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RESUME

Le virus T lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1) est I’agent étiologique d’une forme
rare et tres agressive de leucémie de 1’adulte (ATL). Le processus leucémogene a longtemps été
attribué a la seule action de I’oncoprotéine Tax. Cependant, une nouvelle protéine virale, appelée
HBZ (HTLV-1 bZIP factor), a été découverte en 2002. Elle est codée par le brin complémentaire du
génome proviral et transcrite en antisens a partir du LTR3’. HBZ s’est avéré étre un acteur clef de la
prolifération et de la transformation des cellules T infectées, et donc du développement de ’ATL. La
présente étude propose de nouvelles pistes quant aux mécanismes par lesquels HBZ induit la survie
et la prolifération cellulaire. Nous avons montré que la protéine HBZ stimule 1’expression de la
neurotrophine BDNF et que les cellules de patients ATL surexpriment a la fois BDNF et son récepteur
TrkB. De plus, ces patients présentent une concentration sérique anormalement élevée de la forme
mature de BDNF, suggérant 1’existence d’une boucle autocrine/paracrine BDNF/TrkB. L’activité de
cette boucle a été confirmée in vitro et promeut la survie des cellules infectées par HTLV-1. D’autre
part, nous avons découvert qu’HBZ dérégule I’expression du suppresseur de tumeur JunD dans les
cellules T infectées, et induit celle de 1’isoforme potentiellement oncogene AJunD. La production de
AJunD résulterait d’une altération des mécanismes d’initiation de la traduction par HBZ. Nos résultats
montrent aussi que AJunD promeut la prolifération et la transformation cellulaire en I’absence de
sérum. Nous proposons donc que son expression pourrait contribuer a I’évolution des cellules T
infectées en cellules leucémiques.

Mots-clefs : HTLV-1; ATL ; HBZ ; BDNF/TrkB ; JunD

ABSTRACT

The human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is associated with a rare and aggressive
form of adult leukemia (ATL). For a long time, leukemogenesis was thought to mainly result from
the action of the Tax oncoprotein. However, a new viral protein, called HBZ (HTLV-1 bZIP factor),
was discovered in 2002. It is encoded by the minus strand of the proviral genome and transcribed in
antisens from the 3’LTR. Since its discovery, HBZ came out as a key player in proliferation and
transformation of infected T cells, thus contributing to ATL development. In this study we provide
new leads regarding the mechanisms of HBZ-induced cell survival and proliferation. On one hand,
we show that HBZ stimulates the expression of the BDNF neurotrophin and that ATL cells from
patients overexpress both BDNF and its high-affinity receptor TrkB. Moreover, sera from patients
exhibited abnormal levels of the mature form of BDNF, suggesting the existence of a BDNF/TrkB
paracrine/autocrine loop. That loop was confirmed to be activated in vitro and to support the survival
of HTLV-1-infected cells. On the other hand, we discovered that HBZ deregulates the expression of
the JunD tumor suppressor in infected T cells and induces that of the AJunD isoform, which is
potentially oncogenic. AJunD production would result from alteration of the translational initiation
by HBZ. Our results also show that AJunD induces proliferation and transformation of serum starved
cells. Finally, we hypothesize that HBZ-induced expression of AJunD may influence infected T cells
to turn leukemic.

Keywords: HTLV-1 ; ATL ; HBZ ; BDNF/TrkB ; JunD
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Chapitre I : Principes généraux de I’oncogeneése virale chez ’homme

Le cancer est I'une des principales causes de mortalité dans le monde. En 2012, le Centre
International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a ainsi recensé 8,2 millions de déces suite a un
cancer, et une augmentation radicale du nombre de cas diagnostiqués par an a été annoncée d’ici 2030
(International Agency for Research on Cancer and Cancer Research UK, 2014). En 2008, 16,1% des
cancers humains étaient d’origine infectieuse (80% des cas étant localisés dans des pays émergents),
et la plupart de ces cancers était due a une infection virale (De Martel et al., 2012). Le premier
oncovirus humain découvert fut le virus d’Epstein-Barr (EBV pour « Epstein-Barr Virus ») en 1964,
soit un demi-siecle apres la détection de I’agent infectieux responsable du sarcome du poulet par
Francis Peyton Rous (RSV pour « Rous sarcoma virus »). Pourtant caractérisé par microscopie
¢lectronique a partir de cellules dérivées de patients avec un lymphome de Burkitt, I’herpesvirus EBV
ne fut défini comme agent carcinogene qu’en 1997 par le CIRC (Moore and Chang, 2010). Depuis,
seulement 6 autres virus (tableau 1) ont été identifiés et associés a un ou plusieurs cancer(s) chez
I’homme (Bouvard et al., 2009, 2012). Les délais dans I’élaboration de cette liste, ainsi que son
caractere restreint, découlent en partie des limitations des techniques classiques de virologie. Il est
vrai que, seuls EBV et le virus T lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1 pour « human T-
lymphotropic virus type 1 »), ont pu étre directement caractérisés suite a la détection de leurs
particules virales, car les oncovirus humains semblent adopter une stratégie commune sur le long
terme : persister au sein de la cellule infectée et se répliquer sans émettre de nouveaux virions afin
d’échapper au systtme immunitaire (Mesri et al., 2014; Moore and Chang, 2010). Une autre
explication est la difficulté a établir une relation de causalité entre une infection virale et le
développement d’un cancer donné. En effet, au vu de la variété des classes virales impliquées (i.e.
herpesvirus, rétrovirus,...) et du type de génome viral (par exemple, ADN ou ARN), il n’existe pas
de famille de virus oncogene par excellence (Tableau 1). De méme, au sein d’'une méme famille
virale, seule une minorité s’avere avoir une activité tumorigeéne et les cas de cancer associés restent
rares, indépendamment de la prévalence de I’infection. C’est le cas de I’herpésvirus EBV, qui est
porté par la majorité de la population adulte de maniére asymptomatique. Aussi, les critéres de
causalité, basés sur I’idée que I’infection virale est nécessaire et suffisante a 1’induction d’un cancer,
ne sont pas applicables a I’oncogenése humaine (Moore and Chang, 2010).

Le développement tumoral chez ’homme est un processus long et hautement complexe, dont
les mécanismes demeurent encore mal compris. Toutefois, il est admis qu’il repose sur le
franchissement de plusieurs barrieres biologiques, plus ou moins étroitement interconnectées, qui
confere a la cellule de nouvelles propriétés, et autorise de ce fait sa potentielle dérive en un clone
tumoral malin. Ces caractéristiques acquises de cellule cancéreuse, réactualisées par Hanahan et
Weinberg en 2011, participent a une meilleure compréhension du processus carcinogene dont elles
illustrent les étapes clefs : immortalisation, transformation, néoangiogenése, invasion, et métastase
(Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). Dans le cas des cancers humains induits par une infection
virale, le principe est le méme et requiert avant tout 1’établissement d’une infection persistante.
Ensuite, par le biais de mécanismes directs et/ou indirects, les oncovirus facilitent 1’acquisition
progressive du phénotype tumoral par la cellule infectée. En effet, ils codent pour des oncogénes leur
permettant de se répliquer au fil des divisions cellulaires, si possible sans produire de virions, et
d’échapper a la surveillance immunitaire (Mesri et al., 2014; Moore and Chang, 2010; White et al.,
2014). Ces oncogenes viraux peuvent agir sous la forme de protéines, ou encore de transcrits non
codants (par exemple, microARNs (miARNs)). IlIs ciblent une multitude d’acteurs cellulaires
(principalement proto-oncogenes, suppresseurs de tumeur, et miARNS) et vont ainsi induire, selon le
type de cancer et son stade clinique, certaines caractéristiques de cellule cancéreuse, récapitulées dans
le tableau 1 (Lin and Flemington, 2011; Mesri et al., 2014). En outre, la perte de la stabilité génomique
et I'inflammation chronique sont connues pour faciliter I’acquisition du phénotype cancéreux
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(Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). La premiere favorise I’apparition de mutations (ou autres
altérations) au sein des génomes cellulaires et viraux, voire méme 1’intégration accidentelle du
génome viral (Hollingworth and Grand, 2015; Mesri et al., 2014). La seconde est en fait une
conséquence de la persistance de I’infection virale. Celle-ci implique la mise en place d’une réponse
inflammatoire, récurrente voire permanente, qui crée localement un environnement riche en cellules
immunitaires et médiateurs chimiques (radicaux libres, facteurs de croissance, de survie, de
remodelage des tissus...), dans le but d’¢éliminer 1’agent pathogeéne et de rétablir I’homéostasie
tissulaire. Cet environnement est propice au développement tumoral du fait de son caractére mutagene
(ie. stress oxydatif) et de la conservation anormale, en son sein, des signaux de prolifération,
angiogenese, invasion, et métastases. Par exemple, dans le cadre de I’infection par le virus de
I’hépatite B (HBV pour « hepatitis B virus »), I’inflammation chronique du foie (ou hépatite) joue un
role central dans I’émergence d’un carcinome hépatocellulaire. Bien que soutenue par I’expression
de la protéine virale HBx (HBV-encoded X antigen), elle trouve surtout son origine dans 1’incapacité
de I’hdte a éliminer le virus. Aussi, la réponse inflammatoire est maintenue et les cycles de
Iésion/régénération des tissus hépatiques se succedent, pouvant le cas échéant déboucher sur une
cirrhose et un cancer du foie. L’inflammation chronique et la protéine HBx géneérent également de
I’instabilité génétique, ce qui augmenterait les chances d’intégration du génome viral et participerait
au processus tumoral (Henning et al., 2015; Mesri et al., 2014). L’oncogenese induite par HBV émane
donc de la conjugaison de mécanismes directs (action des oncogenes viraux) et indirects
(inflammation chronique).

Malgré la variété des stratégies développées par les oncovirus pour persister et se répliquer chez
I’homme, le développement d’un cancer reste accidentel. Il est le reflet de I’intervention de nombreux
cofacteurs qui agissent en synergie avec I’infection virale. Ces cofacteurs peuvent étre inhérents a
I’hote (état immunitaire, génétique, épigénétique) ou extrinseéques (co-infection, alimentation, style
de vie, environnement). A I’instar de 1’inflammation chronique, I’immunosuppression constitue un
terrain favorable a 1’émergence de certains cancers induits par une infection virale. Elle peut étre
d’origine génétique, iatrogene (par exemple, aprés transplantation d’un organe), ou encore due a
I’age ou bien a une co-infection. C’est pourquoi, le virus de I’'immunodéficience humaine de type 1
(HIV-1 pour « human immunodeficiency virus type 1 ») est considéré comme carcinogeéne indirect,
car il favorise ’apparition de cancers chez les patients infectés par EBV ou KSHV et atteints du
syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA). Souvent, la conjugaison de facteurs intrinseques
et extrinséques est nécessaire a la persistance de 1’infection et a son évolution cancéreuse. Ainsi,
divers cofacteurs peuvent étre déterminants quant a la formation d’un cancer du col de ’utérus, tels
que le type de papillomavirus humain (HPV pour « human papillomavirus »), I’'immunosuppression
(due ounon a HIV-1), la co-infection avec la bactérie sexuellement transmissible chlamydia, et encore
la prise d’une contraception hormonale (Mesri et al., 2014; Parkin, 2006; Schottenfeld and Beebe-
Dimmer, 2015; White et al., 2014). D’autres facteurs propres a 1’hote seraient susceptibles
d’intervenir dans ’oncogenese virale. Il s’agit des rétrovirus endogenes humains (HERV pour
« human endogenous retrovirus »), qui représentent plus de 8% de notre génome, et sont en fait des
vestiges de I’infection de nos cellules germinales par des rétrovirus exogenes, il y a plus d’un million
d’années. Parmi ces €éléments, les provirus de la famille HERV-K (HML-2) sont ceux dont la structure
générale a ¢t la mieux préservée, autorisant la production de transcrits et de protéines mais pas celle
de particules virales infectieuses. Leur activité a ¢été détectée dans plusieurs cancers humains :
mélanomes, lymphomes, leucémies, sarcomes, cancers du sein, de la prostate, ou bien des ovaires.
Toutefois, la question de leur implication reste en suspens. Diverses hypothéses ont été émises quant
a leur possible action cancérigéne. On retiendra la dérégulation de geénes cellulaires a proximité de la
zone d’insertion provirale via leur(s) LTR(s) (long terminal repeat), ainsi que 1’expression de
protéines virales, potentiellement oncogénes ou modulant la réponse immunitaire (inflammation
chronique ou immunosuppression) (Downey et al., 2015).
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Finalement, chez I’homme, 1’oncogenese virale n’est pas une conséquence directe de la
présence de I’agent infectieux. Elle résulte du déséquilibre de I’interaction entre le virus et son hote,
du fait de I’ingérence de divers cofacteurs, et nécessite une période de latence. Comme tout cancer,
la transformation maligne d’origine virale est jalonnée. Ceci implique I’élaboration de nouvelles
stratégies prophylactiques, visant a la fois le virus (infection, cycle, et oncogenes viraux) et les
caractéristiques tumorales qu’il pourrait avoir induites. Le moyen le plus efficace de lutter contre ces
cancers restant la prévention d’une infection persistante, des vaccins ont été élaborés contre les virus
HBV, HPV16, et HPV18, et ont déja commencé a faire leurs preuves (Mesri et al., 2014). Pourtant,
le développement de moyens de prévention et de traitement des cancers induits par une infection
virale est toujours d’actualité. En effet, dans I’étude menée en 2012 par De Martel et al., le
pourcentage de cancers attribué a une infection a été revu a la hausse. Ainsi, un cancer sur cingq dans
le monde serait d’origine infectieuse et pourrait étre évité en ciblant 1’agent responsable (De Martel
et al., 2012; Parkin, 2006). De plus, avec I’amélioration des techniques de détection et des critéres de
causalité, la liste des oncovirus humains devrait s’allonger et de nouveaux mécanismes carcinogenes
pourraient étre découverts. Etant donné I’ampleur du budget mondial annuel alloué au traitement du
cancer, la part croissante des néoplasies dues a une infection virale et leur incidence dans les pays
émergents, il est donc dans I'intérét général de poursuivre la recherche contre le cancer.
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Tableau 1 : Virus oncogénes humains, description et propriétés tumorigénes (adapté de Mesri et al., 2014, Moore and Chang, 2010; White et al., 2014).

Virus Génome Famille Cancer(s) associé(s) Tropisme(s) Génome  Protéines et Mécanismes potentiellement affectés
intégré transcrits par les oncogénes viraux
oncogeénes ((+) activation ; (-) répression)
EBV ADN db Herpésvirus Lymphome de Burkitt, Lymphocytes B, Episomal EBNA-I et -2, (+) survie, biosynth., prolif., immort.,
carcinomes nasopharyngiens,  cellules épithéliales LMP-1 et -2A, infl., néoang., migr.
certains lymphomes EBERs (-) int. gén., surv. immun.
HBV ADN db/sb Hépadnavirus Hépatocarcinome Hépatocytes Oui HBx (+) survie, biosynth., prolif., immort.,
infl., néoang., migr.
(-) suppr. tum., int. gén., surv. immun.
HTLV-1 ARN b Rétrovirus Leucémie/lymphome T de Lymphocytes T Oui Tax, HBZ (+) survie, biosynth., prolif., immort.
positif I’adulte infl., migr.
(-) suppr. tum., int. gén., surv. immun.
HR HPV  ADN db Papillomavirus Cancer du col de 1’utérus, Kératinocytes Episomal E6, E7, ES (+) survie, biosynth., prolif., immort.,
cancers ano-génitaux, cancers et intégré néoang., migr.
oro-pharyngés (-) suppr. tum., int. gén., surv. immun.
HCV ARN sb Flavivirus Hépatocarcinome, lymphome  Hépatocytes Non Core, NS3, (+) survie, biosynth., prolif., immort.,
positif non Hodgkinien NSSA infl., néoang., migr.
(=) suppr. tum., int. gén., surv. immun.
KSHV ADN db Herpésvirus Sarcome de Kaposi, Lymphocytes B, Episomal LANA, (+) survie, biosynth., prolif., immort.,
lymphome des cavités, cellules v-cyclin, vFLIP, infl., néoang.
maladie de Castleman endothéliales, vGPCR, vIRF-1  (-) suppr. tum., int. gén., surv. immun.
multicentrique macrophages,
kératinocytes
MCV ADN db Polyomavirus Carcinome a cellules de Cellules de Merkel ~ Oui Antigénes T ett  (+) survie, prolif.

Merkel

(-) suppr. tum., surv. immun.

Abréviations : EBV, Epstein-Barr virus ; HBV, hepatitis B virus ; HTLV-1, human T-lymphotropic virus type 1 ; HR HPV, high-risk human papillomaviruses ; HCV,
hepatitis C virus ; KSHV, Kaposi’s sarcoma herpesvirus ; MCV, Merkel cell polyomavirus ; db /sb, double/simple brin ; EBNA, EBV nuclear antigen ; LMP, latent
membrane protein ; EBERs, EBV-encoded small RNAs ; HBx, HBV-encoded X antigen ; HBZ, HTLV-1 basic leucine zipper ; E, early ; NS, non structural ; LANA, latency-
associated nuclear antigen ; VFLIP, viral homolog of Fas-associated death domain-like IL-1B-converting enzyme (FLICE)-inhibitory protein ; vVGPCR, viral G-protein
coupled receptor ; VIRF, viral IFN regulatory factor ; biosynth., voies de biosynthése ; prolif., voies de prolifération ; suppr. tum., suppresseurs de tumeur ; immort.,
immortalisation ; infl., inflammation ; néoang., néoangiogenése ; migr., migration ; int. gén., intégrité génomique ; surv. immun., surveillance immunitaire.
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Chapitre II : HTLV-1 et cancer

I. Histoire et épidémiologie
A. Découverte du premier rétrovirus oncogéne humain

Apres la découverte du RSV, le premier rétrovirus oncogéne animal, il fallut attendre
celle de la transcriptase inverse (TI), une ADN polymérase ARN-dépendante d’origine virale,
pour enclencher la recherche de rétrovirus chez ’homme (Coffin, 2015). C’est dans ce contexte
que I’équipe du Dr. Gallo isola, en 1980, le premier et unique rétrovirus oncogene humain
connu a ce jour : le HTLV-1 (Poiesz et al., 1980). Dix ans apres la découverte de la TI, la mise
au point des techniques de détection et de purification des virus, ainsi que la possibilité¢ de
maintenir des cellules T en culture, permirent également d’identifier d’autres rétrovirus
humains non oncogénes : HIV-1, HIV-2, HTLV-2, HTLV-3, et HTLV-4 (Barré-Sinoussi et al.,
1983; Clavel et al., 1986; Gallo, 2005; Mahieux and Gessain, 2011; Popovic et al., 1984).

En parall¢le, deés 1977, une forme singuliére de leucémie a cellules T de I’adulte, appelée
ATL pour « adult T-cell leukemia », avait été rapportée au Sud-Ouest du Japon (Uchiyama et
al., 1977). La encore, la génération d’une lignée cellulaire T, a partir de cellules ATL, permit
aux chercheurs Japonais d’isoler le rétrovirus ATLV (Hinuma et al., 1981; Miyoshi et al.,
1981). Rapidement, il s’avéra que ATLV et HTLV-1 n’étaient qu’un seul et méme virus, et la
dénomination HTLV-1 fut adoptée par la suite (Popovic et al., 1982; Watanabe et al., 1984).
Finalement, la relation de causalité entre I’ATL et le virus HTLV-1 fut clairement établie apres
la démonstration (7) de sa capacité a immortaliser des cellules T in vitro et a induire une réponse
humorale spécifique chez les patients ATL, et (ii) de son intégration monoclonale au sein du
génome des cellules ATL (Takatsuki, 2005). De méme, I’infection par HTLV-1 fut associée a
I’étiologie d’une affection sévere et progressive du systéme nerveux central, appelée
paraparésie spastique tropicale ou my¢lopathie associée a HTLV-1 (TSP/HAM) (Gessain et al.,
1985; Osame et al., 1986), et d’autres maladies inflammatoires plus rares, telles que des uvéites
et des dermatites infectieuses (Bittencourt and de Oliveira, 2010; Lee and Schwartz, 2011;
Takahashi et al., 2000).

