenus pour la protéine Tax seule ou avec les siARN contrdles (fixés a 100%). Ils représentent les moyennes et
les écarts-types de deux expériences indépendantes, réalisées en double.
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Pour cela, nous avons eu recours a des expériences de transactivation de promoteur associé a
des genes rapporteurs luciférase (FIGURE 55). Nous avons commencé par transfecter des
cellules HEK 293T avec le plasmide codant pour la protéine Tax-6His et avec, soit la
construction codant pour la protéine Ubc9 mutée (Ubc9-C93S) ou un plasmide pSGS5Sm
controle (Cont.) (FIGURE 55A), soit les siARN Ubc9 (siUbc9) ou des siARN controles
(siCont.) (FIGURE 55B). 48h apres, les cellules ont été transfectées une deuxieme fois avec le
promoteur pGL4.32, comprenant des éléments de réponse kB, et avec le promoteur pRL-TK,
constitutivement exprimé. Cette période de 48h entre les deux transfections nous a permis
d’étre dans les mémes conditions que lors des expériences de purification de la protéine Tax
(FIGURES 53A et 53B) et ainsi de nous assurer de I’inhibition de la SUMOylation de Tax au
moment ou les promoteurs ont été transfectés. Les cellules ont ensuite été lysées 24h apres la
deuxieme série de transfection, puis les activités luciférase ont ét€ mesurées. Les activités de la
protéine Tax, exprimée seule ou avec les siARN controles, ont été arbitrairement fixées a
100%. En paralléle, 1’expression des protéines Tax et Ubc9 a été analysée par immunoblot
(FIGURES 55A et 55B, lysats).

Comme attendu, dans les cellules HEK 293T en I’absence de Tax le niveau basal
d’activation de la transcription a partir des promoteurs a éléments de réponse kB est faible.
L’ajout de la protéine Tax augmente significativement la transcription dépendante de NF-«xB,
confirmant D’activation spécifique des promoteurs a éléments de réponse kB par Tax
(FIGURES 55A et 55B).

En présence d’Ubc9-C93S, le pourcentage d’activation des promoteurs dépendants de NF-xB
reste identique a celui observé avec la protéine Tax seule (FIGURE 55A). De la méme
maniere, ’activation de la transcription a partir de ces promoteurs n’est pas diminuée avec les
siUbcY, mais au contraire augmentée de facon importante par rapport a ce que nous obtenons
avec les siARN controles (FIGURE 55B).

Au niveau des lysats cellulaires, la forte expression du mutant Ubc9-C93S (FIGURE 55A,
lysats, piste 3) ainsi que I’inhibition presque complete (environ 90%) de 1’enzyme endogene
avec les siARN spécifiques (FIGURE 55B, lysats, piste 3), confirment le blocage d’Ubc9 dans
les cellules.

Ces expériences de transactivation montrent qu’une protéine Tax non SUMOylée est
capable d’activer des promoteurs transfectés dépendants de la voie NF-kB au méme niveau

qu’une protéine Tax sauvage, dans les cellules adhérentes HEK 293T.
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FIGURE 56 : Une protéine Tax non SUMOYylée active des promoteurs a éléments de

réponse kB intégrés.

Des cellules HEK 293T ayant intégré stablement dans leur chromatine un promoteur a éléments de réponse kB
(HEK 293T NF-«B stable) ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His et avec, (A.)
soit un plasmide codant pour le mutant T7-Ubc9-C93S ou un plasmide pSG5m contrdle, (B.) soit des siUbc9 ou
des siARN contrdles. 48h apres, les cellules ont été transfectées une deuxieme fois avec le plasmide pRL-TK.
Apres 24h de culture supplémentaire, les cellules ont été lysées et leur activité luciférase a été mesurée. En
paralléle, ’expression des protéines Tax et Ubc9 a été analysée par immunoblot (A. et B., lysats). Les
pourcentages représentés sur les graphiques correspondent aux ratios « activité Firefly/activité Renilla »
normalisés par ceux obtenus pour la protéine Tax seule ou avec les siARN contrdles (fixés a 100%). Ils
représentent les moyennes et les écarts-types de deux expériences indépendantes, réalisées en double.
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1.2.2. Analyse de ’activation de promoteur intégré dépendant de NF-xB
lors du blocage d’Ubc9

Pour confirmer nos résultats précédents, nous avons étudié la capacité d’une protéine
Tax non SUMOylée a activer la transcription dépendante de la voie NF-xB a partir de
promoteur intégré dans la chromatine, plus représentative d’une situation de transcription
cellulaire (FIGURE 56). Au laboratoire, nous avons congu des lignées de cellules, baptisées
HEK 293T NF-«B stable, ayant intégré un promoteur a éléments de réponse kB au sein de leur
chromatine. Deux des lignées cellulaires obtenues ont été transfectées avec le plasmide Tax-
6His associé, dans un cas avec le mutant Ubc9-C93S ou avec un vecteur controle (Cont.)
(FIGURE 56A), et dans I’autre avec les siUbc9 ou avec des siARN contrdles (siCont.)
(FIGURE 56B). Comme précédemment, 48h apres les cellules ont été transfectées une
deuxieme fois mais uniquement avec le promoteur pRL-TK, les éléments de réponse kB étant
déja présents dans ces lignées cellulaires. Apres 24h de culture supplémentaire, les cellules ont
finalement été lysées et leur activité luciférase a été mesurée. Les activités de la protéine Tax,
exprimée seule ou avec les sSiARN contrdles, ont de nouveau été fixées a 100% et 1’expression
des protéines Tax et Ubc9 a été analysée par immunoblot (FIGURES 56A et 56B, lysats).

De la méme facon que pour les FIGURES S5A et 55B, la protéine Tax induit
spécifiquement une forte activation des promoteurs dépendants de NF-kB comparée a leur
activité de base en I’absence de Tax (FIGURES 56A ct 56B).

Avec le mutant Ubc9-C93S, le pourcentage d’activation de la transcription a partir des
promoteurs a éléments de réponse kB reste inchangé dans les deux lignées cellulaires utilisées,
par rapport a celui obtenu avec la protéine Tax seule (FIGURE 56A). De méme, les siUbc9
n’induisent pas de diminution de ’activation des promoteurs mais plutdt une augmentation par
rapport aux siARN contrdles, comme dans la FIGURE 55B, qui peut-étre importante suivant
la lignée cellulaire (FIGURE 56B).

L’expression massive du mutant (FIGURE S56A, lysats, pistes 3 et 5) ainsi que I’inhibition
quasi-totale d’Ubc9 grace aux siARN (FIGURE 56B, lysats, pistes 3 et 5) qui sont observées
dans les lysats de chacune des lignées HEK 293T NF-xB stable employées, garantissent le
blocage de I’enzyme Ubc9 endogene.

Ces expériences de transactivations, réalisées avec des promoteurs intégrés stablement
dans la chromatine des cellules HEK 293T, valident les résultats obtenus avec des promoteurs

a éléments de réponse kB transfectés dans ces mémes lignées cellulaires.
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FIGURE 57 : Une protéine Tax non SUMOYylée induit ’expression du géne endogéne
ICAM-1 dépendant de NF-kB.

Des cellules HEK 293T ont été transfectées avec, (A.) soit un plasmide codant pour le mutant T7-Ubc9-C93S ou
un plasmide pSG5m controle, (B.) soit des siUbc9 ou des siARN contrdles. 48h apres, les cellules ont été de
nouveau transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His associée, (A.) dans un cas au mutant
Ubc9-CI3S ou a un vecteur contrdle, (B.) dans I’autre cas aux siUbc9 ou a des siARN contrdles. Apres 24h de
culture supplémentaire, les cellules ont été lysées. Une partie des lysats a été utilisée pour les expériences de RT-
gPCR (A. et B., graphiques) et I’autre pour purifier la protéine Tax sur billes de nickel (A. et B., montages). Les
quantités d’ARNm Tax et [ICAM-1 mesurées ont été normalisées sur celles obtenues pour HPRT. Ces valeurs ont
été normalisées une seconde fois par les valeurs calculées pour la protéine Tax seule ou avec les siARN controles
(fixées a 100%). Les pourcentages obtenus sont représentés sur les graphiques et ils correspondent aux moyennes
et aux écarts-types de deux expériences indépendantes, réalisées en double. En parallele, les protéines Tax
purifiées ont été analysées par immunoblot avec I’anticorps anti-SUMO-2/3 puis avec un mélange de sera de
patients infectés par HTLV-1 (Tax). L’expression de la protéine Ubc9 a été directement étudiée par immunoblot a
partir de lysat cellulaire non purifié (A. et B., lysats). La quantité de protéines Tax SUMOylées a été mesurée puis
normalisée sur celle des protéines Tax non conjuguées ((Tax-SUMO-2/3)/Tax). Le pourcentage de formes
modifiées de Tax en présence d’Ubc9-C93S a été calculé en fonction de celui obtenu pour les protéines Tax seules
(fixé a 100%), tandis que le pourcentage de Tax SUMOylées avec les siUbc9 a été calculé en fonction de celui
obtenu pour les protéines Tax transfectées avec les siARN controles (fixé a 100%).
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I.3. Une protéine Tax non SUMOYylée induit I’expression de gene

endogene dépendant de NF-kB

Pour continuer notre étude sur I’importance de la SUMOylation de Tax dans le cadre de
I’activation de la voie NF-kB induite par cette protéine, nous nous sommes intéressés a la
capacité d’une protéine Tax non SUMOylée a activer un promoteur endogéne dépendant de
NF-«kB (FIGURE 57). Pour cela, nous avons réalisé des expériences de RT-qPCR afin
d’analyser le niveau d’expression du gene ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1), dont
la transcription a été décrite comme étant activée par Tax via la voie NF-xB (Sanda et al.,
2006). Des cellules HEK 293T ont été transfectées avec, soit le plasmide codant pour le mutant
Ubc9-C93S ou un vecteur contrdle (Cont.) (FIGURE 57A), soit les siARN Ubc9 ou des
siARN controles (siCont.) (FIGURE 57B). 48h apres, les cellules ont été transfectées une
deuxieme fois avec le plasmide Tax-6His associé, dans la FIGURE 57A a Ubc9-C93S ou a un
vecteur contrdle, et dans la FIGURE 57B aux siUbc9 ou a des siARN contrdles. Ce protocole
permet d’inhiber la machinerie de SUMOylation endogene avant la transfection de Tax, pour
s’assurer que la protéine Tax n’est pas SUMOylée au moment ou elle active le promoteur.
Apres 24h de culture supplémentaire, les cellules ont été lysées. Une partie des lysats a été
utilisée pour les expériences de RT-qPCR (FIGURES S57A et 5S7B, graphiques a gauche) et
I’autre pour purifier la protéine Tax sur billes de nickel et étudier sa SUMOylation endogene
(FIGURES 57A et 57B, montages a droite). Les pourcentages d’ARNm mesurés pour Tax et
ICAM-1 ont été normalisés par rapport a ceux du gene endogene de ménage HPRT et les
quantités d’ARNm Tax et ICAM-1, obtenues avec les plasmides ou siARN contrdles, ont été
fixées a 100%. Concernant les purifications, les signaux mesurés pour les modifications de Tax
ont ét€ normalisés sur les signaux de la protéine Tax non conjuguée et les valeurs obtenues
pour Tax seule ou Tax transfectée avec les siARN controles ont été fixées a 100%.

Comme attendu, en ’absence de Tax, I’induction d’ICAM-1 est faible. La présence de
la protéine Tax active fortement I’expression endogene d’ICAM-1, confirmant ’activation
spécifique de ce gene par Tax (FIGURES S57A et S7B, graphiques). Pour vérifier qu' ICAM-1
est bien induit par Tax via la voie NF-«xB, le mutant Tax-M22 a été employé comme contrdle
négatif car il a ét¢ montré que cette protéine est incapable d’activer la voie NF-«xB cellulaire
(Smith and Greene, 1990). En présence de Tax-M22, I’induction d’ICAM-1 est nulle
(FIGURE 57A, graphique), prouvant que Tax active spécifiquement 1’expression du gene
ICAM-1 grace a lactivation de la voie NF-xkB dans les cellules HEK 293T.
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Résultats

La forte expression du mutant Tax-M22 exclue la possibilit¢ que 1’absence d’induction
d’ICAM-1 soit due a une faible expression de Tax-M22, confortant le lien entre 1’expression de
ce gene et I’activation de la voie NF-«xB.

L’induction d’ICAM-1 reste inchangée avec le mutant Ubc9-C93S (FIGURE 57A, graphique)
ou avec les siUbc9 (FIGURE 57B, graphique) par rapport a 1’expression des ARNm ICAM-1
avec la protéine Tax seule ou avec les siARN contrdles.

La purification de la protéine Tax sur billes de nickel nous a permis de vérifier
I’inhibition de la SUMOylation endogéne de Tax, dans les conditions de I’analyse RT-qPCR.
Des formes de Tax conjuguées aux protéines SUMO-2/3 sont purifiées lorsque les cellules ont
été transfectées avec la construction Tax-6His (FIGURES 57A et S7B, montages piste 3) mais
pas avec le plasmide Tax codant pour une protéine non étiquetée (FIGURES S57A et 57B,
montages piste 2) ou avec le vecteur controle (FIGURES 57A et 57B, montages piste 1),
validant nos expériences.

En présence d’Ubc9-C93S, la SUMOylation de Tax avec des protéines SUMO-2/3 est
fortement réduite par rapport a la protéine Tax seule (FIGURE 57A, montage pistes 3 et 4). De
méme, avec les siUbcY la conjugaison de Tax aux SUMO-2/3 est diminuée de facon
importante (FIGURE 57B, montage pistes 4 et 5). L’expression de Tax non conjuguée n’est
pas réduite significativement en présence du mutant d’Ubc9 ou des siUbc9, confirmant que la
baisse de la SUMOylation de Tax n’est pas due a une diminution de I’expression de la
protéine.

Le blocage de I’enzyme Ubc9 endogene est confirmé par une forte expression du mutant Ubc9-
C93S dans les lysats cellulaires (FIGURE S57A, lysats, piste 4) et par ’inhibition quasi-totale
d’Ubc9 en présence des siARN spécifiques (FIGURE 57B, lysats, piste 5).

L’ensemble de ces résultats démontrent qu’une protéine Tax non SUMOylée induit
I’expression du géne endogene ICAM-1, via I’activation de la voie NF-kB, au méme niveau
qu’une protéine Tax sauvage. Considérées avec nos expériences de transactivation précédentes,
ces données fournissent la preuve que la SUMOylation de Tax n’est pas nécessaire pour que
cette protéine active les promoteurs de gene dépendant de la voie NF-kB dans les cellules

adhérentes.
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FIGURE 58 : Une protéine Tax non SUMOYylée active des promoteurs a éléments de

réponse kB transfectés dans les cellules T.

Des cellules T MOLT4 ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His (pistes 2 a
5) et avec, soit la construction HA-SUMO-3 (pistes 2 et 3), soit la construction HA-Ub (pistes 4 et 5),
associées au mutant T7-Ubc9-C93S (pistes 3 et 5) ou a un plasmide pSG5m contrdle (pistes 2 et 4). 48 heures
apres, les cellules ont été lysées. Une partie des lysats cellulaires a été directement analysée par immunoblot
pour étudier 1I’expression des protéines Tax et Ubc9 (lysats) et ’autre a été purifiée avec des billes de nickel
afin d’isoler la protéine Tax-6His. Les protéines Tax purifiées ont ensuite été analysées par immunoblot avec
I’anticorps anti-HA puis avec un mélange de sera de patients infectés par HTLV-1 (Tax). La quantité de
protéines Tax SUMOylées ou ubiquitinylées a été mesurée puis normalisée sur celle des protéines Tax non
conjuguées ((Tax-HA-SUMO-3)/Tax, ou (Tax-HA-Ub)/Tax). Le pourcentage de formes modifiées de Tax en
présence d’Ubc9-C93S a été calculé en fonction de celui obtenu pour les protéines Tax seules (fixé & 100%).

Des cellules MOLT4 ont été co-transfectées avec un plasmide Tax-6His associé au mutant T7-Ubc9-C93S ou
a un plasmide pSGS5m contrdle. 48h apres, les cellules ont été soumises a une deuxieme série de transfection
avec la construction pGL4.32 (kB-Luc2P) et le plasmide pRL-TK permettant la normalisation des activités
Firefly. Apres 24h de culture supplémentaire, les cellules ont été lysées et leur activité luciférase a été
mesurée. En parallele, I’expression des protéines Tax et Ubc9 a été analysée par immunoblot (lysats). Les
pourcentages représentés sur le graphique correspondent aux ratios « activité Firefly/activité Renilla »
normalisés par ceux obtenus pour la protéine Tax seule (fixés a 100%). IIs représentent les moyennes et les
écarts-types de deux expériences indépendantes, réalisées en double.
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I.4. Une protéine Tax non SUMOYylée active la transcription

dépendante de NF-kB dans les cellules T

Apres avoir étudié¢ ’importance de la SUMOylation de Tax dans des lignées cellulaires
HEK 293T, nous avons confirmé nos résultats dans des lymphocytes T car, comme cela a été
expliqué dans I’introduction, ces cellules sont les cibles préférentiellement infectées par le
virus HTLV-1 in vivo (Richardson et al., 1990). Nous avons choisi d’employer des lignées de
lymphocytes T MOLT4, issues d’un patient atteint de leucémie aigué¢ lymphoblastique
(Minowada et al., 1972) (FIGURE 58). Nous avons commencé par vérifier ’inhibition de la
SUMOylation de la protéine Tax lors du blocage de 1I’enzyme Ubc9 dans ces cellules MOLT4,
en réalisant des purifications de Tax sur billes de nickel (FIGURE S58A). Malgré
I’optimisation du protocole de transfection, la SUMOylation endogéne de Tax n’est pas
détectable dans les lignées cellulaires MOLT4, en raison de la moins bonne efficacité de
transfection des cellules T par rapport aux cellules adhérentes. Nous avons donc transfecté les
cellules MOLT4 avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His ainsi qu’avec une
construction HA-SUMO-3 ou HA-Ub (utilisée comme contrdle) (Nasr, 2006), en présence ou
non du mutant Ubc9-C93S. Les protéines SUMO-3 et ubiquitine transfectées nous ont permis
de visualiser distinctement les modifications post-traductionnelles de Tax dans les lymphocytes
T. 48h apres, les cellules ont été€ lysées et les protéines Tax-6His ont été purifiées sur billes de
nickel puis leurs modifications post-traductionnelles ont été étudiées par immunoblot avec un
anticorps anti-HA. Les signaux mesurés pour les modifications de Tax ont ét€¢ normalisés sur
les signaux de la protéine Tax non conjuguée et les valeurs obtenues pour Tax seule ont été
fixées a 100%.

Des formes de Tax conjuguées a des protéines HA-SUMO-3 ou HA-Ub sont purifiées
lorsque les cellules ont été transfectées avec la construction Tax-6His (FIGURE S58A, pistes 2
et 4) mais pas avec le vecteur controle (FIGURE S8A, piste 1), validant nos expériences.

En présence d’Ubc9-C93S, la SUMOylation de Tax avec des protéines HA-SUMO-3 est
fortement diminuée par rapport a la protéine Tax seule (FIGURE 58A, pistes 2 et 3) pour
atteindre un niveau d’expression nul, comparable a celui du bruit de fond.

L’expression de la protéine Tax non conjuguée n’est pas réduite en présence d’Ubc9-C93S,
indiquant que la baisse de la SUMOylation de Tax n’est pas due a une diminution de
I’expression de la protéine. L’ubiquitinylation de Tax reste également quasi identique, avec ou
sans le mutant Ubc9-C93S (FIGURE S58A, pistes 4 et 5), ce qui prouve I’inhibition spécifique

de la SUMOylation de Tax induite par ce mutant dans les cellules T.
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Le blocage de I’enzyme Ubc9 endogeéne est validé par I’importante expression du mutant
Ubc9-C93S au niveau des lysats cellulaires (FIGURE 58A, lysats, pistes 3 et 5).

Avec ces expériences de purification dans les lymphocytes T MOLT4, nous constatons
que le blocage de I’activité d’Ubc9 inhibe la SUMOylation endogene de Tax comme dans les
cellules adhérentes HEK 293T, nous permettant de produire une protéine Tax non SUMOylée,
sans modifications de son niveau d’ubiquitinylation.

Nous avons également réalisé dans les cellules MOLT4 des expériences de purification de Tax
en bloquant I’expression d’Ubc9 grace a des siARN spécifiques, comme dans la FIGURE
53B. Toutefois, dans ces cellules T, seule une inhibition partielle de la conjugaison de Tax aux
protéines HA-SUMO-3 est obtenue avec les siUbc9 (environ 30% contre plus de 80% dans les
cellules HEK 293T de la FIGURE 53B). L’inhibition de la SUMOylation de Tax avec le
mutant Ubc9-C93S étant complete, comme dans les cellules HEK 293T (FIGURE 53A), nous
avons choisi de ne pas utiliser les siUbc9 mais uniquement ce mutant d’Ubc9 pour bloquer

I’enzyme endogene dans les lignées cellulaires MOLT4, lors de la suite de nos analyses.

Apres avoir validé notre stratégie d’inhibition dans les cellules T, nous avons étudié la
capacité d’une protéine Tax non SUMOylée a activer un promoteur transfecté dépendant de
NF-xB dans ces lignées MOLT4. Pour cela, nous avons eu recours a des expériences de
transactivation de promoteur (FIGURE 58B). Des cellules MOLT4 ont été transfectées avec le
plasmide codant pour la protéine Tax-6His et avec la construction codant pour la protéine Ubc9
mutée (Ubc9-C93S) ou avec un plasmide pSG5m contrdle (Cont.). 48h apres, les cellules ont
été transfectées une deuxieme fois avec le promoteur pGL4.32, contenant des éléments de
réponse kB, et avec le promoteur pRL-TK. Comme dans la FIGURE 55, ce protocole permet
d’inhiber la SUMOylation endogene de Tax avant la transfection des promoteurs. Apres 24h de
culture supplémentaire, les cellules ont été lysées et leur activité luciférase a été mesurée.
L’activité de la protéine Tax transfectée avec le plasmide controle a été arbitrairement fixée a
100%. En parallele, I’expression des protéines Tax et Ubc9 ont été analysées par immunoblot
(FIGURE 58B, lysats).

De la méme facon que pour la FIGURE 55, en ’absence de Tax le niveau basal
d’activation de la transcription a partir des promoteurs a éléments de réponse kB est faible dans
les cellules T. La présence de la protéine Tax augmente significativement la transcription
dépendante de NF-«kB, confirmant I’activation spécifique des promoteurs a éléments de

réponse kB par Tax (FIGURE 58B).
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En présence d’Ubc9-C93S, le pourcentage d’activation des promoteurs dépendants de NF-xB
n’est pas diminué mais au contraire augmenté, par rapport a celui obtenu pour la protéine Tax
seule (FIGURE 58B).

Au niveau des lysats cellulaires, I’expression du mutant Ubc9-C93S confirme le blocage de
I’enzyme endogene dans les cellules MOLT4 (FIGURE 58B, lysats, piste 3).

Ces résultats de transactivation dans les lymphocytes T sont identiques a ceux obtenus
précédemment dans les cellules HEK 293T, démontrant qu’une protéine Tax non SUMOylée
active la transcription dépendante de la voie NF-kB comme une protéine Tax sauvage, que ce
soit dans des cellules adhérentes ou dans des cellules T, cibles de I’infection par le virus

HTLV-1 in vivo.

L’ensemble de nos analyses, concernant I’importance de la SUMOylation de Tax dans
le cadre de I’activation de la voie NF-kB induite par cette protéine, valide les conclusions de
notre étude précédente (Bonnet et al., 2012) et écarte les oppositions soulevées par différentes
équipes, sur le fait qu’un faible niveau de SUMOylation de Tax serait suffisant et indispensable
pour que cette protéine active la voie NF-«B (Shirinian et al., 2013; Turci et al., 2012; Zane
and Jeang, 2012). En effet, grace a une nouvelle stratégie permettant d’inhiber la machinerie de
SUMOylation endogene dans les cellules adhérentes comme dans les cellules T, nous avons
prouvé qu’une protéine Tax non SUMOylée, mais toujours ubiquitinylée, active la
transcription a partir de promoteurs dépendants de NF-xB, qu’ils soient transfectés ou intégrés
stablement dans la chromatine cellulaire, mais également a partir de promoteurs endogeénes
situés en amont de genes cibles de la voie NF-«xB.

Ces résultats, qui ont été publiés en Septembre dernier dans Journal of Virology
(ANNEXE 1) (Pene et al., 2014), établissent la preuve formelle que la SUMOylation de Tax
n’est pas essentielle pour 1’activation de la voie NF-xB, clarifiant ainsi le débat qui avait lieu
ces dernieres années autour du rdle de cette modification post-traductionnelle dans I’induction

de la voie NF-kB par la protéine Tax.
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II. LA PROTEINE TRAFS5 : NOUVEAU ROLE
DANS L°’UBIQUITINYLATION DE TAX ET
DANS L’ACTIVATION DE LA VOIE NF-kB

L’ubiquitinylation de Tax est un événement essentiel pour 1’activation de la voie NF-xB
contrairement a ce que nous avons montré pour sa SUMOylation. En effet, notre laboratoire
ainsi que d’autres équipes ont prouvé que la conjugaison de Tax a des chalnes d’ubiquitine
liées en K63, était nécessaire pour que Tax interagisse avec NEMO et recrute I’ensemble du
complexe IKK au niveau d’un compartiment périnucléaire, pour induire ensuite I’activation de
ce complexe (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008; Nasr, 2006; Shibata et al., 2011).

De nombreuses interrogations persistent autour de 1’association de Tax au complexe
NEMO/IKKo/IKK, qui constitue 1’élément central de 1’activation de la voie NF-kB canonique
par Tax (Chu et al., 1998). L’une des questions majeures concerne 1’identification de I’enzyme
E3 ligase impliquée dans I’ubiquitinylation K63 de Tax, qui reste a ce jour inconnue. Parmi les
potentielles E3 évoquées, les protéines de la famille TRAF (TNF Receptor-Associated Factor)
semblent étre des candidates intéressantes, et particulierement la protéine TRAFS, qui a été
décrite comme impliquée dans 1’activation du complexe IKK induite par I’oncoprotéine LMP1
du virus EBV (Devergne et al., 1998; Kraus et al., 2009).

Nous avons donc décidé d’étudier le role de TRAFS dans 1’ubiquitinylation de Tax ainsi que
dans la formation du complexe Tax/IKK, indispensable a 1’activation de la voie NF-«xB.

Pour notre étude, nous avons employé une stratégie basée sur le blocage de I’enzyme
TRAFS, permettant d’analyser de fagon précise le role de cette protéine. Nous avons choisi soit
de bloquer I’expression de la protéine TRAFS endogene en utilisant des siARN spécifiques,
soit de bloquer son activité endogene, en employant le mutant catalytiquement inactif TRAFS5
DN, dont le domaine RING et les motifs a doigt de zinc, nécessaires a la fonction d’ubiquitine
ligase, ont été éliminés (Wong et al., 1998).

Ces études nous ont permis de disséquer les étapes de recrutement et d’activation du

complexe IKK par Tax ainsi que I’implication de I’ubiquitinylation de Tax dans ce mécanisme.
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FIGURE 59 : La protéine TRAFS5 participe a I’ubiquitinylation de Tax, notamment par
des chaines d’ubiquitine de type K63.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His et avec, soit
des siARN TRAFS, soit des siARN contrdles. 48 heures apres la transfection, les cellules ont été lysées. Une
partie des lysats cellulaires a été directement analysée par immunoblot pour étudier I’expression de la protéine
Tax (lysats) et I’autre a été purifiée avec des billes de nickel afin d’isoler la protéine Tax-6His. Les protéines Tax
purifiées ont ensuite été analysées par immunoblot avec successivement I’anticorps anti-Ub-K63, suivi de
I’anticorps anti-Ub-totale (P4D1 + Fk2) et enfin, d’un mélange de sera de patients infectés par HTLV-1 (Tax). La
quantité de protéines Tax ubiquitinylées a été mesurée puis normalisée sur celle des protéines Tax non conjuguées
((Tax-Ub-K63)/Tax ou (Tax-Ub-totale)/Tax). Le pourcentage de formes modifiées de Tax avec les siTRAFS a été
calculé en fonction de celui obtenu pour les protéines Tax transfectées avec les siARN contrdles (fixé a 100%).
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II.1. TRAFS contribue a I’ubiquitinylation de la protéine Tax,

indépendamment de son activité ligase

Nous avons commencé par ¢étudier D'implication de 1’enzyme TRAFS dans
I’ubiquitinylation de Tax afin de déterminer si TRAFS était sa potentielle E3 ligase. Pour cela,
nous avons réalis€ des expériences de purification de Tax sur billes de nickel permettant
d’analyser I’ubiquitinylation de cette protéine lors du blocage de TRAFS5 (FIGURE 59). Nous
avons transfecté des cellules HEK 293T avec le plasmide Tax-6His associé aux siARN TRAF5
(siTRAF5) ou a des siARN contrdles (siCont.), afin de bloquer ’expression de 1’enzyme
TRAFS endogene. Ces siARN et leur efficacité ont été décrits dans (Tang and Wang, 2010).
48h apres, la protéine Tax a été purifiée sur billes de nickel et son ubiquitinylation endogene a
été détectée par immunoblot avec un anticorps anti-Ub-totale (P4D1+Fk2), permettant de
visualiser tous les types de chaines d’ubiquitine fixées a Tax (liées en K63, K48, K11,...), et
avec un anticorps anti-Ub-K63 décelant spécifiquement les chaines endogénes d’ubiquitine
liées en K63 a Tax, qui sont essentielles a 1’activation de la voie NF-xkB (Harhaj et al., 2006;
Kfoury et al., 2008; Nasr, 2006; Shibata et al., 2011). Les signaux mesurés pour les
modifications de Tax ont été normalisés sur les signaux de la protéine Tax non conjuguée et les
valeurs obtenues pour Tax transfectée avec les siARN contrdles ont été fixées a 100%.

Des formes de Tax conjuguées a des chaines d’ubiquitine K63 ou a des chaines
d’ubiquitine totale, sont purifiées lorsque les cellules ont été transfectées avec la construction
Tax-6His (FIGURE 59, piste 3) mais pas avec le plasmide Tax codant pour une protéine non
étiquetée (FIGURE 59, piste 2) ou avec le vecteur contrdle (FIGURE 59, piste 1). Les billes
de nickel ont donc fixé spécifiquement les protéines avec I’étiquette 6His, validant nos
expériences. Par ailleurs, comme dans les purifications précédentes réalisées dans le cadre de
notre étude sur la SUMOylation de Tax, des bandes de poids moléculaires supérieurs a 40kDa
(Tax non conjuguée) sont détectées avec les anticorps spécifiques des ubiquitinylations, qui
correspondent aux formes mono et polyubiquitinylées de Tax.

En présence des siARN TRAFS, la conjugaison de Tax a des chaines endogenes d’ubiquitine
liées en K63 est fortement diminuée par rapport aux siARN contrdles (FIGURE 59, pistes 4 et
5) ou a Tax seule (FIGURE 59, piste 3). L ubiquitinylation totale de Tax est également réduite
de facon importante avec les siTRAFS5. En revanche, I’expression de la protéine Tax non
conjuguée reste inchangée avec les stARN TRAFS, indiquant que la baisse d’ubiquitinylation

de Tax n’est pas due a une diminution de I’expression de la protéine (FIGURE 59, piste 5).
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FIGURE 60 : L’activité ligase de la protéine TRAFS n’est pas impliquée dans

I’ubiquitinylation de Tax.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His (pistes 3 a 7) et
avec, soit des constructions codant pour le mutant Myc-TRAF5 DN (piste 4) ou pour la protéine sauvage Myc-
TRAFS5 (piste 5), soit des siARN TRAFS5 (piste 7) ou des siARN contrdles (piste 6). 48 heures apres la
transfection, les cellules ont été lysées. Une partie des lysats cellulaires a été directement analysée par immunoblot
pour étudier I’expression de la protéine Tax ainsi que celle des protéines TRAFS DN et TRAFS (lysats). L’autre
partie a été purifiée avec des billes de nickel afin d’isoler la protéine Tax-6His. Les protéines Tax purifiées ont
ensuite été analysées par immunoblot avec I’anticorps anti-Ub-totale (P4D1 + Fk2) puis avec un mélange de sera
de patients infectés par HTLV-1 (Tax). La quantité de protéines Tax ubiquitinylées a été mesurée puis normalisée
sur celle des protéines Tax non conjuguées ((Tax-Ub-totale)/Tax). Le pourcentage de formes modifiées de Tax en
présence de TRAFS DN ou de TRAFS a été calculé en fonction de celui obtenu pour les protéines Tax seules (fixé
a 100%), tandis que le pourcentage de Tax ubiquitinylées avec les siTRAFS a été calculé en fonction de celui
obtenu pour les protéines Tax transfectées avec les siARN controles (fixé a 100%).
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Ces expériences de purification démontrent que le blocage de 1’expression de la
protéine TRAF5 endogene diminue fortement mais pas complétement 1’ubiquitinylation de
Tax, et notamment sa conjugaison a des chalnes d’ubiquitine liées en K63, connues comme
étant impliquées dans le recrutement et 1’activation du complexe IKK par Tax.

TRAFS participe donc a 1’ubiquitinylation de Tax mais ne semble pas étre la seule et unique

E3 ligase impliquée dans ce processus.

Pour continuer notre étude, nous avons voulu déterminer si la protéine TRAFS induisait
directement 1’ubiquitinylation de Tax grace a son activité ligase. Pour cela, nous avons eu
recours a des expériences de purification de Tax sur billes de nickel en présence d’un mutant
TRAFS DN, dans lequel le domaine RING ainsi que les motifs a doigt de zinc de sa partie N-
terminale ont été enlevés, le rendant catalytiquement inactif (Wong et al., 1998) (FIGURE 60).
TRAFS5 fonctionnant en homo ou hétérodimeres, ce mutant permet de bloquer 1’activité des
protéines TRAFS endogenes, en interagissant avec ces protéines ainsi qu’avec leurs partenaires
cellulaires, via son domaine TRAF caractéristique en C-terminal (Wong et al., 1998). Des
cellules HEK 293T ont été transfectées avec le plasmide Tax-6His et avec, soit les
constructions codant pour le mutant TRAF5 DN (Myc-TRAF5 DN) ou pour la protéine
TRAFS5 sauvage (Myc-TRAFS) utilisée comme contrdle, soit les siARN TRAFS (siTRAFS) ou
des siARN controles (siCont.) afin de comparer les effets du blocage de l’activité ou de
I’expression de TRAFS sur ’'ubiquitinylation de Tax. Apres 48h, les cellules ont été lysées et
les protéines Tax-6His ont été purifiées sur billes de nickel. Les modifications post-
traductionnelles de Tax avec des chaines d’ubiquitine totale ont ensuite €té étudiées par
immunoblot. Les signaux mesurés pour les modifications de Tax ont été normalisés sur les
signaux de la protéine Tax non conjuguée et les valeurs obtenues pour Tax seule ou Tax
transfectée avec les siARN contrdles ont été fixées a 100%.

Des formes de Tax conjuguées a des chaines d’ubiquitine totale sont purifiées lorsque
les cellules ont été transfectées avec la construction Tax-6His (FIGURE 60, piste 3) mais pas
avec le plasmide Tax codant pour une protéine non étiquetée (FIGURE 60, piste 2) ou avec le
vecteur controle (FIGURE 60, piste 1), validant nos expériences.

En présence du mutant TRAFS5 DN, I’ubiquitinylation totale de Tax n’est pas diminuée, mais
au contraire augmentée par rapport a la protéine Tax seule (FIGURE 60, pistes 3 et 4). La
conjugaison de Tax aux ubiquitines est également plus importante avec la protéine TRAFS5
sauvage comparée a Tax seule (FIGURE 60, pistes 3 et 5), confortant I’implication de TRAFS5

dans le processus d’ubiquitinylation de Tax.
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Comme dans la FIGURE 59, les ubiquitines conjuguées a Tax sont réduites avec les siARN
TRAF5 par rapport aux siARN contrdles (FIGURE 60, pistes 6 et 7), ce qui participe a la
validation du réle de TRAFS5 dans le mécanisme d’ubiquitinylation de la protéine Tax. Par
ailleurs, I’expression de Tax non conjuguée reste identique en présence du mutant TRAF5 DN
ou des siTRAFS, confirmant que les modifications d’ubiquitinylation de Tax ne sont pas liées a
une variation de I’expression de la protéine (FIGURE 60, pistes 4 et 7).
Au niveau des lysats cellulaires, la forte expression du mutant TRAFS DN garantit le blocage
catalytique de I’enzyme TRAFS endogene (FIGURE 60, lysats, piste 4).

Ces expériences avec le mutant TRAFS DN, dans lequel le domaine RING et les motifs
a doigt de zinc qui sont des structures nécessaires a I’activité des enzymes ubiquitine ligase
(Joazeiro and Weissman, 2000) sont absents, démontrent que TRAFS5 n’est pas ’enzyme E3
ligase qui conjugue directement les chaines d’ubiquitine sur la protéine Tax, méme si elle est

bien impliquée dans ce processus.

En résumé, les différents résultats que nous avons obtenus prouvent que la protéine
TRAFS5 est nécessaire pour induire une partie de 1’ubiquitinylation de Tax, notamment avec des
chaines K63. Toutefois, nous avons montré que cette protéine agit indépendamment de son
activité ligase sur le processus de conjugaison de Tax aux ubiquitines. Ce mécanisme suggere
donc le recrutement d’une deuxieme enzyme E3 ligase par TRAFS, qui serait directement

responsable d’une partie de 1’ubiquitinylation de Tax.

I1.2. TRAFS est impliquée dans ’activation de la transcription

dépendante de NF-kB, indépendamment de son activité ligase

Suite a nos résultats démontrant I’implication de la protéine TRAF5 dans
I’ubiquitinylation de Tax, nous avons voulu déterminer si TRAFS contribuait également a
I’activation de la voie NF-kB, pour laquelle I’ubiquitinylation de Tax constitue un événement
essentiel (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008; Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006). Pour cela,
nous avons effectué des expériences de transactivation de promoteur associé a des genes
rapporteurs luciférase (FIGURE 61). Nous avons d’abord co-transfecté des cellules HEK 293T
avec un plasmide codant pour Tax-6His et avec, soit les siARN TRAF5 ou des siARN
contrdles (siCont.) (FIGURE 61A), soit les constructions codant pour le mutant TRAF5 DN
(Myc-TRAF5 DN) ou pour la protéine TRAFS sauvage (Myc-TRAFS) (FIGURE 61B).
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FIGURE 61 : La protéine TRAFS contribue a ’activation de promoteur a éléments de

réponse kB par Tax, indépendamment de son activité ligase.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax-6His et avec, (A.)
soit des siARN TRAFS5 ou des siARN contrdles, (B.) soit des constructions codant pour le mutant Myc-TRAFS5
DN ou pour la protéine sauvage Myc-TRAFS. 48h apres, les cellules ont été soumises a une deuxieme série de
transfection avec la construction pGL4.32 (kB-Luc2P) et le plasmide pRL-TK permettant la normalisation des
activités Firefly associés, (A.) soit aux siTRAFS5 ou aux siARN contrdles, (B.) soit au mutant Myc-TRAFS5 DN.
Apres 24h de culture supplémentaire, les cellules ont été lysées et leur activité luciférase a été mesurée. Les
pourcentages représentés sur les graphiques correspondent aux ratios «activité Firefly/activité Renilla »
normalisés par ceux obtenus pour la protéine Tax seule ou avec les siARN contrdles (fixés a 100%). Ils
représentent les moyennes et les écarts-types de deux expériences indépendantes, réalisées en double.
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Apres 48h, les cellules ont été transfectées une deuxieme fois avec le promoteur pGL4.32,
comprenant des ¢éléments de réponse kB, et avec le promoteur pRL-TK, constitutivement
exprimé. Ces promoteurs ont été co-transfectés avec une nouvelle fois, dans la FIGURE 61A
les siTRAF5 ou des siARN contrdles, et dans la FIGURE 61B le mutant TRAF5 DN. Ce
protocole permet de s’assurer de I’inhibition efficace de I’enzyme TRAFS5 endogene au
moment ol les promoteurs sont transfectés et ou la protéine Tax peut les activer. Apres 24h de
culture supplémentaire, les cellules ont été lysées, puis les activités luciférase ont été mesurées.
Les activités de la protéine Tax, exprimée seule ou avec les siARN contrdles, ont été
arbitrairement fixées a 100%.

De la méme maniere que lors des expériences de transactivation précédentes,
I’activation basale des promoteurs dépendants de NF-kB dans les cellules HEK 293T est faible.
En revanche, en présence de la protéine Tax, la transcription induite a partir de ces promoteurs
est fortement augmentée, indiquant leur activation spécifique par Tax (FIGURES 61A et
61B). Pour valider nos expériences, un mutant de NEMO (NEMO L329P) a été employé
comme controle négatif car il a été décrit comme étant incapable d’activer la voie NF-xB
cellulaire (Wu et al., 2006). En effet, ce mutant ne peut plus se lier aux chaines d’ubiquitine, ce
qui empéche donc son recrutement au niveau des protéines ubiquitinylées impliquées dans
I’activation de la voie NF-kB. Comme attendu, en présence de ce mutant, le pourcentage
d’activation des promoteurs a éléments de réponse kB est extrémement bas, proche du niveau
basal d’activation détecté dans les cellules HEK 293T (FIGURES 61A ct 61B).

En présence des siARN TRAFS, la transcription dépendante de NF-xB est significativement
réduite par rapport aux siARN controles (FIGURE 61A). De facon intéressante, cette baisse
semble comparable a celle obtenue pour 1’ubiquitinylation de Tax lors du blocage de
I’expression de la protéine TRAF5 endogene (FIGURE 59).

Avec le mutant TRAFS5 DN, le pourcentage d’activation des promoteurs a éléments de réponse
kB n’est pas diminué, mais au contraire augmenté, par rapport a la protéine Tax seule
(FIGURE 61B). De la méme facon, une augmentation de la conjugaison de Tax aux
ubiquitines a été observée en présence de TRAFS DN, dans le cadre des expériences de
purification de Tax sur billes de nickel (FIGURE 60).

Par ailleurs, la protéine TRAFS sauvage active également de facon plus importante la
transcription dépendante de NF-xB par rapport a Tax seule (FIGURE 61B), ce qui confirme
I’implication de TRAFS5 dans I’activation de la voie NF-kB induite par Tax.
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Ces analyses démontrent que TRAFS, indépendamment de son activité ligase, participe
aux mécanismes déclenchés par la protéine Tax pour activer la voie NF-kB dans les cellules
adhérentes. D’autre part, le blocage de ’enzyme TRAF5 endogene dans ces expériences de
transactivation semble conduire a des effets similaires a ceux décrits dans les expériences de
purification de Tax précédentes. Le lien entre ubiquitinylation de Tax et activation de la voie
NF-kB ayant été clairement établi, nous pouvons donc en déduire que I’impact de TRAFS sur
I’activation de la voie NF-kB est corrélé a son implication dans I'ubiquitinylation de Tax,

confortant ainsi I’importance de la protéine TRAFS5 dans ces processus.

I1.3. TRAFS induit la formation du complexe Tax/IKKo/IKKJ,

indépendamment de son activité ligase

Pour analyser plus en détail le role de TRAFS dans les mécanismes d’activation de la
voie NF-kB induits par la protéine Tax ubiquitinylée, nous avons étudié 1’implication de
TRAFS5 dans le recrutement et 1’activation du complexe IKK par Tax. En effet, cet événement
a été démontré comme étant central dans 1’activation de la voie NF-kB (Chu et al., 1998) et
déclenché par 1’ubiquitinylation de la protéine Tax (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008;
Nasr, 2006). Nous avons donc réalisé des expériences de co-immunoprécipitation de Tax lors
du blocage de I’expression ou de I’activité de la protéine TRAFS5 endogene, afin d’observer
I’impact de TRAFS sur I’association entre Tax et les protéines NEMO, IKKa et IKK]p,
constituant le complexe IKK (FIGURES 62, 63, 64 et 65).

I1.3.1. Analyse du recrutement et de I’activation du complexe IKK par Tax

lors du blocage de I’expression de TRAFS

Nous avons commencé par co-transfecter des cellules HEK 293T avec le plasmide Tax-
6His et avec, soit les siARN TRAFS5, soit des siARN contrdles (siCont.), afin de bloquer
I’expression de I’enzyme TRAFS5 endogene (FIGURE 62). 48h apres, les cellules ont été
lysées puis la protéine Tax a été co-immunoprécipitée avec ses partenaires protéiques
endogenes, grace a un anticorps monoclonal anti-Tax. Les protéines associées ont ensuite été
identifiées par immunoblot avec un anticorps anti-Phospho-IKKa/B, détectant a la fois les

formes phosphorylées d’IKKa et d’IKKJ, et avec un anticorps anti-NEMO (FIGURE 62A).
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FIGURE 62 : Contrairement a I’association Tax/NEMO, le recrutement des formes
phosphorylées d’IKKa et p par Tax nécessite la protéine TRAFS.

Des cellules HEK 293T ont été transfectées avec (A.), soit un plasmide pSG5m contrdle (piste 1), soit un plasmide
codant pour la protéine Tax-6His (pistes 2 a 4) associé a des siARN TRAFS (piste 4) ou a des siARN controles
(piste 3). Les constructions codant pour les mutants Tax-M22-6His (piste 5) et Tax-M47-6His (piste 6) ont
également été transfectées pour servir de contrdles négatifs ou positifs. 48 heures apres, les cellules ont été lysées.
Une partie des lysats cellulaires a été directement analysée par immunoblot pour étudier 1’expression endogéne
des protéines du complexe IKK ainsi que celle de la protéine Tax (lysats). Dans ’autre partie, Tax a été co-
immunoprécipitée avec un anticorps monoclonal anti-Tax afin d’identifier ses partenaires protéiques (Co-IP Tax).
Les protéines co-immunoprécipitées ont ensuite été analysées par immunoblot avec les anticorps anti-Phospho-
IKKo/B et anti-NEMO, ainsi qu’avec un mélange de sera de patients infectés par HTLV-1 (Tax). Les quantités de
protéines Phospho-IKKa/B ou NEMO mesurées dans les Co-IP ou dans les lysats ont été normalisées sur celles
des protéines Tax. Les pourcentages représentés sur le graphique B. correspondent aux moyennes des quantités
normalisées de protéines Phospho-IKKa/f ou NEMO qui ont été co-immunoprécipitées par Tax dans trois
expériences indépendantes. Les pourcentages du graphique C. représentent les moyennes des expressions de ces
protéines, mesurées dans les lysats cellulaires de ces trois mémes expériences. (B. et C.) Les pourcentages de co-
immunoprécipitation et d’expression déterminés avec les siTRAF5 ont été calculés en fonction de ceux obtenus
pour les protéines Tax transfectées avec les siARN controles (fixés a 100%).
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Les moyennes des signaux obtenus pour les protéines Phospho-IKKa/B ou NEMO, mesurés
lors de trois expériences distinctes, ont été représentées sous forme de graphiques
correspondant aux pourcentages de co-immunoprécipitation de ces protéines avec Tax
(FIGURE 62B), ainsi qu’a leurs niveaux d’expression dans les lysats cellulaires (FIGURE
62C). Chaque signal mesuré pour Phospho-IKKa/B ou NEMO a été normalisé sur le signal de
la protéine Tax associée et les valeurs obtenues pour Tax transfectée avec les siARN controles
ont été fixées a 100% (FIGURES 62B et 62C).