B. Distribution géographique et modalités de transmission

L’estimation globale du nombre d’individus infectés par HTLV-1 est biaisée a cause du
manque d’études épidémiologiques menées par population et de données venant de certains
pays densément peuplés comme la Chine, I’Inde, le Maghreb, et I’Est de I’ Afrique. De plus, le
virus est essentiellement concentré au niveau de régions spécifiques du sud-ouest du Japon,
d’ Afrique sub-Saharienne, d’ Amérique du Sud, des Caraibes, du Moyen-Orient, d’ Australie, et
de Mélanésie. Dans ces zones, dites de forte endémie, la séroprévalence minimale est de 1 a 2%
et peut atteindre les 40% au sein de certaines communautés, chez les personnes de plus de 50
ans. De maniére générale, la séroprévalence y est plus élevée chez les femmes et augmente avec
I’age, indépendamment du contexte socio-économique ou culturel. Ainsi, une étude conduite
en 2012 fait état d’un minimum de 5 a 10 millions de porteurs a travers le monde, seulement en
se basant sur des informations collectées dans les zones endémiques (soit 1,5 milliard
d’individus au total) et principalement chez des femmes enceintes, des donneurs de sang, et des
patients hospitalisés (Gessain and Cassar, 2012) (Figure 1).
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Figure 1 : Principaux foyers d'infection par HTLV-1 (Gessain and Cassar, 2012). Estimation du nombre de
personnes infectées par HTLV-1 dans le monde.

HTLV-1 étant peu infectieux a 1’état de virion libre, la transmission du virus d’un individu
a Dautre requiert 1’exposition a des liquides biologiques contenant des cellules infectées
(produits sanguins, sperme, sécrétions vaginales, lait maternel). Parmi les trois principaux
modes d’infection répertoriés pour HTLV-1, la voie sanguine (ou parentérale) est la plus
efficace avec une séroconversion observée chez 15 a 60% des patients dans les 2 mois apres
transfusion (Inaba et al., 1989; Okochi et al., 1984). La transmission sexuelle, quant a elle, est
beaucoup moins aisée et nécessite des contacts répétés (Roucoux et al., 2005). Enfin, la
transmission de la mere a I’enfant (voie verticale) a lieu chez 10 a 25 % des enfants allaités sur
une période de plus de 6 mois. Les autres facteurs de risque sont un fort titre d’anticorps dirigés
contre le virus et une charge provirale élevée dans le sang et le lait de la mere (Hino, 2011;
Ureta-Vidal et al., 1999). L’allaitement constitue 1’un des principaux facteurs de risque pour le
développement d’une ATL a I’age adulte (Wilks et al., 1996).

C. La leucémie a cellules T de I’adulte

Il existe 7 sous-types moléculaires du HTLV-1 (ou génotypes), principalement définis
par leur situation géographique. Cependant, HTLV-1 conserve une grande stabilité génomique
et ces quelques substitutions nucléotidiques ne semblent pas étre déterminantes dans le type de
pathologie développée (Gessain and Cassar, 2012). Bien que les cas d’ATL soient
principalement rencontrés dans les zones de forte endémie du virus, la maladie ne se déclare
que chez 1 a 5% des individus infectés, aprés une longue période de latence, suggérant
I’intervention de cofacteurs de 1’hote et/ou environnementaux (Iwanaga et al., 2012).

Effectivement, les personnes infectées par HTLV-1 alors qu’ils étaient enfants (en général
suite a un allaitement prolongé) ont plus de chances de développer une ATL et ce, 40 a 60 ans
apres la primo-infection (Murphy et al., 1989; Wilks et al., 1996). De plus, le risque d’ATL
semble étre 2 a 3 fois plus important chez les hommes et chez les patients ayant des antécédents
familiaux de cancer lymphoide (Iwanaga et al., 2012). Certains facteurs génétiques de 1’hote
ont d’ailleurs été proposés. C’est le cas de certains alleles de genes du systeme
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d’histocompatibilité¢ HLA (human leucocyte antigen) dont la présence favoriserait la survenue
d’une ATL (Yashiki et al., 2001). L immunosuppression, fréquente chez les patients infectés
par HTLV-1, conditionnerait également 1’émergence et la sévérité de I’ATL. Ainsi, la co-
infection avec le parasite Strongyloides stercoralis accélérerait le processus leucémogene
(Gabet et al., 2000; Iwanaga et al., 2012).

L’ATL se caractérise par la prolifération agressive et monoclonale de lymphocytes T
CD4" infectés, essentiellement de type effecteur/mémoire et Foxp3+ (Miyazato and Matsuoka,
2014). Le diagnostic se fait suite a la détection d’anticorps sériques dirigés contre HTLV-1 et
de cellules ATL, dont la morphologie est atypique (noyau polylobé en forme de fleur).
L’apparition de certains signes cliniques permet de définir 4 sous-types d’ATL, de gravité
croissante : rampant, chronique, lymphomateux, et leucémique (Shimoyama, 1991). Les formes
dites aigués (lymphomateuse et leucémique) sont majoritaires et conduisent au décés du patient
en quelques mois. Les solutions de traitement sont multiples (surveillance médicale,
combinaison d’antiviraux, chimiothérapie intensive, allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques, anticorps monoclonaux) et différent selon le sous-type clinique et son
avancée (Kato and Akashi, 2015). Toutefois, il n’existe pas de traitement vraiment satisfaisant
a ce jour et le pronostic vital des patients reste funeste, méme pour les formes moins agressives
d’ATL.

II. Le rétrovirus complexe HTLV-1
A. Structure générale

L’agent étiologique de I’ATL a été classé par 'ICTV (international committee on
taxonomy of viruses) dans la famille des Retroviridae, 1a sous-famille des Oncoretrovirinae et
le genre des Deltaretrovirus. Ce virus enveloppé, d’apparence sphérique (environ 100 nm de
diamétre), renferme une capside icosaédrique qui protege 2 copies d’ARN génomique (ARNg)
simple brin linéaire, ainsi que des protéines du virus nécessaires a son cycle réplicatif
(Verdonck et al., 2007) (Figure 2A). Apres attachement et fusion avec la membrane plasmique
de la cellule cible, la capside virale est libérée dans le cytoplasme. S’en suivent la décapsidation
et transcription inverse de I’ARN viral en ADN double brin ou ADNc (ADN complémentaire),
et son intégration aléatoire au sein du génome de la cellule hote : on parle alors de provirus
(Martin et al., 2016).

B. Organisation génomique

La séquence nucléotidique complete des 9032 pb (paire de bases) du génome proviral est
disponible depuis 1983. Comme tout rétrovirus, elle comprend des genes codant pour des
protéines structurales (Gag, Env) et enzymatiques (Pro, Pol) (Seiki et al., 1983). De plus,
chacune de ses extrémités (5’ et 3”) est flanquée d’une séquence LTR de 755 nucléotides (nt),
impliquée dans I’intégration, la réplication et 1’expression du provirus (Seiki et al., 1983;
Temin, 1982). Cependant, HTLV-1 est un rétrovirus qualifié de complexe car, en 3’ de son
génome proviral, 4 cadres de lecture ouverts (ORF pour « open reading frame »)
supplémentaires ont été identifiés. A partir de cette région pX, I’utilisation de mécanismes
d’épissage alternatif ainsi que de codons initiateurs internes permet 1’expression des protéines
régulatrices et auxiliaires Tax, Rex, p21, p12 (p8), p13, et p30 (Figure 2B).
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Figure 2 : Structure et génome du rétrovirus HTLV-1 (adaptée de Ma et al., 2016 ; Verdonck et al., 2007).
(A) Représentation schématique de la structure et composition de la particule virale mature. L enveloppe du virion
comporte une bicouche lipidique d’origine cellulaire dans laquelle s’insérent les glycoprotéines SU et TM. La
protéine MA permet I’organisation des composants viraux au niveau de la membrane interne de la cellule infectée.
(B) Génome proviral, messagers et protéines du HTLV-1. Le provirus complet avec ses deux LTR est représenté
(en gris) inséré au sein du génome cellulaire. En dessous, figurent les ARN messagers et protéines exprimés a
partir du LTR5’ (long terminal repeat) du génome proviral (les fleches indiquent le sens de transcription, les
lignes pleines représentent les exons épissés, et les pointillés, les introns). Les cadres pleins illustrent les protéines
de structure (méme couleurs qu’en (4)), régulatrices et auxiliaires ainsi produites (en jaune ; les chiffres romains
précisent I’ORF utilisée).
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1. Geénes structuraux et enzymatiques

Les genes gag, pro, et pol sont chevauchants et s’expriment a partir d’un unique transcrit
non ¢épiss¢ (Figure 2B). L’initiation de la traduction a partir du premier cadre de lecture génére
pS5, un précurseur de gag (group-specific antigen). Un décalage dans le cadre de lecture permet
la production de la protéase virale (Pro). Cette derniére est responsable du clivage de p55 et de
la libération subséquente des protéines de matrice (MA/pl9), de capside (CA/p24), et de
nucléocapside (NC/p15), lors de la maturation de la particule virale. Les enzymes, transcriptase
inverse et intégrase (IN), sont également générées par clivage d’un autre précurseur, Gag/Pol.
IN catalyse I’insertion, dans le génome cellulaire, de ’ADN proviral obtenu grace a la
trancriptase inverse, a partir de I’ARN viral simple brin.

Le geéne env encode les glycoprotéines de surface (SU/gp46) et transmembranaire
(TM/gp21) de I’enveloppe du virion a partir d’un transcrit mono-épissé (Figure 2B). SU est
nécessaire a la reconnaissance et a I’interaction spécifique avec les récepteurs des cellules
cibles, alors que TM est impliquée dans ’entrée de la capside virale aprés fusion entre les
membranes virale et cellulaire. Ces deux protéines sont issues du clivage d’un précurseur
glycosylé de Env (gp61) par la furine, une protéase cellulaire (Lairmore et al., 2012).

2. Geénes régulateurs de ’expression virale
a. Le géne tax

L’ORF IV de la région pX encode une phosphoprotéine de 40 kDa, Tax (transcriptional
activator of pX region), issue de la traduction d’'un ARNm doublement ¢épissé (Figure 2B).
Comme son nom I’indique, Tax est le principal activateur de la transcription virale a partir du
LTRS’ et joue donc un role crucial dans la réplication et la transmission du HTLV-1. En effet,
cette protéine non structurale est majoritairement présente dans le noyau, au niveau de zones
fortement actives transcriptionnellement, appelées corps nucléaires (NB pour « nuclear
bodies ») (Semmes and Jeang, 1996). Tax étant incapable de lier I’ADN, il agit en recrutant des
facteurs cellulaires de transcription et de remodelage de la chromatine au niveau du promoteur
viral (Currer et al., 2012; Kashanchi and Brady, 2005).
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Figure 3 : Représentation schématique de la trans-activation du LTR5' par la protéine Tax du HTLV-1 (adaptée
de Currer et al., 2012). Le TxRE-1 (Tax-responsive element) comprend un domaine B, homologue a CRE (cAMP-
response element), et deux motifs, A et C, riches en G/C. Un fois le complexe Tax/CREB/TxRE-1 formé, Tax recrute
des co-activateurs de la transcription (p300/CBP, p/CAF). p300/CBP coopere avec NAP-1, une chaperonne
d’histones, pour induire le déplacement des nucléosomes acétylés de la chromatine et autoriser le recrutement de
facteurs d’initiation de la transcription, tels que TBP (TATA binding protein) et I’ARN polymérase de type II, au
niveau du promoteur viral. La fleche indique le site d’initiation de la transcription.
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Les LTRs rétroviraux sont composés de 3 régions, orientées dans le sens 5 vers 3’ :
unique 3°(U3), répétée (R), et unique 5° (US5). C’est au niveau de la région U3 promotrice du
LTRS’ que se concentre 1’effet de Tax. Elle comprend une boite TATA ainsi que 3 éléments de
réponse a Tax ou TxRE-1 (Tax-responsive element 1). Il existe 3 séquences TxRE-1 (TxRE-1
I, II, et IIT) de 21 pb chacune, organisées en 3 domaines : A, B, et C (Figure 3). Le domaine
central B porte la quasi-totalit¢ du motif vCRE. Ce dernier présente une forte homologie de
séquence avec les sites de liaison de la protéine CREB (cAMP-response element (CRE) binding
protein) et est le lieu du recrutement de dimeéres CREB/CREB ou CREB/ATF (activating
transcription factor) par Tax sous forme homodimérique. L’association de CREB/CREB ou
CREB/ATF au site vCRE est favorisée par leur interaction avec Tax et par la création de
contacts entre Tax et les domaines A et C, riches en G/C, du TXxRE-1. Suite a la formation du
complexe Tax/CREB/TXRE-1, Tax recrute des co-activateurs de la transcription tels que
p300/CBP (p300-CREB-binding protein) et p/CAF (p300/CBP-associated factor) qui, de par
leur activité d’acétylation des histones (HAT pour « histone acetyltranferase »), vont contribuer
a la décondensation de la chromatine. Enfin, I’expulsion des nucléosomes acétylés de la
chromatine, au niveau du LTR viral, requiert I’intervention d’une chaperonne des histones,
NAP-1 (nucleosome assembly protein 1), et du facteur BRG1 (Brahma-related gene 1) du
complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF (switching-defective-sucrose non-
fermenting). Ainsi, la région promotrice du génome proviral devient accessible aux composants
de la machinerie transcriptionnelle, comme TBP (TATA binding protein) et I’ARN polymérase
de type II (Pol 1), et la transcription est alors initiée au niveau de la boite TATA.

b. Le géne rex

Rapidement apres I’infection, Tax active la transcription du génome proviral a partir du
LTRS’ dans le but de permettre la réplication du virus. Afin d’optimiser sa capacité de codage,
le virus a recours, entre autres, a I’épissage alternatif de ses transcrits. De nombreuses protéines
du virion sont donc produites a partir de transcrits non €pissés (Gag, Pro, Pol) ou partiellement
¢épissés (Env), alors que les protéines régulatrices et auxiliaires sont le résultat d’'un mono-
épissage (p21'", p12", p13™) ou d’un épissage complet (Tax, Rex, p30") (Figure 2B).

Rex est une phosphoprotéine de 27 kDa, encodée par le messager tax/rex, dont le role
dans I’infection et la pathogenése induite par HTLV-1 a récemment fait I’objet d’une revue
(Nakano and Watanabe, 2016). Avec Tax, elle est considérée comme le principal régulateur de
I’expression virale. En effet, elle dispose en N-terminal d’un domaine de liaison a I’ARN, riche
en Arginine, pour la reconnaissance spécifique d’une structure secondaire a 4 tiges-boucles
(RxRE pour « Rex-responsive element »), présente au niveau des régions U3 et R du LTR3’ de
tous les messagers du HTLV-1. Ainsi, elle autorise 1’export vers le cytoplasme des transcrits
viraux pas ou partiellement épissés par la voie CRM-1 (chromosome maintenance 1) et, de ce
fait, la traduction des protéines de structure du virion Gag, Pro, Pol, et Env. Rex est donc un
acteur central de la réplication virale (Nakano and Watanabe, 2016). En outre, Rex régule le
passage de phase productive a latence virale. Dés le début de I’infection, Rex favorise 1I’export
des messagers structuraux aux dépens de celui de tax/rex, conduisant a la réduction des
quantités disponibles en protéines Tax et Rex et donc de la production de virions. De plus, p30"
est connu pour séquestrer le transcrit tax/rex dans le nucléole, renforcant cet effet (Nakano and
Watanabe, 2016). Cependant, Rex est capable d’induire la libération de tax/rex en interagissant
avec p30'. Aussi, I’état de la balance entre Rex et p30" influencerait le passage de la phase de
production virale active a la latence pour éviter la réponse immune (Sinha-Datta et al., 2007).

De nouvelles fonctions ont récemment €été proposées pour Rex. Tout d’abord, Rex
stabiliserait les ARNm non épissés (ie. ARNg et structuraux) du HTLV-1 et les protégerait de
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la dégradation en inhibant la machinerie cellulaire NMD (nonsense-mediated mRNA decay).
Cette dernicre est responsable de la destruction des messagers cellulaires aberrants, évitant ainsi
la production de protéines anormalement tronquées, et peut étre induite suite a la détection de
signaux présents sur les transcrits viraux. Par conséquent, le blocage du systeme NMD par Rex
contribuerait a la réplication du HTLV-1 et dérégulerait, par la méme occasion, I’expression de
certains messagers cellulaires (Nakano et al., 2013). Ensuite, Rex serait impliqué dans la
perturbation des mécanismes d’épissage (Nakano and Watanabe, 2016). Par exemple, en
présence de Rex, I’expression du proto-oncogene Fyn, de la famille des tyrosines kinases
membranaires, se trouve altérée. Lors de 1’épissage de son messager, I’exon 7A serait
préférentiellement conservé au lieu de I’exon 7B, générant I’isoforme cérébrale Fyn-B a la place
de Fyn-T, normalement exprimée dans les cellules T (Weil et al., 1999). 1l a ét¢ montré que
I’ARNm de FYN-B est surexprimé dans des cellules de patients leucémiques (Picard et al.,
2004). D’autre part, dans plusieurs lignées cellulaires chroniquement infectées par HTLV-1,
I’expression de hnRNPA1 (heterogenous nuclear ribonucleoprotein Al), un régulateur négatif
de ’épissage alternatif dans la cellule, est fortement diminuée (Dodon et al., 2002). De plus,
Rex interagirait avec hnRNPA1 (Nakano, données non publiées). Aussi, on peut penser que
Rex, en agissant sur la machinerie d’épissage, pourrait déréguler 1’étape de maturation des
transcrits cellulaires et donc 1’expression de nombreux genes (Nakano and Watanabe, 2016). 11
a effectivement été montré que les lymphocytes T CD4" infectés par HTLV-1 présentent des
profils d’épissage différents pour de nombreux messagers cellulaires et ce, en fonction du
positionnement de la cellule dans le processus leucémogene (Thénoz et al., 2014).

Enfin, un variant tronqué en N-terminal de Rex, p21", est exprimé in vivo chez les

patients infectés par HTLV-1, asymptomatiques ou ayant développé une ATL. Sa fonction reste
indéterminée du fait de sa localisation uniquement cytoplasmique et de son incapacité a lier le
motif RxXRE (Nakano and Watanabe, 2016).

3. Génes auxiliaires

A partir de la région pX du génome proviral, sont également exprimées les protéines p30,
pl3, pl12 et p8. Leur rdle a longtemps été considéré comme négligeable dans I’infection par le
HTLV-1, d’ou le qualificatif de protéines « auxiliaires » ou « accessoires ». Il est maintenant
admis quelles sont impliquées dans la réplication et la persistance virale in vivo et contribuent
a la transformation cellulaire induite par HTLV-1 (Bai and Nicot, 2012).

a. Le géne p30”

L’ORF II de la région pX encode p30, une protéine de 241 acides aminés, dont la
localisation est nucléaire et nucléolaire (Anupam et al., 2013) (Figure 2B). p30 est nécessaire a
la propagation du HTLV-1 chez le macaque, probablement du fait de sa capacité a stimuler
I’infection et la réplication du virus dans les cellules dendritiques (DCs) (Valeri et al., 2010).
Comme évoqué précédemment, p30 est surtout connu en tant que facteur de la latence virale,
et peut agir a la fois au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel (Anupam et al., 2013).