Au niveau des co-immunoprécipitations, aucune protéine Tax n’est détectée lorsque les
cellules ont été transfectées avec le vecteur controle (FIGURE 62A, piste 1), confirmant la
spécificité de 1’anticorps monoclonal employé pour récupérer Tax. Par ailleurs, des protéines
IKKa et IKKP phosphorylées sont co-immunoprécipitées lorsque les cellules ont été
transfectées avec la construction Tax-6His (FIGURE 62A, piste 2) mais pas avec le vecteur
controle (FIGURE 62A, piste 1). De la méme facon, la protéine NEMO endogene est
fortement précipitée avec Tax-6His (FIGURE 62A, piste 2) alors que seule une faible bande
aspécifique est détectée avec le plasmide controle (FIGURE 62A, piste 1). Ces résultats
permettent de valider nos expériences car ils montrent les interactions spécifiques de Tax avec
NEMO et avec les formes activées par phosphorylation d’IKKa et d’IKKp, qui caractérisent le
recrutement et 1’activation du complexe IKK par la protéine Tax (Harhaj and Sun, 1999).

En parallele, nous avons utilisé les mutants Tax-M22-6His et Tax-M47-6His comme controles
négatifs ou positifs du recrutement et de 1’activation du complexe IKK par Tax.

Le mutant Tax-M22 a en effet été décrit comme ne pouvant interagir avec la protéine NEMO
(Harhaj and Sun, 1999), I’empéchant ainsi d’induire la phosphorylation du complexe IKK
(Geleziunas et al., 1998; Yin et al., 1998) et par conséquent, d’activer 1’ensemble de la voie
NF-kB (Smith and Greene, 1990). A I'inverse, le mutant Tax-M47 est capable de se lier a
NEMO (Harhaj and Sun, 1999) et d’induire 1’activation d’IKK (Chu et al., 1998; Yin et al.,
1998), entrainant alors celle de la voie NF-kB, de la méme fagon qu’une protéine Tax sauvage
(Smith and Greene, 1990). Comme attendu, en présence du mutant Tax-M22-6His, la protéine
NEMO endogene n’est pas co-immunoprécipitée (FIGURE 62A, piste 5) alors qu’elle 1’est
nettement avec Tax sauvage (FIGURE 62A, piste 2). Nous remarquons également I’absence
de Phospho-IKK o/ endogenes associées a Tax-M22-6His (FIGURE 62A, piste 5), confirmant
son incapacité a lier et a activer le complexe IKK. Avec le mutant Tax-M47-6His, NEMO est
fortement précipitée tout comme les formes actives des sous-unités catalytiques du complexe
IKK (FIGURE 62A, piste 6). Ces mutants de Tax apportent donc une validation complete de

nos expériences.

277



278



Résultats

En présence des siTRAFS5, le pourcentage de protéines Phospho-IKKoa/p co-immunoprécipitées
avec Tax-6His est significativement réduit (environ 60%, FIGURE 62B) alors que la quantité
de NEMO associées a Tax-6His reste inchangée par rapport aux siARN contrdles (FIGURES
62B et 62A, pistes 3 et 4).

Au niveau des lysats cellulaires, I’expression des protéines IKKa et IKKP phosphorylées ne
varie quasiment pas entre les siTRAFS5 et les siARN contrdles (FIGURE 62C), tout comme
I’expression de NEMO (FIGURES 62C et 62A, lysats, pistes 3 et 4). La protéine TRAF5 ne
semble donc pas impliquée dans la phosphorylation des sous-unités catalytiques du complexe
IKK induite par Tax.

L’ensemble de ces résultats permet pour la premiere fois de mettre en évidence un
mécanisme séquentiel de recrutement et d’activation du complexe IKK par Tax, avec d’une
part la formation du complexe Tax/NEMO qui est indépendante de la protéine TRAFS et
d’autre part, le recrutement par Tax des sous-unités IKKa et IKKP phosphorylées qui, a
I’inverse, est favorisé par TRAFS. Nous avons également constaté que TRAF5 n’induisait pas
I’activation d’IKKa et B par phosphorylation dans les cellules, mais principalement leur

association avec la protéine Tax.

Pour compléter nos analyses, nous avons étudié I’implication de TRAFS dans les
interactions entre Tax et chacune des sous-unités catalytiques du complexe IKK. Pour cela,
nous avons transfecté des cellules HEK 293T avec des constructions codant pour une protéine
Myc-IKKa (FIGURE 63) ou pour une protéine VSV-G-IKKf (FIGURE 64). Les cellules ont
également été co-transfectées avec le plasmide Tax-6His et avec, soit les siARN TRAFS, soit
des siARN controles (siCont.). 48 apres, les cellules ont été lysées puis la protéine Tax a été
co-immunoprécipitée avec un anticorps monoclonal anti-Tax. Les sous-unités IKKa et IKKf
associées a Tax, ainsi que leurs formes phosphorylées, ont été identifi€ées par immunoblot avec
des anticorps anti-Myc (FIGURE 63), anti-VSV-G (FIGURE 64) ou anti-Phospho-1KKoa/3
(FIGURES 63 et 64). Comme précédemment, les pourcentages de co-immunoprécipitation de
ces protéines avec Tax ont été représentés sous forme de graphiques (FIGURES 63B et 64B),
ainsi que leurs niveaux d’expression dans les lysats cellulaires (FIGURES 63C et 64C).
Chaque signal mesuré pour Myc-IKKa, VSV-G-IKK ou Phospho-IKKa/p a été normalisé sur
le signal de la protéine Tax associée et les valeurs obtenues pour Tax transfectée avec les

siARN controles ont été fixées a 100% (FIGURES 63B, 63C et 64B, 64C).
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FIGURE 63 : La protéine TRAFS est impliquée dans le recrutement d’IKKa par Tax

mais pas dans sa phosphorylation.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec (A.), soit un plasmide pSG5m contréle (piste 1), soit un
plasmide codant pour la protéine Tax-6His (pistes 2 a 5) associé a une construction Myc-IKKa (pistes 3 a 5) ainsi
qu’a des siARN TRAFS5 (piste 5) ou a des siARN contréles (piste 4). 48 heures apres, les cellules ont été lysées.
Une partie des lysats cellulaires a été directement analysée par immunoblot pour étudier 1’expression des protéines
Phospho-IKKa/p et Myc-IKKa, ainsi que celle de la protéine Tax (lysats). Dans 1’autre partie, Tax a été co-
immunoprécipitée avec un anticorps monoclonal anti-Tax (Co-IP Tax). Les protéines co-immunoprécipitées ont
ensuite été analysées par immunoblot avec les anticorps anti-Phospho-IKKa/p et anti-Myc, ainsi qu’avec un
mélange de sera de patients infectés par HTLV-1 (Tax). Les quantités de protéines Phospho-IKKa/p ou Myc-
IKKo mesurées dans les Co-IP ou dans les lysats ont été normalisées sur celles des protéines Tax. Les
pourcentages représentés sur le graphique B. correspondent aux quantités normalisées de protéines Phospho-
IKKo/B ou Myc-IKKa qui ont été co-immunoprécipitées par Tax. Les pourcentages du graphique C. représentent
les expressions de ces protéines, mesurées dans les lysats cellulaires. (B. et C.) Les pourcentages de co-
immunoprécipitation et d’expression déterminés avec les siTRAFS ont été calculés en fonction de ceux obtenus
pour les protéines Tax transfectées avec les siARN contrdles (fixés a 100%). (NS = bandes Non Spécifiques).
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En ce qui concerne les co-immunoprécipitations réalisées avec la protéine Myc-1KKa,
nous constatons qu’aucune protéine Tax n’est détectée lorsque les cellules ont été transfectées
avec le vecteur contrdle (FIGURE 63A, piste 1). De méme, Myc-IKKa n’est pas visible dans
les cellules transfectées uniquement avec la construction Tax-6His (FIGURE 63A, piste 2) ou
avec le plasmide contrdle (FIGURE 63A, piste 1), validant nos expériences. En revanche, des
protéines endogenes IKKa et IKKPB phosphorylées sont co-immunoprécipitées lorsque les
cellules ont été transfectées avec la construction Tax-6His seule (FIGURE 63A, piste 2) mais
pas avec le vecteur controle (FIGURE 63A, piste 1), tandis que de plus grandes quantités de
protéines Phospho-IKKa/B sont détectées lorsque la construction Myc-IKKa a été transfectée
(FIGURE 63A, pistes 3 a 5). Cette augmentation s’explique par la détection conjointe des
formes phosphorylées d’IKKa transfectées et des protéines Phospho-IKKa/p endogeénes par
I’anticorps et confirme ainsi la phosphorylation de la protéine Myc-IKKa dans les cellules.
Avec les siARN TRAFS, les pourcentages de protéines Phospho-IKKa/B ou Myc-IKKa co-
immunoprécipitées avec Tax-6His sont fortement et identiquement diminués par rapport aux
siARN controles (environ 50%, FIGURES 63B et 63A, pistes 4 et 5). Cette baisse,
comparable a celle observée pour les protéines Phospho-IKKa/p endogénes de la FIGURE
62B, prouve que TRAFS est bien impliquée dans le recrutement par Tax de la sous-unité IKKa,
activée ou non par phosphorylation.

Dans les lysats cellulaires, comme dans la FIGURE 62C, en présence des siTRAF5
I’expression des protéines Phospho-IKKa/B ou Myc-IKKa reste identique a celles obtenues
avec les siARN contrdles (FIGURES 63C et 63A, lysats, pistes 4 et 5).

Ce systeme de co-immunoprécipitation de Tax avec la protéine Myc-IKKa confirme

donc nos résultats précédents et prouve que TRAFS est nécessaire au recrutement de la sous-

unité IKKa par Tax, mais pas a son activation par phosphorylation.

Comme pour Myc-IKKa, les expériences de co-immunoprécipitations effectuées avec
la protéine VSV-G-IKKp ont été validées par 1’absence de Tax et d’IKKp dans les cellules
transfectées avec le vecteur contrdle (FIGURE 64A, piste 1), ainsi que par 1’absence de
protéines VSV-G-IKKp avec la construction Tax-6His seule (FIGURE 64A, piste 2). De la
méme facon que dans la FIGURE 63A, une plus importante quantité de Phospho-IKKo/f est
co-immunoprécipitée en présence de la construction VSV-G-IKKf par rapport a Tax-6His
seule (FIGURE 64A, pistes 2 et 3 a 5), témoignant de la phosphorylation de cette protéine
IKKp transfectée dans les cellules, ainsi que de la capacité de 1’anticorps Phospho-IKKao/p a

reconnaitre a la fois les formes endogenes et les formes phosphorylées d’IKKf transfectées.
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FIGURE 64 : La protéine TRAFS est impliquée dans le recrutement d’IKKp par Tax

mais pas dans sa phosphorylation.

Des cellules HEK 293T ont été co-transfectées avec (A.), soit un plasmide pSG5m controle (piste 1), soit un
plasmide codant pour la protéine Tax-6His (pistes 2 a 5) associé a une construction VSV-G-IKKf (pistes 3 a 5)
ainsi qu’a des siARN TRAFS5 (piste 5) ou a des siARN contrdles (piste 4). 48 heures apres, les cellules ont été
lysées. Une partie des lysats cellulaires a été directement analysée par immunoblot pour étudier 1’expression des
protéines Phospho-IKKa/p et VSV-G-IKKJ, ainsi que celle de la protéine Tax (lysats). Dans ’autre partie, Tax a
été co-immunoprécipitée avec un anticorps monoclonal anti-Tax (Co-IP Tax). Les protéines co-
immunoprécipitées ont ensuite été analysées par immunoblot avec les anticorps anti-Phospho-IKKa/B et anti-
VSV-G, ainsi qu’avec un mélange de sera de patients infectés par HTLV-1 (Tax). Les quantités de protéines
Phospho-IKKa/B ou VSV-G-IKKP mesurées dans les Co-IP ou dans les lysats ont été normalisées sur celles des
protéines Tax. Les pourcentages représentés sur le graphique B. correspondent aux quantités normalisées de
protéines Phospho-IKKa/f ou VSV-G-IKKf qui ont été co-immunoprécipitées par Tax. Les pourcentages du
graphique C. représentent les expressions de ces protéines, mesurées dans les lysats cellulaires. (B. et C.) Les
pourcentages de co-immunoprécipitation et d’expression déterminés avec les siTRAFS ont été calculés en
fonction de ceux obtenus pour les protéines Tax transfectées avec les siARN controles (fixés a 100%).
(NS = bandes Non Spécifiques).
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En présence des siTRAFS, le pourcentage de protéines Phospho-IKKo/f ou VSV-G-IKKf
associées a Tax décroit massivement par rapport aux siARN controles (plus de 50%,
FIGURES 64B et 64A, pistes 4 et 5), comme dans les FIGURES 62B et 63B. Cette baisse,
similaire pour les protéines Phospho-IKKa/B et VSV-G-IKKp, atteste de I’implication de
TRAFS5 dans le recrutement par Tax de la sous-unité IKKf, sous forme phosphorylée ou non.
Au niveau des lysats cellulaires, 1’expression des protéines Phospho-IKKa/ ou VSV-G-IKKf
n’est pas diminuée avec les siTRAFS5 par rapport aux siARN contrdles, mais au contraire
augmentée (FIGURES 64C et 64A, lysats, pistes 4 et 5), écartant ainsi la participation de
TRAFS5 au mécanisme de phosphorylation d’IKKf.

Ces résultats démontrent que TRAFS contribue au recrutement de la sous-unité IKKf
par Tax, comme nous ’avons mis en évidence précédemment pour IKKa. L’ensemble des
expériences de co-immunoprécipitation réalisées avec les protéines Myc-IKKa et VSV-G-
IKKp permet donc de valider le modele séquentiel de recrutement et d’activation du complexe
IKK par Tax décrit auparavant, dans lequel la protéine TRAFS participe a la formation du
complexe Tax/IKKo/IKK, sans toutefois induire 1’activation par phosphorylation de ces deux

sous-unités catalytiques dans les cellules.

11.3.2. Analyse du recrutement et de I’activation du complexe IKK par Tax

lors du blocage de activité de TRAFS5

Pour préciser le role de TRAFS5 dans notre modele de recrutement et d’activation du
complexe IKK par Tax, et notamment dans la formation du complexe Tax/IKKo/IKKf, nous
avons voulu déterminer si ’activité ligase de TRAFS intervenait dans ce mécanisme (FIGURE
65). Pour cela, nous avons effectué des expériences de co-immunoprécipitation de Tax lors du
blocage de I’activité de I’enzyme TRAFS endogene, grace au mutant TRAFS5 DN employé
précédemment. Nous avons transfecté des cellules HEK 293T avec le plasmide Tax-6His et
avec, soit la construction codant pour le mutant TRAF5 DN (Myc-TRAFS5 DN), soit les siARN
TRAFS5 (siTRAFS) ou des siARN controles (siCont.) afin de comparer les effets du blocage de
I’activité ou de ’expression de TRAFS sur le recrutement des sous-unités du complexe IKK
par Tax. 48h apres, les cellules ont été lysées puis la protéine Tax a été co-immunoprécipitée
grice a un anticorps monoclonal anti-Tax. Les protéines endogenes associées ont ensuite été
identifiées par immunoblot avec un anticorps anti-Phospho-IKKa/fB et avec un anticorps anti-

NEMO (FIGURE 65A).
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FIGURE 65 : L’activité ligase de TRAFS n’est impliquée ni dans le recrutement d’IKKa

et p par Tax, ni dans la phosphorylation de ces sous-unités.

Des cellules HEK 293T ont été transfectées avec (A.), un plasmide pSG5m contrdle (piste 1) ou avec un plasmide
codant pour la protéine Tax-6His (pistes 2 a 5) associé soit a une construction codant pour la protéine Myc-
TRAF5 DN (piste 3), soit a des stARN TRAFS5 (piste 5) ou a des siARN controles (piste 4). 48 heures apres, les
cellules ont été lysées. Une partie des lysats cellulaires a été directement analysée par immunoblot pour étudier
I’expression endogene des protéines du complexe IKK ainsi que celle de la protéine Tax (lysats). Dans 1’autre
partie, Tax a été co-immunoprécipitée avec un anticorps monoclonal anti-Tax afin d’identifier ses partenaires
protéiques (Co-IP Tax). Les protéines co-immunoprécipitées ont ensuite été analysées par immunoblot avec les
anticorps anti-Phospho-IKKo/p et anti-NEMO, ainsi qu’avec un mélange de sera de patients infectés par HTLV-1
(Tax) et avec un anticorps anti-Myc permettant de détecter la protéine Myc-TRAF5 DN. Les quantités de
protéines Phospho-IKKa/f ou NEMO mesurées dans les Co-IP ou dans les lysats ont été normalisées sur celles
des protéines Tax. Les pourcentages représentés sur le graphique B. correspondent aux moyennes des quantités
normalisées de protéines Phospho-IKKa/B ou NEMO qui ont été co-immunoprécipitées par Tax dans deux
expériences indépendantes. Les pourcentages du graphique C. représentent les moyennes des expressions de ces
protéines, mesurées dans les lysats cellulaires de ces deux mémes expériences. (B. et C.) Les pourcentages de co-
immunoprécipitation et d’expression déterminés avec TRAFS DN ont été calculés en fonction de ceux obtenus
pour les protéines Tax seules (fixés a 100%).
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Les moyennes des signaux obtenus pour les protéines Phospho-IKKa/B ou NEMO, mesurés
lors de deux expériences indépendantes, ont été représentées sous forme de graphiques
correspondant aux pourcentages de co-immunoprécipitation de ces protéines avec Tax
(FIGURE 65B), ainsi qu’a leurs niveaux d’expression dans les lysats cellulaires (FIGURE
65C). Les signaux mesurés pour Phospho-IKKa/pf ou NEMO ont été normalisés sur ceux de la
protéine Tax associée et les valeurs obtenues pour Tax seule ont été fixées a 100% (FIGURES
65B et 65C).

En ce qui concerne les co-immunoprécipitations, aucune protéine Tax n’est détectée
lorsque les cellules ont été transfectées avec le vecteur controle (FIGURE 65A, piste 1),
attestant de la spécificité de I’anticorps monoclonal anti-Tax utilisé dans ces expériences. Par
ailleurs, des protéines IKKa et IKK phosphorylées ainsi que des protéines NEMO endogenes
sont co-immunoprécipitées lorsque les cellules ont été transfectées avec la construction Tax-
6His (FIGURE 65A, piste 2) mais pas avec le vecteur controle (FIGURE 65A, piste 1). Ces
résultats permettent de valider nos expériences en démontrant le recrutement et 1’activation
spécifiques des sous-unités du complexe IKK par la protéine Tax.

En présence du mutant TRAF5 DN, le pourcentage de protéines Phospho-IKKa/B co-
immunoprécipitées avec Tax-6His reste quasiment inchangé par rapport a la protéine Tax seule
(FIGURES 65B et 65A, pistes 2 et 3) tandis que la quantité de NEMO associées a Tax-6His
est augmentée (FIGURES 65B et 65A, pistes 2 et 3). L’activité ligase de TRAFS n’est donc
pas impliquée dans le recrutement des sous-unités du complexe IKK par Tax.

En présence des siARN TRAFS, ’association entre Tax et les sous-unités endogenes IKKa et
IKKB phosphorylées est fortement réduite par rapport aux siARN contrdles (environ 60%,
FIGURE 65A, pistes 4 et 5), comme dans la FIGURE 62A. A I’inverse, la quantité de NEMO
associées a Tax-6His reste inchangée par rapport aux siARN contrdles (FIGURE 65A, pistes 4
et 5). Ces résultats confirment le role spécifique de TRAFS, qui a été décrit précédemment,
dans le recrutement d’IKKa et  par Tax.

Au niveau des lysats cellulaires, 1’expression des protéines Phospho-IKKo/B et NEMO est
augmentée avec le mutant TRAFS DN par rapport a Tax-6His seule (FIGURES 65C et 65A,
lysats, pistes 2 et 3).

En présence des siTRAFS I’expression des protéines IKKa et IKKB phosphorylées ainsi que
celle des protéines NEMO ne varient quasiment pas par rapport aux siARN controles

(FIGURE 65A, lysats, pistes 4 et 5), comme nous 1’avons constaté dans la FIGURE 62A.
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Ces analyses confirment que la protéine TRAFS5, avec ou sans son activité ligase, ne participe
pas au mécanisme d’activation par phosphorylation des sous-unités catalytiques du complexe
IKK induit par Tax.

En résumé, I’utilisation du mutant TRAFS5 DN dans ces expériences de co-
immunoprécipitation démontre que TRAFS induit la formation du complexe Tax/IKKo/IKKf3
indépendamment de son activité E3 ligase, ce qui permet d’affiner notre mod¢le de recrutement

et d’activation du complexe IKK par Tax.

Lors de ces expériences de co-immunoprécipitation avec TRAF5 DN, nous avons
également étudié 1’existence d’une possible interaction entre Tax et TRAFS, qui participerait
au role de cette enzyme dans le recrutement d’IKKa et d’IKKPB par Tax. A partir des
complexes protéiques co-immunoprécipités avec I’anticorps monoclonal anti-Tax, nous avons
donc réalisé un immunoblot avec un anticorps anti-Myc permettant de détecter la protéine
Myc-TRAF5 DN employée dans ces expériences et ainsi, de visualiser si elle est capable
d’interagir avec Tax (FIGURE 65A).

Un signal net et spécifique correspondant au mutant TRAFS DN est observé
uniquement lorsque les cellules ont été transfectées avec la construction Myc-TRAFS5 DN
(FIGURE 65A, piste 3).

Ces analyses prouvent que la protéine Tax interagit avec le mutant TRAFS5 DN, ce qui
conforte le role essentiel de cette enzyme dans le mécanisme de formation du complexe
Tax/IKKo/IKK, que nous avons mis en évidence. Avec ces expériences, nous montrons
également que le domaine RING et les motifs a doigt de zinc, absents du mutant TRAFS5 DN,

ne sont pas les régions qui sont mises en jeu dans I’interaction entre Tax et TRAFS.

Pour conclure, ’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude décrit un
nouveau role de I’enzyme TRAFS5 dans ’activation de la voie NF-«kB induite par Tax, distinct
de ses fonctions d’ubiquitine ligase qui ont ét€ montrées dans le cadre d’une activation de la
voie NF-kB a partir des récepteurs du TNF (Tada et al., 2001).

Nous avons découvert que ce nouveau rdle de la protéine TRAF5 ne fait pas intervenir
son activité ligase, démontrant ainsi que TRAFS5 n’est pas ’enzyme E3 ligase de la protéine
Tax. Toutefois, nous avons prouvé que TRAFS était nécessaire a I'ubiquitinylation de Tax,

notamment avec des chaines d’ubiquitine liées en K63.
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L’interaction entre Tax et TRAFS5 DN, que nous avons révélée dans nos expériences, suggere
donc que TRAFS agit comme une protéine adaptatrice en se liant a Tax, ce qui pourrait
permettre le recrutement d’une deuxieéme enzyme E3 ligase, qui serait directement responsable
d’une partie de 1’'ubiquitinylation de Tax.

Nous avons également découvert que TRAFS induit la formation du complexe
Tax/IKKo/IKKp, toujours indépendamment de son activité ligase. L ubiquitinylation de Tax
ayant été décrite, notamment par notre laboratoire, comme étant essentielle au recrutement et a
I’activation du complexe IKK par Tax (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008; Nasr, 2006;
Shibata et al., 2011), nous pouvons clairement établir un lien de corrélation entre les différentes
implications de TRAF5 que nous avons mises en évidence. Ainsi, en favorisant
I’'ubiquitinylation de Tax, TRAFS induit le recrutement des sous-unités catalytiques IKKa et
par Tax, participant a la formation et a 1’activation du complexe IKK et par conséquent, a
P’activation de I’ensemble de la voie NF-kB, comme nous ’avons montré lors de nos
expériences de transactivation.

Nous avons toutefois prouvé que la protéine TRAF5 ne contribue pas a l’activation par
phosphorylation d’IKKa et d’IKKp, suggérant notamment que TRAF5 n’induit pas le
recrutement d’une protéine kinase au niveau du complexe Tax/IKK.