A T’instar de Tax, p30 peut contacter le domaine KIX de p300/CBP et donc entrer en
compétition avec Tax pour la liaison avec ces co-activateurs de la transcription. Ceci affecte le
recrutement de p300/CBP par Tax au niveau des TxRE-1 et donc la trans-activation de
I’expression provirale a partir du LTRS5’(Zhang et al., 2001). De méme, I’expression de
plusieurs geénes cellulaires, régulant I’apoptose et 1’activation des cellules T, est altérée du fait
de I’interaction de p30 avec p300/CBP (Michael et al., 2004; Taylor et al., 2009). p30 est
¢galement capable de lier le facteur cellulaire PU.1 et d’inhiber son activité transcriptionnelle.
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Ainsi, ’expression des récepteurs de type Toll-4 (TLR4) a la surface des macrophages infectés
est réprimée, freinant la mise en place de la réponse immunitaire adaptative contre HTLV-1
(Datta et al., 2006). L’action de p30 se situe aussi au niveau post-transcriptionnel, en altérant
I’export nucléaire des transcrits néosynthétisés tax/rex et de nombreux messagers cellulaires
(Nicot et al., 2004; Taylor et al., 2009).

D’autre part, p30 participe a la transformation de la cellule infectée. Par exemple, p30
joue sur le contrdle du cycle cellulaire en retardant I’entrée en phase S et le passage des phases
G2 a M. De plus, p30 interfere avec la réparation des cassures double brin de I’ADN et favorise
la recombinaison non-homologue. p30 promeut la prolifération de ces cellules (i) en
interagissant avec ’oncoprotéine c-Myc, dont elle stimule I’activité transcriptionnelle et
oncogénique, et (ii) en inhibant I’apoptose induite par c-Myc en cas de stress génotoxique
(Anupam et al., 2013; Romeo et al., 2015).

b. Le géne pI37

Toujours a partir de ’ORF II, un messager mono-épiss¢ génere la protéine p13 (Figure
2B), qui correspond aux 87 acides aminés de la région C-terminale de p30 (Koralnik et al.,
1992). p13 est principalement localisé au niveau de la membrane interne des mitochondries
(Ciminale et al., 1999; D’ Agostino et al., 2002). En s’y insérant, p13 induit une dépolarisation,
du fait de I’entrée d’ions K, qui active la chaine de transport des électrons et libére des radicaux
libres oxygénés (ROS) (Biasiotto et al., 2010; Silic-Benussi et al., 2009, 2010a). Le niveau
d’expression de p13, et donc la production de ROS, serait plus important dans les cellules
transformées et induirait leur mort par apoptose. Au contraire, p13 stimulerait la prolifération
des cellules T primaires infectées non transformées (D’Agostino et al., 2005; Hiraragi et al.,
2005; Silic-Benussi et al., 2010b). La protéine p13 peut également étre rencontrée dans le
noyau, ou elle entrerait en compétition avec p300/CBP pour la liaison a Tax, et interférerait
avec la trans-activation de I’expression virale par Tax (Andresen et al., 2011). Toutefois, le role
de p13 dans I’infection par HTLV-1 reste a clarifier.

c. Legénepl2!

L’ORF I encode une protéine hautement hydrophobe de 99 acides aminés (aa), p12, qui
est localisée dans le réticulum endoplasmique (RE) et ’appareil de Golgi. p12 subit deux
clivages protéolytiques : un premier au niveau de RE entre les aa 9-10, puis un second au niveau
du Golgi (aa 29-30). Les 70 aa restants constituent la protéine p8, qui sera exprimée a la surface
de la cellule infectée et aura des fonctions différentes de son précurseur pl12 (Rosadas and
Puccioni-Sohler, 2015).

Comme p30, p12 est nécessaire a la propagation du HTLV-1 chez le macaque, mais pas
chez le lapin (Valeri et al., 2010). Elle est impliquée dans 1’échappement au systéme
immunitaire, I’activation des cellules T infectées et leur prolifération (Rosadas and Puccioni-
Sohler, 2015). En effet, p12 protege les cellules infectées de la lyse par les lymphocytes T
cytotoxiques (CTLs) en interférant avec la production des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) dans le RE, et donc avec la présentation d’antigenes
a la membrane plasmique (Johnson et al., 2001). p12 réprime aussi I’expression des molécules
d’adhésion intercellulaire ICAM-1 et ICAM-2 a la surface des lymphocytes T CD4" infectés,
empéchant leur destruction par les cellules NK (natural killer) (Banerjee et al., 2007).

La prolifération des cellules T primaires repose sur la présence dans le milieu d’une
cytokine, I’interleukine-2 (IL-2). Au cours du processus de transformation, les cellules infectées
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par HTLV-1 vont s’affranchir de cette dépendance en stimulant leur propre production d’IL-2.
pl2 y participerait, en activant la voie JAK/STAT (Janus kinase/signal transducers and
activators of transcription) et en induisant la libération de calcium par le RE, conduisant a
I’activation de la voie NFAT (nuclear factor of activated T cells) ainsi qu’a I’activation des
cellules T quiescentes (Rosadas and Puccioni-Sohler, 2015).

La protéine p8 joue un réle dans la transmission virale et 1’échappement au systéme
immunitaire. Lors de I’interaction entre une cellule T et une cellule présentatrice d’antigeéne, il
y a formation d’une synapse immunologique. Il a ét¢ montré que, suite a 1’activation du
récepteur de la cellule T (TCR), p8 est recrutée au niveau de la synapse immunologique et
inhibe la transduction des signaux du TCR, réprimant indirectement 1’expression virale
(Fukumoto et al., 2007). De plus, p8 organise le regroupement a la membrane plasmique des
molécules LFA-1 (lymphocyte fonction-associated antigen-1), constitutives de la synapse
immunologique. Ainsi, p8 renforcerait 1’attachement entre les cellules T, et favoriserait la
transmission cellule-cellule de virions (non détectables par le systéme immunitaire), par le biais
de conduits cellulaires et de synapses virologiques (explicité dans la partie 11I.A.2.) (Van
Prooyen et al., 2010). Finalement, p8 et p12 seraient toutes deux nécessaires a 1’évitement de
réponse cytotoxique et donc a la persistance du virus HTLV-1 (Pise-Masison et al., 2014).

III. Les étapes clefs de la leucémogenése induite par HTLV-1
A. La primo-infection
1. Tropisme

In vivo, le rétrovirus HTLV-1 cible préférentiellement les lymphocytes T CD4"
(Richardson et al., 1990). Néanmoins, I’infection d’une grande variété de types cellulaires a été
rapportée, incluant les lymphocytes B et T CD8", les monocytes, les DCs, et les macrophages
(Jones et al., 2008; Koyanagi et al., 1993; Macatonia et al., 1992; Nagai et al., 2001).

L’entrée du virus est conditionnée par 1’interaction entre la protéine SU de 1’enveloppe
virale et différents récepteurs cellulaires de surface. L’attachement de la particule virale a la
cellule cible se fait par la liaison de composants de la matrice extracellulaire (MEC), les
protéoglycanes a héparanes sulfates (HSPG). Ces derniers recrutent NRP-1 (neuropiline-1) et
permettent son interaction avec SU. Le complexe ainsi formé subit alors un changement de
conformation, qui autorise le recrutement d’un transporteur ubiquitaire du glucose, GLUT-1, et
initie la fusion entre les membranes cellulaire et virale. Contrairement a HSPG et NRP-1,
GLUT-1 jouerait plutot un role dans 1’étape de fusion (Jones et al., 2011; Maeda et al., 2015).

Cependant, de nombreux types cellulaires infectés par HTLV-1 n’expriment pas ou peu
certaines de ces molécules et requierent ’intervention d’autres récepteurs (Rizkallah et al.,
2015). C’est le cas du récepteur DC-SIGN (DC-specific ICAM-3-grabbing nonintegrin), une
lectine de type C, qui serait nécessaire a I’infection des DCs et a la transmission du virus aux
lymphocytes T CD4" (Ceccaldi et al., 2006; Jain et al., 2009).

2. Transmission par contact cellule-cellule

Contrairement au HIV-1, les particules virales libérées dans le milieu extracellulaire par
les cellules infectées par HTLV-1 sont peu infectieuses et leur transmission est 10 000 fois plus
efficace par le biais de contacts entre cellule infectée et cellule cible (Derse et al., 2004;
Mazurov et al., 2010). De plus, leur enveloppe est facilement déstabilisée dans les milieux
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biologiques, quelle que soit leur température (Shinagawa et al., 2012). Enfin, le virus doit
franchir la barriere biologique, constituée par les cellules de 1’épithélium muqueux oral, gastro-
intestinal ou cervical, sauf dans le cas de la transmission par voie parentérale (Carpentier et al.,
2015).

A)
Transmigration Lymphocyte T Rupture de
de macrophage /\A I’intégrité de
infecté . la muqueuse
Transcytose Infection
Epithélium
muqueux
=
Cellule
dendritique
B)
Cis- ou trans-infection Synapse virologique

Conduits cellulaires Biofilm viral

e o e

Figure 4 : Modélisation de la primo-infection par HTLV-1 (adaptée de Carpentier et al., 2015 ; Gross and
Thoma-Kress, 2016 ; Rizkallah et al., 2015). (4) Mécanismes permettant le passage des muqueuses, suite a la
transmission du virus par allaitement ou par contact sexuel. (B) Voies de transmission cellule-cellule du virus.
Les cellules dendritiques peuvent transmettre le virus aux lymphocytes T de deux facons : (i) par cis-infection (en
rouge), lorsqu’elles sont infectées de maniére productive, ou par (ii) trans-infection (en noir), ¢ est-a-dire par le
transfert passif de virions captés dans le milieu extracellulaire, sans infection préalable.

Outre le passage a travers un épithélium endommagé, plusieurs mécanismes ont &té
proposés : la transmigration de macrophages infectés, la traversée épithéliale de virions dans
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des vésicules intracellulaires du podle apical vers le pole basal (transcytose), ou encore
I’infection productive des cellules épithéliales (Figure 4A). Une fois la barriere épithéliale
franchie, le virus va pouvoir infecter et se répliquer au sein des cellules T de I’épithélium sous-
muqueux ou des organes lymphoides secondaires. La transmission se fait directement entre les
cellules T CD4" ou par le biais de cellules présentatrices d’antigénes, telles que les DCs. Les
trois principaux mécanismes permettant la transmission de virions d’un lymphocyte infecté vers
un lymphocyte non infecté, tout en évitant le systéme immunitaire, sont les suivants : la synapse
virologique, les conduits cellulaires, et le biofilm viral (Figure 4B).

Brievement, la synapse virologique se caractérise par la formation d’une fente
synaptique, a la jonction entre les deux lymphocytes, et le bourgeonnement de particules virales
au sein de cet espace protégé (Figure 4B). Pour cela, la cellule infectée encours un remodelage
de son cytosquelette, avec la polarisation de son centre organisateur des microtubules (MTOC)
et la relocalisation subséquente du génome viral ainsi que des protéines Gag et Env au pdle de
la cellule (Igakura et al., 2003; Majorovits et al., 2008). La jonction intercellulaire est stabilisée
par I’interaction entre les molécules de surface ICAM-1 et LFA-1. La formation de la synapse
virologique fait également intervenir les protéines Tax et p8. Tax est impliqué dans la migration
de la cellule infectée et travaille en synergie avec ICAM-1, dont il stimule I’expression, pour la
réorganisation du cytosquelette (Gross and Thoma-Kress, 2016). p8 permet le regroupement a
la membrane plasmique des molécules LFA-1, ce qui stabiliserait la synapse virologique. p8
peut également étre transféré a la cellule saine via des conduits cellulaires (Van Prooyen et al.,
2010).

Les conduits cellulaires sont de fines extensions de membrane plasmique, supportées
par la polymérisation d’actine filamenteuse et pouvant étre établies entre deux conduits ou bien
entre un conduit et une cellule cible (Figure 4B). La présence de particules virales au niveau de
ces contacts cellulaires a été observée en microscopie électronique a transmission. De plus, les
protéines Gag et p8 ont été détectées dans ces conduits et I’expression de p8 s’accompagne de
I’augmentation du nombre de conduits et de leur longueur (Van Prooyen et al., 2010). Etant
donné I’'impact de p8 sur la localisation de la molécule d’adhésion LFA-1, ces conduits
permettraient de renforcer les contacts intercellulaires et de transmettre des virions a la cellule
saine via la formation de mini-synapses virologiques. p8 ayant é¢galement un réle inhibiteur sur
la réponse immune, son transfert aux lymphocytes T sains induirait leur anergie (Gross and
Thoma-Kress, 2016).

Afin de se répliquer dans le milieu extracellulaire, a I’abri du systéme immunitaire, les
bactéries ont développé une niche protectrice, appelée biofilm. En 2010, ’existence de
structures équivalentes a été démontrée a la surface des cellules infectées par HTLV-1 (Pais-
Correia et al., 2010) (Figure 4B). Ces biofilms viraux sont le résultat de 1’accumulation
spécifique, au niveau de la membrane plasmique, de certaines protéines glycosylées de la MEC,
d’agrine HSPG, ainsi que d’autres protéines cellulaires, comme la galectine-3, la téthérine, et
des récepteurs de surface (CD43, CD45, CD4, CD25, CD150, CD70, et CD80) (Mazurov et al.,
2012; Pais-Correia et al., 2010; Tarasevich et al., 2015). La téthérine est bien connue en tant
que facteur de restriction de la transmission du rétrovirus HIV-1. Dans le cas du HTLV-1, elle
permet de concentrer les virions au sein des biofilms sans pour autant géner leur transmission
(Ilinskaya et al., 2013). La dissociation chimique ou mécanique de ces structures réduit de
maniere drastique la capacité des cellules infectées a transférer les virus. Les biofilms viraux
sont donc un moyen particulierement efficace d’infecter d’autres cellules saines, méme lors de
bref contacts (Rizkallah et al., 2015). Ceci a été¢ démontré dans le cas des cellules dendritiques,
qui constituent une exception parmi les monocytes car pouvant étre infectées par HTLV-1 de
maniére productive et transmettre le virus aux lymphocytes T CD4" (Jones et al., 2008). En
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effet, les DCs dérivées de monocytes (MDMC) sont plus sensibles a I’infection que les
lymphocytes T CD4", et ce en présence de biofilms viraux plutét que de virions libres. Les
lymphocytes T étant peu nombreux au niveau de I’épithélium sous-muqueux, les DCs
pourraient constituer une cible préférentielle lors de la primo-infection par HTLV-1 et servir de
réservoir pour la transmission du virus au niveau des muqueuses ou bien des organes
lymphoides secondaires (Alais et al., 2015).

B. Réplication du HTLV-1 in vivo : I’expansion clonale

Chez les singes écureuils, il a ét¢ montré que 2 a 3 semaines apres la primo-infection, la
réponse immune contre HTLV-1 se met en place et la production virale devient indétectable.
Pourtant, la charge provirale, c’est-a-dire le pourcentage de cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) ayant intégré le génome proviral du HTLV-1, reste élevée et augmente
avec le temps, indiquant une forte réplication virale in vivo (Kazanji et al., 2000; Mortreux et
al., 2001). Ainsi, la charge provirale peut atteindre les 1/25°™ des PBMC chez les porteurs
asymptomatiques (ACs pour « asymptomatic carriers »), et dépasser les 1/5°™ des PBMC chez
les patients atteints de TSP/HAM (Gessain et al., 1990; Kira et al., 1991; Shinzato et al., 1991;
Wattel et al., 1992). Paradoxalement, la variabilité génétique du HTLV-1 a travers le monde et
au sein d’un individu donné est particulierement faible pour un rétrovirus (Gessain et al., 1992;
Van Dooren et al., 2004). Ceci s’explique par une transmission préférentielle du HTLV-1 in
vivo par expansion clonale (ou division mitotique) des cellules infectées, et donc I’emploi de
I’ADN polymérase cellulaire, plus fidele que la TI du fait de son activité de correction des
erreurs (Mortreux et al., 2003). Le recours a 1I’expansion clonale aurait lieu tres tot apres
I’infection, car le traitement par des inhibiteurs de la transcriptase inverse ou de I’intégrase
n’affecte en rien la charge provirale des patients infectés (Taylor et al., 2006; Trevifio et al.,
2012). Récemment, le suivi de patients, ayant contracté le virus suite a la transplantation d’un
organe infecté, a permis de confirmer la rapide réplication du virus in vivo par expansion clonale
(Cook et al., 2016).

L’expansion clonale se caractérise par la prolifération excessive de trés nombreux clones
(expansion polyclonale), de quelques clones (expansion oligoclonale), voire d’un seul clone
(expansion monoclonale). L’ATL est le résultat de I’émergence d’un clone T CD4" tumoral,
caractérisé par I’insertion d’une seule copie (dans la grande majorité¢ des cas) du génome
proviral au niveau d’un site unique (Cook et al., 2014). Cependant, une grande diversité de
clones de faible abondance persiste chez les patients et constitue une source potentielle de
remplacement du clone majoritaire, rendant difficile le traitement de I’ATL de manicre
définitive (Bangham et al., 2014). Bien que chez les individus infectés par HTLV-1, la majorité
des PBMC soit des lymphocytes T CD4", les lymphocytes T CD8" représentent 5% de la charge
provirale et encourent eux aussi une expansion clonale in vivo. Contrairement aux cellules T
CD4", I’expansion clonale des lymphocytes T CD8" infectés génére moins de clones différents,
mais ces derniers sont plus abondants et persistent dans le sang du patient (Melamed et al.,
2015). Pourtant, il a été montré que seuls les lymphocytes T CD4 " présentent un phénotype pré-
leucémique, avec dérégulation du cycle cellulaire, défaut de cytocinese (cellules polynucléées
et ponts chromatiniens), et instabilité génétique. L’augmentation du nombre de clones T CD8"
découlerait plutot de leur résistance a I’apoptose et ne suffirait pas au développement d’une
leucémie (Sibon et al., 2006).
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C. Tax, un puissant initiateur de la transformation cellulaire induite par HTLV-1
1. Structure, localisation, et modifications post-traductionnelles de Tax

La prolifération clonale des lymphocytes T CD4" infectés par HTLV-1 et ’apparition
d’un phénotype pré-leucémique découlent principalement de I’action de la protéine oncogene
Tax. Outre son activité de trans-activation de I’expression virale, Tax dérégule de nombreuses
voies de signalisation cellulaire, impliquées dans la prolifération, la survie, et le maintien de
I’intégrité génomique. Pour cela, Tax module ’expression de genes codant pour certains
régulateurs de ces voies ou altere directement leur fonction en interagissant avec eux. Tax
possede effectivement plusieurs domaines structurels et fonctionnels, répartis le long de ses 353
aa, qui lui permettent d’interagir avec tout un panel de facteurs cellulaires (Boxus et al., 2008)
(Figure 5).
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Figure 5 : Schématisation des domaines structurels et fonctionnels de la protéine Tax du HTLV-1 (adaptée de
Lavorgna and Harhaj, 2014 ; Romanelli et al., 2013). NLS, nuclear localization signal; ZF, zinc finger;, DBD,
DNA binding domain; NES, nuclear export signal; PBM, PDZ binding motif.

Dans sa partie N-terminale, Tax dispose d’un domaine de liaison a CREB pour son
interaction avec les protéines de la famille ATF/CREB, telles que CREB, CREB-2 (ou ATF-4),
CREM (CRE modulator), ATF-1, et ATF-2. Ce domaine est essentiel pour la trans-activation
de I’expression virale par Tax. Le domaine en doigt de Zinc (ZF) permet I’association de Tax
avec plusieurs facteurs de transcription, dont ATF/CREB. Ensuite, une région au sein du
domaine de liaison a ’ADN (DBD) est impliquée dans le recrutement de p300/CBP par Tax.
Les deux régions de type « leucine zipper » sont requises pour la formation des dimeres de Tax,
ainsi que pour leur interaction avec d’autres protéines cellulaires. En C-terminal, Tax présente
un domaine de sécrétion responsable de son transport du RE vers le Golgi, puis vers la
membrane plasmique pour une libération dans le milieu extracellulaire. Enfin, le motif PBM
conditionne la liaison entre Tax et les protéines a domaine PDZ, comme le suppresseur de
tumeur hDIg (homolog of Drosophila melanogaster disc larg). Enfin, un signal de localisation
(NLS) et un signal d’export nucléaire (NES) permettent a Tax de transiter entre le noyau et le
cytoplasme de la cellule (Romanelli et al., 2013; Shirinian et al., 2013) (Figure 5).

K1 | K2 K3 S K4 || KS K6 K7 || K8 K9 K10
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Figure 6 : Principales modifications post-traductionnelles de la protéine Tax du HTLV-1 (adaptée de Lavorgna
and Harhaj, 2014 ; Shirinian et al., 2013). K, lysine ; S, sérine ; T, thréonine ; Ub, ubiquitination ; P,
phosphorylation ; SUMO (small ubiquitin-like modifier), SUMOylation.
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Dans le noyau, Tax induit la formation de corps nucléaires ou NBs, ou son activité
transcriptionnelle est fortement stimulée. A ce niveau, Tax interagit avec divers composants
des machineries transcriptionnelle et d’épissage, ou encore de la voie NF-kB (nuclear factor
kappa B). Dans le cytoplasme, Tax est présent essentiellement au niveau des organelles de
sécrétion, du MTOC, et des synapses virologiques établies entre cellule infectée et non infectée
par HTLV-1. La localisation cellulaire de Tax dépend de son profil apres ajout de modifications
post-traductionnelles (Figure 6). Tax peut ainsi encourir phosphorylation, acétylation,
ubiquitination, et SUMOylation, qui influent également sur le devenir de la protéine et sa
fonction (Lavorgna and Harhaj, 2014; Shirinian et al., 2013). Par exemple, la mono-
ubiquitination des lysines 280 (K7) et 284 (K8) de Tax conditionne son export du noyau vers
le cytoplasme. Au contraire, la poly-ubiquitination de Tax via K48, c’est-a-dire par la
polymérisation de molécules d’ubiquitine a partir de leur lysine 48, conduit a sa dégradation
protéasomale dans la matrice nucléaire. Quant a sa poly-ubiquitination via K63, elle est
favorisée en présence de Tax et contribue a I’activation de NF-kB par Tax ainsi qu’a son
interaction avec d’autres protéines au niveau du cis-Golgi. K7 et K8 peuvent également étre
SUMOylées. Cette modification est nécessaire a la formation des NBs induite par Tax sans pour
autant affecter sa capacité a activer la voie NF-kB (Lavorgna and Harhaj, 2014). De plus, Tax
possede plusieurs sites de phosphorylation, les deux plus importants étant localisés au niveau
de sa partie N-terminale. En effet, la phosphorylation des sérines 300 et/ou 301 permet le
recrutement de Tax dans les NBs et 1’activation subséquente des voies ATF/CREB et NF-xB
par Tax. Leur modification est aussi un prérequis a 1’ubiquitination, la SUMOylation, et
I’acétylation de Tax. Enfin, I’acétylation de Tax par p300 dans le noyau participerait a
I’activation de la voie NF-«kB par Tax (Shirinian et al., 2013).

2. Modulation de nombreuses activités cellulaires par Tax

La protéine Tax est capable d’immortaliser des fibroblastes murins et des lymphocytes T
primaires humains en présence d’IL-2 (Grassmann et al., 1989; Tanaka et al., 1990). De plus,
chez des souris transgéniques, 1’expression de Tax conduit a la formation de diverses tumeurs,
pouvant se rapprocher plus ou moins de I’ATL selon le promoteur utilisé (Ohsugi, 2013). La
protéine Tax est donc considérée comme 'un des principaux acteurs de la transformation
cellulaire induite par le rétrovirus HTLV-1 (Grassmann et al., 2005; Matsuoka and Jeang,
2007). En effet, Tax promeut I’expansion clonale des lymphocytes T CD4" infectés et initie
leur transformation via la modulation de nombreuses activités cellulaires qui seront bri¢vement
abordées dans cette partie, le role de Tax dans la transformation cellulaire n’étant pas le sujet
de cette these.

a. Activation des voies de survie et de prolifération cellulaire

Tax stimule la prolifération lymphocytaire et leur résistance a I’apoptose en dérégulant
les voies de signalisation ATF/CREB, SRF, NFAT, NF-«kB, PI3K/Akt, AP-1, TGF-f/Smad,
Whnt, ainsi que celle des MAPK/JINK (Boxus et al., 2008; Carpentier et al., 2015). Ici, seules
seront développées les interactions entre Tax et les voies NF-xB et AP-1, deux voies de
signalisation jouant un role clef dans 1’expansion clonale.

i. Tax etlavoie NF-xkB

La voie NF-kB intervient dans la régulation des processus de survie et de prolifération
cellulaire, ainsi que des réponses inflammatoires et immunitaires. Son activation est transitoire
et implique la translocation nucléaire des dimeres NF-«xB, constitués a partir des cinq facteurs
de transcription suivants : p65 (RelA), RelB, c-Rel, et les protéines p50 et p52, issues
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respectivement du clivage des précurseurs pl05 et pl00. En effet, dans les cellules T
quiescentes, les diméres NF-kB sont maintenus inactifs dans le cytoplasme du fait de leur
interaction physique avec les protéines inhibitrices de NF-kB (IkB), telles que IkBa, IkBp,
pl05, et p100. Au contraire, lorsque la cellule pergoit certains stimuli activateurs, les protéines
IxB sont phosphorylées, ubiquitinées, et dégradées par le protéasome. Les dimeres NF-kB sont
donc libres d’aller dans le noyau et d’induire ou de réprimer 1’expression de tout un panel de
genes, présentant dans leur région promotrice un site de liaison kB (Hayden and Ghosh, 2012)
(Figure 7).

VOIE CANONIQUE VOIE NON-CANONIQUE

Récepteurs CD40, LT-B,
BAFF, RANK, CD27

Cytoplasme

RelB
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Figure 7 : Activation constitutive de la voie NF-kB par la protéine Tax du HTLV-1 (adapté de Romanelli et al.,
2013 ; Shirinian et al., 2013). Les principales composantes des voies canonique et non-canonique ciblées par Tax
sont indiquées en jaune. BAFF, B cell activating factor of the TNF family ; FADD, Fas-associated death domain
protein ; IkB, inhibitor of NF-kB ; IKK, IkB kinase ; LT-f5, lymphotoxin p ; MAP3K, mitogen-activated protein
(MAP) kinase kinase kinase ; NEMO, NF-kB essential modulator ; NIK, NF-kB inducing kinase ; RANK, receptor
activator of NF-kB ; RIP, receptor-interacting protein ; TAB, TAKI-binding protein ; TAK, TGF-f activated
kinase ; TNF, tumor necrosis factor ; TRADD, TNFRI-associated death domain protein ; TRAF, TNF receptor-
associated factor.

Il existe deux types de voie NF-«xB : la voie canonique (ou classique), et la voie non-
canonique (ou alternative) (Figure 7). La voie canonique est activée en présence de cytokines
pro-inflammatoires (comme TNF et IL-1), de facteurs de croissance, d’agents génotoxiques, ou
encore d’antigénes. Elle fait intervenir des protéines adaptatrices, telles que RIP1 ou TRAF®6,
pour recruter des MAP3K comme TAKI et permettre 1’activation du complexe IKK (IxB
kinase), composé de la sous-unité régulatrice NEMO (aussi appelée IKKy) et de 2 sous-unités
catalytiques, IKKa et IKKf. Ainsi, TAK1 phosphoryle la sous-unité IKKf} et autorise de ce fait
la phosphorylation des protéines IkB et donc la translocation nucléaire des dimeres NF-«xB,
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constitués en général de p65 associé a un autre membre NF-kB (Hayden and Ghosh, 2012;
Lavorgna and Harhaj, 2014). La voie non-canonique, quant a elle, controle plutdt I’expression
de genes impliqués dans la formation des organes lymphoides, la survie des cellules B, et le
métabolisme osseux. Elle répond a certains ligands de la superfamille TNF et requiert la
phosphorylation de la sous-unité IKKa par NIK, une autre MAP3K. Suite a sa phosphorylation
par IKKa, pl100 est clivé par le protéasome, permettant la génération d’hétérodimeres actifs
entre le facteur p52 ainsi obtenu et RelB (Sun, 2012).

La protéine virale Tax altére a différents niveaux les voies canonique et non-canonique
de NF-«B, conduisant a leur activation persistante (Peloponese et al., 2006) (Figure 7). Dans la
voie canonique, Tax maintient I’activité¢ du complexe IKK en (1) liant directement la sous-unité
régulatrice NEMO, et en (2) stimulant la fonction des protéines cellulaires TRAF6, TAB2,
TAKI1, ainsi que MEKK1, un régulateur de TAK1. De plus, en interagissant avec les sous-
unités catalytiques IKKa et IKK, Tax induit leur activation, sans nécessiter I’intervention des
kinases MEKK1 ou TAK1, et favorise ainsi la dégradation des répresseurs IkB. De méme, dans
la voie non-canonique, I’interaction de Tax avec NEMO autorise le recrutement et 1’activation
de IKKa, et donc le clivage de p100 en p52 via le protéasome, sans passer par la kinase NIK.
Enfin, Tax induit la translocation de p65 du cytoplasme vers le noyau. Une fois dans le noyau,
Tax interagit avec p65, mais aussi avec p50 et p52, et stimule leur activité transcriptionnelle en
favorisant leur dimérisation et en recrutant les co-activateurs de la transcription p300/CBP et
p/CAF (Kfoury et al., 2012).

Ainsi, en activant constitutivement la voie NF-kB, Tax stimule I’expression de génes
impliqués dans la survie et la prolifération des cellules T infectées par HTLV-1. Par exemple,
Tax augmente 1’expression de facteurs anti-apoptotiques, tels que c-FLIP et certains membres
de la famille Bcl-2, ainsi que de nombreuses cytokines. L’altération de la voie NF-xB par Tax
contribue également a I’inactivation du suppresseur de tumeur p53, qui joue un role crucial dans
le controle du cycle cellulaire, de 1’apoptose, ou encore de la réparation de I’ADN (Carpentier
et al., 2015). Paradoxalement, 1’activation de NF-kB par Tax peut aussi déboucher sur la
sénescence et I’apoptose des cellules infectées (Ho et al., 2012; Zhi et al., 2011). Il est vrai que
Tax étant fortement immunogeéne, son expression par la cellule infectée augmente
considérablement le risque de reconnaissance et d’élimination par les lymphocytes T
cytotoxiques (Hanon et al., 2000). Aussi, il a récemment été montré que Tax pourrait contribuer
a la persistance de I’infection via la voie NF-xB, en induisant la sénescence et 1’apoptose ou
bien la survie des cellules T, selon qu’elles sont engagées ou non dans le cycle cellulaire
(Mizuguchi et al., 2016).

ii. Tax etlavoie AP-1

La voie AP-1 (activator protein-1) répond a divers stimuli physiologiques ou
pathologiques (facteurs de croissance et cytokines, signaux de stress ou oncogéniques, présence
d’un agent infectieux) et participe au contrdle des processus de prolifération, différenciation,
survie, inflammation, néoangiogeneése, et migration cellulaire. Elle agit sous forme de dimeres,
principalement établis entre les facteurs de transcription de type bZIP (basic leucine zipper) Jun
(c-Jun, JunB, JunD, AJunD) et Fos (c-Fos, FosB, FosB2, Fra-1, Fra-2), via leur domaine
« leucine zipper ». Grace a leur région basique, les dimeres Jun/Jun et Jun/Fos ainsi formés sont
capables de lier ’ADN, au niveau des séquences consensus TRE (TPA-responsive element) et
CRE. Quant aux homodimeres Fos, ils sont trop instables pour s’associer a I’ADN. Les genes
ciblés, ainsi que I’intensité de la réponse AP-1, varient en fonction de la composition et de
I’abondance des diméres AP-1, des modifications post-traductionnelles encourues, et de
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I’interaction avec d’autres facteurs et cofacteurs de la transcription (Eferl and Wagner, 2003;
Hess et al., 2004; Shaulian and Karin, 2001).

De par son interaction avec les facteurs cellulaires SRF, TCFs, p300/CBP, et p/CAF, Tax
induit la transcription de genes codant pour des protéines AP-1, méme en I’absence de stimulus
externe. De plus, Tax augmente 1’activité de liaison des facteurs AP-1 a I’ADN, et donc leur
activité transcriptionnelle. Par exemple, via 1’activation persistante de la kinase JNK (c-Jun N-
terminal kinase), Tax stimule la phosphorylation de c-Jun et donc sa fonction (Hall and Fujii,
2005). Enfin, I’interaction de Tax avec PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) permet la
phosphorylation d’Akt sur sa sérine 473 et I’induction subséquente de la voie AP-1 par Akt
(Peloponese and Jeang, 2006). L’activation de la voie PI3K/Akt/AP-1 par Tax protegerait les
cellules infectées de I’apoptose et stimulerait leur prolifération (Jeong et al., 2008; Peloponese
and Jeang, 2006; Saito et al., 2010).

b. Inactivation des points de controle cellulaire et instabilité génétique

Tax induirait la prolifération en agissant aussi directement sur le cycle cellulaire, en
accélérant la progression du cycle cellulaire et en favorisant 1’entrée en phase S de réplication
de ’ADN. Tax est capable d’activer certains complexes, formés entre cyclines et kinases
dépendantes des cyclines (CDK), tels que cyclineD/CDK4/6. D’un autre c6té, Tax inactive le
suppresseur de tumeur Rb (retinoblastoma protein), permettant la libération du facteur de
transcription E2F1, ainsi que plusieurs inhibiteurs de CDKs, comme les membres de la famille
INK4. De plus, Tax altére les points de contrdle du cycle cellulaire au niveau des phases G1/S
et G2/M. Par exemple, Tax inactive fonctionnellement le suppresseur de tumeur et régulateur
de la transition G1/S, p53. Tax interfére également avec le contrdle de I’assemblage du fuseau
mitotique (SAC) par Madl (mitotique arrest defect 1), active prématurément le complexe
promoteur de 1’anaphase APC/Cdc20, et provoque 1’amplification des centrosomes en ciblant
RANBPI1 et TAXI1BP2. Ceci conduit a I’aneuploidie des cellules (perte ou gain de
chromosome) ou a D’apparition de plusieurs noyaux. Finalement, les conséquences de
I’intervention de Tax sur la régulation du cycle cellulaire sont I’hyper-réplication de I’ADN
cellulaire et la génération d’instabilité génétique (Marriott and Semmes, 2005; Nicot, 2015).

Tax peut induire des dommages de I’ADN cellulaire de plusieurs manieres. D’une part,
I’hyper-réplication de I’ADN observée en présence de Tax s’accompagne de I’apparition de
Iésions de I’ADN, telles que des coupures double brin (DSBs). Ces 1ésions sont également le
résultat de I’activation par Tax de la production intracellulaire d’oxyde nitrique et de ROS.
D’autre part, Tax altere la réponse cellulaire suite a la détection des dommages causés a I’ADN.
Cette réponse, plus communément appelée voie DDR (DNA damage response), consiste en
I’arrét transitoire du cycle cellulaire jusqu’a réparation de ’ADN et permet la survie de la
cellule. Toutefois, si de graves 1ésions persistent, I’arrét du cycle est maintenu et la cellule entre
en sénescence ou en apoptose. Or, Tax est capable d’inhiber ou de séquestrer, au niveau des
corps nucléaires, des protéines impliquées dans la voie DDR, telles que ATM, CHK1-2, et p53
(Boxus and Willems, 2012; Matsuoka and Jeang, 2011). De plus, Tax module les voies de
réparation de I’ADN. Par exemple, Tax inhibe la réparation des coupures simple brin de I’ADN
par excision de base (BER), et favorise celle des DSBs par recombinaison non homologue
(NHEJ) (Nicot, 2015). Ainsi, Tax autorise la prolifération des cellules comportant des
mutations génétiques et 1’accumulation de ces anomalies au fil des divisions (Boxus and
Willems, 2012).
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c. Tax ne suffit pas au développement de ’ATL

La protéine Tax du virus HTLV-1 joue un réle crucial, aussi bien dans les étapes
d’infection que de transformation. Du fait de sa capacité a moduler de nombreuses activités
cellulaires, Tax facilite 1’acquisition de certaines caractéristiques tumorales par la cellule
infectée : résistance a la mort cellulaire, indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération,
insensibilité¢ aux signaux anti-prolifératifs, immortalisation, migration, dérégulation du
métabolisme cellulaire, instabilit¢ génétique et mutations (Mesri et al., 2014). Pourtant,
I’expression de Tax ne suffit pas a transformer des lymphocytes T primaires humains en
I’absence d’IL-2, et n’est plus détectée dans la majorité des cas d’ATL (Bellon et al., 2010;
Kataoka et al., 2015; Takeda et al., 2004). Ceci suggere que Tax n’est pas nécessaire au maintien
du phénotype tumoral, et que d’autres facteurs viraux interviennent dans le processus
leucémogene (Matsuoka and Jeang, 2007). En effet, il a été montré que I’expression de Tax est
défavorable a la persistance virale, du fait de la forte réponse cytotoxique mise en place par
I’héte (Rowan and Bangham, 2012). Aussi, le contrdle de I’expression de Tax conditionnerait
I’échappement de la cellule infectée au systéme immunitaire et sa possible dérive en un clone
ATL (Furukawa et al., 2001).

Plusieurs mécanismes, faisant intervenir des facteurs viraux et cellulaires, sont impliqués
dans la suppression de I’expression de Tax et des autres génes viraux, a partir du LTRS’. Ils
incluent (7) I’accumulation de mutations génétiques au sein du génome proviral, conduisant a
I’inactivation du geéne tax, (ii) la délétion du LTRS’, (iii) ou encore la répression de la
transcription virale a partir du LTRS’, par hyperméthylation de ’ADN et modification des
histones (Fan et al., 2010; Furukawa et al., 2001; Koiwa et al., 2002; Miyazaki et al., 2007,
Takeda et al., 2004; Tamiya et al., 1996; Taniguchi et al., 2005). Comme nous avons pu le voir
dans le chapitre II, les protéines p30 et p13 du HTLV-1 jouent également un rdle dans la
réplication virale en ciblant Tax a différents niveaux. D’un autre coté, certains facteurs
cellulaires ont directement ét¢ mis en cause. C’est le cas de C/EBPP (CAAT/enhancer-binding
protein B), un facteur de type bZIP, qui empéche la liaison de Tax au niveau du LTRS’, et donc
réprime la trans-activation des génes viraux (Hivin et al., 2004). De méme, TCF1 et LEF1, deux
facteurs de transcription de la voie canonique Wnt/B-caténine, inhibent la transcription virale,
ainsi que I’activation des voies NF-kB et AP-1, en interagissant avec Tax (Ma et al., 2015). Les
potentiels suppresseurs de tumeurs, HIC et I-mfa, altérent également la fonction de Tax en
induisant sa relocalisation dans le cytoplasme et sa dégradation (Kusano et al., 2015). La
dégradation protéasomale de Tax est aussi induite par 1’ubiquitine ligase E3 PDLIM2, qui
stimule sa poly-ubiquitination via K48 (Yan et al., 2009). Enfin, la zone d’insertion du provirus
au sein de génome cellulaire, et son orientation par rapport aux geénes voisins, seraient
déterminantes quant a I’expression de fax et des autres genes viraux nécessaires a la réplication
du HTLV-1 (Melamed et al., 2013). Par conséquent, la protéine Tax se pose comme un facteur
viral essentiel a I'initiation de la transformation cellulaire, mais pouvant compromettre la
persistance de I’infection, et donc le développement de ’ATL, si son expression n’est pas
maitrisée.