Par ailleurs, nos analyses ont montré que TRAFS n’est pas impliquée dans I’association
de la protéine Tax avec NEMO, démontrant pour la premiere fois I’existence de deux étapes
distinctes dans le recrutement et I’activation du complexe IKK par Tax : d’un c6té la formation

du complexe Tax/NEMO et de I’autre, le recrutement par Tax des sous-unités [IKKa et IKKf3.

Notre étude apporte donc de nouveaux éléments permettant de décrypter plus
précisément le mécanisme d’ubiquitinylation de Tax et d’établir un nouveau modele séquentiel
pour la formation du complexe Tax/IKK, qui constitue 1’événement central dans 1’activation de
la voie NF-«xB, au sein des cellules infectées par le virus HTLV-1. Elle met également en
lumiere un nouvel acteur impliqué dans ces mécanismes, la protéine TRAFS, au role essentiel

et jamais encore décrit dans ce contexte.
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I. BILAN DES RECHERCHES

La protéine Tax, en dérégulant de nombreux partenaires et voies de signalisation
cellulaires impliqués dans des processus biologiques essentiels a la cellule, représente un
élément clé de la pathogenese dans les infections par HTLV-1. L’activation constitutive de la
voie NF-kB induite par Tax est notamment 1’un des mécanismes centraux conduisant a
I’immortalisation et a la transformation des cellules infectées. L’¢tude des processus
moléculaires d’activation de cette voie, mis en place par 1’oncoprotéine virale, est donc
indispensable pour le développement d’approches thérapeutiques ciblées. En effet, la
connaissance de ces processus permettrait d’élaborer des stratégies visant a bloquer les effets
de Tax au niveau de la voie NF-kB et ainsi, de limiter 1’apparition d’un phénotype transformé
dans les cellules infectées, a 1’origine de la leucémie a cellules T de I’adulte (ATLL). Par
ailleurs, ces études peuvent également contribuer a une meilleure compréhension des
déreglements de la voie NF-kB, observés fréquemment dans différents cancers qui ne sont pas
liés a une infection par HTLV (Chang and Vancurova, 2013; Chaturvedi et al., 2011; Xiao and
Fu, 2011).

Les recherches menées par différentes équipes, dont notre laboratoire, ont permis
I’¢laboration d’un modele d’activation de la voie NF-kB, dans lequel les modifications post-
traductionnelles de Tax tiennent une place importante dans ses fonctions activatrices
(FIGURE 51). Ainsi, 'ubiquitinylation de Tax a été décrite comme nécessaire pour le
recrutement et 1’activation du complexe IKK, au niveau de structures spécifiques appelées
compartiments périnucléaires. La SUMOylation de la protéine virale a, quant a elle, été
impliquée dans I’activation optimale de la trancription dépendante de NF-kB, au sein de corps
nucléaires caractéristiques (Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2000).

Toutefois, de nombreuses interrogations persistent dans ce modele, comme
I’implication réelle de la SUMOylation de Tax et des corps nucléaires dans I’activation de la
voie, que nous avions remise en cause dans une étude récente (Bonnet et al., 2012).
L’identification de 1’ubiquitine ligase de Tax constitue également un enjeu majeur pour

déterminer le mécanisme précis d’association entre la protéine virale et le complexe IKK.

Les travaux que j’ai réalisés au cours du doctorat se sont donc axés sur ces questions et

nous ont amené a repenser le modele d’activation de la voie NF-xB par Tax qui avait été établi.
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En effet, grace a une stratégie d’inhibition de la machinerie de SUMOylation endogéne, nous
avons démontré que cette modification post-traductionnelle de Tax n’était pas essentielle pour
I’activation NF-kB, répondant ainsi a la controverse suscitée par notre précédente étude et
permettant de clarifier le débat autour de cette question.

Par ailleurs, nos recherches sur I’enzyme E3 ligase impliquée dans ’ubiquitinylation de Tax,
notamment avec des chaines liées en K63, nous ont permis de mettre au jour un mécanisme
séquentiel inédit de formation du complexe Tax/IKK, dans lequel la protéine TRAF5 joue un
role central en favorisant le recrutement des sous-unités catalytiques IKKa et IKK},

indépendamment de son activité ligase et sans étre impliquée dans I’association Tax/NEMO.

Ces résultats permettent donc de préciser le modele d’activation de la voie NF-xB
induite par Tax mais soulevent également de nouvelles questions, concernant par exemple le
role de la SUMOylation de la protéine virale dans ses fonctions. Ils appellent en outre a la
réalisation de recherches supplémentaires, afin d’approfondir le mécanisme de formation du
complexe Tax/IKK en déterminant les autres acteurs impliqués, dont I’E3 ligase de Tax

fonctionnant avec la protéine TRAFS.

295



296



Discussion et Perspectives

II.LA SUMOYLATION DE TAX ET
L’ACTIVATION NF-kB : DES REPONSES A
L’ORIGINE DE NOUVELLES
PROBLEMATIQUES

La mise au point d’une nouvelle stratégie, fondée sur I’inhibition du processus
cellulaire de SUMOylation endogeéne des protéines, s’est avérée €tre une technique tres
intéressante et efficace pour étudier I’implication de la SUMOylation de Tax dans 1’activation
de la voie NF-kB, distinctement de son ubiquitinylation. En effet, en bloquant 1’enzyme Ubc9,
qui correspond a 1’'unique E2 de conjugaison identifiée dans ce processus, nous avons été
capables de générer des protéines Tax non conjuguées aux molécules SUMO-1 ou SUMO-2/3,
mais parfaitement ubiquitinylées (FIGURE 53).

Ce phénotype, obtenu sans mutations de la séquence protéique de Tax, comme c’était le cas
dans les études passées (Bonnet et al., 2012; Lamsoul et al., 2005; Nasr, 2006), garantit donc le
ciblage spécifique de cette modification post-traductionnelle, sans altérations potentielles
d’autres modifications ou fonctions de la protéine virale. L’emploi de cette technique pourrait
ainsi étre envisagé pour remplacer celui des mutants de lysines, dans la détermination du role

de la SUMOylation de Tax au niveau de ses différentes propriétés oncogenes.

Gréace a cette stratégie, nous avons donc prouvé que le blocage d’Ubc9 n’empéchait pas
la protéine Tax non SUMOylée d’activer, au méme niveau qu’une protéine Tax sauvage, la
transcription a partir de promoteurs a éléments de réponse kB dans des cellules adhérentes. Ces
données ont par ailleurs été obtenues avec différents modeles de promoteurs, qu’ils soient
transfectés, intégrés stablement dans la chromatine cellulaire ou encore endogenes (FIGURES
55, 56 et 57). Ces résultats similaires, quel que soit le modele, montrent que la SUMOylation
de Tax n’est pas impliquée dans son interaction avec les promoteurs dépendants de NF-kB. De
plus, les analyses effectuées notamment avec le promoteur du gene ICAM-1, qui est une cible
connue de NF-kB, montrent que la SUMOylation de Tax n’est pas nécessaire au recrutement
des dimeres NF-kB ou des acteurs de la machinerie de transcription cellulaire, comme les
histones acétylases CBP/p300, au niveau des promoteurs a éléments de réponse kB endogenes.
Différentes études ont méme montré que la conjugaison d’acteurs de la transcription a des
protéines SUMO a plutdt un effet répresseur qu’activateur sur I’expression génique, confortant
nos analyses (Cubefas-Potts and Matunis, 2013; Gill, 2005; Girdwood et al., 2004).
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L’impact de la SUMOylation pouvant étre différent suivant le type cellulaire (Treuter
and Venteclef, 2011), nous avons étudié son role dans 1’activation de la voie NF-kB par Tax
dans des lymphocytes T, qui sont les cibles préférentielles de 1’infection par HTLV-1 in vivo
(Richardson et al., 1990). Notre stratégie d’inhibition de la machinerie de SUMOylation
endogene, via le blocage d’Ubc9, s’est avérée tout aussi efficace que dans les cellules
adhérentes, confirmant que cette modification post-traductionnelle était bien controlée par
I’enzyme E2 Ubc9 au sein des lymphocytes T (FIGURE 58). Dans ce contexte, les protéines
Tax non SUMOylées, mais toujours ubiquitinylées, sont parfaitement capables d’activer des
promoteurs a éléments de réponse kB transfectés dans les cellules T.

L’absence d’implication de cette modification post-traductionnelle de Tax dans
I’activation de la voie NF-kB, pose par conséquent de nouvelles interrogations quant a son

utilité pour la protéine virale.

II.1. Quel role pour la SUMOylation de Tax ?

Nos résultats démontrent clairement que la conjugaison de Tax aux SUMO n’est pas

nécessaire pour que la protéine virale active la voie NF-kB. Or ce mécanisme est essentiel pour
I’immortalisation et la transformation des cellules infectées par HTLV-1 (Cheng et al., 2012;
Qu and Xiao, 2011). I serait donc intéressant d’effectuer des tests d’immortalisation de
lymphocytes T par Tax, en bloquant ou non la machinerie de SUMOylation endogene grace a
la stratégie que nous avons développée, afin de déterminer I’impact de cette modification post-
traductionnelle sur I’ensemble des propriétés oncogenes de Tax.
Par ailleurs, la réalisation d’expériences dans un contexte proviral permettrait de déterminer si
la SUMOylation de Tax entre en jeu dans la régulation de ses relations avec les autres protéines
virales, notamment avec les protéines régulatrices et auxiliaires, participant a la transformation
cellulaire.

D’autre part, la SUMOylation étant impliquée dans la stabilisation ou au contraire dans
la dégradation de protéines cellulaires, comme 1’inhibiteur [kBa (Aillet et al., 2012; Desterro et
al., 1998), une hypothese avancée serait que cette modification joue le méme role au niveau de
Tax. Cependant, dans nos différentes expériences, analysées 24h, 48h ou 72h apres la
transfection de la protéine virale, le blocage d’Ubc9 n’entrainait pas une dégradation des
protéines Tax non SUMOylées par rapport aux Tax sauvages, ni une diminution de
I’expression de leurs transcrits dans les cellules. Nous n’avons pas non plus constaté une plus

grande stabilité de la protéine virale au cours du temps.
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Une autre possibilité serait que la SUMOylation de Tax module sa localisation
subcellulaire, comme c’est notamment le cas pour NEMO (McCool and Miyamoto, 2012). Les
corps nucléaires pourraient alors jouer le role de compartiments de stockage de Tax, plutot que
de structures transcriptionnellement actives. L’existence de 1’ubiquitine ligase SUMO-
dépendante RNF4, responsable de I’export nucléaire de la protéine virale favorisant ainsi
I’activation de la voie NF-xB, appuit cette hypothese (Fryrear et al., 2012). Toutefois, cette E3
ligase est connue pour agir dans un contexte particulier, comme par exemple en cas de stress
génotoxique, ce qui limite son action.

Des expériences d’immunofluorescence, réalisées en inhibant ou non la machinerie de
SUMOylation endogene, permettraient de visualiser les possibles changements de localisation

de Tax dans les cellules, en fonction de leur niveau de conjugaison a des protéines SUMO.

I1.2. La place d’Ubc9 dans I’activation de la voie NF-kB par Tax

La SUMOylation de Tax n’étant pas nécessaire a 1’activation NF-kB, la question du
role de I’enzyme E2 Ubc9, essentielle a la conjugaison des SUMO aux substrats, se pose.

De facon intéressante, dans les expériences de transactivation de promoteur effectuées
avec des cellules adhérentes HEK 293T, nous avons observé que le blocage de I’expression de
I’enzyme Ubc9 endogene, avec des siARN spécifiques, entrainait une augmentation de
I’activation des promoteurs dépendants de NF-xB par Tax (FIGURES 55B et 56B), ce qui
n’était pas le cas lors du blocage de son activité enzymatique. De plus, dans les lymphocytes T,
le mutant catalytiquement inactif Ubc9-C93S augmente également la transcription induite par
Tax a partir de promoteurs a éléments de réponse kB (FIGURE 58B). Ainsi, nos résultats
suggerent qu’Ubc9 exerce un effet négatif sur 1’activation de la voie NF-xB par Tax, via un
mécanisme dépendant ou indépendant de la SUMOylation, suivant le type cellulaire. 1l faut
noter que des études ont déja montré qu’Ubc9 favorisait la répression de I’expression génique
via la SUMOylation de facteurs de transcription cellulaires, (Chen et al., 2013) ou, de fagcon
indépendante a la conjugaison de protéines SUMO, en interagissant avec des transactivateurs
viraux et en inhibant leur action (Tomoiu et al., 2006).

D’autre part, des expériences d’immunofluorescence que nous avons effectué¢ dans des
cellules HEK 293T, pour visualiser les possibles changements de distribution subcellulaire de
Tax, en fonction du blocage de I’expression ou de I’activit¢ d’Ubc9, suggerent que cette
enzyme participe au transport de la protéine virale dans les corps nucléaires, indépendamment

de son activité catalytique. Avec des siARN dirigés spécifiquement contre Ubc9,
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FIGURE 66 : Ubc9 pourrait réprimer P’activation de la voie NF-kB induite par Tax en

favorisant son transport dans les corps nucléaires.

Visualisation des changements de localisation subcellulaire de la protéine Tax lors du blocage de I’expression
d’Ubc9 avec des siARN spécifiques (siUbc9) ou lors du blocage de 1’activité catalytique de I’enzyme avec le
mutant Ubc9-C93S. Les protéines Tax non SUMOylées avec les siUbc9 sont moins présentes dans le noyau et ne
forment plus de corps nucléaires. En revanche, avec le mutant Ubc9-C93S, les protéines Tax non SUMOylées
peuvent tout de méme se localiser dans le noyau au niveau de corps nucléaires. Tax est marquée en vert, le noyau
en bleu et les corps nucléaires sont indiqués par les fleches blanches. Les marquages sont observés au microscope
spinning disk leica, avec un objectif 63X.
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Tax est en effet moins présente dans le noyau et n’est pas localisée au sein de corps nucléaires
mais est plutdt diffuse (FIGURE 66). Au contraire, avec le mutant catalytiquement inactif
Ubc9-C93S, la distribution de Tax, qui n’est donc pas SUMOylée, est la méme que celle d’une
protéine Tax sauvage, avec notamment son regroupement au niveau de corps nucléaires. En
induisant la localisation de la protéine virale dans le noyau, I’enzyme Ubc9 pourrait diminuer
I’interaction entre Tax et le complexe IKK au niveau du cytoplasme, réduisant ainsi
I’activation de la voie NF-kB. Des expériences d’immunofluorescence supplémentaires doivent
étre menées pour confirmer cette hypothese, afin de visualiser 1’activation NF-kB, via la
migration dans le noyau du dimére pS0/RelA, lors de ’inhibition de 1’expression d’Ubc9 avec
des siARN ou en présence du mutant Ubc9-C93S. 1l serait également intéressant d’étudier une
potentielle interaction entre Tax et Ubc9 par des expériences de co-immunoprécipitation. Des
analyses dans les cellules T doivent en outre étre effectuées car le mécanisme répressif d’Ubc9

sur I’activation de la voie NF-«B par Tax semble différent par rapport aux cellules adhérentes.

I1.3. La SUMOylation des protéines cellulaires est-elle impliquée

dans P’activation de la voie NF-kB ?

Dans nos analyses, nous avons constaté que le blocage de I’expression ou de I’activité
de I’enzyme Ubc9 réduisait massivement la conjugaison de 1’ensemble des protéines cellulaires
a des SUMO-3 transfectées (FIGURE 54). Ces résultats suggerent que la SUMOylation de
novo de différents co-facteurs, impliqués dans I’activation de la voie NF-kB par Tax, n’est pas
nécessaire a ce processus. Toutefois, les protéines SUMOylées ayant une durée de vie longue,
il est possible que leur modification avant I’inhibition d’Ubc9 contribue a 1’activation NF-kB
par Tax (Hannoun et al., 2010; Wilkinson and Henley, 2010).

D’autre part, nous nous sommes ¢galement intéressés a I'implication de la
SUMOylation des protéines, dans le cadre d’une activation cytokinique de la voie NF-xB, en
stimulant les cellules au TNFa (Baud and Karin, 2001), lors d’expériences de transactivation.
Comme dans le cas de la protéine virale Tax, I’inhibition de la conjugaison des protéines
cellulaires aux SUMO n’empéche pas 1’activation des promoteurs a éléments de réponse kB,
mais au contraire semble la favoriser. Cependant, une étude a montré que la SUMOylation de
NEMO, protéine centrale dans la voie NF-kB, était nécessaire a 1’activation du complexe IKK
en cas de stress génotoxique (McCool and Miyamoto, 2012). Ce mécanisme étant restreint a un
contexte particulier, il serait intéressant d’étudier 1I’impact de cette modification de NEMO sur

I’activation NF-xB lors d’une stimulation cytokinique, afin de confirmer nos résultats.
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FIGURE 67 : Nouveau modele de formation du complexe Tax/IKK proposé, faisant

intervenir deux étapes dont ’'une est dépendante de TRAFS.

Représentation schématique du modele de recrutement et d’activation du complexe IKK par Tax, défini a partir
des recherches que nous avons menées. Ce mécanisme est réparti en deux étapes : d’un coté la formation du
complexe Tax/NEMO et de 1’autre, le recrutement par Tax des sous-unités IKKa et IKK, dépendant de TRAFS.
L’enzyme TRAFS induit 1’ubiquitinylation partielle de la protéine virale, notamment avec des chaines K63,
indépendamment de son activité ligase, en recrutant une deuxieéme E3 ligase. Cette conjugaison de Tax aux
ubiquitines conduit au recrutement d’IKKa et B. Par ailleurs, une autre ubiquitine ligase doit probablement
intervenir dans 1’ubiquitinylation de Tax, favorisant le recrutement de NEMO et contribuant également a son
ubiquitinylation, nécessaire a I’activation optimale du complexe IKK pour permettre notamment le recrutement de
kinases.
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III. L’ASSOCIATION DU COMPLEXE TAX/IKK :
UN NOUVEAU MECANISME A COMPLETER

Grace a nos recherches, nous avons détaillé le mécanisme d’ubiquitinylation de la
protéine Tax, ce qui nous a permis d’établir un modéle séquentiel pour la formation et
I’activation du complexe Tax/IKK. Ce mode¢le fait intervenir un nouvel acteur essentiel, la
protéine TRAFS5, qui avait jusqu’a présent été identifiée dans I’activation de la voie NF-xB
suite a une stimulation par le TNF ou via les récepteurs RIG-I (Tada et al., 2001; Xie, 2013).
Nous avons en effet montré que I’enzyme TRAFS favorisait 1’ubiquitinylation de Tax,
indépendamment de son activité ligase, induisant le recrutement des sous-unités catalytiques
IKKa et B (FIGURE 67). Toutefois, nos résultats montrent que TRAF5 n’est pas impliquée
dans I’association Tax/NEMO.

Ces données permettent pour la premiere fois de détailler le mécanisme de formation du
complexe Tax/IKK, qui restait jusqu’a présent flou, basé sur une unique étape dans laquelle la
protéine Tax ubiquitinylée recrutait NEMO, entrainant alors I’arrivée des sous-unités IKKa et
IKKp (Harhaj and Sun, 1999; Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008).

Nos expériences de transactivation, menées dans des cellules adhérentes, ont confirmé que le
role de TRAFS5 dans la formation du complexe Tax/IKK était important pour ’activation de
I’ensemble de la voie NF-kB, en favorisant la transcription de promoteur a éléments de réponse
kB (FIGURE 61). Nous avons par ailleurs obtenu les mémes résultats en effectuant ces
transactivations dans des cellules HEK 293T NF-kB stable, contenant des promoteurs intégrés

stablement dans la chromatine cellulaire, ou encore dans des lymphocytes T.

Contrairement a 1’activation de la voie NF-xB induite par le TNF ou les récepteurs
RIG-I, pour lesquelles TRAFS doit s’autoubiquitinyler pour favoriser le recrutement et
I’activation du complexe IKK (Tada et al., 2001; Xie, 2013), nous avons prouvé que 1’activité
ubiquitine ligase de TRAFS n’était pas impliquée dans 1’ubiquitinylation de Tax, entrainant son
association aux protéines IKKa et B (FIGURES 60 et 65). Nos résultats suggerent méme un
effet négatif de I’activité¢ ligase de TRAFS5 sur ['ubiquitinylation de la protéine virale
(FIGURE 60). Il serait intéressant d’étudier ce mécanisme et de voir si TRAF5
s’autoubiquitinyle ou est capable d’ubiquitinyler I’E3 ligase qu’elle recrute au niveau de Tax,
induisant un potentiel changement de conformation de cette enzyme E3, notamment au niveau

de son domaine RING, essentiel a sa fonction (Joazeiro and Weissman, 2000; Xie, 2013).
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FIGURE 68 : L’inhibition de I’expression de TRAF5 ne diminue pas la colocalisation de

Tax et NEMO dans le compartiment périnucléaire.

Visualisation de la localisation subcellulaire des protéines Tax et NEMO endogenes lors du blocage de
I’expression de TRAFS, avec des siARN spécifiques (siTRAFS5). Tax (marquée en vert) et NEMO (marquée en
rouge) colocalisent au niveau du compartiment périnucléaire, indiqué par les fleches blanches. La présence des
siTRAFS5 ne modifie pas leur distribution dans les cellules puisque les deux protéines colocalisent toujours au sein
de cette structure cytoplasmique. Le noyau est marqué en bleu. Les marquages sont observés au microscope
spinning disk leica, avec un objectif 63X.
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Cette modification de conformation pourrait en effet provoquer une diminution de

I’ubiquitinylation de la protéine virale, a I’origine de I’effet négatif observé dans nos résultats.

A travers nos analyses, nous avons montré que TRAFS5 n’était pas ’enzyme E3 ligase
de la protéine Tax, bien qu’elle soit nécessaire a son ubiquitinylation, notamment avec des
chaines d’ubiquitine liées en K63 (FIGURES 59 et 60). L’enzyme TRAFS agirait plutdt
comme une protéine adaptatrice en se liant a Tax, ce qui permettrait le recrutement d’une
deuxieme enzyme E3 ligase, qui serait directement responsable d’une partie de
I’ubiquitinylation de la protéine virale (FIGURE 67). Nos résultats ont en effet démontré
I’interaction existante entre Tax et le mutant TRAF5 DN, dans lequel le domaine RING et les
motifs a doigt de zinc ont ét€ enlevés, excluant par conséquent leur implication dans cette
liaison avec la protéine virale. Dans de précédentes expériences de co-immunoprécipitation,
nous avions déja mis en évidence l’interaction entre Tax et une protéine TRAF5 sauvage
transfectée. L’identification des régions de Tax et de TRAFS responsables de cette interaction
permettrait de détailler le modele que nous proposons. Des études réalisées par 1’équipe
d’Edward William Harhaj ont déja mis en évidence la présence d’un motif d’interaction a
TRAFG6 dans la séquence protéique de Tax, situé a proximité du motif PBM en C-terminal
(Lavorgna and Harhaj, 2014). 11 serait intéressant d’étudier si ce motif joue également un role
dans la liaison a TRAFS. Il faudrait d’autre part confirmer I’interaction entre la protéine virale

et des enzymes TRAFS5 endogenes, grace des co-immunoprécipitations de Tax.

Par ailleurs, des expériences d’immunofluorescence effectuées par notre laboratoire
démontrent la colocalisation de Tax, NEMO et TRAF5 au niveau du compartiment
périnucléaire, appuyant I’implication de cette enzyme dans 1’association du complexe
Tax/IKK, connue pour se dérouler au niveau de cette structure caractéristique (Harhaj et al.,
2006; Kfoury et al., 2008). Il faut aussi noter que le blocage de 1’expression de TRAFS5 par des
siARN spécifiques ne diminue pas la colocalisation entre Tax et NEMO dans le compartiment
périnucléaire, confortant notre modele dans lequel I’enzyme TRAFS n’intervient pas dans la
liaison Tax/NEMO (FIGURE 68). De facon intéressante dans nos analyses, TRAFS5 colocalise
avec Tax dans seulement 20% des cellules exprimant la protéine virale. Or une étude
précédente a mis en évidence une distribution simultanée de Tax et de NEMO au niveau du
compartiment périnucléaire dans pres de 90% des cellules exprimant la protéine virale, tandis
que nous avons constaté que Tax colocalise avec les sous-unités IKKa et B sous formes

phosphorylées dans 20% des cellules, comme dans le cas de TRAF5 (Kfoury et al., 2008).
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Ces données confirment donc le lien que nous avons établi entre le recrutement d’IKKa et  au

niveau de Tax et I’expression de la protéine TRAFS.