D. HBZ, un nouvel acteur de la transformation cellulaire induite par HTLV-1
1. Découverte de la protéine antisens du HTLV-1

Depuis la caractérisation du HTLV-1 en 1980, les chercheurs ont concentré leurs efforts
sur I’étude de Tax, pensant avoir identifié le principal moteur du développement de ’ATL. Ce
n’est qu’en 2002, que 1’équipe du Dr Mesnard a dévoilé 1’existence d’une nouvelle protéine
régulatrice, qualifiée d’« antisens » car codée par le brin complémentaire du génome proviral
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(Figure 8A) (Gaudray et al., 2002). Pourtant, la possibilité d’une transcription antisens a partir
du LTR3” du HTLV-1 avait déja été suggérée en 1989, mais ignorée par la communauté
scientifique car allant a I’encontre des dogmes de 1’expression génique (Larocca et al., 1989).
Finalement, la construction d’une banque d’ADNc, a partir de la lignée cellulaire MT-2
chroniquement infectée par HTLV-1, a permis d’identifier une protéine virale de type bZIP,
nommée « HTLV-1 bZIP factor » (HBZ), capable d'interagir avec le domaine ZIP de CREB-2
en double hybride chez la levure. La présence d’HBZ, ainsi que son interaction avec CREB-2,
ont ensuite été confirmées in vivo dans les lignées cellulaires MT-4 et C81-66, chroniquement
infectées par HTLV-1. De plus, CREB-2 étant impliqué, en tant que membre de la famille
ATF/CREB, dans la trans-activation du LTRS’ par Tax, I’équipe du Dr Mesnard a montré que
son interaction avec HBZ empéche sa liaison aux sites CRE et TXRE, et donc I’activation de la
transcription virale en présence de Tax. Au vu de ces résultats, HBZ pourrait étre in vivo un
régulateur négatif de I’expression de fax et des autres génes viraux a partir du LTRS’ (Gaudray
et al., 2002).

Contrairement a tax, le géne hbz ne présente pas de mutations abortives et le LTR3’,
responsable de sa seule expression, est conservé et spécifiquement hypométhylé (Fan et al.,
2010; Koiwa et al., 2002; Miyazaki et al., 2007; Taniguchi et al., 2005). Une analyse récemment
publiée dans « Nature Genetics » a montré que, sur un total de 426 clones leucémiques de
patients infectés par HTLV-1, un seul de ces clones était encore capable de produire des
transcrits a partir du LTR 5°. A D’inverse, la transcription antisens n’était absolument pas
affectée, voire fortement activée (Kataoka et al., 2015). Il est intéressant de signaler qu’une
fraction non négligeable des provirus perdent leur région 5’ avant méme d’étre intégrés dans le
génome des cellules T (Miyazaki et al., 2007). Il n’est donc pas surprenant qu’hbz soit détecté
dans 100% des cas d’ATL (Fan et al., 2010; Kataoka et al., 2015; Miyazaki et al., 2007; Satou
et al., 2006a). En outre, 1’analyse cinétique de I’expression des geénes viraux, par PCR
(polymerase chain reaction) en temps réel chez le lapin, montre une augmentation rapide et
immédiate des transcrits fax/rex et gag/pol apres infection mais une faible expression d’Abz (Li
et al., 2009a). Deux semaines apres infection, alors que la charge provirale croit malgré la mise
en place de la réponse antivirale, 1I’expression de fax/rex et gag/pol diminue jusqu’a devenir
indétectable. Concomitamment, 1’expression d’#bz augmente en corrélation avec la charge
provirale et se stabilise. Ces observations ont été confirmées par culture ex vivo de lymphocytes
de patients TSP/HAM, avec une forte expression de fax et une faible expression d’/bz lors du
premier jour de culture. Par contre, dés le deuxieme jour, la tendance s’inverse et la transcription
sens diminue au profit de I’antisens (Figure 8B) (Belrose et al., 2011). Il a également été montré
que D’expression d’hbz, a I'inverse de celle de tax, correle avec la charge provirale et la
progression de la maladie chez les patients atteints de TSP/HAM (Andrade et al., 2013; Saito
et al., 2009; Usui et al., 2008).

En comparaison avec les autres protéines virales, HBZ déclenche une faible réponse
immunitaire, aussi bien humorale que cellulaire (Enose-Akahata et al., 2013; Rowan et al.,
2014; Shiohama et al., 2016; Suemori et al., 2009). Etant donné que son expression a lieu tres
tot apres I’infection et qu’elle se stabilise, a I'inverse de celle des autres génes viraux, on peut
supposer qu’hbz joue un role dans la persistance de D'infection et de ce fait dans le
développement de I’ATL (Barbeau and Mesnard, 2011; Matsuoka, 2010).

a. Modalités d’expression du gene /bz

Le geéne hbz est localisé dans la région pX du génome proviral, entre le géne env et le
dernier exon du messager de fax (Figure 8A) (Gaudray et al., 2002). Des analyses RACE (rapid
amplification of cDNA ends) ont montré qu’il existe plusieurs sites d’initiation de la
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transcription, au niveau des régions R et U5 du LTR3’, et que les transcrits antisens portent
deux sites donneurs d’épissage dans I’exon 1 d’hbz. Ces derniers sont a 1’origine de la
production de deux variants mono-€piss€s : SP1 (spliced RNA 1), et plus rarement, SP2. SP1
est détecté par « reverse transcriptase » PCR (RT-PCR) dans les lignées cellulaires MT-4 et
C81-66 ainsi que dans certains clones dérivés de patients ATL, et dispose d’un codon AUG,
initiateur de la traduction, en phase avec I’ORF d’hbz (Cavanagh et al., 2006). Contrairement a
SP1, I’expression de SP2 est tres faible, voire indétectable in vivo, et pourrait avoir lieu a partir
d’un codon non-AUG situé dans I’exon 1 d’4bz (Cavanagh et al., 2006). Quant a la forme non
épissée d’hbz, découverte en 2002, sa transcription est initiée au niveau du gene fax sur le brin
complémentaire (Yoshida et al., 2008) (Figure 8A).

HBZ-SP1

HBZ-SP2

usHBZ Ay hbz non épissé

B)
701
60
507
407 hbz
307

207

Quantification ARNm (U.A.)

107
tax

0 1 2 3 4 5
Temps (jours)

Figure 8 : Le génome proviral du HTLV-1 peut étre transcrit en sens mais aussi en antisens, selon le stade de
Dinfection. (A) Régulation de I’expression des genes tax et hbz a partir des LTR 5’ et 3’ du génome proviral. Les
triangles roses et verts matérialisent respectivement les sites TxRE, activés par Tax, et les sites de liaison du
facteur de transcription Spl. A, indique que les transcrits sont polyadénylés dans leur région 3’UTR (adapté de
Matsuoka, 2010 ; Matsuoka and Yasunaga, 2013). (B) Quantification des messagers tax (en orange) et hbz (en
jaune) dans des lymphocytes de patients TSP/HAM cultivés ex vivo (unité arbitraire (U.A.)) (adapté de Barbeau
and Mesnard, 2011).

Lorsque ’on compare le transcrit non épissé d’4bz avec le variant majoritaire SP1, les
seules différences notables se trouvent dans la région 5’UTR (untranslated region) et au début
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de la séquence codante (Yoshida et al., 2008) (Figure 8A). Aussi, les protéines usHBZ (pour
« unspliced HBZ ») et HBZ-SP1 présentent 95% d’identité et ne différent que de quelques
acides aminés dans leur partie N-terminale (Murata et al., 2006). Néanmoins, la quantité de
transcrit non épissé est quatre fois plus faible que celle de SP1 chez les patients infectés par
HTLV-1, asymptomatiques ou ayant développé une ATL (Usui et al., 2008). Ceci confirme
I’observation d’une activité plus faible de son promoteur par rapport a celui de HBZ-SP1
(Yoshida et al., 2008). Au niveau protéique, 1’isoforme usHBZ est moins abondamment
produite en transfection dans des cellules 293T, et sa demi-vie est inférieure a celle d’HBZ-SP1
(Cavanagh et al., 2006; Yoshida et al., 2008). De plus, HBZ-SP1 est préférentiellement détectée
par Immunoblot dans des lignées dérivées de cellules ATL, et a des effets beaucoup plus
marqués sur la biologie de la cellule (Murata et al., 2006; Yoshida et al., 2008). C’est pourquoi,
la majorité des études menées depuis 2006 portent sur la protéine HBZ-SP1 et son messager. 11
en va de méme de cette these, dans laquelle il sera fait référence par défaut a la forme épissée
majoritaire d’/bz, sauf précision contraire.

Les LTR 5” et 3> du HTLV-1 sont identiques et sont qualifiés de « bidirectionnels », car
ils fonctionnent tous deux en sens et en antisens (Arpin-André et al., 2014). 1l a été montré, a
partir de cellules de patients ATL, que les facteurs et cofacteurs de la transcription (CREB,
ATF-1, ATF-2, c-Fos, c-Jun, p300/CBP, TAF1250 (TBP-associated factor), et Pol II) sont
répartis de manic¢re équivalente entre les régions promotrices U3 des deux LTR et que ces
dernieres sont transcriptionnellement actives (Lemasson et al., 2004). Aussi, Tax est capable de
trans-activer 1’expression d’#bz via CREB et les sites TXRE, présents dans la région U3 du
LTR3’, de maniere plus ou moins marquée selon le site d’intégration du provirus au sein de
I’ADN cellulaire (Landry et al., 2009; Yoshida et al., 2008). Cependant, Tax active
préférentiellement la transcription sens et, en son absence, c’est la transcription antisens qui
prévaut (Arpin-André et al., 2014; Laverdure et al., 2016). De plus, des expériences de délétion
de certaines zones du LTR3’ ont permis de localiser le promoteur d’4bz dans la région U5,
suggérant 1’intervention de facteurs autres que Tax/CREB (Yoshida et al., 2008).
Effectivement, il n’y a pas de boite TATA a proximité du promoteur d’4bz (Cavanagh et al.,
2006; Yoshida et al., 2008). Par contre, trois boites riches en G/C ont été identifiées dans la
région U5 et constituent des sites potentiels de liaison pour le facteur de transcription Spl
(specificity protein 1) (Yoshida et al., 2008). Ce dernier est exprimé de manicre ubiquitaire et
joue un réle clef dans I’expression constitutive des génes de ménage dépourvus de boite TATA,
via le recrutement des facteurs d’initiation de la transcription TBP/TFIID. Sp1 dispose de 3
motifs ZF de type CoH» et de 4 domaines de trans-activation qui lui permettent de lier ’ADN
et d’interagir avec une multitude de protéines cellulaires, tels que les facteurs de remodelage de
la chromatine p300 et SWI/SNF (Wierstra, 2008). Spl régule également I’expression
d’oncogenes et de suppresseurs de tumeur et interviendrait dans le développement tumoral
(Beishline and Azizkhan-Clifford, 2015). Déja en 1997, il avait été suggéré que Spl
participerait au contrdle de la transcription basale du HTLV-1 (Barnhart et al., 1997). Depuis,
il a été démontré que Spl est responsable de I’expression constitutive d’hbz, a partir des 3 sites
Sp1 localisés dans la région U5 du LTR3’ (Arpin-André et al., 2014; Yoshida et al., 2008). En
fait, la présence de Spl au niveau du LTR3’ autorise le recrutement d’un hétérodimere
HBZ/JunD, JunD étant un facteur de transcription de type bZIP. Ainsi, HBZ stimule sa propre
expression en coopérant avec JunD et Spl (Gazon et al., 2012) (Figure 8A).
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b. Caractéristiques moléculaires de la protéine HBZ

AD CD bZIP

1 206

S EEE -
%

LXXLL
Domaine d’HBZ Cible cellulaire
AD protéasome 26S, p300/CBP, GADD34, IRF1, Smad3
CD LEF1, CENP-B, FoxP3, FoxO3a
bZIP CREB, CREB2, ATF3, MafB, JunB, c-Jun, JunD
AD +CD TCF1

AD + bZIP C/EBPa
AD + CD + bZIP po65

Indéterminé Smad2, Smad4, NFAT

Figure 9 : Représentation schématique des domaines fonctionnels de la protéine HBZ du HTLV-1 et de leur(s)
cible(s) cellulaire(s) (adapté de Ma et al., 2016). AD, activation domain ; CD, central domain ; bZIP, basic leucine
zipper domain ; BR, basic region.

HBZ est une protéine de 206 acides aminés, pouvant étre subdivisée en trois principales
régions qui conditionnent son interaction avec toute une variété de facteurs cellulaires : un
domaine d’activation de la transcription (AD) en N-terminal, un domaine central (CD), et un
domaine bZIP en C-terminal (Figure 9). Les 2 motifs de type LXXLL, positionnés en N-
terminal, sont nécessaires a I’interaction entre HBZ et le domaine KIX de p300/CBP (Clerc et
al., 2008; Cook et al., 2011). Le premier motif LXXLL est également requis pour I’activation
par HBZ de la voie Smad3/TGF-B via p300 (Zhao et al., 2011). Les régions basiques BRI, 2,
et 3 sont responsables de la localisation nucléaire, voire nucléolaire, d’HBZ (Hivin et al., 2005;
Murata et al., 2006). Une étude récente propose qu’HBZ aurait un NES fonctionnel dans sa
partie N-terminale et pourrait étre exporté vers le cytoplasme en présence du facteur cellulaire
GADD34 (growth arrest and DNA damage gene 34) (Mukai and Ohshima, 2014). HBZ ne
forme pas d’homodimeére stable et doit donc s’associer avec un autre facteur de transcription
pour pouvoir lier ’ADN. Or, en C-terminal, HBZ possede un domaine bZIP, formé par les
régions BR3 et ZIP, grace auquel il s’hétérodimérise avec de nombreux facteurs AP-1 des
familles Jun, ATF/CREB, et Maf, et module leur activité transcriptionnelle (Ma et al., 2016).
Via son domaine bZIP, HBZ interagit aussi avec le domaine HAT (histone acétyltransférase)
de p300/CBP et inhibe son activité d’acétylation d’histones et de facteurs de transcription, au
niveau des résidus lysines (Wurm et al.,, 2012). Enfin, 1’ajout de modifications post-
traductionnelles a été rapporté pour HBZ, mais ne semble affecter ni sa stabilité ni sa fonction
(Dissinger et al., 2014).
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2. HBZ permet ’acquisition de caractéristiques tumorales par la cellule infectée
a. Persistance de ’infection par HTLV-1

Arnold et al. ont montré que I’expression d’4bz n’est pas essentielle a la production de
nouvelles particules virales ni a I’immortalisation de PBMC humains in vitro (Arnold et al.,
2006, 2008). Par contre, lorsqu’ils ont inoculé a des lapins des cellules irradiées, productrices
de virus mutés au niveau de la séquence codante d’HBZ, ils ont détecté une chute de la charge
provirale qui corrélait avec une faible réponse anticorps, en comparaison avec le virus sauvage.
Ceci démontre la rapide nécessité de 1’intervention d’HBZ pour la persistance de 1’infection in
vivo (Arnold et al., 2006).

L’une des premicres fonctions décrites pour HBZ est la répression de la transcription
virale a partir du LTRS’, et donc de la production de nouveaux virions. En effet, HBZ entre en
compétition avec Tax pour la liaison aux facteurs cellulaires CREB et CREB-2 et empéche de
ce fait le positionnement de Tax au niveau des boites TXRE du promoteur viral (Gaudray et al.,
2002; Lemasson et al., 2007). De plus, grace aux deux motifs LXXLL de son domaine
d’activation, HBZ interagit directement avec le domaine KIX de p300/CBP et prévient leur
recrutement par Tax (Clerc et al., 2008). Outre la suppression de la transcription Tax-
dépendante, 1’association d’HBZ avec CREB et p300/CBP a des conséquences sur I’expression
du génome cellulaire. Par exemple, la formation des dimeéres HBZ/CREB interfére avec
I’activation du promoteur de la cycline D1 par CREB (Ma et al., 2013b). De méme, I’interaction
entre HBZ et la surface MLL (mixed-lineage leukemia) du domaine KIX de p300/CBP réprime
I’activation de la transcription MLL-dépendante mais stimule celle induite par c-Myb (Cook et
al.,2011). Selon une étude récente, I’interaction entre HBZ et des protéines de la famille NFAR
(nuclear factors associated with double-stranded RNA) influerait aussi sur I’expression des
genes viraux et cellulaires (Murphy et al., 2016). Par ailleurs, HBZ inhibe 1’export par Rex des
messagers viraux non €pissés, tels que gag/pol. Ceci participerait au maintien du provirus sous
un ¢tat latent (Li et al., 2012; Philip et al., 2014). HBZ peut aussi inverser le processus de
sénescence qui résulte de la suractivation de la voie NF-kB par Tax (Zhi et al., 2011). HBZ
n’affecte pas la voie non-canonique de NF-kB. Par contre, il supprime la voie canonique en
agissant a différents niveaux : (7) il altére la capacité de liaison a I’ADN de p65, (ii) induit sa
dégradation par le protéasome en stimulant I’expression de 1’ubiquitine ligase E3 PDLIM2,
responsable de la polyubiquitination de p65 mais aussi de celle de Tax, et (iii) réprime
I’acétylation de p65 par p300/CBP (Wurm et al., 2012; Yan et al., 2009; Zhao et al., 2009).
Ainsi, HBZ autorise la cellule infectée a reprendre son cycle prolifératif (Zhi et al., 2011). En
inactivant la voie canonique de NF-xB, HBZ perturbe également I’expression de certains genes
impliqués dans les réponses immunitaire et inflammatoire (Zhao et al., 2009).

En effet, HBZ joue un role dans I’altération de la réponse immune cellulaire. Il a été
montré que des souris transgéniques HBZ-Tg, exprimant 4bz dans leurs lymphocytes T CD4",
sont plus sensibles a I’infection par la bactérie Listeria monocytogenes ou par le virus de
I’herpés simplex de type 2. Ceci s’explique en partie par le fait que leurs cellules T CD4" ne
produisent pas d’interféron gamma (IFN-y), une cytokine nécessaire a la mise en place de la
réponse immune contre ces pathogeénes, car HBZ empéche la liaison de NFAT et c-Jun au
niveau du promoteur de I’'IFN-y, et donc son activation (Sugata et al., 2012). Toujours a partir
de lymphocytes T CD4" de souris HBZ-Tg, il a récemment été¢ découvert qu’HBZ atténuerait
la réponse immunitaire dirigée contre HTLV-1, en stimulant I’expression de la molécule co-
inhibitrice TIGIT (T-cell immunoglobulin and ITIM domain) ainsi que la production d’IL-10,
une cytokine immunosuppressive (Yasuma et al., 2016). D’autre part, la mise en place d’une
réponse T cytotoxique contre HBZ est déterminante quant a la progression de la maladie.
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Cependant, elle serait le plus souvent inefficace a cause du faible niveau d’expression d’HBZ,
dont le messager est fortement séquestré dans le noyau, et de la mauvaise présentation de ses
épitopes aux lymphocytes T CD8" (Hilburn et al., 2011; MacNamara et al., 2010; Rende et al.,
2011; Rowan et al., 2014). L’ensemble de ces observations correle avec le fait que la plupart
des patients infectés par HTLV-1 sont immunodéprimés, et que cet état conditionnerait
I’émergence et la sévérité de ’ATL (Gabet et al., 2000; Iwanaga et al., 2012). Finalement, la
latence virale, 1’évasion de la réponse immunitaire, et la réversibilité de 1’état de sénescence,
sont autant de caractéristiques qui contribuent a la persistance de I’infection virale.

b. Modulation phénotypique des lymphocytes T infectés et inflammation

L’ATL se caractérise par une augmentation du nombre de lymphocytes T infectés et une
forte capacité de ces cellules a migrer et a créer des I€sions internes et/ou externes (Matsuoka
and Yasunaga, 2013). Néanmoins, I’inhibition de I’expression d’4bz par ARN interférence,
dans des lignées cellulaires T infectées par HTLV-1, conduit a une diminution de leur
prolifération in vitro, et réduit leur capacité a former des tumeurs solides et a infiltrer des
organes dans des souris NOG (Arnold et al., 2008). A I'inverse, il a ét¢ montré que les souris
HBZ-Tg présentent un état inflammatoire chronique, avec infiltration de cellules T CD4"
infectées au niveau des poumons et de la peau, et peuvent développer, apres une période de
latence, un lymphome a cellules T similaire a celui observé chez certains patients ATL (Satou
et al., 2011; Zhao et al., 2014). HBZ joue donc un rdle clef dans le développement de I’ATL,
et I’inflammation chronique observée en présence d’HBZ pourrait faciliter I’acquisition du
phénotype cancéreux.

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont impliqués dans la modulation des réponses
immune et inflammatoire, et sont caractérisés par I’expression du facteur de transcription
FoxP3. Il existe plusieurs types de Treg, selon le lieu de leur développement. La différenciation
des lymphocytes T naifs au niveau du thymus génére des Treg dits « naturels », alors qu’elle
donne lieu, en périphérie, a des Treg « inductibles » (iTreg). Les iTreg peuvent perdre
I’expression de FoxP3 et se convertir en cellules productrices d’IFN-y, un puissant médiateur
de I’inflammation (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). Or, I’expression de FoxP3 dans les
cellules infectées par HTLV-1 est détectée dans 2 cas d’ATL sur 3, suggérant I’intervention des
Treg dans I’émergence de cette maladie (Karube et al., 2004). En effet, il a été¢ montré que les
souris HBZ-Tg présentent une forte augmentation du nombre de cellules T CD4" FoxP3" et
qu’HBZ promeut la différenciation des cellules T infectées en Treg, en stimulant la transcription
du gene foxp3 par la voie Smad3/TGF- (Satou et al., 2011; Zhao et al., 2011). Cependant, ces
Treg sont fonctionnellement inactifs du fait de I’interaction d’HBZ avec FoxP3 et NFAT (Satou
et al.,, 2011). D’autre part, les Treg induits par HBZ sont principalement des iTreg et ont
tendance a devenir FoxP3™ et a produire de I'[FN-y, ainsi que d’autre cytokines pro-
inflammatoires (Yamamoto-Taguchi et al., 2013). Enfin, selon une étude récente, les cellules
productrices d’IFN-y stimulent I’inflammation induite par HBZ, et le développement de
lymphome dépend directement du degré de cette inflammation chez les souris HBZ-Tg. Ainsi,
en modulant le phénotype des lymphocytes T infectés et en dérégulant la fonction des Treg,
HBZ favorise 1’établissement d’un état inflammatoire chronique qui contribue a I’accélération
du processus carcinogeéne (Mitagami et al., 2015).

c. Instabilité génétique

Les cellules ATL présentent de nombreuses anomalies génétiques, avec de fréquentes
mutations, fusions de génes, et délétions intragéniques (Kataoka et al., 2015). Bien qu”’HBZ soit
le seul facteur viral dont I’expression est constitutive, son role dans la génération d’instabilité
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génétique est peu documenté. Toutefois, 1’induction de cassures double brin de I’ADN par HBZ
a été rapportée en transfection dans des cellules HeLa et découlerait de la capacité¢ d’HBZ a
déréguler I’expression de certains miARN au niveau post-transcriptionnel (Vernin et al., 2014).
Les miARN contrdlent I’expression génique en déstabilisant les ARN messagers ou en inhibant
directement leur traduction. Ils interviennent donc dans la plupart des processus biologiques,
dont la prolifération cellulaire et la conservation de 1’intégrité génomique (Moles and Nicot,
2015). Vernin et al. ont montré qu’HBZ supprime 1’expression de hSSB2 (human single-strand
DNA-binding protein 2), un facteur de réparation des cassures double brin de I’ADN, en partie
via la surexpression de miR17 et miR21 (Vernin et al., 2014). Par ailleurs, HBZ semble atténuer
la réponse DDR. En effet, HBZ interagit avec GADD34 et empéche 1’inactivation de la voie
mTOR (mammalian target of rapamycin) par GADD34 (Mukai and Ohshima, 2014). De plus,
HBZ induit un délai dans I’arrét en phase G2/M des cellules exposées a 1’étoposide, un agent
génotoxique. Ce retard a été attribué a une diminution de 1’acétylation de p53, et donc de son
activité transcriptionnelle, du fait de I’inhibition de ’activit¢ HAT de p300/CBP par HBZ
(Wright et al., 2015; Wurm et al., 2012). Etant donné le réle de p53 dans le controle du cycle
cellulaire et dans la réparation de I’ADN, il est possible que certaines cellules infectées
exprimant HBZ entrent en phase de mitose malgré la présence de Iésions dans leur ADN. Ceci
a effectivement pu étre observé in vitro lors de la surexpression de miR17 et miR21 induite par
HBZ (Vernin et al., 2014). Une étude récente apporte une explication quant a la mécanistique
de dérégulation de 1’expression des miARN par HBZ (Gazon et al., 2016). Elle suggere que
I’expression de la majorité des miARN dans les cellules ATL est plutot régulée négativement,
comme le montraient les travaux publiés en 2012 par Yamagishi et al. (Yamagishi et al., 2012;
Gazon et al., 2016). En fait, la protéine HBZ empéche la maturation des miARN en réprimant
la transcription du géne Dicer, initiée par le facteur de transcription JunD. L’expression de
Dicer ainsi que la maturation des miARN peuvent étre restaurées in vitro, dans des cellules T
CD4" isolées de patients ATL, par traitement au valproate (VPA) (Gazon et al., 2016). Cet
inhibiteur d’histone déacetylase (HDAC) est connu pour éteindre 1’expression d’hbz et est
utilisé pour le traitement de ’ATL (Belrose et al., 2011). De plus, le traitement au VPA rend
des cellules chroniquement infectées par HTLV-1 sensibles a 1’étoposide, apportant une
nouvelle piste pour I’amélioration du traitement de I’ATL (Gazon et al., 2016).

d. Résistance a ’apoptose et prolifération des cellules infectées

hbz permet a la cellule infectée de sortir de 1’état de sénescence, d’échapper au systéme
immunitaire, et génére de I’instabilité¢ génétique (Ma et al., 2016). De plus, hbz est capable
d’induire la prolifération et la transformation de lymphocytes T in vitro et in vivo (Arnold et
al., 2008; Satou et al., 2006, 2011). Ce facteur viral joue donc un rdle central dans le
développement et le maintien de I’ATL. Cependant, les modalités d’action d’#bz sont loin
d’étre totalement comprises. En I’occurrence, on ne sait toujours pas avec certitude sous quelle
forme le gene /bz induirait la survie et la prolifération de la cellule infectée.

En 2006, il a effectivement été proposé que le transcrit d’4bz serait fonctionnel en tant
qu’ARN non codant, car il soutient in vitro la survie et la prolifération de la lignée Kit 225,
dérivée de cellules T leucémiques humaines et dépendante d’IL-2 pour sa croissance. Cet effet
pro-prolifératif a été observé en présence d’une faible concentration d’IL-2 et impliquerait la
formation d’une structure secondaire en tige-boucle, et la surexpression subséquente du facteur
de transcription E2F1 et de ses génes cibles (Satou et al., 2006). Toujours au sein du laboratoire
du Dr Matsuoka, une étude a récemment €té menée afin de discriminer entre les activités de la
protéine et du transcrit d’4bz (Mitobe et al., 2015). Des lymphocytes T CD4 " primaires de souris
ont donc été transduits avec des vecteurs rétroviraux exprimant ces différentes formes d’/bz.
Mitobe et al. ont pu observer, qu’en présence d’IL-2, le messager d’hbz promeut 1’entrée en
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phase S des cellules murines T CD4". Il réduit également leur apoptose via un motif formé
grace aux 50 premieres paires de bases de la séquence codante d’4bz. De plus, il module
I’expression de genes, tels que RBI, E2F1, et survivine, qui régulent le cycle cellulaire, la
prolifération, et la survie. A I'instar de I’ARN, la protéine HBZ promeut I’entrée en phase S et
donc la prolifération cellulaire. Paradoxalement, elle induit aussi I’apoptose des lymphocytes T
CD4" primaires de souris et serait plutdt impliquée dans la régulation de I’expression de FoxP3,
ainsi que de génes codant pour des cytokines. La protéine et le transcrit d’4bz auraient donc des
effets distincts, voire opposés, sur la biologie de la cellule infectée, et I’ARN permettrait de
contrebalancer les effets pro-apoptotiques de la protéine. Cependant, les résultats publiés cette
année par le laboratoire du Dr Matsuoka indiquent que les souris transgéniques SM (pour
« silent mutation »), exprimant une protéine HBZ intacte dans leurs lymphocytes T CD4" mais
un messager non fonctionnel en tant qu’ARN non codant, présentent de maniere surprenante
un phénotype équivalent a celui des souris sauvages HBZ-Tg, qui expriment a la fois la protéine
et le transcrit d’hbz (Kawatsuki et al., 2016). Bien que 1’expression du gene bz y soit 5 fois
plus faible, les lymphocytes T CD4" des souris SM-Tg sont aussi caractérisés par 1’activation
de la voie Rb/E2F-1, et la surexpression subséquente de certains genes cibles de E2F-1,
favorisant I’entrée en phase S ou ayant une fonction pro-apoptotique. En effet, HBZ interagit
avec Rb et permet d’activer la transcription dépendante de E2F-1. Comme les souris sauvages,
les souris SM-Tg se distinguent des non transgéniques par une forte prolifération lymphocytaire
et une augmentation marquée du nombre de cellules T CD4" FoxP3". Cette étude suggére donc
que les effets de la protéine HBZ prévaudraient sur ceux de I’ARN in vivo.

Contrairement a ce qui a été récemment avancé, Tanaka-Nakanishi et al. avaient proposé
un role anti-apoptotique pour la protéine HBZ (Tanaka-Nakanishi et al., 2014). Dans les lignées
T lymphoblastiques humaines, Jurkat et CEM, I’expression stable d’hbz rendait les cellules
résistantes a 1’apoptose induite par la stimulation PMA/ionomycine. En fait, ils ont montré
qu’HBZ réprime la transcription des génes pro-apoptotiques Bim et FasL en interagissant avec
FoxO3a, responsable du controle de leur expression. De par son association directe avec
FoxO3a, HBZ diminue I’activité de liaison a I’ADN de ce facteur de transcription et le séquestre
dans le noyau sous forme inactive. D’autres résultats vont aussi dans le sens d’une fonction
anti-apoptotique de la protéine HBZ. En effet, elle active de maniére dose-dépendante le
promoteur de la survivine, et stimule I’expression du geéne anti-apoptotique bfl-/ induite par
JunD (Macaire et al., 2012; Murphy et al., 2016). Néanmoins, ces études ont ét¢ menées sans
discriminer entre les activités de la protéine et du transcrit d’4bz. Aussi, le role de la protéine
HBZ dans la survie des cellules infectées reste a éclaircir. Par ailleurs, il a ét¢ montré que la
protéine HBZ interagit avec ATF3, un facteur de type bZIP dont I’expression est constitutive
dans les cellules ATL. Or, ATF3 agit aussi bien en tant que suppresseur ou promoteur de
tumeur. Dans le cadre de I’ATL, Hagiya et al. ont montré que le facteur de transcription ATF3
promeut la survie et la prolifération cellulaire. A 1’instar d’HBZ, ATF3 inhibe la transcription
virale et cellulaire dépendante de Tax, a partir des sites TXRE et CRE. De plus, ATF3 stimule
I’expression de régulateurs positifs de la transition G1/S, tels que CDC2 et cycline E2, et
réprime celle du facteur pro-apoptotique Bim. Par contre, ATF3 stabilise p53, augmentant
indirectement son activité transcriptionnelle, mais HBZ contrecarre cet effet (Hagiya et al.,
2011). Ensuite, HBZ interagit avec un autre facteur bZIP, C/EBPa, connu pour réguler
négativement la prolifération cellulaire. Pourtant, C/EBPa est surexprimé chez les patients
atteints d’ATL et HBZ induit son expression dans les lymphocytes T CD4" de souris HBZ-Tg.
Aussi, HBZ contrebalancerait les effets anti-prolifératifs de C/EBPa en altérant son activité
transcriptionnelle, via le recrutement de Smad3, et en dérégulant I’expression de ses genes
cibles (Zhao et al., 2013). Outre les voies de signalisation ATF/CREB, C/EBP, et TGF-/Smad,
HBZ perturbe les voies Wnt, canonique et non-canonique. HBZ s’oppose a ’activation de la
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voie canonique Wnt/B-caténine par Tax, en diminuant I’activité de liaison a I’ADN du facteur
de transcription LEF1. Au contraire, HBZ induit la voie antagoniste de Wnt/B-caténine, en
activant le promoteur du facteur non-canonique Wnt5a via la voie TGF-B. L’expression de
Wnt5a promeut la prolifération et la migration des cellules infectées (Ma et al., 2013a).

Finalement, bz pourrait avoir recours a de nombreuses stratégies pour induire la survie
et donc permettre la prolifération de la cellule infectée. Cependant, les mécanismes de son
action restent encore obscurs. C’est pourquoi, pendant ma these, je me suis concentrée sur
I’étude de certains aspects de cette mécanistique, faisant intervenir les facteurs cellulaires
BDNF, TrkB, JunD, et RPS25, dont les rdles ont été peu, voire pas du tout, abordés de manicre
délibérée, car ils le seront dans la partie « Résultats ».
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Article I : HBZ promeut la survie des cellules T infectées par
HTLV-1 en stimulant la voie autocrine/paracrine BDNF/TrkB

HBZ stimulates brain-derived neurotrophic factor/TrkB autocrine/paracrine signaling to
promote survival of human T-cell leukemia virus type 1-Infected T cells. Nicholas Polakowski,
Marie Terol, Kimson Hoang, Isabelle Nash, Sylvain Laverdure, Hélene Gazon, Gilda Belrose,
Jean-Michel Mesnard, Raymond Césaire, Jean-Marie Péloponése, Isabelle Lemasson. J.Virol.
2014 Nov, 88(22):13482-94. DOI: 10.1128/JV1.02285-14. Epub 2014 Sep 10. N.P. and M.T.
contributed equally to this article.

I. Introduction : I’axe BDNF/TrkB

BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) appartient a la famille des neurotrophines et
joue donc, par définition, un role dans le développement, le maintien, et la plasticité du systéme
nerveux central et périphérique. Cette glycoprotéine est aussi sécrétée par les cellules
immunitaires et intervient, par exemple, dans le développement des cellules T dans le thymus
(Kerschensteiner et al., 2003; Maroder et al., 1996).

A)
1 11 I IV VVh VI VII VIII VIIIh IX
ATG e ATG: ATG . N
[ K - =3 | p P
sowr [ L [t QLA oL
B)
1 18 128 247
' i i I
i BDNF mature H . Peptide signal . Pro-domaine . Région mature
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Figure 10 : Représentation schématique du gene et de la protéine BDNF. (4) Structure du géne BDNF chez
I’homme et le rongeur (adapté de West et al., 2014). Les boites, lignes horizontales en pointillés, ainsi que les
fleches, figurent respectivement les exons, les introns, et les principaux sites d’initiation de la transcription. Les
lignes reliant les exons indiquent un événement d'épissage alternatif. La ligne verticale en pointillés, au sein de
l’exon IX, représente le site accepteur d’épissage. L astérisque indique que ['utilisation de ce TSS est propre aux
rongeurs. ORF, open reading frame ; ATG, codon initiateur de la traduction ; h, spécifique a [’homme ; pA, site
de polyadénylation. (B) L’ORF de BDNF donne lieu a la production d’une pré-pro-neurotrophine (d’apres
Greenberg et al., 2009).

Le géne BDNF comprend 9 exons, le dernier exon renfermant la séquence codante ainsi
que la région 3’UTR (Figure 10A). En amont de I’OREF, la présence de plusieurs exons et sites
d’initiation de la transcription (TSS), permet de moduler la région 5’UTR des transcrits et de
générer plus de 18 ARNm différents. Outre 'utilisation de mécanismes d’épissage alternatif et
de multiples promoteurs, 1’existence de 2 sites de polyadénylation dans I’exon IX, en aval de
I’ORF, autorise la production de deux populations de transcrits, caractérisées par la longueur
de leur 3’'UTR. L’ensemble de ces mécanismes assure une régulation spatio-temporelle de
I’expression de BDNF, en fonction du type tissulaire et de la nature du stimulus. Par exemple,
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dans le systeme nerveux central, I’activité neuronale constitue 1’un plus efficaces inducteurs de
I’expression de BDNF et active préférentiellement le promoteur de 1’exon I'V. La régulation de
la transcription a partir du promoteur IV est complexe et reflete celle des autres promoteurs.
Elle fait intervenir une multitude de facteurs et cofacteurs de la transcription, ainsi que des
séquences régulatrices distales et des modifications des histones et de I’ADN. L’expression de
BDNF' est également controlée au niveau traductionnel. En effet, la région 3’UTR est
déterminante quant a la localisation subcellulaire des transcrits BDNF. De plus, elle est la cible
potentielle de plusieurs miARN, qui pourraient altérer leur stabilité et/ou leur traduction. Enfin,
il existe des transcrits BDNF' antisens, apparemment non codants, qui s’associeraient aux
transcrits sens et réguleraient leur traduction (Greenberg et al., 2009; West et al., 2014).

En dépit de la diversité des messagers de BDNF, leur traduction au niveau du RE génére
un unique précurseur protéique de 247 acides aminés, nommé pré-pro-BDNF (Figure 10B). Ce
dernier encours d’abord un clivage protéolytique en N-terminal, qui autorise son transport du
RE vers le Golgi. La pro-neurotrophine, pro-BDNF, ainsi obtenue est ensuite clivée dans la
cellule par des endoprotéases, au sein du frans-Golgi, ou par des proconvertases, dans des
granules de sécrétion immatures. La maturation de pro-BDNF en BDNF peut aussi s’effectuer
a I’extérieur de la cellule, grace a la plasmine ou a des métalloprotéinases matricielles (MMP)
(Greenberg et al., 2009). Les deux formes pro-BDNF et BDNF sont sécrétées et biologiquement
actives. Pro-BDNF interagit préférentiellement avec p75N™®, un récepteur de la famille TNFR,
qui agit comme promoteur ou suppresseur de tumeur selon le type cellulaire. A I'inverse, la
forme mature BDNF a une plus grande affinité pour le récepteur TrkB (tyrosine kinase receptor
B) et est associée a la survie et la différenciation cellulaire (Hempstead, 2015).

TrkB-TK* TrkB-T1 TrkB-T-She
Bicouche phospholipidique

Domaine de type immunoglobuline

Région riche en cystéine

Motif riche en leucine

Signal de localisation membranaire
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0..00..000‘ IOOOOQOOOOOCOC‘ D.C..O....O..Q DOOOOOOOOO

00000000.‘ DOOOOOOOOQOOOJ 0000000600006 )000860000
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Domaine tyrosine kinase

Résidu tyrosine

11 aa spécifiques a TrkB-T1
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9 aa spécifiques a TrkB-T-Shc

Figure 11 : Les trois principales isoformes du récepteur TrkB et leurs domaines fonctionnels (adapté de
Minichiello, 2009 ; Thiele et al., 2009). EC, extracellulaire ; IC, intracellulaire.

Il existe trois isoformes majeures de TrkB : une forme compléte, TrkB-TK", et deux
formes plus courtes, TrkB-T1 et TrkB-T-Shc, dépourvues de domaine tyrosine kinase (TK)
(Figure 11) (Minichiello, 2009; Thiele et al., 2009). Les récepteurs TrkB-T1 et TrkB-T-Shc
sont générés par épissage alternatif et différent de TrkB-TK" uniquement au niveau de leur
domaine C-terminal cytoplasmique. La partie extracellulaire, commune aux trois isoformes, est
fortement glycosylée et comprend plusieurs domaines : un peptide signal, pour ’adressage de
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TrkB a la membrane plasmique ; deux régions riches en cystéine et un motif riche en leucine,
permettant la liaison de BDNF a forte affinité ; ainsi que deux domaines de type
immunoglobuline, responsables de la spécificité de cette liaison. TrkB-TK" et TrkB-T1 sont
exprimés dans le cerveau et dans les cellules non-neurales, alors que 1’isoforme TrkB-T-Shc est
exclusivement cérébrale (Gupta et al., 2013).

récepteur TrkB-TK*

O Domaine tyrosine kinase

@ Résidu tyrosine

dimére BDNF

IC

Cytosquelette

— d’actine

’
'
/
Y6707 /

Libération
de Ca?*

Plasticité synaptique Différentiation Survie cellulaire Motilité
Neurotransmission Survie cellulaire
Survie cellulaire

Figure 12 : Schéma illustrant les principales voies de signalisation cellulaire activées par TrkB-TK* (adapté
de Minichiello, 2009 ; Thiele et al., 2009). BAD, Bcl-2-associated agonist of cell death ; DAG, diacylglycerol ;
EC, extracellular ; ERK, extracellular signal-regulated kinase ; Frs2, fibroblast growth factor receptor substrate
2 ; Gabl, Grb-associated binder 1 ; GRB2, growth factor receptor-bound protein 2 ; GSK3p, glycogen synthase
kinase 3f ; IC, intracellular ; IP3, inositol-1,4,5-trisphosphate ; MAPK, mitogen-activated protein kinase ; MEK,
MAPK/ERK kinase ; PDPKI, 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 ; PIP2, phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate ; PKC, protein kinase C ; PLCyl, phospholipase Cyl ; RSK, ribosomal protein S6 kinase ; Shc, Src
homology 2 domain containing protein ; SOS, son of sevenless.