Enfin, nos expériences de purification de Tax sur billes de nickel, permettant d’analyser
I’ubiquitinylation de cette protéine lors du blocage de TRAFS, suggérent I’implication d’une
autre ubiquitine ligase, en plus de celle recrutée par TRAFS5. En effet, I’inhibition de
I’expression ou de I’activit¢ de TRAFS5 n’entraine pas une absence totale de conjugaison de la
protéine virale aux ubiquitines, et notamment aux chaines liées en K63 (FIGURES 59 et 60).
Il est possible que cette E3 ligase, contribuant a I’ubiquitinylation de Tax, favorise le
recrutement de la protéine NEMO (Harhaj et al., 2006; Kfoury et al., 2008, 2012; Shembade et
al., 2007) (FIGURE 67). Cette enzyme pourrait également conjuguer NEMO a des chaines
d’ubiquitine K63 provoquant son oligomérisation, son changement de conformation ou encore
le recrutement de kinases comme TAKI, nécessaires a D’activation du complexe IKK
(Gautheron and Courtois, 2010; Ni et al., 2008). L’ubiquitine ligase TRAF6, décrite comme
étant responsable de la polyubiquitinylation K63 de NEMO en cas de stimulations
cytokiniques ou d’activations du récepteur des lymphocytes T (Sebban-Benin et al., 2007; Sun
et al., 2004), serait une candidate potentielle, dont le role au niveau de I’association

Tax/NEMO dans notre mécanisme est a explorer.

Le nouveau modele en deux étapes pour le recrutement et 1’activation du complexe IKK
par Tax, que nous avons établi a partir de nos recherches, permet donc une meilleure
caractérisation de ce mécanisme, qui tient une place centrale dans 1’activation de la voie NF-
kB. Cependant, différentes zones d’ombre subsistes, comme par exemple ’identification des

E3 ligases de Tax, nécessitant par conséquent des études supplémentaires pour le préciser.

I1II.1. Un mécanisme a deux étapes, fonctionnant ensemble pour

P’activation optimale du complexe IKK

L’une des interrogations soulevées dans le nouveau modele établi de 1’association de
Tax au complexe IKK est de déterminer si les deux étapes mises en évidence se déroulent de
facon concomitante ou s’il existe un timing qui les régule. Des expériences de co-
immunoprécipitation de Tax, que nous avons réalisées de fagon similaires a celles présentées
dans les FIGURES 63 et 64, en présence ou non d’une construction codant pour une protéine

HA-NEMO, permettent d’apporter des éléments de réponse a cette question.
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En effet, les résultats obtenus montrent que la liaison entre Tax et HA-NEMO augmente
I’interaction entre la protéine virale et le mutant TRAFS5 DN, employé€ dans ces expériences. En
outre, cette liaison entre Tax et HA-NEMO augmente ¢galement le recrutement d’IKKa et des
formes phosphorylées d’IKKa et B, au niveau de Tax. Ces données suggerent donc que
I’association Tax/NEMO favorise I’interaction de TRAFS5 avec la protéine virale, entralnant
ainsi un recrutement important des sous-unités IKKa et . Cependant, la liaison entre Tax et
NEMO n’est pas un élément critique pour que la protéine virale recrute TRAFS, puisque grace
a des expériences de co-immunoprécipitation effectuées avec un mutant Tax-M22, qui a été
décrit comme ne pouvant interagir avec la protéine NEMO (Harhaj and Sun, 1999), nous avons
constaté que ce mutant de Tax pouvait tout de méme se lier 8 TRAFS, induisant un recrutement
d’IKKa et B, qui reste toutefois assez faible. Le mutant Tax-M22 étant, en outre, connu pour ne
pas pouvoir activer la voie NF-kB (Smith and Greene, 1990), ces résultats confirment que la
liaison Tax/NEMO est nécessaire pour I’activation efficace du complexe IKK (Harhaj and Sun,
1999; Jin et al., 1999), en augmentant le recrutement de TRAFS5 au niveau de la protéine virale,
favorisant par conséquent celui des sous-unités IKKa et 3.

Les deux étapes disctinctes du mécanisme que nous avons mises en évidence semblent
donc fonctionner ensemble et se potentialiser pour induire un recrutement et une activation
optimale des composants du complexe IKK par Tax.

Des expériences supplémentaires doivent €tre entreprises afin de valider ces résultats, en
utilisant par exemple des lignées de cellules MEF (Mouse Embryonic Fibroblasts) KO pour
NEMO, qui ont été générées par 1’équipe de Robert Weil et n’expriment plus de protéines
NEMO endogenes. Grace a ce modele cellulaire, nous pourrons étudier I’interaction entre Tax

et TRAFS ainsi que le recrutement d’IKKa et B, en faisant abstraction des effets de NEMO.

II1.2. Des interrogations persistent autour de la phosphorylation

d’IKKao/p et de leur recrutement induit par TRAFS

A travers nos expériences de co-immunoprécipitations, nous avons prouvé que la
protéine TRAF5 ne contribuait pas a [’activation par phosphorylation des sous-unités
catalytiques IKKa et IKK, suggérant notamment que TRAF5 n’induit pas le recrutement
d’une protéine kinase au niveau du complexe Tax/IKK (FIGURES 62, 63, 64 et 65).
Toutefois, nous avons montré que TRAFS favorisait le recrutement d’IKKa et 3, sous forme ou

non phosphorylées, au niveau de Tax.
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Une premiere hypotheése serait que TRAFS recrute des protéines IKKa et f non
phosphorylées qui seraient ensuite activées, grace a un mécanisme de transphosphorylation ou
grace a leur phosphorylation par une kinase, comme TAK1, MEKKI1 ou encore NIK, qui n’a
pas encore été identifiée (Lavorgna and Harhaj, 2014). TRAF5 ne semblant pas étre impliquée
dans ce mécanisme de phosphorylation d’IKKa et B, il est possible que la kinase nécessaire a
cette modification soit plutot recrutée par ’enzyme E3 ligase responsable de 1’'ubiquitinylation
de Tax a I’origine de son association avec NEMO (FIGURE 67). L’ubiquitine ligase TRAF6,
potentielle candidate dans la conjugaison de Tax ainsi que de NEMO aux ubiquitines,
notamment a des chaines K63, a par ailleurs été décrite comme pouvant interagir avec
différentes kinases, dont la protéine TAKI et ses deux sous-unités régulatrices TAB1 et TAB2,
induisant leur activation par ubiquitinylation (Adhikari et al., 2007; Skaug et al., 2009; Wang
et al., 2001). 1l serait donc intéressant de déterminer si, dans notre modele, TRAF6 est
nécessaire a la phosphorylation d’IKKa et f et quelle serait la kinase impliquée dans ce
processus.

L’autre hypothese est que TRAFS5 recrute majoritairement des protéines IKKa et § sous
forme phosphorylées. En effet, au niveau de nos expériences de co-immunoprécipitation
(FIGURES 63 et 64), le calcul des ratios [IKK(a ou )/Phospho-IKKa/B] dans les lysats ainsi
que dans les co-immunoprécipitations de Tax montre que ’enzyme TRAFS5 favorise le
recrutement de sous-unités IKKa et IKKP déja phosphorylées. Ce processus suggere donc, en
amont, 1’activation par Tax de kinases pouvant phosphoryler les sous-unités catalytiques, qui
sont ensuite recrutées par TRAFS au niveau de la protéine virale. Toutefois, des expériences
supplémentaires doivent étre réalisées afin de confirmer ces observations.

A T’heure actuelle, les deux hypotheéses semblent plausibles et demandent de nouvelles
recherches, afin de déterminer si TRAFS induit préférentiellement le recrutement de formes
d’IKKa et B préalablement activées par phosphorylation ou non, ce qui contribuerait a la

précision de notre modele.

I11.3. Quelles sont les enzymes E2 et E3 associées a TRAF5 ?

L’identification de I'ubiquitine ligase associée a TRAFS et responsable d’une partie de
I’ubiquitinylation de Tax est I’une des questions majeures dans le modele que nous avons
établi. Les protéines TRAF étant connues pour fonctionner en oligomeres, grice a leur
domaine TRAF caractéristique (Xie, 2013), il est possible que I’E3 ligase recrutée par TRAFS5

soit un autre membre de cette famille.
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Au laboratoire, nous avons étudié les protéines TRAF1 et TRAF2 et nous avons prouvé
qu’elles avaient plutot un effet inhibiteur sur I'ubiquitinylation de Tax, en agissant de fagon
synergique lorsqu’elles étaient surexprimées. Des études ont par ailleurs montré que TRAF2 et
TRAF6 n’intervenaient pas dans I’activation de la voie NF-kB induite par Tax (Geleziunas et
al., 1998; Shibata et al., 2011).

Cependant, I’implication de TRAF6 dans ce mécanisme reste controversée puisqu’une autre
étude a décrit que cette enzyme induisait 1’'ubiquitinylation de Tax (Yu et al., 2008). De plus, la
mise en évidence d’une interaction entre Tax et TRAF6, via un domaine bien identifi€é dans la
séquence protéique de la protéine virale en C-terminal, ainsi que le role établi de cette E3
ligase dans 1’ubiquitinylation K63 de NEMO dans un contexte cytokinique notamment
(Adhikari et al., 2007; Lavorgna and Harhaj, 2014; Skaug et al., 2009), suggerent que la place
de TRAF6 dans Dactivation du complexe IKK par Tax doit faire I’objet de nouvelles
recherches.

Il serait par ailleurs intéressant d’analyser I’implication de la protéine NRP dans notre
modele, pour voir si elle peut potentiellement étre associée a TRAFS. Cette protéine a en effet
été identifiée comme favorisant 1’ubiquitinylation de Tax, via le recrutement de la protéine
TAX1BP1 (Journo et al., 2009b). En outre, Tax peut interagir avec NRP et NEMO, pour
former un complexe localisé au niveau du compartiment périnucléaire (FIGURE 51). Des
expériences de co-immunoprécipitation et d’immunofluorescence permettraient de mettre en
évidence le possible recrutement de la protéine NRP par TRAFS5 au niveau de Tax, mais

également si ce mécanisme peut induire 1’arrivée des sous-unités IKKa et f3.

Une autre question importante est la détermination de I’enzyme E2, mise en jeu dans le
modele de formation du complexe Tax/IKK que nous avons proposé. Cette E2 doit en effet
fonctionner avec I’E3 ligase associée a TRAFS pour induire 1’ubiquitinylation de Tax,
notamment avec des chaines K63, entratnant ainsi le recrutement d’IKKa et 3.

Dans le cas d’une activation cytokinique de la voie NF-«kB, les enzymes E2 Ubc13 et UbcH5
ont été caractérisées comme contribuant a I’ubiquitinylation d’effecteurs, dont RIP1, TAK1 ou
encore NEMO, nécessaire a 1’activation de la voie de signalisation (Habelhah, 2010; Xie,
2013). Ces deux E2 pourraient donc éventuellement étre impliquées dans notre modele, et plus
particuliérement I’enzyme Ubc13. En effet, une étude a mis en évidence le role direct d’Ubc13
dans 1’'ubiquitinylation K63 de Tax, induisant son interaction avec NEMO (Shembade et al.,
2007). Au laboratoire, nous avons souhaité étudier le r6le de cette E2 dans la formation du

complexe Tax/IKK, afin de déterminer si elle participait a notre modele.
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FIGURE 69 : L’activation cytokinique secondaire de la voie NF-kB s’accroit au cours du

temps et peut biaiser nos analyses.

Visualisation de la translocation nucléaire de RelA dans des cellules adhérentes HeLa qui ont été préalablement
transfectées avec un plasmide codant pour la protéine Tax. Les marquages cellulaires ont été réalisés a différents
temps post-transfection (8h, 16h ou 24h), afin d’évaluer la diminution de 1’activation cytokinique secondaire de la
voie NF-xB. La protéine Tax est marquée en vert, la protéine RelA en rouge et le noyau en bleu. Quelques-unes
des cellules n’exprimant pas Tax mais ayant une translocation nucléaire de RelA, signe d’une activation
cytokinique secondaire de la voie NF-xB, sont indiquées par les fleches blanches. Les triangles blancs symbolisent
certaines des cellules exprimant Tax et dans lesquelles RelA a été transloquée dans le noyau. Pour les marquages
effectués 8h post-transfection, les images ont été prises avec un microscope a champs large ImageXpress micro
XLS avec un objectif 20X, tandis que les images correspondant aux marquages réalisés 16h et 24h post-
transfection ont été obtenues avec un microscope a champs large hermes avec un objectif 10X.
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Nous avons donc réalisé des expériences de purification de Tax sur billes de nickel ainsi que
des co-immunoprécipitations de Tax, en bloquant I’expression d’Ubcl3 avec des siARN
spécifiques ou en inhibant son activité catalytique avec un mutant inactif Ubc13 DN, muté au
niveau d’une cystéine en position 87, qui est essentielle pour sa liaison aux chaines
d’ubiquitine K63 (Deng et al., 2000; Shembade et al., 2007). Que ce soit avec les siARN ou le
mutant, les résultats obtenus ne sont malheureusement pas concluants. Par ailleurs, nous ne
retrouvons pas la diminution de 1’ubiquitinylation de Tax, lors du blocage d’Ubc13, constatée
dans les analyses de (Shembade et al., 2007).

De nouvelles expériences, basées par exemple sur I’emploi de cellules MEF dans lesquelles
I’expression du géne codant pour Ubcl3 est répressible, qui ont été utilisées dans 1’étude
(Shembade et al., 2007), pourraient nous permettre d’analyser le role d’Ubcl3 dans notre

mécanisme.

II1.4. L’activation cytokinique secondaire de la voie NF-kB, un

élément a prendre en compte dans nos analyses

En collaboration avec I’équipe de Cécile Arrieumerlou, nous avons mis au point des
expériences d’immunofluorescence afin d’analyser 1’effet de la protéine TRAFS sur la
translocation nucléaire de RelA, dans le cadre de notre modele d’activation de la voie NF-xB
induite par Tax.

Bien que les résultats de ces expériences n’aient pas été concluants, elles nous ont
permis de mettre en évidence I’impact de I’activation cytokinique secondaire de la voie NF-kB
dans nos études. En effet, lorsque nous avons réalisé les marquages cellulaires 24h post-
transfection, nous avons observé un nombre important de cellules qui n’exprimaient pas Tax
mais dans lesquelles la voie NF-kB était activée, ce qui se traduisait par la translocation
nucléaire de RelA (FIGURE 69). L’activation NF-kB dans ces cellules, qui se situaient aux
abords de cellules exprimant la protéine virale, s’explique trés certainement par une stimulation
cytokinique de cette voie de signalisation, notamment par du TNFa ou encore par des
interleukines, produites massivement lors de 1’activation de la voie NF-«xB induite par Tax dans
les cellules exprimant la protéine virale. Cette stimulation cytokinique est donc une
conséquence de I’activation NF-xB primaire induite par Tax.

Par ailleurs, des études ont démontré que les cellules exprimant Tax peuvent également
produire des protéines Tax solubles, capables d’activer la voie NF-kB au niveau des cellules

adjacentes, contribuant ainsi a cette activation secondaire (Alefantis et al., 2005b).
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Nous avons alors effectué de nouvelles expériences, en réduisant le temps séparant les
transfections des analyses, afin de limiter cette activation cytokinique secondaire de la voie
NF-«B, pour nous permettre d’effectuer au maximum nos €études dans le cadre de 1’activation
primaire induite par Tax.

Avec les marquages réalisés 16h post-transfection, la stimulation secondaire est diminuée par
rapport aux expériences menées 24h post-transfection, mais il reste toutefois des cellules
n’exprimant pas Tax qui ont une translocation nucléaire de la protéine RelA (FIGURE 69). En
revanche, en marquant les cellules 8h post-transfection, I’activation cytokinique de la voie NF-
KB est minime, permettant ainsi d’analyser uniquement ’activation primaire due a la protéine

Tax (FIGURE 69).

Ces expériences soulevent donc une question importante au niveau de nos analyses,
mais qui peut aussi se poser plus généralement dans 1’ensemble des études concernant
I’activation de la voie NF-xB par Tax. En effet, nous avons montré que 1’activation que nous
étudions des 16h post-transfection correspond en réalit€ a une stimulation NF-xB primaire
associée a une stimulation secondaire due aux cytokines, qui s’accentue au cours du temps.
Nous pouvons donc nous demander si les effets observés dans des expériences menées 24h,
48h ou encore 72h post-transfection ne concernent pas plutdt cette activation secondaire de la
voie NF-kB induite par les cytokines ou au contraire, s’ils ne sont pas biaisés par cette
stimulation secondaire.

La protéine TRAFS étant notamment impliquée dans ’activation de la voie NF-xB
induite par le TNF (Chen, 2012; Xie, 2013), il serait intéressant d’effectuer 1’ensemble des
expériences de purification de Tax sur billes de nickel, de co-immunoprécipitation ainsi que de
transactivation que nous avons présentées, 8h apres la transfection par exemple, afin de vérifier
que le role de TRAFS, mis en évidence dans notre modele, concerne 1’activation primaire de la
voie NF-kB induite par Tax. Par ailleurs, 1’utilisation d’un systeme in vitro, comme celui
employé dans 1’é¢tude (Shibata et al., 2011), qui soulevait également cette question de la
stimulation paracrine et autocrine de la voie NF-kB, permettrait d’étudier I’implication de

TRAFS dans le cadre d’une activation primaire de la voie NF-xB induite par la protéine Tax.
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IV. CONCLUSION

Les recherches que j’ai menées au cours de mon doctorat contribuent a une meilleure
connaissance du mécanisme d’activation de la voie NF-kB induit par la protéine Tax du virus
HTLV-1, ainsi qu’a la caractérisation des roles de la SUMOylation et de 1’ubiquitinylation de
cette protéine virale dans ce processus. Toutefois, de nombreuses interrogations subsistent
encore, notamment dans le cadre du nouveau modele de formation du complexe Tax/IKK que
nous avons proposé, correspondant aux bases d’un mécanisme a étayer.

La résolution de ces questions et le décryptage précis de 1’association entre Tax et les
composants du complexe IKK apporteront des éléments cruciaux dans la compréhension de la
pathogenese des infections par HTLV-1. Il est également nécessaire d’¢largir notre étude a un
contexte d’infection in vivo, pour déterminer I’implication des relations entre Tax et les autres
protéines virales, telles qu’HBZ, dans les mécanismes d’activation de la voie NF-kB ainsi que
dans I’ensemble des processus conduisant a I’immortalisation et a la transformation cellulaire.
Ces recherches pourront servir a I’élaboration de stratégies thérapeutiques adaptées, qui
pourront potentiellement €tre étendues a d’autres cas de cancer, non dus a une infection par

HTLYV, et dans lesquels la dérégulation de la voie NF-kB est souvent mise en jeu.
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A Non-SUMOylated Tax Protein Is Still Functional for NF-«xB

Pathway Activation

Sabrina Péne, Laetitia Waast, Amandine Bonnet, Laurence Bénit, Claudine Pique

INSERM, U1016, Institut Cochin, Paris, France, CNRS, UMR8104, Paris, France, and Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité, Paris, France

ABSTRACT

Whether NF-kB promoter transactivation by the human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) Tax protein requires Tax
SUMOylation is still a matter of debate. In this study, we revisited the role of Tax SUMOylation using a strategy based on the
targeting of Ubc9, the unique E2 SUMO-conjugating enzyme. We show that either a catalytically inactive form of Ubc9 (Ubc9-
C93S) or Ubc9 small interfering RNA (siRNA) dramatically reduces Tax conjugation to endogenous SUMO-1 or SUMO-2/3,
demonstrating that as expected, Tax SUMOylation is under the control of the catalytic activity of Ubc9. We further report that a
non-SUMOylated Tax protein produced in 293T cells is still able to activate either a transfected or an integrated NF-kB reporter
promoter and to induce expression of an NF-kB-regulated endogenous gene. Importantly, blocking Ubc9 activity in T cells also
results in the production of a non-SUMOylated Tax that is still fully functional for the activation of a NF-kB promoter. These
results provide the definitive evidence that Tax SUMOylation is not required for NF-kB-driven gene induction.

IMPORTANCE

Human T-cell leukemia virus type 1 is able to transform CD4* T lymphocytes. The viral oncoprotein Tax plays a key role in this
process by promoting cell proliferation and survival, mainly through permanent activation of the NF-kB pathway. Elucidating
the molecular mechanisms involved in NF-kB pathway activation by Tax is therefore a key issue to understand HTLV-1-medi-
ated transformation. Tax SUMOylation was initially proposed to be critical for Tax-induced NF-kB promoter activation, which
was challenged by our later observation that a low-level-SUMOylated Tax mutant was still functional for activation of NF-kB
promoters. To clarify the role of Tax SUMOylation, we set up a new approach based on the inhibition of the SUMOylation ma-
chinery in Tax-expressing cells. We show that blocking the SUMO-conjugating enzyme Ubc9 abolishes Tax SUMOylation and
that a non-SUMOylated Tax still activates NF-kB promoters in either adherent cells or T cells.

H uman T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) is the etiological
agent of adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL), a highly
aggressive malignant proliferation of CD4" T lymphocytes.
About 5% of HTLV-1-infected individuals develop ATLL, and
this cancer occurs after a prolonged latency period (1). The onco-
genic capacity of HTLV-1 is mainly due to the regulatory Tax
protein, which promotes permanent T-cell proliferation through
various mechanisms (2). In particular, Tax promotes permanent
activation of the NF-kB pathway (3), inducing thereby the expres-
sion of a large series of proteins governing cell growth and survival
(4). Importantly, Tax-induced NF-kB activation was shown to be
critical for HTLV-1-induced immortalization of primary CD4™ T
lymphocytes (5).

In previous studies, we and others demonstrated that Tax is
conjugated to ubiquitin (Ub), notably to K63-linked Ub chains,
and to either SUMO-1 or SUMO-2/3 molecules (6-12). In an
initial study based on the analysis of a set of ubiquitin- and
SUMO-deficient lysine Tax mutants fused or not to either Ub or
SUMO, we concluded that the two modifications were each re-
quired for NF-kB activation. Indeed, we proposed that Tax ubiq-
uitination is required for the activation of the cytoplasmic IkB
kinase (IKK) complex and that Tax SUMOylation facilitates pro-
moter activation in the nucleus (7). However, our subsequent
finding that a Tax mutant that was properly ubiquitinated but
poorly SUMOylated was still transcriptionally active supported
the opposite view that Tax SUMOylation could be dispensable for
NEF-kB promoter activation (12). In contrast with this conclusion,
other groups then argued that even a low level of Tax SUMOyla-
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tion might be critical for NF-kB promoter activation by Tax (13—
15), by acting through a threshold effect (14), as reported in other
models (16).

To further explore the importance of Tax SUMOylation to
NE-kB activation, we designed a new strategy to generate a totally
non-SUMOylated Tax without introducing mutations in Tax. We
took advantage of the fact that SUMOylation relies on a unique
E2-conjugating enzyme, namely, Ubc9 (16, 17), allowing easy in-
hibition of the SUMOylation process. We found that blocking
either the activity or the expression of endogenous Ubc9 allows
the production of a non-SUMOylated Tax and that this non-
SUMOylated Tax is still able to activate NF-kB promoters in both
adherent cells and T cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture and transfection. 293T cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (Life Technologies, France) supplemented with
10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, and antibiotics (Life Technol-
ogies, France). The 293T cell lines containing an integrated NF-kB re-
porter construct were generated following transfection of the pGL4.32
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plasmid (see below) and hygromycin selection. These cells were cultured
in the same medium as 293T cells with addition of 200 pg/ml of hygro-
mycin. 293T cells were transfected using either the calcium phosphate
procedure (luciferase assays) or the Lipofectamine reagent (nickel pull-
down experiments) according to the manufacturer’s procedure. The
HTLV-1-negative MOLT4 T cells were cultured in RPMI 1640 medium
(Life Technologies, France) supplemented as described above along with
0.5% glucose. MOLT4 T cells were transfected using the DMRIE-C re-
agent (Life Technologies, France) according to the manufacturer’s proce-
dure.