Lorsque BDNF se lie, sous forme de dimére, au récepteur TrkB-TK", ce dernier
s’homodimérise et I’autophosphorylation de plusieurs de ses résidus tyrosine (Y) a lieu, dans
la partie cytoplasmique du récepteur (Figure 12) (Minichiello, 2009; Thiele et al., 2009). La
phosphorylation des résidus Y706/707, localisés au sein du domaine catalytique TK, est
caractéristique de D’activation du récepteur TrkB-TK". La phosphotyrosine 515 est reconnue
par les molécules adaptatrices She ou Frs2, alors que la phosphotyrosine Y817 permet I’ancrage
de PLCyl. Ainsi, D’activation de I’axe BDNF/TrkB induit la survie cellulaire via trois
principales voies de signalisation : RassMAPK, PI3K/PDK1/Akt, et PLCy. La phosphorylation
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de PLCyl par TrkB-TK' provoque la libération intracellulaire de Ca*' et I’activation
subséquente de kinases dépendantes de la Calmoduline (CamK). S’en suit la phosphorylation
du facteur de transcription CREB et la transcription de ses génes cibles, parmi lesquels se trouve
le gene BDNF. Le facteur cellulaire Ras joue aussi un rdle clef dans la survie des cellules, via
I’induction des voies PI3K/PDK1/Akt et Raf/MEK/Erk. Par exemple, Erk/MAPK intervient
dans I’activation de CREB. Au contraire, Akt inactive la kinase GSK3-f (glycogen synthase
kinase 3) en phosphorylant sa sérine 9, empéchant ainsi la dégradation de la B-caténine (Cole,
2012). Ce facteur essentiel de la voie Wnt peut alors s’accumuler dans le noyau et induire
I’expression de nombreux genes, en s’associant avec les facteurs de transcription de la famille
TCF/LEF. L’inactivation de GSK3-f et la stabilisation de la B-caténine sont associés a la survie
des cellules T (Ding et al., 2008; Sengupta et al., 2007).

L’activation des récepteurs TrkB-T1 et TrkB-T-Shc par BDNF n’a pas les mémes effets
sur la biologie de la cellule. Ces isoformes, tronquées dans leur partie C-terminale, n’ont pas
d’activité tyrosine kinase ni de domaine d’ancrage pour PLCyl. Seul le récepteur TrkB-T-Shc
conserve un domaine de liaison a Shc (Figure 11). Bien que leur fonction soit encore mal
comprise, TrkB-T1 et TrkB-T-Shc pourraient agir en tant que régulateurs négatifs de ’activité
de TrkB-TK". En effet, ils sont capables de s’hétérodimériser avec TrkB-TK" et d’empécher
son autophosphorylation, et donc la mise en place d’une réponse cellulaire. TrkB-T1 peut
¢galement lier BDNF et induire son internalisation, régulant ainsi la concentration
extracellulaire en BDNF. Enfin, TrkB-T1 pourrait activer certaines voies de signalisation
cellulaire, influengant la morphologie et la prolifération cellulaire (Akil et al., 2016; Fenner,
2012).

Depuis sa découverte, ’axe BDNF/TrkB a été impliqué dans le développement et la
progression de cancers du systéme nerveux mais aussi des tissus non-neuraux. Par exemple, la
forte expression de TrkB-TK" chez les enfants ayant développé un néphroblastome, ou tumeur
de Wilms, s’accompagne d’une réduction significative de leurs chances de survie. A I’inverse,
leur pronostic vital s’améliore lorsque c’est I’expression des isoformes TrkB-T1 et TrkB-T-Shc
qui prédomine au sein de la tumeur. De méme, la co-expression de BDNF et de son récepteur,
TrkB, promeut la survie et la chimiorésistance des cellules tumorales de neuroblastome et
engage donc le pronostic vital des patients. Cette effet dépendrait en partie de 1’activation de
TrkB-TK" et de I’inactivation de GSK3-P via la voie PI3K/Akt (Thiele et al., 2009).

Lors de I’analyse, par la technique de puce a ADN, du profil d’expression génique de
cellules HeLa et Jurkat, exprimant de maniere stable la protéine HBZ du HTLV-1, nous avons
détecté une forte expression de BDNF par rapport aux cellules exprimant le vecteur contrdle.
Nous nous sommes donc penchés sur I’étude de 1’axe BDNF/TrkB dans des lignées T
chroniquement infectées par HTLV-1, ainsi que dans des PBMCs de patients ATL, déplétés en
cellules CD8". Nous avons pu montrer que la protéine HBZ, et non son transcrit, stimule
I’expression de BDNF au niveau transcriptionnel, et que les cellules de patients atteints d’ATL
surexpriment a la fois BDNF et son récepteur TrkB. De plus, ces patients présentent une
concentration sérique anormalement élevée de la forme mature de BDNF, suggérant I’existence
d’une boucle autocrine/paracrine BDNF/TrkB. L’activité de cette boucle a en effet été
confirmée in vitro, dans des lignées chroniquement infectées par HTLV-1, et promeut la survie
de ces cellules, probablement via 1’inactivation de GSK3-f.

I1. Article
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ABSTRACT

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin that promotes neuronal proliferation, survival, and plasticity.
These effects occur through autocrine and paracrine signaling events initiated by interactions between secreted BDNF and its
high-affinity receptor, TrkB. A BDNF/TrkB autocrine/paracrine signaling loop has additionally been implicated in augmenting
the survival of cells representing several human cancers and is associated with poor patient prognosis. Adult T-cell leukemia
(ATL) is a fatal malignancy caused by infection with the complex retrovirus human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1). In
this study, we found that the HTLV-1-encoded protein HBZ activates expression of BDNF, and consistent with this effect, BDNF
expression is elevated in HTLV-1-infected T-cell lines compared to uninfected T cells. Expression of TrkB is also higher in
HTLV-1-infected T-cell lines than in uninfected T cells. Furthermore, levels of both BDNF and TrkB mRNAs are elevated in pe-
ripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from ATL patients, and ATL patient sera contain higher concentrations of BDNF
than sera from noninfected individuals. Finally, chemical inhibition of TrkB signaling increases apoptosis in HTLV-1-infected T
cells and reduces phosphorylation of glycogen synthase kinase 3f3 (GSK-3), a downstream target in the signaling pathway.
These results suggest that HBZ contributes to an active BDNF/TrkB autocrine/paracrine signaling loop in HTLV-1-infected T
cells that enhances the survival of these cells.

IMPORTANCE

Infection with human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) can cause a rare form of leukemia designated adult T-cell leukemia
(ATL). Because ATL patients are unresponsive to chemotherapy, this malignancy is fatal. As a retrovirus, HTLV-1 integrates its
genome into a host cell chromosome in order to utilize host factors for replication and expression of viral proteins. However, in
infected cells from ATL patients, the viral genome is frequently modified to block expression of all but a single viral protein. This
protein, known as HBZ, is therefore believed to modulate cellular pathways necessary for the leukemic state and the chemother-
apeutic resistance of the cell. Here we provide evidence to support this hypothesis. We found that HBZ promotes a BDNF/TrkB
autocrine/paracrine signaling pathway that is known to enhance the survival and chemotherapeutic resistance of other types of

cancer cells. It is possible that inhibition of this pathway may improve treatments for ATL.

1 AA Jorldwide, approximately 15 million people are infected with
VV the complex retrovirus human T-cell leukemia virus type 1
(HTLV-1) (1). Although most HTLV-1 carriers do not experience
pathological effects from infection, a small percentage of this pop-
ulation will develop one of a diverse spectrum of HTLV-1-associ-
ated diseases. Adult T-cell leukemia (ATL) is one of the more
prominent diseases known to be linked etiologically to HTLV-1
infection (2). ATL isa fatal malignancy caused by the uncontrolled
proliferation of infected CD4" T cells that develops following a
persistent viral infection lasting several decades. Chemotherapy
has generally proven ineffective in the treatment of ATL patients
(3), exemplifying the enhanced survival capabilities of ATL cells.

The initial events toward the development of ATL are believed
to involve the viral protein Tax, which displays a number of on-
cogenic properties. In general, the pleiotropic functions of Tax
promote unregulated cell division while concomitantly increasing
the susceptibility of the host cell genome to alterations (4). How-
ever, Tax is likely to be dispensable following the transition to
ATL, as Tax expression is lost in more than half of all ATL patients
(5). Certain mechanisms that eliminate Tax expression involve
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disruption of the proviral promoter, located within the 5’ long
terminal repeat (LTR) (5-7), which also abolishes expression of
the other viral genes carried on the sense strand of the provirus.
However, alterations of the 5 LTR do not block expression of
HBZ, which is encoded by a unique gene on the antisense strand of
the provirus and is regulated by a separate promoter, located in the
3’ LTR (8-11). Indeed, HBZ expression is consistently detected in
ATL samples and is believed to succeed Tax in promoting ATL
progression (9, 12).

Cellular expression of HBZ alone has been shown to produce
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oncogenic effects, some of which recapitulate certain features of
ATL cells. HBZ expression in cell culture models has revealed its
ability to transform immortalized fibroblasts and to prolong sur-
vival of an interleukin-2 (IL-2)-dependent T-cell line following
withdrawal of the cytokine (9, 13). In HTLV-1-infected T-cell
lines, short hairpin RNA (shRNA)-mediated knockdown of HBZ
expression decreases cell proliferation, and in a mouse model, it
reduces organ infiltration and tumor formation by the infected
cells (14). Finally, transgenic mice expressing HBZ through the
CD4 promoter develop lymphomas, with lymphoma cell infiltra-
tion of the lungs, bone marrow, spleen, and liver (15).

Effects of HBZ stem from its ability to deregulate cellular gene
expression. HBZ localizes to the nucleus, where it is able to inter-
act with a number of transcription factors and coactivators,
thereby influencing the activities of these proteins (16). In the
current study, we show that HBZ activates transcription of the
neurotrophin brain-derived neurotrophic factor (BDNF). BDNF
is a secreted protein that classically functions to stimulate neuro-
nal proliferation, survival, and plasticity (reviewed in reference
17). These effects occur via signaling cascades that are activated
upon binding of BDNF to its high-affinity receptor, TrkB. In cer-
tain tumor and leukemic cells, overexpression of TrkB induces a
BDNEF/TrkB autocrine/paracrine signaling loop that promotes the
survival of these cells (18, 19). We found that both BDNF and
TrkB are overexpressed in HTLV-1-transformed T-cell lines and
in CD8 " -depleted cells from ATL patients. Furthermore, we pro-
vide evidence of enhanced survival of HTLV-1-transformed cells
through BDNF/TrkB autocrine/paracrine signaling. It is therefore
possible that this HBZ-mediated effect contributes to the en-
hanced survival capabilities and chemoresistance of ATL cells.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines. Hel.a-HBZ, Hel.a-HBZ-MutAD, and HeL.a-pcDNA clonal cell
lines (20) and 2931/17 cells (ATCC) were cultured in Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 2
mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 50 pg/ml streptomycin. Hela
clonal cell lines were additionally supplemented with 0.5 mg/ml G418.
Hela-HBZ-US, HBZ-MutZIP, and HBZ-AATG clonal cell lines were
generated as described previously (20). Jurkat-HBZ and Jurkat-pcDNA
clonal cell lines (21) and HTLV-1-infected and uninfected T-cell lines
were cultured in Iscove’s modified Dulbecco medium (IMDM) supple-
mented with 10% FBS, 2 mM r-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 50
pg/ml streptomycin. Jurkat clonal cell lines were additionally supple-
mented with 1.5 mg/ml G418.

Transfections and lentiviral infections. For lentiviral infections, 2 X
10°293T/17 cells were culture in 6-cm dishes for 24 h and then transfected
with pMD2.G (0.6 pmol), pMDLg/pRRE (1 pmol), and pRSV-Rev (1
pmol), which are Addgene plasmids 12259, 12251, and 12253, respec-
tively, using calcium phosphate. Cells were also cotransfected with 3 pmol
of the pRNAT-U6.2/Lenti-V1 control or -V2 shRNA-HBZ vector (14).
The medium from each transfection was replaced with 3 ml IMDM-10%
FBS at 24 h. At 48 h, 1.25 X 10° MT-2 cells were suspended in the cleared
virus culture medium and supplemented with 1.5 ml IMDM-10% FBS
and Polybrene (8 pg/ml). The culture medium was replaced with IMDM-
10% FBS 24 h after infection, and cells were cultured in the presence of 1
mg/ml G418 for 1 to 2 weeks. For transfections, 6 X 10° C10/M] cells were
suspended in 0.6 ml RPMI-10 mM dextrose-0.1 mM dithiothreitol (DTT)
with 18 pg p7LEF-Fos-Luc (22) and 0.1 pg pRL-SV40-Luc (Promega)
and electroporated in 0.4-cm cuvettes with a Gene Pulser Xcell instrument
(Bio-Rad), using a single exponential-decay pulse of 200 V and 950 pF.
Cells were cultured in normal medium for 24 h and subsequently serum
starved (0.5% FBS) for 24 h. Cells were then treated with ANA-12 (20
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pM), and luciferase activity was measured 24 h later, as described previ-
ously (23).

Cells and sera from patients. Peripheral blood samples and sera were
used in accordance with French bioethics laws concerning biologic collec-
tions. All experiments using patient samples were approved by the
Ministére de la Recherche and the Comité de Protection des Personnes.
Cells were isolated as described previously (24). Briefly, peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated from EDTA-anticoagulated
blood samples on Ficoll-density gradients and washed in phosphate-buff-
ered saline (PBS). CD8" cells were removed using anti-CD8 paramag-
netic microbeads (Miltenyi Biotec) following the manufacturer’s instruc-
tions. CD8™ cell-depleted PBMCs were then placed in culture wells (in
round-bottomed 24-well plates) at 10° cells/ml in 1 ml of RPMI 1640
medium supplemented with 10% FBS, 2 mM glutamine, and penicillin-
streptomycin. Cells were harvested after 5 days at 37°C in 5% CO,. Sera
were separated from the blood samples as follows: after blood cells were
clotted for 20 min at room temperature, samples were centrifuged at 20°C
and 1,500 X g for 10 min. Sera were then immediately removed and stored
at —80°C prior to analysis.

Analysis of sera from patients. Sera were diluted 1:3 in PBS and ana-
lyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using a BDNF
Emax ImmunoAssay system DuoSel (Promega) as described by the man-
ufacturer. Sera were acid treated and then neutralized as described by the
manufacturer for detection of total BDNF (mature and uncleaved forms).
This step was not required for detection of mature BDNF. Sera analyzed
for mature BDNF were heated at 56°C for 30 min to inactivate HTLV-1in
patient samples.

RNA extraction, cDNA synthesis, and quantitative real-time PCR.
RNA was extracted from cell lines by use of TRIzol reagent (Invitrogen) as
described by the manufacturer. RNA from healthy donor CD4 T cells was
purchased from AllCells. cDNA was synthesized using an iScript (Bio-
Rad) or Revert-Aid (Thermo Scientific) kit as described by the manufac-
turer, with random hexamers or, where indicated, specific primers (for
BDNF, 5 -GAAAGCGGGAACCCTCTAAG; for UBE2D2, 5'-CGTGGG
CTCATAGAAAGCAGTCAA; and for HBZ, 5'-GCAACCACATCGCCT
CCA). Real-time PCR amplification of c¢DNAs from cell
and ¢cDNA purchased from AllCells was performed as described previ-
ously (20). Patient and donor sample processing and real-time PCR were
performed as described previously (24). Standard curves were generated
from each experimental PCR plate for all primer pairs on the plate by
using serial dilutions of an appropriate experimental sample. PCR effi-
ciencies from all plates and primer pairs ranged from 78% to 146%, with
correlation coefficients 0of 0.97 to 1.0. Primers used were as follows: BDNF
set 1 (transcript 1V), 5'-CTGCAGAACAGAAGGAGTACAT (forward)
and 5" -CAGCCTTCATGCAACCAAAG (reverse); BDNF set 2 (all), 5'-G
CAATTGTGTGGTCAGTGGCTCTT (forward) and 5'-CCTGCTGCCA
TGCATGAAACACTT (reverse); TrkB (NTRK2), 5'-CCGTCACCTTGA
CTTGTCTGAACT (forward) and 5'-ATTGGGTATCTGCAGGTTTG
CCAG (reverse); and TrkB-TK™, 5'-CAGCACATCAAGCGACATAAC
(forward) and 5'-CACGCAGACGCCATAGAA (reverse). UBE2D2 refer-
ence primers and HBZ primers have been described previously (20). Sep-
arate HBZ primers were used for the experiments in Fig. 4 and have been
described previously (24). Relative mRNA levels and HBZ mRNA copy
numbers were determined as described previously (20). The number of
TrkB-TK" mRNA copies per UBE2D2 mRNA copy was determined by
amplification of all samples with both primer sets and of serial dilutions of
pSG-TrkB-TK*HU on the same plate. The pSG-TrkB-TK"HU plasmid
contains TrkB-TK™ and UBE2D2 amplification targets. Copy number
ratios were calculated according to the pSG-TrkB-TK HU standard
curve.

Determination of BDNF mRNA half-life. Clonal cells were seeded on
6-cm plates and cultured overnight priorto replacing the normal medium
with medium containing 1 ug/ml actinomycin D (Sigma-Aldrich). Cells
were harvested at the indicated posttreatment times and processed for

lines
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reverse transcriptase PCR (RT-PCR) analysis as described above. Data
analysis was done as described previously (20).

Detection of proteins from cellular extracts and culture media.
Whole-cell extracts were prepared using RIPA buffer as described previ-
ously (25); RIPA buffer was additionally supplemented with Halt phos-
phatase inhibitor cocktail (Thermo Scientific). Proteins from culture me-
dia were prepared by culturing 2 X 10° cells/ml for 24 h in serum-free
medium. Cells and cellular debris were removed from the medium by
centrifugation, and proteins were precipitated from 1.2 ml of the cleared
medium by using trichloroacetic acid at a final concentration of 20%.
Samples were ice chilled for 2 h or 24 h prior to centrifugation. Protein
precipitates were washed twice with 90% acetone-10 mM HCI and sus-
pended in SDS sample dye. Total membrane extracts were prepared as
described previously (26). Proteins {from whole-cell extracts, culture me-
dia, and total membrane extracts were separated by SDS-PAGE and ana-
lyzed by Western blotting as described previously (20). Primary antibod-
ies used for protein detection were as follows: mouse anti-Myc (05-724;
Millipore), mouse anti-actin (MAB1501R; Chemicon International), rab-
bit anti-BDNF (sc-546; Santa Cruz Biotechnology), anti-phospho-Ser9
glycogen synthase kinase 3 (GSK-33) (9336; Cell Signaling), anti-TrkB,
and anti-phospho-Tyr706/707 TrkB (kit 4638; Cell Signaling).