Plasmids and siRNA. The Tax, Tax-6His, and Tax-M22 constructs
cloned into the pSG5m empty vector and the HA-SUMO-3 and HA-Ub
constructs have been described previously (7). The His-SUMO-3 plasmid
was kindly provided by V. Lallemand-Breitenbach (INSERM UMR 944,
Paris, France). The T7-Ubc9-C93S, which encodes a T7-tagged version of
an Ubc9 mutant in which a cysteine residue of the active site was changed
to a serine (17), was kindly provided by S. Nisole (INSERM UMR-S 747,
Paris, France). The pGL4.32 plasmid, which contains the Luc2P gene un-
der the control of five kB response elements and a hygromycin resistance
gene, and the pRL-TK normalization plasmid, which encodes the Renilla
luciferase under the control of the constitutive thymidine kinase pro-
moter, were obtained from Promega (France). Control (siRNA-A, sc-
37007) and Ubc9 (sc-36773) small interfering RNAs (siRNAs) were from
Santa Cruz (Heidelberg, Germany).

Antibodies. The following primary antibodies were used: anti-
SUMO-1 (no. 4930S) and anti-Ub-K63 (no. 5621S) (Cell Signaling,
Ozyme, France), anti-SUMO-2/3 (ab3742; Abcam, France), anti-Ubc9
(sc-10759; Santa Cruz, Heidelberg, Germany), and antihemagglutinin
(anti-HA) (12CAS5; Roche, France). Tax was detected with a serum ob-
tained from an HTLV-1-infected individual. Horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated anti-human, anti-mouse, and anti-rabbit IgGs (Pro-
mega, France) were used as secondary antibodies in Western blotting.

Nickel pulldown experiments. 293T cells (3.5 X 10° cells seeded the
day before in a 100-mm dish) and MOLT4 T cells (1.5 X 10° cells/well in
a 6-well culture plate) were transfected with 3 g of Tax-6His construct
and either the control or Ubc9-C93S construct (3 pg) or the control or
Ubc9 siRNA (50 nM). At 48 h or 72 h posttransfection, cells were lysed
under reducing and highly stringent conditions in buffer A (6 M gua-
nidium HCI, 0.1 M NaH,PO,, 10 mM imidazole, pH 8) and incubated
with 25 wl of Ni* " -nitrilotriacetic acid (NTA) beads (Sigma, France) for 3
h at room temperature. The beads were washed three times in buffer A,
then twice in buffer B (buffer A diluted 1:4 in buffer C), and finally twice
in buffer C (25 mM Tris-HCI [pH 6.8], 10 mM imidazole). Bound pro-
teins were eluted by adding 2X Laemmli buffer (Sigma, France), and
purified proteins were analyzed by Western blotting as described below.

Western blotting. Cells were lysed on ice for 20 min in radioimmu-
noprecipitation assay (RIPA) lysis buffer (50 mM Tris-HCI [pH 8], 1%
NP-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, and 150 mM NaCl) supplemented
with protease and phosphatase inhibitors (Roche, France), and lysates
were centrifuged at 4°C for 15 min at 14,000 X g. Total proteins or pro-
teins purified by nickel pulldown were mixed with 2X Laemmli buffer
(Sigma, France), subjected to sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis, and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes. Membranes were then blocked in 5% nonfat dry milk and
incubated with primary and secondary antibodies. Chemiluminescence
reagents (Thermo Scientific, France) were finally used for signal detec-
tion.

Luciferase-based reporter assays. 293T cells (3 X 10" cells/well
seeded the day before in 24-well plates) and MOLT4 T cells (4 X 10°
cells/well in 24-well plates) were transfected with 500 ng of Tax-6His and
with either the control or Ubc9-C93S construct (500 ng) or the control or
Ubc9 siRNA (50 nM). After a 48-hour period of culture, cells were sub-
jected to a second round of transfection with 200 ng of the pGL4.32 plas-
mid and the pRL-TK normalization plasmid for 293T cells (5 ng) and
MOLT4 (20 ng) and with only the pRL-TK plasmid (5 ng) for the pGL4.32
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stable 293T cell lines. Luciferase activity was quantified at 24 h after the
second transfection using the dual-luciferase reporter assay system (Pro-
mega, France), and values were normalized with Renilla activity.

RNA extraction and real-time quantitative PCR (RT-qPCR). Total
RNAs were prepared with the NucleoSpin RNAII kit (Macherey-Nagel,
France), and 1 pg of RNA was reverse transcribed using the Maxima
first-strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific, France), according to
the manufacturer’s procedure. Real-time PCR was performed in a Light-
Cycler 2.0 (Roche, France) on 10 ng of reverse-transcribed RNA using the
real-time-ready ICAM-1 primers (no. 04685105001; Roche, France) and
primers for Tax (forward, 5’ TTCCCAGGGTTTGGACAGAG3'; reverse,
5'"GATGGGGTCCCAGGTGATCT3') and for the hypoxanthine phos-
phoribosyltransferase (HPRT) housekeeping gene (forward, 5'TGACAC
TGGCAAAACAATGCAS3'; reverse, 5’ GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT
3") (used for normalization). ICAM-1 PCR was conducted using the
TagMan technology with the following conditions: a first step of denatur-
ation at 95°C for 10 min, followed by 45 cycles of denaturation (95°C for
10 s), annealing (60°C for 30 s), and extension (72°C for 1 s) and a final
extension at 72°C for 5 min. The Sybr green technology was employed for
amplification of Tax and HPRT with the following conditions: a first step
of denaturation at 95°C for 8 min, followed by 40 cycles of denaturation
(95°C for 0 s), annealing (60°C for 10 s), and extension (72°C for 8 s) and
a final melting curve (95°C for 0s, then 65°C for 15 s, and finally 95°C for
60 s).

RESULTS

Blocking Ubc9 abolishes Tax SUMOylation. As a strategy to
abolish Tax SUMOylation, we evaluated the effect of either block-
ing or silencing Ubc9, the unique SUMO E2-conjugating enzyme.
To block the function of endogenous Ubc9, we used a construct
producing a dominant negative mutant (T7-Ubc9-C93S) shown
to be able to block endogenous SUMOylation (17). For Ubc9 si-
lencing, Tax-6His was transfected together with anti-Ubc9 siRNA.
293T cells were transfected with the Tax-6His construct in the
presence of the Ubc9 mutant or Ubc9 siRNA, and the level of
endogenous Tax SUMOylation was analyzed by nickel pulldown
performed under highly stringent conditions followed by Western
blotting using anti-SUMO or, as control, antiubiquitin antibod-
ies, as described previously (7). SUMO-1- or SUMO-2/3-conju-
gated Tax species were found in cells transfected with Tax-6His
(Fig. 1A and B, lanes 3) but not in those transfected with the
untagged Tax construct (Fig. 1A and B, lanes 2) or the control
plasmid (lanes 1), validating the experiment. Expressing Tax-6His
together with Ubc9-C93S lowered Tax conjugation to either
SUMO-1 or SUMO-2/3 to background levels, while the amount of
either unconjugated Tax or K63-linked ubiquitinated Tax was not
affected (Fig. 1A, lane 4). Strong reduction of Ubc9 was observed
in cells treated with the Ubc9 siRNA compared to control cells
(Fig. 1B, lysates, lanes 4 and 5). This coincided with a massive
reduction of Tax conjugation to either SUMO-1 or SUMO-2/3
with no effect on Tax K63 ubiquitination (Fig. 1B, lane 5). Parallel
experiments showed a massive reduction of conjugation of total
proteins to transfected His-SUMO-3 upon either expression of
Ubc9-C93S or treatment with siUbc9 (Fig. 1C, lanes 3 and 5),
confirming the blockage of the endogenous SUMOylation ma-
chinery.

These data show that Tax SUMOylation is under the control of
Ubc9 and that blocking or silencing Ubc9 is a valuable strategy for
generating an ubiquitinated but not SUMOylated Tax protein
without mutating Tax.

A non-SUMOylated Tax is able to activate a transfected or
integrated NF-kB reporter gene. Luciferase-based reporter as-
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FIG 1 Endogenous Tax SUMOylation is dramatically reduced upon Ubc9 inhibition. Nickel pulldown and Western blot analyses were performed to study the
effect of Ubc9 inhibition or silencing on endogenous Tax SUMOylation. (A) 293T cells were transfected with the Tax-6His construct and with the control or
T7-Ubc9-C93S construct. Cells were lysed at 2 days posttransfection, and total proteins were either purified by nickel pulldown (nickel column-bound proteins)
or directly analyzed by Western blotting to study Ubc9 and Tax expression (lysates). For nickel column-purified proteins, three separate gels were prepared that
were blotted successively with the anti-SUMO-1 and HTLV-1 serum, the anti-SUMO-2/3 and HTLV-1 serum, or the anti-Ub-K63 and HTLV-1 serum. (B) 293T
cells were transfected with the Tax-6His construct and with the control or Ubc9 siRNA, and total proteins were prepared as described above. For nickel
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posttransfection, and total proteins purified by nickel pulldown were analyzed by Western blotting using successively an anti-SUMO-2/3 antibody or the HTLV

serum.

says to evaluate NF-kB activation by non-SUMOylated Tax were
performed in 293T cells. Cells were transfected with the Tax-6His
construct and either the Ubc9-C93S construct or siUbc9 and
cultivated for a 48-hour period, ensuring inhibition of Tax SU-
MOylation, as shown in Fig. 1. Cells were then subjected to a
second round of transfection with the reporter plasmids, and lu-
ciferase activities were assessed after an additional 24-hour period.
Similar levels of NF-kB promoter activation were found in cells
producing Tax-6His alone (set to 100%) or in combination with
Ubc9-C93S (Fig. 2A, left side). Moreover, higher NF-kB promoter
activation was found in cells treated with the Ubc9 siRNA than in
control cells (Fig. 2B, left side). To confirm these data, experi-
ments were performed using two 293T cell lines in which the kB
reporter construct was integrated into chromatin (Fig. 2C and D).
As above, Ubc9-C93S had no effect on Tax-induced NF-kB pro-
moter activation (Fig. 2C, left side) while higher activation was

September 2014 Volume 88 Number 18

observed with the Ubc9 siRNA (Fig. 2D, left side). Western blot
analyses performed in parallel confirmed similar levels of Tax ex-
pression under all conditions as well as strong expression of Ubc9-
C93S (Fig. 2A and C, right sides) and potent silencing of Ubc9
upon siRNA treatment (Fig. 2B and D, right sides).

A non-SUMOylated Tax is able to activate an NF-kB-depen-
dent endogenous gene. To study the impact of Tax SUMOylation
on the activation of a natural NF-kB-regulated promoter, we
quantified by real-time PCR the expression of ICAM-1, which has
been reported to be induced by Tax in an NF-kB-dependent man-
ner (18). 293T cells were first transfected with the Ubc9-C93S
mutant (Fig. 3A) or the Ubc9 siRNA (Fig. 3B) and cultivated for 2
days to block the SUMOylation machinery prior to Tax expres-
sion. These cells then were transfected with the Tax-6His plasmid
together with the control or Ubc9-C93S construct or with the
control or Ubc9 siRNA for an additional 24-hour period. As a
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FIG 2 Non-SUMOylated Tax activates both transfected and integrated NF-kB reporter constructs. Luciferase reporter assays were performed in 293T cells to
analyze the ability of non-SUMOylated Tax to transactivate either a transfected (A and B) or an integrated (C and D) kB reporter construct. (A and B) 293T cells
were transfected with the Tax-6His construct and either the control or T7-Ubc9-C93S construct (A) or the control or Ubc9 siRNA (B) together with the pGL4.32
(kB-Luc2P) construct and the pRL-TK normalization plasmid. (Cand D) 293T cells containing the integrated k B-Luc2P reporter construct were transfected with
the Tax-6His construct and either the control or T7-Ubc9-C93S plasmid (C) or the control or Ubc9 siRNA (D) together with only the pRL-TK normalization
plasmid. Data represent the Luc2P/Renilla ratio normalized to that of Tax alone (100%) and are the means and standard deviations from two independent
experiments performed in duplicates. The outline of each experiment and the Western blot analyses showing Tax and Ubc9 expression are included in all panels.

negative control for ICAM-1 induction, cells were also transfected
with the NF-kB-defective Tax-M22 mutant (19). As shown in Fig.
3A (left side), ICAM-1 mRNA was induced by wild-type Tax but
not by the M22 mutant, confirming that ICAM-1 induction by
Tax in 293T cells indeed relied on NF-kB pathway activation.
Expression of neither Ubc9-C93S nor siUbc9 had an impact on
the level of induction of ICAM-1 (Fig. 3A and B, left sides). Nickel
pulldown experiments were performed on the same day as the
RT-PCR analysis to evaluate the level of Tax SUMOylation (Fig.
3A and B, right sides). Compared to that in control cells, total
inhibition of Tax SUMOylation was found in both cell expressing
Ubc9-C93S (Fig. 3A, right sides, lanes 3 and 4) and siUbc9-treated
cells (Fig. 3B, right sides, lanes 2 and 3). Western blot analyses
showed potent expression of Ubc9-C93S and silencing of Ubc9
upon siRNA treatment (Fig. 3, right sides, lysates). In contrast, no
signal was found for Tax in Western blotting (data not shown).
This is very likely due to the fact that the Tax-6His plasmid was
transfected at day 2 in already-transfected cells, reducing plasmid
expression. However, Tax-6His was produced under each condi-
tion, as shown by the Tax signals detected by either RT-PCR or
nickel pulldown.

Together with the above data, these findings provide the direct
demonstration that non-SUMOylated Tax is as functional as wild-
type Tax for NF-kB promoter activation in adherent cells.

10658 jvi.asm.org

Non-SUMOylated Tax is also functional for NF-kB pro-
moter activation in T cells. Experiments were finally performed
in T cells, which represent the preferential target cells of HTLV-1
in vivo. We used the MOLT4 T-cell line, in which acceptable level
of transfection (around 20%) could be achieved. However, even
with this optimized protocol, we were not able to detect the en-
dogenous SUMOylation of Tax in these cells (data not shown). To
facilitate the detection of SUMOylated Tax in T cells, the Tax-6His
construct was transfected together with an HA-SUMO-3 plasmid
(or HA-UD as control), as previously described (7). Analysis of
proteins purified upon nickel pulldown at 2 days posttransfection
showed anti-HA-reactive products in cells transfected with the
Tax-6His (Fig. 4A, lanes 2 and 4) but not the control (lane 1),
validating the experiment. Expressing Tax-6His together with
Ubc9-C93S abolished Tax conjugation to HA-SUMO-3 (Fig. 4A,
lane 3) with no effect on the level of conjugation to HA-Ub (Fig.
4A, lane 5). Only partial reduction of Tax SUMOylation was ob-
served upon treatment with the siUbc9 (data not shown).

Luciferase-based reporter assays were then performed in
MOLT4 T cells. Cells were first transfected with the Tax-6His
plasmid and the Ubc9-C93S construct to inhibit Tax SUMOyla-
tion prior to promoter transfection and then subjected to a second
round of transfection 48 hours later with the reporter plasmids.
Finally, luciferase activities were assessed after an additional 24-
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FIG 3 Non-SUMOylated Tax induces the expression of the NF-«k B regulated ICAM-1 gene. Real-time PCR experiments were performed in 293T cells to quantify
ICAM-1 mRNA induction by Tax in the presence or absence of Ubc9-C93S or siUbc9. 293T cells were transfected with the control or T7-Ubc9-C93S construct
(A) or the control or Ubc9 siRNA (B) and 48 h later with the Tax-6His plasmid, and total RNA was extracted after 24 h. For panel A the Tax-M22 mutant, which
is defective for NF-kB activation, was also included as a negative control for ICAM-1 induction. Left sides show the amount of Tax or ICAM-1 mRNA normalized
to the amount of HPRT mRNA and are the means and standard deviations from at least two independent experiments performed in duplicates. Right sides show
the level of Tax SUMOylation after purification of Tax-6His proteins (nickel column-bound proteins) and the level of expression of Ubc9 analyzed by Western
blotting (lysates). The outline of each experiment is indicated at the top of each panel.

hour period. Compared to that in cells expressing Tax alone (set to
100%), a larger amount of luciferase was found in cells producing
Tax-6His together with Ubc9-C93S (Fig. 4B). Western blot anal-
yses confirmed similar levels of Tax expression under all condi-
tions as well as strong expression of Ubc9-C93S (Fig. 4B, lysates).
These findings demonstrate that Tax SUMOylation is also dis-
pensable for Tax-induced NF-kB promoter activation in T cells.

DISCUSSION

Based on the analysis of an ubiquitinated but weakly SUMOylated
Tax mutant still able to activate an NF-kB reporter gene, we pre-
viously concluded that Tax SUMOylation is not required for Tax-
induced NF-kB pathway activation (12). However, this conclu-
sion was challenged by other groups arguing that this residual level
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of endogenous Tax SUMOylation could still represent an impor-
tant functional determinant, presumably by targeting the nuclear
population of Tax directly involved in transcription (13-15).
Here, we set up a new strategy that relies not on Tax mutants but
on the inhibition of the SUMOylation machinery via the targeting
of the unique SUMO-conjugating enzyme Ubc9. This allowed us
to show that Tax still activates NF-kB-driven gene expression at a
wild-type level in adherent cells in which Ubc9 is inactivated, re-
sulting in total disappearance of either SUMO-1- or SUMO-
2/3-conjugated Tax species. It is noteworthy that potent NF-«kB
promoter activation by non-SUMOylated Tax was observed not
only with a transfected NF-«B reporter promoter but also with an
integrated reporter construct as well as with an endogenous NF-
kB-regulated gene. This argues against a specific role of Tax
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FIG 4 Non-SUMOylated Tax activates a NF-«kB promoter in T cells. (A) Nickel pulldown experiment to study the effect of Ubc9-C93S on Tax SUMOylation in
T cells. MOLT4 T cells were transfected with the control or the Tax-6His plasmid together with either HA-SUMO-3 or HA-UDb and in the presence or absence
of T7-Ubc9-C93S. Cells were lysed at 2 days posttransfection, and total proteins were either directly analyzed by Western blotting for Ubc9 and Tax expression
(lysates) or purified by nickel pulldown (nickel column-bound proteins). Purified proteins were blotted successively with the anti-HA antibody and the HTLV-1
serum. (B) Luciferase reporter assays in MOLT4 T cells. Cells were first transfected with the Tax-6His construct and either the control or T7-Ubc9-C93S construct
and then subjected to a second round of transfection 2 days later with the pGL4.32 (kB-Luc2P) and pRL-TK reporter plasmids. Data represent the Luc2P/Renilla
ratio normalized to that of Tax alone (100%) and are the means and standard deviations from two independent experiments performed in duplicates. The outline
of the experiment and the Western blot analysis showing Tax and Ubc9 expression are also presented.

SUMOylation in Tax interaction with promoter regions in the
context of chromatin.

Since the impact of SUMOylation may be cell type dependent
(20), it was important to also examine how the loss of Tax
SUMOylation affected Tax-induced NF-kB activation in T cells,
which constitute the natural target cells of HTLV-1. We found
that expressing Tax together with Ubc9-C93S also abolished Tax
SUMOylation in MOLT4 cells, showing that Tax SUMOylation is
also under the control of Ubc9 in T cells. Furthermore, the ab-
sence of Tax SUMOylation also had no effect on the activation of
a transfected NF-kB promoter in MOLT4 T cells.

Interestingly, reporter assays performed in 293T cells showed
that while little change was observed upon blocking the catalytic
activity of Ubc9, Ubc9 silencing led to increased Tax-induced
NF-kB promoter activation. Moreover, expressing Ubc9-C93S in
T cells also increased NF-kB promoter activation by Tax. Our
findings therefore indicate not only that Tax SUMOylation is dis-
pensable for Tax-induced NF-kB activation in adherent cells or T
cells but that endogenous Ubc9 may exert a negative effect on this
process via either a SUMOylation-dependent or -independent
mechanism. It is noteworthy that Ubc9 has already been described
to contribute to transcriptional repression mediated by several
transcription factors via either SUMOylation-dependent (21) or
-independent (22) mechanisms.

Another interesting issue is whether the SUMOylation of cel-
lular proteins is required for Tax-induced NF-kB pathway activa-
tion. We observed that blocking or silencing Ubc9 massively re-
duced not only Tax SUMOylation but also conjugation of
transfected SUMO-3 to total proteins (Fig. 1C). This suggests that
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de novo SUMOylation of cellular cofactors is not required for Tax-
induced NF-kB activation. However, since SUMOylated proteins
may have long half-lives, we cannot exclude the possibility that
cellular proteins SUMOylated prior to Ubc9 inhibition may con-
tribute to NF-kB activation by Tax.

In conclusion, we believe that this study clarifies the issue of the
role of SUMOylation in regard to Tax by providing conclusive
evidence that non-SUMOylated Tax proteins are still fully func-
tional for NF-kB promoter activation.
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Abstract

Background: The Tax protein encoded by Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is a powerful activator of
the NF-kB pathway, a property critical for HTLV-1-induced immortalization of CD4™ T lymphocytes. Tax permanently
stimulates this pathway at a cytoplasmic level by activating the IkB kinase (IKK) complex and at a nuclear level

by enhancing the binding of the NF-kB factor RelA to its cognate promoters and by forming nuclear bodies,
believed to represent transcriptionally active structures. In previous studies, we reported that Tax ubiquitination

and SUMOylation play a critical role in Tax localization and NF-kB activation. Indeed, analysis of lysine Tax mutants
fused or not to ubiquitin or SUMO led us to propose a two-step model in which Tax ubiquitination first intervenes
to activate IKK while Tax SUMOylation is subsequently required for promoter activation within Tax nuclear bodies.
However, recent studies showing that ubiquitin or SUMO can modulate Tax activities in either the nucleus or the
cytoplasm and that SUMOylated Tax can serve as substrate for ubiquitination suggested that Tax ubiquitination and
SUMOylation may mediate redundant rather than successive functions.

Results: In this study, we analyzed the properties of a new Tax mutant that is properly ubiquitinated, but defective
for both nuclear body formation and SUMOylation. We report that reducing Tax SUMOylation and nuclear body
formation do not alter the ability of Tax to activate IKK, induce RelA nuclear translocation, and trigger gene
expression from a NF-kB promoter. Importantly, potent NF-kB promoter activation by Tax despite low SUMOylation
and nuclear body formation is also observed in T cells, including CD4" primary T lymphocytes. Moreover, we show
that Tax nuclear bodies are hardly observed in HTLV-1-infected T cells. Finally, we provide direct evidence that the
degree of NF-kB activation by Tax correlates with the level of Tax ubiquitination, but not SUMOylation.

Conclusions: These data reveal that the formation of Tax nuclear bodies, previously associated to transcriptional
activities in Tax-transfected cells, is dispensable for NF-kB promoter activation, notably in CD4" T cells. They also
provide the first evidence that Tax SUMOylation is not a key determinant for Tax-induced NF-«kB activation.
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Background

Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is the
agent of Adult T-cell Leukemia, a fatal hematopoietic
malignancy due to the transformation of CD4" T lym-
phocytes. The Tax regulatory viral protein plays a pivotal
role in HTLV-1-induced T-cell transformation. Indeed,
Tax triggers permanent T cell proliferation through a
variety of mechanisms including promotion of cell
cycle, deregulation of apoptosis and activation or repres-
sion of cellular gene promoters (reviewed in [1-4]). Not-
ably, Tax is a powerful inducer of the NF-kB pathway,
an activity shown to be required for HTLV-1-induced
immortalization of primary CD4" T lymphocytes [5].

In physiological conditions, the NF-kB pathway is
transiently activated in response to extracellular stimuli
(reviewed in [6]). These results in the activation of the
cytoplasmic IkB kinase (IKK) complex, which consists
of two catalytic subunits, IKKa and IKKP and a regula-
tory subunit, NF-kB essential modulator (NEMO)/IKKy.
Once activated, IKK induces the phosphorylation and
degradation of the NF-«B inhibitors IkB, liberating the
NEF-kB factors which then translocate to the nucleus.
Contrasting with the physiological situation, Tax is able
to activate the NF-kB pathway in a permanent manner
by acting on both the cytoplasmic and nuclear phases.
In the cytoplasm, Tax binds to NEMO [7] and recruits
adaptor proteins and kinases that in turn promote
IKKo/f activation ([8-11] and reviewed in [12]). In the
nucleus, Tax binds to and stabilizes the binding of NE-
KB factors, including RelA/p65, to the NF-kB dependent
promoter [13,14]. In the nucleus, Tax also assembles
into particular structures called Tax nuclear speckled
structures or Tax nuclear bodies [15-17]. This was
shown to depend upon the presence of an N-terminal
region located between residues 50 to 75 of Tax (Tax
speckled structure localization signal, TSLS) [18]. NEF-
kB-mediated transcription may arise in these structures,
since they contain components of the NF-kB pathway
such as p50, RelA/p65 and NEMO [16,19,20]. In addi-
tion, repression of cellular promoters was also associated
with Tax nuclear bodies [21]. Tax nuclear bodies also
contain components of splicing complexes [17] and
DNA damage response machineries [22] and were,
therefore, proposed to mediate other functions than
transcription (reviewed in [23]).

In previous studies, we and others demonstrated that
Tax is ubiquitinated and SUMOylated [20,24-26]. A
series of studies focusing on the role of Tax ubiquitina-
tion demonstrated the critical role of this modification
in NF-«xB activation. Indeed, reducing or increasing Tax
ubiquitination by interfering with ubiquitination or deu-
biquitination enzymes was shown to block or enhance
Tax-induced NF-«B activation, respectively [27-30]. NF-
KB activation was associated with Tax conjugation to
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K63-linked ubiquitin chains, which were shown to be
essential for Tax binding to NEMO and IKK activation
[30-32]. K63-linked ubiquitin chains also promote the tar-
geting of Tax and NEMO to perinuclear spots associated
to the centrosome and the Golgi apparatus, believed to
represent a Tax-induced cytoplasmic signaling platform
[32,33]. Tax SUMOylation was initially associated with
nuclear events. Indeed, SUMO-1-conjugated Tax subpo-
pulations were found in the nucleus and coexpressing Tax
along with SUMO-1 was shown to increase the nuclear
fraction of Tax. Moreover, SUMO-1 was found to coloca-
lize with Tax in nuclear bodies [19,20,24].

Tax possesses 10 lysine residues (referred to as K1
to K10), among those K4 to K8 serve as targets for ubi-
quitination and K6 to K8 as targets for SUMOylation
(Figure 1). We and others previously showed that mutat-
ing lysines K4 to K8 abolishes both Tax ubiquitination
and SUMOylation and renders Tax inactive for RelA nu-
clear translocation, a defect restored by making a Tax
ubiquitin fusion protein. Mutating only lysines among
K6 to K8 still allows RelA nuclear translocation, but
strongly reduces NF-kB promoter activation, which is
partially restored upon fusion to SUMO-1 [20,24]. These
findings led to the proposition of a two-step working
model in which K63 ubiquitination of Tax first inter-
venes in the cytoplasm to activate IKK and allows RelA
nuclear translocation, while Tax SUMOylation is subse-
quently required for RelA-dependent promoter activa-
tion within Tax nuclear bodies. However, subsequent
observations suggest a more complex picture. Indeed, it
was reported that mono-ubiquitination in the nucleus
activates the nucleocytoplasmic shuttling of Tax in stress
conditions [34]. Moreover, fusing lysine Tax mutants to
SUMO-1 was shown to enhance NEMO targeting to
cytoplasmic perinuclear spots while fusing them to ubi-
quitin was shown to restore the formation of nuclear
bodies [19]. In addition, RNF4, an ubiquitin ligase that
preferentially ubiquitinates SUMOylated substrates, was
recently reported to be involved in Tax ubiquitination
[27]. These recent findings favor the notion that Tax
ubiquitination and SUMOylation may mediate redun-
dant rather than successive functions.

How Tax post-translational modifications and their
impact on Tax localization are synchronized with NF-xB
activation is still unclear. Moreover, the importance of
Tax post-translational modifications and nuclear bodies
has not been investigated in CD4" T cells yet. In this
study, we revisited the role of Tax nuclear bodies and
Tax SUMOylation on Tax activities. We confirm that
Tax SUMOylation correlates with the formation of Tax
nuclear bodies. We also demonstrate that, surprisingly,
impaired nuclear body formation still allows Tax to fully
activate a NF-xB promoter in either cell lines or primary
CD4" T cells. In addition, we provide evidence that the
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Figure 1 Description of the Tax-P79AQ81A mutant. Schematic representation of the primary amino-acid sequence of Tax showing the
N-terminal nuclear localization signal (NLS, amino-acids 1-50), the Tax speckled structure localization signal (TSLS, amino-acids 50-75) and
the potential TRAF-binding motif (boxed) in which alanine substitutions were introduced (Tax-P79AQ81A mutant). The lysine residues targeted

by ubiquitination and SUMOylation are also indicated.
. J

degree of Tax NF-kB activity correlates with the level of body formation. This confirms the importance of the
Tax ubiquitination but not SUMOylation. These data  TSLS-containing N-terminal region of Tax in nuclear
provide the first direct evidence that Tax nuclear body  body formation and suggests that the P79 and Q81 resi-
formation and Tax SUMOylation are dispensable for dues are part of this nuclear body targeting signal.
Tax-induced NF-«B activation.

Tax-P79AQ81A properly activates the cytoplasmic steps

Results of the NF-kB pathway
Tax-P79AQ81A, a Tax mutant defective for nuclear In the cytoplasm, Tax binds to NEMO and activates the
body formation IKK complex, a process that requires the targeting of

In the search for potential functional motifs in Tax, we  both Tax and IKK to perinuclear spots (PS) [32,33].
selected a PxQxT sequence (aa 79-83) because this In immunoprecipitation assays, we confirmed that wt
sequence fits with a putative motif for binding to the Tax coprecipitated endogenous NEMO and induced
TRAFs (TNF-receptor associated factor), which are ubi-  the phosphorylation of IKKa/p (Figure 3A, lane 2). Tax-
quitin ligases acting in the NF-«xB pathway [35]. Interest- P79AQ81A also properly coprecipitated with endogen-
ingly, the PxQxT motif is also just adjacent to the TSLS  ous NEMO and induced the phosphorylation of IKKa/3
(Figure 1), suggesting that it might be involved in the (Figure 3A, lane 3). In contrast, and as expected from
nucleocytoplasmic trafficking of Tax. It was previously earlier data [7], neither NEMO binding nor IKK activa-
shown that residues at position 1 and 3 of the PxQxT  tion was observed for the NF-kB-defective M22 mutant
motif are the most critical for binding to the TRAFs (Figure 3A, lane 4).
[36]. Hence, a mutant in which the P79 and Q81 A cell fractionation procedure described for the purifi-
residues were changed to alanines (Tax-P79AQ81A, cation of cytoplasmic aggresomes, which are centrosomal-
Figure 1) was generated to study the role of the PxQxT  associated insoluble structures containing ubiquitinated
motif in Tax modifications and activities. proteins [37], was used next to study Tax and NEMO
The subcellular localization of wild-type (wt) Tax and  targeting to perinuclear spots. Comparable amounts of
Tax-P79AQ81A was first compared in HeLa cells wt Tax and Tax-P79AQ81A were found in the insoluble
(Figure 2A). As previously described [24], wt Tax was fractions, indicating that both proteins were similarly tar-
detected both in the cytoplasm and in the nucleus, geted to cytoplasmic aggresomes (Figure 3B, Tax panel,
where it formed well visible nuclear bodies (NB) (67% of lanes 5 and 6). Similar enrichment of NEMO was
the cells). A dramatic change in nuclear localization was  observed in the insoluble fraction of cells expressing
found for Tax-P79AQ81A since Tax-P79AQ81A was either wt Tax or Tax-P79AQ81A (Figure 3B, NEMO panel,
present in the nucleus as diffuse staining in all trans- lanes 5 and 6), as compared to mock transfected cells
fected cells, and very few and very small nuclear bodies  (lane 4), indicating that both Tax proteins were equally effi-
were detected in only 8% of the cells while 92% of cient to relocalize NEMO to cytoplasmic aggresomes.
Tax positive cells did not show any nuclear bodies Confocal microscopy experiments further showed that
(Figure 2A). A dramatic reduction in nuclear body for- endogenous NEMO was targeted to perinuclear spots in
mation by Tax-P79AQ81A was also found in transfected  almost 100% of Tax-positive cells regardless of whether
293 T cells and more importantly, in transfected CEM T  the cells had they produced wt Tax or Tax-P79AQ81A
cells (less than 10% of the cells, Figure 2B and 2C). (Figure 3C). Wt Tax was also concentrated in perinuclear
Hence, mutations of the P79 and Q81 residues do not spots in 76% of cells as compared to 49% of Tax-
alter the nuclear import of Tax, but preclude Tax nuclear = P79AQ81A-expressing cells (Figure 3C). Of note, this
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Figure 2 Tax-P79AQ81A is defective for nuclear body
formation. Confocal microscopy analysis performed in (A) HelLa
cells; (B) 293 T cells or (C) CEM T cells showing the distribution of wt
Tax or Tax-P79AQ81A (green). Nuclei were stained with DAPI (blue).
The percentages of cells containing Tax in nuclear bodies (NB) are
indicated, and Tax nuclear bodies are pointed with arrows. At least

100 cells were analyzed in each condition.
-

difference was due to the reduction of the cell population
containing Tax-P79AQ81A in both perinuclear spots and
nuclear bodies while the proportion of cells containing
Tax only in perinuclear spots was comparable between

Tax-P79AQ81A and wt Tax (Additional file 1: Figure S1).
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Since the final consequence of IKK activation is
the nuclear translocation of RelA, we analyzed the
localization of endogenous RelA in Tax-expressing cells
(Figure 3D). While RelA was found in the cytoplasm of
Tax-negative cells, it was clearly relocalized to the
nucleus in the totality of cells expressing either wt Tax
or Tax-P79AQ81A. Interestingly, the pattern of RelA
mirrored that of Tax since while RelA was found in
nuclear bodies in cells producing wt Tax, it was detected
as a diffuse staining in cells producing Tax-P79AQ81A
(Figure 3D).

These results demonstrate that Tax-P79AQ81A prop-
erly activates the cytoplasmic steps of the NF-kB path-
way and induces nuclear RelA translocation in absence
of nuclear body formation.

Tax-P79AQ81A is as active as wt Tax for NF-kB

promoter activation

Nuclear body formation was proposed to facilitate acti-
vation of the NF-kB pathway at the nuclear level.
Whether Tax-P79AQ81A is able to drive gene expres-
sion from a NF-kB promoter was, therefore, investigated.
NF-kB reporter gene assays performed in HeLa
(Figure 4A) and 293 T cells (Figure 4B) showed no
significant difference (p>0.05) between the NF-kB pro-
moter transactivation levels of wt Tax and Tax-
P79AQ81A. The same experiments were performed in T
cells, including the CEM T cell line (Figure 4C) and pri-
mary CD4" T cells (Figure 4D). In both T cell systems,
Tax-P79AQ81A was also fully able to transactivate the
NF-«B promoter. Furthermore, Tax-P79AQ81A transac-
tivated a CREB promoter similarly to wt Tax in all cell
types, confirming that the protein was functional (Add-
itional file 2: Figure S2A-D). In all reporter gene assays,
Tax-M22, defective for NF-kB activation and Tax-M47,
defective for CREB activation, were included as controls.
Hence, while it is unable to form nuclear bodies, Tax-
P79AQ81A is fully active in term of NF-kB promoter
activation in both adherent cells and T cells, including
primary CD4" T cells.

Tax nuclear bodies are hardly detected in HTLV-1-infected
T cells

The previous findings, suggesting that absence of
nuclear bodies did not alter Tax-induced NF-kB activa-
tion, prompted us to investigate the status of nuclear
bodies in HTLV-1-infected T cells. Confocal microscopy
experiments were performed in two HTLV-1-infected T
cell lines, C8166 cells that contain defective HTLV-1
proviruses still allowing Tax production [38] and HUT-
102 cells, which contain wt proviruses and produce viral
particles [39]. To facilitate the observation of Tax-positive
cells, C8166 and HUT-102 cells were first mixed with un-
infected CEM T cells, giving therefore the background
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Figure 3 Tax-P79AQ81A activates the cytoplasmic steps of the NF-kB pathway. (A) Ability of wt Tax and Tax-P79AQ81A to bind to
endogenous NEMO and induce the phosphorylation of IKKa/B subunits. Hela cells were transfected with a control plasmid or with the Tax-His
constructs, including the NF-kB-defective Tax-M22 mutant as a negative control. Proteins precipitated using the anti-Tax mab (IP Tax) were
blotted with either an anti-NEMO antibody or with the anti-Tax sera. In parallel, total proteins (Lysates) were blotted with anti-Tax sera and with
anti-NEMO or anti-phospho-IKK antibodies, as indicated. NS: non specific. (B) Purification of aggresomes formed in wt Tax or Tax-P79AQ81A
producing Hela cells. Soluble and insoluble fractions were prepared according to [37] and proteins in each fraction were blotted with either an
anti-NEMO antibody or the anti-Tax sera. (C-D) Confocal microscopy analysis performed in Hela cells showing the distribution of Tax (green) and
endogenous NEMO (C) or RelA (D) (red). Nuclei were stained with DAPI (blue). At least 100 cells were analyzed in each condition.

These results show that Tax, endogenously produced in
HTLV-1-infected T cells, does not form nuclear bodies,
although it is fully able to activate the NF-kB pathway.

signal. Strikingly, while we used the same procedure that
allows easy detection of nuclear bodies in transfected T
cells, Tax nuclear bodies were found in less than 8% of
the two HTLV-1-infected T cells (Figure 5). Importantly,
NEMO-enriched perinuclear spots were clearly visible in
both C8166 and HUT-102 cells (Figure 5, arrow heads),
indicating IKK relocalization by endogenous Tax. More-

Tax-induced NF-kB promoter activation correlates with
the level of Tax ubiquitination but not the level of Tax
SUMOylation

over, high luciferase production was detected upon trans-
fection of the pNF-kB-luciferase reporter plasmid in these
cells (data not shown).

Since Tax nuclear bodies were previously linked to
Tax SUMOylation, we analyzed the post-translational
modifications of Tax-P79AQ81A. Purification of wt Tax
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Figure 4 Tax-P79AQ81A properly activates a NF-kB promoter in either cell lines or primary CD4* T cells. NF-kB promoter activity
in Tax-transfected Hela cells (A), 293 T cells (B), CEM T cells (C), and primary CD4" T cells (D). Cells were transfected with a control plasmid or
with the Tax-His constructs along with the NF-kB reporter plasmid and the Renilla luciferase expression plasmid for normalization. To validate the
experiments, the M22 (defective for the NF-kB pathway) and M47 (defective for the CREB pathway) mutants were included in each experiment.
Fold induction was calculated by dividing the firefly/renilla ratio of each Tax protein with the firefly/renilla ratio obtained with the control
plasmid. The results represent the means and standard error of the means (SEM) from at least four independent experiments performed in
duplicates. ns: not statistically significant.

and the mutant was performed in a highly denaturant
guanidine-containing buffer in order to avoid co-
purification of non-covalently bound partners. Blotting the
purified proteins with a pool of sera from HTLV-1-infected
individuals revealed comparable amounts of modified Tax
products between wt Tax and Tax-P79AQ81A (39% and
49% of total Tax respectively, Figure 6A).

The conjugation of wt Tax and Tax-P79AQ81A to ei-
ther endogenous ubiquitin or SUMO was next exam-
ined. Wt Tax and Tax-P79AQ81A were conjugated to
endogenous ubiquitin (Figure 6B) and more importantly
to endogenous K63-linked ubiquitin chains (Figure 6C)
at similar levels. Considering that K63-linked ubiquitin
chains were shown to be critical for Tax interaction
with NEMO, these results are consistent with our data

showing that Tax-P79AQ81A binds to NEMO like wt
Tax. Contrasting with the level of ubiquitination, Tax-
P79AQ81A displayed a severe reduction (78%) in conju-
gation to endogenous SUMO compared to wt Tax
(Figure 6D). This reduction of SUMOylation was con-
firmed by experiments in which Tax or Tax-P79AQ81A
was expressed together with a HA-SUMO-1 construct
(Figure 6E). In all the pulldown experiments, wt Tax and
Tax-P79AQ81A were expressed and purified at similar
levels (Figure 6A-E, Tax panel). Hence, Tax-P79AQ81A
is properly ubiquitinated, in particular with K63-linked
ubiquitin chains, but is barely SUMOylated. Neverthe-
less, this mutant is fully able to transactivate a NF-xB
promoter, suggesting that SUMOylation is not essential
for Tax-induced NF-kB activation.
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Figure 5 Tax nuclear bodies are not detected in HTLV-1-infected T cell lines. Confocal microscopy analysis performed with the
HTLV-1-infected cell lines C8166 and HUT-102 showing the distribution of endogenous Tax (green) or NEMO (red). Nuclei were labeled with DAPI
(blue). C8166 or HUT-102 cells were mixed with HTLV-1-negative CEM T cells as an internal negative control (indicated by asterisks). Perinuclear
clusters of NEMO in Tax-positive cells are pointed with arrow heads, and the percentages of cells containing Tax in nuclear bodies (NB) are
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To further analyze the relationship between Tax
SUMOylation and NF-kB promoter activation, the prop-
erties of Tax-P79AQ81A were compared to those of the
previously described lysine Tax mutants [24]. NiNTA
pulldowns were performed in 293 T cells, in which pro-
tein expression is higher than in HeLa cells, ensuring
fine quantification. Similarly to what we found in HeLa
cells, Tax-P79AQ81A was properly ubiquitinated but
barely SUMOylated in 293 T cells (Figure 7A). The ly-
sine Tax mutants displayed the previously identified phe-
notypes: defect in both ubiquitination and SUMOylation
(Tax-K1-10R, Tax-K4-8R), reduced ubiquitination and
lack of SUMOylation (Tax-K6-8R, Tax-K7-8R) and low
SUMOylation with only a slight reduction in ubiquitina-
tion (K7R) (Figure 7A). Interestingly, this latter pattern
is very similar to that of Tax-P79AQ81A. In agreement
with our previous studies [24], strong impact of lysine
mutations on NF-kB activity of Tax was observed
(Figure 7B, upper panel). Tax-K6-8R and Tax-K7-8R
showed low NF-kB activity (Figure 7B) but wt level of
CREB promoter activation (Additional file 2: Figure
S2E), confirming their specific defect in NF-«B activa-
tion. NF-kB reporter gene assays further showed only a
slight reduction in the NF-«kB activity of Tax-K7R
(Figure 7B), which mirrored its slight reduction in ubi-
quitination (Figure 7A). Furthermore, when the levels of
modifications for each mutant were plotted against the
level of NF-kB activities, a linear relation was clearly
observed between Tax-induced NF-«B promoter activa-
tion and Tax ubiquitination (R*=0.94) but not Tax
SUMOylation (R*=0.73) (Figure 7C).

Tax ubiquitination is believed to govern Tax binding
to NEMO and thereby, IKK activation. Indeed, non-
conjugable lysine Tax mutants fail to bind to NEMO

[24], and the same defect is observed upon silencing of
Ubcl3, the ubiquitin conjugating enzyme shown to
mediate Tax conjugation to K63-linked ubiquitin chains
[30]. We further assessed the role of Tax ubiquitination
on NEMO binding by analyzing the ability of the
mutants used above to bind to either endogenous
NEMO or endogenous phospho-IKKa/f (Figure 7D).
Like for NF-kB promoter activation, a linear relation was
found between the amount of phospho-IKK associated
to Tax and Tax ubiquitination (R*=0,94) but not
SUMOylation (R*=0,58) (Figure 7E). These results pro-
vide direct evidence that ubiquitinated Tax is the species
that binds to IKK and triggers IKK activation.

Altogether these data demonstrate that low SUMOyla-
tion does not prevent Tax-induced NF-«B activation and
that Tax ubiquitination is the predominant determinant
for Tax-induced NF-kB activation.

Fusion of SUMO-1 increases the ubiquitination of
Tax-P79AQ81A

We previously reported that fusing SUMO-1 to certain
lysine Tax mutants partially rescued their ability to form
nuclear bodies [24]. We thus wondered whether fusion
of SUMO-1 to Tax-P79AQ81A could restore its nuclear
body localization. Fusion of SUMO-1 to wt Tax
increased the proportion of cells containing Tax nuclear
bodies, as previously described [20,24] (98% of total NB
(NB and NB + PS) for Tax-SUMO-1 as compared to 67%
for non-fused Tax). A higher proportion of cells contain-
ing nuclear bodies was also observed upon SUMO-1
fusion to Tax-P79AQ81A (69% for Tax-P79AQ81A-
SUMO-1, as compared to 8% for Tax-P79AQ81A). How-
ever, these nuclear bodies were less numerous (usually 2
to 3 per nucleus) than in the case of wt Tax and were
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expressed in comparison to wt Tax (100%).

Figure 6 Tax-P79AQ81A is defective for SUMOylation. NiNTA experiments performed in Hela cells showing the total level of Tax
modifications (A), or the amounts of Tax products conjugated to endogenous total ubiquitin (B), endogenous K63-linked ubiquitin chains (C),
endogenous SUMO (D) or overexpressed HA-SUMO-1 (E) for either wt Tax and Tax-P79AQ81A. (A-D) Hela cells were transfected with a control
plasmid or each of the Tax-His constructs and in (E) along with a HA-SUMO-1 construct. Tax proteins purified using nickel columns were revealed
with anti-Tax sera or with anti-Ubiquitin, anti-K63-linked ubiquitin chains, anti-SUMO-2/3 or anti-HA antibodies, as indicated. The percentage of
Tax modification was calculated by dividing the amount of high molecular weight Tax products by the amount of total Tax (modified +
unconjugated). The percentages of ubiquitinated or SUMQOylated Tax were normalized on the amount of unconjugated Tax (Tax-Ub/Tax) and

much smaller than those formed by wt Tax (Figure 8A).
Moreover, the recruitment of RelA within these small
nuclear bodies were only seen in 11% of nuclear bodies-
containing cells, showing that fusion of SUMO-1 did not
allow the formation of nuclear bodies with wild-type
phenotype (Figure 8A). Confocal experiments also
showed that fusion of SUMO-1 slightly decreased the
number of cells containing Tax in perinuclear spots, an
effect observed for both wt Tax (63% of Tax-SUMO-1
expressing cells as compared to 77% of wt Tax expres-
sing cells) and Tax-P79AQ81A (33% of Tax-P79AQ81A-
SUMO-1 expressing cells as compared to 51% of
Tax-P79AQ81A expressing cells). Moreover, an increased
cytosolic staining was observed for both wt Tax-SUMO-1
and Tax-P79AQ81A-SUMO-1, as compared to their
non-fused counterparts.

To confirm this, cell fractionation experiments were
performed, in which cell extracts were separated in sol-
uble cytosolic, intermediate (containing the perinuclear
spots) and nuclear fractions, as previously described [32]
(Figure 8B, upper panel). Quantification of the amounts
of Tax in all three fractions (total, lower panel) revealed
that the total amounts of Tax-SUMO-1 or Tax-
P79AQ81A-SUMO-1 were increased compared to their
respective non-fused counterpart. This increase was
due to higher amounts of either Tax-SUMO-1 or Tax-
P79AQ81A-SUMO-1 in the cytosolic fraction (lower
panel) with few changes in the two other fractions
(quantification not shown). This confirms the confocal
microscopy observations (Figure 8A) and suggests that
fusion of SUMO-1 stabilizes Tax in the cytosol.

Since Tax conjugation to K63-linked ubiquitin chains
was correlated to the cytoplasmic localization of Tax
[32], we compared the levels of ubiquitination of fused
and non-fused proteins (Figure 8C). Strikingly, we found
that fusion of SUMO-1 increased the conjugation to
K63-linked ubiquitin chains of Tax-P79AQ81A but not
of wt Tax.

Altogether these results indicate that fusion of SUMO-
1 only partially rescues the formation of nuclear bodies
by Tax-P79AQ81A. Moreover, they reveal an unexpected
effect of the SUMO-1 fusion that stabilizes wt Tax and
Tax-P79AQ81A in the cytosol and increases the ubiqui-
tination of the mutant.

Discussion
In this study, we directly analyzed the role of Tax
nuclear bodies and Tax SUMOylation on NF-«B activation.

Previous studies have described that Tax forms nuclear
spots called Tax nuclear bodies or Tax speckled struc-
tures [16,17]. A Tax speckled structure localization signal
(TSLS) positioned between residues 50 and 75 was sub-
sequently mapped in the Tax sequence [18]. In order to
identify new functional motifs of Tax, we selected the
PxQxT motif at position 79-83 because it fits with a
TRAF-binding motif and is adjacent to the TSLS. We
found that this motif does not control Tax interaction
with the TRAF since its mutation alters neither Tax
ubiquitination (this study) nor the co-precipitation of
Tax with either TRAF2 or TRAF5 (data not shown). In
contrast, mutations of the P79 and Q81 residues dramat-
ically reduce the formation of Tax nuclear bodies, con-
firming the role of the TSLS and showing that this
sequence includes the PxQ motif.

We and others have demonstrated that Tax ubiquitina-
tion, especially conjugation to K63-linked ubiquitin
chains, permits Tax binding to NEMO [24,30,32]. Here
we report that Tax-P79AQ81A, which is conjugated to
either total ubiquitin or K63-linked ubiquitin chains at
the same level than wt Tax, binds to NEMO and acti-
vates IKK like wt Tax. Moreover, analysis of a series of
Tax mutants allowed us to show that the amount of en-
dogenous phospho-IKKa/p coprecipitated with Tax cor-
relates with the level of Tax ubiquitination but not
SUMOylation. These findings confirm the critical role of
Tax ubiquitination in NEMO binding and IKK activation
and also demonstrate that Tax SUMOylation is dispens-
able for these processes. Tax conjugation to K63-linked
ubiquitin chains was also shown to relocalize Tax and
NEMO to perinuclear spots [32,33]. However, recent
findings showed that NEMO targeting to perinuclear
spots is also impaired upon siRNA-mediated SUMO si-
lencing [19]. Using both microscopy analysis and cell
fractionation, we found that endogenous NEMO is
recruited in perinuclear spots at the same level in cells
producing either wt Tax or Tax-P79AQ81A. Hence, low-
ering Tax SUMOylation has no effect on NEMO target-
ing to cytoplasmic spots. The effect of SUMO silencing
could be explained by the role of a minor fraction of
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Figure 7 The degree of Tax NF-kB activity correlates with the levels of Tax ubiquitination but not SUMOylation. (A) NiNTA experiments
performed in 293 T cells showing the levels of Tax conjugation to endogenous ubiquitin or SUMO. 293 T cells were transfected as indicated and
proteins purified on Nickel columns were revealed using anti-Ubiquitin, anti-SUMO-2/3 or the anti-Tax sera. The percentages of ubiquitinated or
SUMOylated Tax were normalized on the amount of unconjugated Tax and expressed in comparison to wt Tax (100%). (B) NF-kB reporter assay
in 293 T cells. Cells were transfected with control or Tax-His constructs along with the NF-kB or the Renilla luciferase plasmid for normalization.
Fold induction was calculated by dividing the firefly/renilla ratio of each Tax protein with the ratio of the control plasmid. Results represent the
means and standard error of the means (SEM) from three independent experiments performed in duplicates. (C) The level of either ubiquitination
or SUMOylation of the Tax mutants was plotted against their NF-kB activities. The regression line shows a correlation between Tax NF-kB activity
and ubiquitination (determination coefficient=0.94) but not SUMOylation (determination coefficient=0.73). (D) Association of the Tax proteins
to the IKK complex in 293 T cells. Total proteins (Lysates) or proteins precipitated using the anti-Tax mab (IP Tax) were blotted with anti-NEMO,

anti-phospho-IKK or the anti-Tax sera, as indicated. (E) The regression line shows a correlation between Tax binding to phospho-IKKa/{ and
ubiquitination (determination coefficient=0.94) but not SUMOylation (determination coefficient=0.58).

SUMOylated Tax or of a SUMOylated unknown sub-
strate in the cytoplasmic targeting of NEMO.

Tax nuclear bodies were previously reported to contain
RelA and NEMO and therefore identified as transcrip-
tionally active structures [16,19,20]. Surprisingly, we
found that lack of nuclear body formation by Tax-
P79AQ81A does not prevent this mutant from activating
both the cytoplasmic and nuclear steps of the NF-kB
pathway. Importantly, such proper NF-kB promoter
activation was observed not only in adherent cells but
also in T cells, notably CD4" primary T cells. The com-
position of Tax nuclear bodies has essentially been stud-
ied in transfected adherent cells [15-17], and we were
indeed able to detect these structures in all transfected
cells, including T cells. However, using the same staining
procedure, we observed that Tax nuclear bodies are
nearly absent in HTLV-1-infected T cells. Hence, Tax
nuclear bodies appear to be visible when Tax is transi-
ently produced but not in an endogenous situation. This
may suggest that nuclear bodies represent a storage
compartment rather than transcriptionally active struc-
tures. However, it cannot be excluded that small clusters
of Tax, undetectable by confocal microscopy, are indeed
formed in HTLV-1-infected T cells. Further investiga-
tions are therefore needed to clarify the pattern and role
of nuclear Tax, in particular in HTLV-1-infected CD4"
T cells.

Our work also allowed us to further explore the rela-
tionship between Tax ubiquitination and Tax SUMO-
ylation. Indeed, as mentioned above, Tax-P79AQ81A
mutant whose endogenous SUMOylation is reduced by
around 80% is ubiquitinated at the same level as wt Tax,
both in terms of total ubiquitination and specific conju-
gation to K63-linked ubiquitin chains. This strongly
suggests that Tax SUMOylation is dispensable for Tax
ubiquitination. That Tax SUMOylation may represent a
signal for Tax ubiquitination was indeed recently pro-
posed based on findings showing that RNF4, a SUMO-
targeted ubiquitin ligase (STUbL), was able to modulate
Tax ubiquitination [27]. It was shown that RNF4 induced
the ubiquitination of a SUMO-1 fused recombinant Tax

protein in vitro and that siRNA-mediated depletion of
RNF4 abolished Tax ubiquitination. However, we found
here that the SUMO-1 fused form of Tax was ubiquiti-
nated at comparable level as non-fused Tax in HelLa
cells. Moreover, we show that in contrast to RNF4 deple-
tion, low Tax SUMOylation does not prevent Tax ubiqui-
tination in cells. Of note, a GFP-tagged Tax was used in
the RNF4 study [27] while our experiments were per-
formed using a Tax-6his construct, which could lead to
difference in Tax modifications and/or localization. In
addition, it cannot be excluded that the low residual level
of SUMOylation of Tax-P79AQ81A could be still suf-
ficient to promote Tax ubiquitination. However, this
would likely have been associated to a certain degree of
reduction of Tax ubiquitination, as observed in RNF4-
depleted cells [40]. Along with these findings, our data
suggest therefore that RNF4 may not directly modulate
wild-type Tax ubiquitination, but acts in an indirect
manner by interfering with ubiquitination machineries or
with direct regulators of Tax ubiquitination.

We previously concluded that ubiquitination and
SUMOylation were both required for optimal NF-«xB
activation by Tax through analysis of lysine mutants and
SUMO-1-fused proteins. In this study, we revisited the
role of Tax SUMOylation through a direct approach
based on an ubiquitinated but intrinsically weakly SUMO-
ylated Tax mutant. We found that Tax-P79AQ81A retains
most of the NF-kB activity of wt Tax, while in the same
conditions, very little NF-«kB activity was measured for a
mutant defective for both ubiquitination and SUMO-
ylation (Tax-K4-8R). Potent NF-«kB activation by Tax-
P79AQ81A was not only observed in 293 T cells and
HeLa cells but also in T cells. Indeed, Tax-P79AQ81A is
as active as wt Tax in CEM T cells and more importantly,
in primary CD4" T lymphocytes. Of note, study of an-
other mutant, K7R, confirms that weak SUMOylation
does not preclude NF-«B activation. Finally, we were able
to document that the abilities to activate a NF-xB pro-
moter of a series of Tax mutants correlate with their
levels of ubiquitination but not of SUMOylation. It could
be argue that low level of SUMOylation would be
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Figure 8 SUMO-1 fusion increases the cytosolic level and ubiquitination of Tax-P79AQ81A. (A) Confocal microscopy analysis showing

the distribution of Tax or Tax-P79AQ81A fused or not to SUMO-1 (green) and of endogenous RelA (red) as well as nucleus staining (blue).

The percentages of cells containing Tax in only nuclear bodies (NB), perinuclear spots (PS) or in both locations (NB + PS) are indicated. The
percentages of cells containing RelA in the nucleus and the percentages of nuclear bodies-positive cells containing RelA in nuclear bodies are
also indicated. At least 100 cells were analyzed in each condition. (B) Cell fractionation analysis. Cell extracts were separated in a cytosolic (C),
intermediate (I) and nuclear (N) fraction as described [32]. Upper panel: Proteins were blotted with either an anti-Tax sera; anti-GM130, a marker
of the intermediate fraction (Golgi apparatus), or anti-Lamins A/C, a marker of the nuclear fraction. Lower panel: the intensity of the Tax bands in
all three fractions was quantified (Total Tax) and normalized to 100% for wt Tax. The proportion of Tax in the cytosolic fraction was calculated by
dividing the intensity of each cytosolic Tax band by the value of Total Tax. (C) Ubiquitination of non-fused or fused wt Tax and Tax-P79AQ81A
proteins. Ni-NTA experiments were performed in Hela cells transfected with a control plasmid or the Tax-His constructs together with a HA-Ub-
K63 plasmid. The percentages of HA-Ub-K63 conjugated products were normalized on the amount of unconjugated Tax and expressed in

comparison to wt Tax (100%).

sufficient to regulate some Tax activities, even in absence
of Tax nuclear bodies. However, our findings provide
strong evidence that Tax SUMOylation is not a key deter-
minant for Tax-induced NF-«B activation.

That low SUMOylation does not alter Tax-induced
NF-kB activation appears to contradict our previous
findings showing that fusion of SUMO-1 to lysine
mutants restored their NF-«B activities. However, we be-
lieve that our current and earlier data can be reconciled
in light of recent findings from other groups. Indeed, we
and others previously noticed that the SUMO-1 fusion
restores the NF-«B activity of some but not all lysine
Tax mutants: i.e., it restores the NF-«xB activities of Tax-
K6-8R or Tax-K7-8R (also referred to as Tax-R4-6 K),
which retains partial ubiquitination, but not that of Tax-
K4-8R, which is no longer ubiquitinated [20,24]. More-
over, we documented that fusion of SUMO-1 does not
increase the NF-kB activity of either wt Tax [24] or Tax-
P79AQ81A (data not shown), which are both fully ubi-
quitinated. Fusion of SUMO-1 appears, therefore, to
only enhance the NF-«B activity of partially but not fully
ubiquitinated Tax proteins. As mentioned above, RNF4
was recently shown to induce the ubiquitination of a re-
combinant GFP-Tax protein fused to SUMO-1 in vitro
[27]. Hence, artificial fusion of SUMO-1 to the Tax
mutants may similarly enhance their ubiquitination by
facilitating the interaction with RNF4. Strikingly, it was
previously reported that fusion of SUMO-1 increases the
endogenous ubiquitination of Tax-K7-8R/Tax-R4-6 K
but not Tax-K4-8R [20]. Furthermore, we show here
that fusion of SUMO-1 stabilizes both Tax and Tax-
P79AQ81A in the cytosol but only significantly increases
ubiquitination of Tax-P79AQ81A. This latter effect is rem-
iniscent of the cytoplasmic relocalization and enhanced
ubiquitination of the GFP-tagged Tax construct upon
RNF4 overexpression [27]. Why RNF4 would only
increase the ubiquitination of Tax mutants but not wt
Tax remains to be elucidated. Because these proteins dif-
fer by the presence or absence of SUMOylation, it could
be speculated that the natural SUMO chains of Tax may
somehow prevent the interaction of wt Tax or Tax-

SUMO-1 with RNF4. Whatever the exact mechanism
involved, these findings support the view that the effect
previously attributed to the fusion of SUMO-1 to lysine
Tax mutants was actually linked to Tax stabilization and/
or facilitation of Tax ubiquitination.

Conclusions

Our findings provide strong evidence that Tax SUMO-
ylation and formation of Tax nuclear bodies are dis-
pensable for proper NF-kB pathway activation by
Tax, especially in natural target cells of HTLV-1 infec-
tion. In contrast, preventing both ubiquitination and
SUMOylation of Tax is detrimental for NF-«kB activation,
highlighting the critical importance of the ubiquitin-
dependent cytoplasmic events that involve the Tax/IKK
interaction. Targeting ubiquitination pathways has emerged
as a new promising therapeutic approach of malignancies
[41]. Given the critical role that Tax-induced NF-«B activa-
tion plays in HTLV-1-induced T cell transformation [5],
such approach would be especially relevant in the treat-
ment of HTLV-1-induced T-cell malignancies.

Methods
Cell culture and transfection
HeLa and 293 T cells were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium supplemented with 10% fetal calf serum,
2 mM glutamine and antibiotics (Invitrogen) and were
transfected using the lipofectamine reagent (Invitrogen).
HTLV-1-infected T cells C8166 and HUT-102 as well as
HTLV-1-negative CEM T cells were grown in RPMI 1640
medium supplemented as above along with 0.5% glucose
and were transfected using the DMRIE-C reagent (Invi-
trogen), following the manufacturer’s instructions.
Primary human CD4" T cells were purified from
peripheral blood samples of healthy donors from EFS
(Etablissement Francais du Sang, Paris). After separa-
tion of mononuclear cells by density gradient, CD4+ T
cells were isolated by positive selection using CD4" T
lymphocyte enrichment immunomagnetic beads (Beckton
Dickinson, France). Purified CD4" T cells were then cul-
tured in RPMI 1640 medium supplemented as above and



Bonnet et al. Retrovirology 2012, 9:77
http://www.retrovirology.com/content/9/1/77

containing 10% inactivated human serum (Sigma Aldrich)
along with 50 IU/mL interleukin-2 (IL-2, PeproTech,
France) and 3 mg of phytohemaglutinin-M (PHA-M,
Sigma). CD4" T cells were transfected using the Amaxa
nucleofector (VPA-1002, Lonza) with the T23 program
following the manufacturer’s instructions.

Plasmids

All the Tax constructs used in this study encode proteins
fused to a C-terminal 6His tag (His). Tax-His, lysine Tax
mutants, Tax-M22-His and Tax-M47-His cloned in the
pSG5M vector, HTLV-1-LTR-Luc, NF-kB-Luc and pRL-
TK plasmids were described elsewhere [24,32]. To gen-
erate the Tax-P79AQ81A mutant, a fragment comprised
between the EcoRI and Pmll restriction sites of the Tax
c¢cDNA was mutated and amplified using the follow-
ing primers: forward mutagenic Tax primer [5’CTCC-
TTCGCGACCGCGAGAACCTCTAAG3] and reverse
mutagenic Tax primer [S’CTTAGAGGTTCTCGCGGT-
CGCGAAGGAG3] as well as the cloning primers
TaxEcoF [SGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATT-
C3] and TaxPmlIR [5’CACGTGGGGCAGGAGGGGC-
CAGGTG3]. Two separated PCR reactions were first
performed using either the forward mutagenic Tax primer
and TaxPmlIR or the reverse mutagenic Tax primer and
TaxEcoF, and the two amplified fragments were mixed
and used to perform a global PCR reaction using the
TaxEcoF and TaxPmlIR primers. The final PCR product
was then cloned in the pTOPO vector (Invitrogen), and
the EcoRI-Pmll fragment of pTOPO-Tax-P79AQ81A
was finally introduced into the pSG5M vector. Correct
introduction of the mutation was attested by the pres-
ence of a Nrul site (introduced into the mutagenic
primers). The Tax-P79AQ81A mutation was then intro-
duced in the Tax-SUMO-1-6His plasmid by exchanging
the EcoRI-Pmll fragments. The integrity of all constructs
was verified by sequencing.

Antibodies

Tax was detected using a pool of sera from HTLV-1
infected individuals (anti-Tax sera) or the anti-Tax mono-
clonal antibody (mab) 168-A51 (NIH AIDS Research and
Reference Reagent Program, USA). The following primary
antibodies were used: Ubiquitin (P4D1 from Tebu Bio or
Fk2 from Millipore), Ub-K63 chains (D7A11; Cell Signal-
ing Technology), SUMO 2/3 (ab3742; Abcam), HA-tag
(12CA5; Roche), RelA/p65 (sc-372) and IKKy (sc-8330)
(Santa Cruz) phospho-IKKa/p (C84E11; Cell Signaling),
GM-130 (610822, BD Biosciences) and Lamin A/C (2032,
Cell signaling). HRP-conjugated anti-human, anti-mouse
and anti-rabbit IgG (Promega) were used as secondary
antibodies in western blot. The following secondary anti-
bodies were used for immunostaining: goat anti-rabbit
IgG conjugated to Alexa Fluor 594 or Cyanine 5
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(Invitrogen) and donkey anti-mouse IgG conjugated to
fluorescein isothiocyanate (FITC; Jackson Immunoresearch).

Luciferase assays

Luciferase assays were performed in duplicates in 24-
well plates for HeLa or 293 T cells (3 x 10*/well), CEM T
cells (4x10°/well) or sorted CD4* primary T cells
(25 x 10°/well). CD4+ primary T cells were starved by
removing PHA and IL-2 from the culture medium 24 h
before transfection. HeL, 293 T and CEM cells were
cotransfected with 500 ng of either the NF-kB-Luc or
HTLV-1-LTR-Luc (CREB) reporter plasmid, 50 ng of the
Renilla reporter plasmid pRL-TK and 1 pg of the control
or the Tax plasmids. CD4" primary T cells were cotrans-
fected with 2 pg of either the NF-kB-Luc or HTLV-1-LTR-
Luc reporter plasmid, 500 ng of the Renilla reporter
plasmid pRL-TK and 3 pg of the control or the Tax
plasmids. Luciferase activity was quantified 24 h post-
transfection for 293 T cells or 48 h post-transfection for
HeLa cells or T cells using the Dual Luciferase Assay System
(Promega) and values were normalized with Renilla activity.
Statistical analyses were performed using the student test.

Cell lysis, cell fractionation, immunoprecipitation

and immunoblot

Preparations of cellular aggresome were performed as
described in [37]. Cell fractionation in cytosolic, inter-
mediate and nuclear fractions was peformed as described
in [32].

Immunoprecipitations were carried out as follow: at
24 h post-transfection, HeLa cells were lysed in lysis buf-
fer (50 mM Tris—HCl pHS8, 1% NP40, 0.5% deoxycho-
late, 0.1% SDS and 150 mM NaCl) supplemented with
protease and phosphatase inhibitors (Roche). Cell lysates
were incubated overnight with the anti-Tax mab at 4°C,
and antibody complexes were captured on protein G-
sepharose beads (GE Healthcare) 1 h at 4°C. Sepharose
beads were then washed 5 times in wash buffer
(120 mM NaCl, 20 mM Tris—HCI pHS8, 0.2 mM NaF,
0.2 mM EGTA, 0.2% deoxycholate, 0.5% NP40) before
elution in Laemmli buffer.

Proteins in cell fractions, immunoprecipitated proteins
and total cell lysates were separated by SDS-PAGE,
transferred to nitrocellulose membranes and blotted
with specific antibodies. For quantification, shortly
exposed films were scanned with an AGFA scanner, and
signal densities of proteins were measured with Image]
software (Wayne Rasband; NIH). Signal density in an
empty lane was also measured and subtracted from the
signal of each band.

Ni-NTA pull-down
At 24 h post-transfection, HeLa cells were lysed in redu-
cing and highly denaturing conditions in buffer A (6M
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Guanidium-HCl, 0.1IM NaH,PO, 10 mM imidazole,
pH 8) and incubated with Ni**-NTA (nitrilotriacetic
acid) beads (Sigma) for 3 h at room temperature. The
beads were washed three times in buffer A, twice in
buffer B (buffer A diluted 1:4 in buffer C) and twice in
buffer C (25 mM Tris—HCI pH 6.8, 10 mM imidazole).
The proteins bound were eluted in Laemmli buffer,
separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose
membrane and blotted with specific antibodies. Film
quantification was performed as described above.

Confocal analysis

HeLa or 293 T cells were seeded on glass coverslips in
24-well plates the day before transfection and staining
was performed 24 h post-tranfection. At 24 h post-trans-
fection, transfected CEM T cells were washed once with
PBS and deposited onto poly-L-lysine coated coverslips
in RPMI 1640 medium for 1 h at 37°C. Both cell types
were washed twice with PBS, fixed with 4% paraformal-
dehyde for 15 min, washed twice with PBS, permeabi-
lized with cold methanol for 5 min, and washed twice
with PBS. The cells were incubated in PBS containing
2% BSA and 0.1% Tween for 30 min and then with pri-
mary antibodies diluted in PBS buffer containing 2%
BSA and 0.1% Tween for 1 h. After 3 washes with PBS
containing 0.1% Tween, the cells were incubated with
secondary antibodies diluted in PBS buffer containing 2%
BSA and 0.1% Tween for 45 min. The cells were washed
with PBS-Tween buffer, and incubated with DAPI
(Sigma) diluted in PBS for 10 min for nucleus staining.
After two washes with PBS, the coverslips were mounted
in FluorSave Reagent (Calbiochem). Laser scanning mi-
croscopy was performed using a Leica TCS resonant
scanner multi-photon (spinning disc) with a 63X object-
ive, and images were analyzed using Image] software.

Additional files

Additional file 1: Figure S1: Subcellular localization of wt Tax and
Tax-P79AQ81A in the cells. Description of data. Confocal microscopy
analysis performed in Hela cells showing Tax localization (green). Nuclei
were stained with DAPI (blue). The percentages of cells containing Tax in
only nuclear bodies (NB), in only perinuclear spots (PS) or in nuclear
bodies + perinuclear spots (NB + PS) are indicated for both wt Tax and
Tax-P79AQ81A. At least 200 cells were analyzed. NB and PS are indicated
by arrows and arrow heads, respectively.

Additional file 2: Figure S2. CREB promoter activities of the Tax
proteins used in the study. Description of data. (A-D) Comparison of
the CREB promoter activities of wt Tax and Tax-P79AQ81A in
Tax-transfected Hela cells (A), 293 T cells (B), CEM T cells (C) and primary
CD4" T cells (D). Cells were transfected with a control plasmid or with
the Tax-His constructs along with the CREB reporter plasmid and the
Renilla luciferase expression plasmid for normalization. (E) CREB promoter
activities of the lysine Tax mutants in 293T cells. In all experiments, the
M22 (defective for the NF-kB pathway) and M47 (defective for the CREB
pathway) mutants were included as controls. Fold induction was
calculated by dividing the firefly/renilla ratio of each Tax protein with the
firefly/renilla ratio obtained with the control plasmid. The results
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represent the means and standard error of the means (SEM) from at least
four independent experiments performed in duplicates.
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