Glutathione S-transferase (GST) pulldown assays. GST-KIX was ex-
pressed and purified as described previously (23). Glutathione-agarose
beads (20 pl) were equilibrated in BC100 (0.1 M KCI, 20 mM HEPES [pH
7.9], 5 mM MgCl,, 20 uM ZnSOy, 20% glycerol, 0.01% Triton X-100, 0.1
mM EDTA, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF], 1 mM ben-
zamidine, 5 pg/ml leupeptin, 5 wg/ml aprotinin, and 2 mM DTT) and
incubated with 50 pmol of GST-KIX at 4°C for 1 h. Beads were then
washed twice with BC100 and combined with 860 pg of whole-cell extract
in BC100-5% bovine serum albumin (BSA). Binding reaction mixtures
were mixed at 4°C overnight, and beads were subsequently washed four
times with BC100 and resuspended in SDS sample dye. Eluted proteins
were resolved by SDS-PAGE. The primary antibody used for HBZ detec-
tion has been described previously (8).

ChIP assays. HeLa clonal cells expressing HBZ or carrying the
emply vector were analyzed. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assays were performed as described previously (27), but using a Zymo-
Spin ChIP kit (Zymo Research). For each antibody, 200 g (100 ul) of
formaldehyde-cross-linked chromatin was diluted to 1 ml with ChIP
dilution buffer; a 10-pl aliquot of undiluted chromatin served as the
input. Antibodies against acetyl-histone H3 (06-559; Millipore) and
RNA polymerase IT (4H8 and 2629; Cell Signaling) were used. Purified
input and ChIP DNA samples were suspended in 50 pl of water. Real-
time PCR amplification of ChIP samples was performed as described
above for quantitative real-time PCR, using 2.5 pl of sample DNA per
15-pl reaction mix. PCR efficiencies ranged from 76.7% to 153.2%,
and correlation coefficients ranged from 0.963 to 0.999. Primers used
were as follows: for BDNF 5/, 5'-TTGTCTTCTGTAGTCGCCAAG
(forward) and 5 -CCAACAGATGCTGGAAGGTAA (reverse); for
BDNE-IV =725, 5 -ATTCCTCTGATACCCAGTGTTG (forward) and
5'-CCCTCCTCCTGAAATTGTGAT (reverse); for BDNE-IV +16, 5'-
ATATGACAGCGCACGTCAAG (forward) and 5'-GCAGGGAGATT
TCATGCTAGTT (reverse); for BDNF-IV +189, 5'-CGCCATGCAAT
TTCCACTATC (forward) and 5'-TCACGTTCCCTTCGCTTAAT
(reverse); and for BDNEF 3’, 5'-TGCAGAATGGCCTGGAATTA (for-
ward) and 5'-GGATGGTCATCACTCTTCTCAC (reverse). Protein
and modification enrichment with each amplicon was quantified rel-
ative to the input, as described previously (28), and the maximum
enrichment obtained was set to 100%.

Immunofluorescence. C10/MJ cells (5 X 10° to 1 X 10° cells/ml) were
seeded on coverslips coated with poly-1-lysine (Sigma-Aldrich) for 24 h.
Coverslips were treated with poly-1-lysine for 1 h at room temperature
and then dried overnight. Cells were then washed with PBS (137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 3 mM Na,HPO,, and 1.5 mM KH,PQ,) and fixed
with PBS-4% paraformaldehyde. Coverslips were then washed with PBS
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and incubated at room temperature for 1 h with primary antibodies at a
1:100 dilution in PBS-1% BSA. Coverslips were then washed with PBS-1%
BSA and incubated at room temperature for 1 h with secondary antibodies
at a 1:400 dilution and with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole; Sig-
ma-Aldrich) in PBS-1% BSA. Coverslips were then washed extensively
with PBS and subsequently with water and mounted on slides using Pro-
Long Gold antifade reagent (Life Technologies). Antibodies were as fol-
lows: mouse anti-BDNF (359258.11; Millipore), rabbit anti-TrkB (H-181;
Santa Cruz Biotechnology), goat anti-rabbit—Alexa Fluor 488, and goat
anti-mouse—Alexa Fluor 635 (Life Technologies). Fluorescence images
were acquired by confocal microscopy using an LSM 700 microscope
(Zeiss), and images were analyzed using Zen software (Zeiss). Identical
settings (except for DAPI staining) were used to acquire images in the
absence or presence of primary antibodies. For Fig. 6B, slides were imaged
using a Nikon Eclipse E600 {luorescence microscope and NIS-Elements
software. [dentical settings were used to acquire dimethyl sulfoxide
(DMSO) and ANA-12 images.

Cell viability assay. Cell viability was determined by trypan blue ex-
clusion. Cells (5 X 10 cells/ml) were grown in IMDM supplemented with
10% or 0.5% FBS in 24-well plates for 24 h. Cells were treated with the
indicated concentrations of ANA-12 (Sigma-Aldrich) or K-252a (Calbi-
ochem) or with an equivalent volume of DMSO for an additional 24 h.

RESULTS

BDNF expression isincreased in the presence of HBZ. We devel-
oped empty vector control and HBZ-expressing clonal cell lines by
using HeLa and Jurkat cells. These cells were subjected to different
microarray analyses, and data obtained from Jurkat and HelLa
clones indicated that expression of BDNF is elevated in the pres-
ence of HBZ. Up to 18 possible transcript variants can be synthe-
sized from the BDNF gene, due to separate transcription start sites
and/or alternative splicing (29). Because sequence differences
among variants encompass 5° untranslated exons, these variants
generally produce identical polypeptides (pro-BDNF) (30). In this
study, we mainly analyzed the transcript designated BDNE-IV
(accession no. NM_170733.3; herein referred to as BDNF), which
we used asa marker of overall BDNF expression, as this variant has
been well defined and was readily detectable in assays, while many
of the other variants were not (data not shown). To confirm the
microarray data, we performed RT-PCR analysis of BDNF in Ju-
rkat clonal cell lines either expressing HBZ or carrying the empty
expression vector (pcDNA3.1). BDNF mRNA was detected in
each of the HBZ-expressing clones but was absent in cells contain-
ing the empty vector (Fig. 1A), suggesting that HBZ induces a
significant increase in BDNF expression.

Based on these results, we compared BDNF expression among
HTLV-1-infected and -uninfected T-cell lines and primary CD4™
T cells from a healthy donor. While BDNF mRNA was detected in
four of the five IHITLV-1-infected T-cell lines tested, it was absent
in all of the uninfected cells (Fig. 1B, top panel). As expected, IIBZ
mRNA was also detected at various levels in all HTLV-1-infected
cell lines (Fig. 1B, bottom panel).

We also examined BDNF and HBZ protein levels among the
cell lines. Culture media from the HITLV-1-infected cell lines con-
tained more secreted BDNF than that detected in media from
uninfected Jurkat and CEM cells (Fig. 1C). Detection of secreted
BDNF from C8166/45 cells suggests that one or more variants
other than BDNF-IV are expressed in these cells. Culture media
contained both mature and pro-BDNF (quantified in Fig. 1D),
which are the cleaved and unprocessed forms of the protein, re-
spectively. Mature BDNF is known to promote cell survival (17),
while pro-BDNF has been shown to induce apoptosis in certain
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FIG 1 HBZ upregulates BDNF expression. (A) BDNF expression in Jurkat clonal cell lines stably expressing HBZ-S1 or carrying the empty vector. RT-PCR was
performed using cDNAs prepared with gene-specific primers for BDNF, UBE2D2, and HBZ. (B) BDNF expression in uninfected and HTLV-1-infected T-cell
lines. The upper panel shows levels of BDNF and UBE2D2 mRNAs analyzed by RT-PCR. RT-PCR was performed using cDNAs prepared with gene-specific
primers for BDNF and UBE2D2. The lower panel shows the numbers of copies of HBZ mRNA per copy of UBE2D2 mRNA in the cell lines. cDNAs were prepared
using gene-specific primers for HBZ and UBE2D2 for quantitative real-time PCR. The graph shows data obtained with RN As identical to those used for the upper
panel. (C) Western blot detection of BDNF in culture media of uninfected and HTLV-I-infected T-cell lines. The membrane in the upper panel was probed with
a BDNF antibody. The lower panel shows the membrane stained with Ponceau S. (D) Western blot quantification of secreted mature and pro-BDNF {rom three
independent experiments. Band densities were quantified using ImageQuant TL (GE Healthcare) and adjusted to the percentage of total mature and pro-BDNF
(set to 100%). (E) Western blot detection of HBZ in HTLV-1-infected T-cell lines. The membrane in the upper panel was probed with an HBZ antibody. The
lower panel shows the membrane stained with Ponceau S. No WCE, no whole-cell extract. (F) BDNF and TIBZ expression in MT-2 cells transduced with
negative-control (V1) and HBZ (V2) shRNA lentiviral vectors. The graph shows real-time PCR data from two independent transfection assays, with values
normalized to that for V1 (set to 1).

cell types, through p75™"™® (31). Levels of HIBZ protein were also  HBZ protein in each of the IITLV-1-infected cell lines. Differences
analyzed in these cells (Fig. 1E). Utilizing the high-affinity inter-  in BDNF expression among these cell lines may reflect their het-
action between HBZ and the KIX domain of p300/CBP (23), we  erogeneity, with chromosomal and epigenetic variations possibly
precipitated HBZ from whole-cell extracts by using GST-KIX  influencing BDNF transcription. To corroborate that HBZ up-
bound to glutathione beads. This approach allowed us to effi- regulates BDNF expression in infected cells, we used shRNA to
ciently detect HBZ despite limitations in the sensitivity of our knockdown HBZ in MT-2 cells and observed a reduction in both
HBZ antibody and by avoiding background arising from the an- HBZ and BDNF mRNAs (Fig. 1F). These results suggest that HBZ
tibody light chain, which resolves with HBZ by SDS-PAGE follow-  is involved in activating BDNF expression in HTLV-1-infected T
ing immunoprecipitation. We detected various amounts of the  cells.
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FIG 2 The ZIP domain of HBZ is required for transcriptional activation of
BDNF. (A and B) BDNF expression in HeLa clonal cell lines containing the
indicated expression vectors (HBZ-S1 wild type and mutants and HBZ-US
wild type). The graphs show results from real-time PCR amplification of
BDNF normalized to amplification of UBE2D2. Values correspond to three
independent experiments and were calculated relative to one data set for
cells with pcDNA3.1 alone. Error bars show standard deviations. *, P <
0.05; **, P < 0.005 (two-tailed Student ¢ test). Lower panels show Western
blots of whole-cell extracts prepared from cell lines corresponding to those
listed above. Membranes were probed with a Myc antibody for detection of
epitope-tagged HBZ and then stripped and probed for actin. ns, nonspe-
cific band.

HBZ regulates BDNF expression at the level of transcription.
To gain insight into how HHBZ activates BDNF expression, we were
interested in identifying domains in HBZ that mediated the effect.
We established HeLa clonal cell lines that express wild-type HBZ
or HBZ mutants (IHIBZ-MutAD, HIBZ-MutZIP, and HBZ-AATG)
or that carry the empty expression vector (pcDNA3.1). HBZ-Mu-
tAD contains point mutations in the N-terminal activation do-
main that suppress the interaction between HBZ and the cellular
coactivators p300 and CBP (32). IIBZ-MutZIP contains point
mutations in the C-terminal leucine zipper (ZIP) domain that
suppress inleractions between HBZ and cellular bZIP factors in
the ATF/CREB and Jun families (20). Finally, HBZ-AATG con-
tains a point mutation in the start codon that prevents translation
of the HBZ mRNA (33), as a previous study correlated enhanced
cellular survival with the HBZ mRNA rather than the protein (9).
Among these cell lines, we found that relative BDNF mRNA levels
were elevated with wild-type HBZ or HBZ-MutAD but not with
HBZ-MutZIP or HBZ-AATG (Fig. 2A). These data show that
BDNF activation occurs through the HBZ protein and that the
ZIP domain of IIBZ is essential for this effect.

The clonal cell lines initially analyzed expressed the splice 1
variant of HBZ (HBZ-S1), which is expressed predominantly in
ATL cells (34). We were also interested in testing whether the
unspliced variant of HBZ (HBZ-US) similarly activated BDNF
expression. Using HeLa cells, we established clonal cell lines ex-
pressing HBZ-US and found that these cells contained elevated
levels of BDNF mRNA relative to cells carrying the empty vector
(Fig. 2B).
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Given that IIBZ interacts with multiple cellular proteins that
regulate transcription, we expected HBZ to activate transcription
from the BDNF promoter. Ilowever, in reporter assays, the pro-
moter of the BDNF-IV gene proved to be unresponsive to HBZ
(data not shown), suggesting that HIBZ functions through an al-
ternative mechanism. In addition to regulation through the pro-
moter, BDNF expression is controlled by an antisense transcript
and a small interfering RNA that targets the 3’ untranslated region
(3" UTR) (35, 36). We found that HBZ did not affect either of
these pathways (data not shown). To test whether the increase in
BDNF mRNA was due to stabilization of the transcript, we used
actinomycin D to block transcription elongation (37). This treat-
ment led to a slight decrease in the BDNF mRNA half-life in the
presence of HBZ (1.3 h versus 1.5 hin cells with pcDNA3.1 alone)
(Fig. 3A), demonstrating that HBZ does not stabilize the tran-
script.

We additionally performed ChIP assays to test for markers of
active transcription across the BDNF gene. We found that the
HeLa clones carrying the empty vector or expressing IIBZ each
showed a peak of acetyl-histone H3 enrichment at the BDNF-IV
promoter and just downstream of the BDNF-IV transcription
start site (Fig. 3B). Enrichment of this histone mark was greater in
the cells expressing IIBZ. Furthermore, cells expressing IIBZ ex-
hibited greater enrichment of RNA polymerase II at the two
BDNF-1IV downstream sites than that in cells carrying the empty
vector (Fig. 3C). These data provide evidence for transcriptional
regulation of BDNF by HBZ.

HTLV-1-infected T-cell lines express TrkB. Our findings that
HTLV-1-infected T cells produce BDNF led us to test whether
these cells also express the BDNF receptor, TrkB. We first com-
pared levels of TrkB mRNA among uninfected T-cell lines, HTLV-
1-infected T-cell lines, and primary CD4™ T cells (rom a healthy
donor. Because multiple TrkB transcript variants exist, we initially
analyzed total TrkB mRNA levels through the use of a real-time
PCR primer set that targets all of the variants. In this analysis, each
of the HTLV-1-infected T-cell lines exhibited significantly more
total TrkB expression than that in the uninfected T-cell lines and
the primary T cells (Fig. 4A). A subset of the TrkB transcript vari-
ants lack exons encoding the tyrosine kinase domain that is asso-
ciated with prosurvival signaling (38). Using real-time PCR prim-
ers that selectively target transcripts encoding the kinase domain
(TrkB-TK™), we found that levels of these transcripts were signif-
icantly elevated in the HTLV-1-infected T-cell lines compared to
the uninfected CD4 " T cells (Fig. 4B). Furthermore, we were able
to detect the full-length TrkB (TrkB-TK™) protein in total mem-
brane fractions from HTLV-1-infected cells but not from Jurkat
cells (Fig. 4C).

We then performed indirect immunofluorescence microscopy
to analyze the distribution of TrkB in HTLV-l-infected cells. Us-
ing C10/M]J cells, we found that most of the TrkB appeared to
localize to the cell surface and, importantly, that BDNF similarly
localized at the cell surface (Fig. 4D). Based on this observation,
we tested whether the TrkB receptor was stimulated in these cells,
as stimulation of TrkB-TK™ through binding of BDNF leads to
autophosphorylation of the receptor. Consistent with the immu-
nofluorescence data, we detected TrkB phosphorylation (Fig. 4E,
lane 1). Furthermore, treatment of cells with the TrkB antagonist
ANA-12 (39) abolished this modification (Fig. 4E, lane 2). These
results indicate that mature BDNF produced by cells binds to and
activates the TrkB receptor.
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FIG 3 HBZ activates the promoter of BDNF-IV. (A) BDNF mRNA stability in
HeLa clonal cell lines expressing HBZ-S1 or carrying the empty vector. The
graph shows real-time PCR analysis of ¢cDNA prepared from actinomycin
D-treated cells for the indicated times, normalizing BDNF amplification to
-actin amplification. BDNF mRNA levels were set to 100% at 0 h for both cell
lines, and data were averaged from two independent experiments. (B) Levels of
histone H3 acetylation (acH3) enrichment over that of the BDNF gene in cells
expressing HBZ-S1 or carrying the empty vector. ChIP assays were performed
using an antibody directed against acH3, and relative levels of acH3 at the
indicated sites were normalized to 1% of the input DNA following quantitative
real-time PCR and graphed with respect to the highest level of enrichment (set
to 100%). The graph shows data averaged from two independent ChIP assays.
The diagram depicts the >>67-kb gene, with exons indicated as rectangles. (C)
Levels of RNA polymerase II (Pol.IT) enrichment over that in the BDNE-IV
region in cells expressing HBZ-S1 or carrying the empty vector, with data
averaged from two independent ChIP assays. The middle of each amplicon is
indicated with respect to the BDNF-TV transcription start site.

Expression of BDNF and TrkB is upregulated in ATL patient
cells. In addition to HTLV-1-infected T-cell lines, we analyzed
BDNF and TrkB expression in CD8 "-depleted cells isolated from
HAM/TSP (HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic parapa-
resis; a separate HTLV-1-associated disease) and acute ATL patients
and from asymptomatic carriers (AC) (Table 1). We found that rel-
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ative BDNF mRNA levels were significantly higher in HAM/TSP and
ATL patient samples than in AC samples (Fig. 5A). This observation
was associated with elevated levels of IIBZ mRNA in both sets of
patient samples compared to the AC samples (Fig. 5C). In addition to
BDNF, TrkB mRNA levels were significantly higher in ATL samples
than in AC samples, while, in contrast, no significant difference in
TrkB expression was observed between HAM/TSP and AC samples
(Fig. 5B).

We additionally evaluated serum concentrations of BDNF in
patients and noninfected individuals (NI). In this analysis, acid
treatment of samples yielded detection of both pro- and mature
BDNF, while only mature BDNF was detectable in untreated sam-
ples (see Materials and Methods). Analysis of acid-treated samples
showed that serum concentrations of BDNF were similar between
the NI and HAM/TSP groups bul were significantly elevated in the
ATL group (Fig. 5D). Similar results were obtained when samples
were left untreated (Fig. 5E), suggesting that most serum BDNF is
the mature form. Overall, these results show that ATL patient cells
possess the necessary components for BDNF/TrkB autocrine/
paracrine signaling.

A BDNF/TrkB autocrine/paracrine loop promotes survival
of HTLV-1-infected cells. Evidence of BDNF and TrkB colocal-
ization at the cell surface and phosphorylation of TrkB suggested
that a BDNF/TrkB autocrine/paracrine signaling loop was active
in infected cells. To test this hypothesis, we analyzed the effects of
small-molecule inhibitors of BDNF/TrkB signaling on the sur-
vival of cells stressed by serum starvation. K-252a is a tyrosine
kinase inhibitor that specifically targets the Trk receptor family at
low concentrations (40) (see Fig. 7B). Effects of K-252a were ini-
tially evaluated on C10/M] cells, as these cells contained interme-
diate levels of BDNF and TrkB-TK " RNAs in the panel of HTLV-
1-infected cells that we tested. Following treatment of the cells
with K-252a, we observed a significant increase in cell death at
drug concentrations of 100 and 200 nM relative to that with the
DMSO vehicle control (Fig. 6A). These effects were independent
of the culture conditions (normal serum versus serum-starved
conditions), although serum-starved cells additionally exhibited
increased death ata K-252a concentration of 50 nM (Fig. 6A). Itis
important that the K-252a concentrations we used were the same
as or lower than those used to inhibit TrkB signaling in other
studies (see reference 18). However, to confirm that these results
were specifically due to inhibition of this pathway, we also em-
ployed a TrkB antagonist, ANA-12 (see Fig. 7B). Using indirect
immunofluorescence microscopy, we observed an apparent re-
duction in BDNF at cell surfaces in the presence of ANA-12 (39)
(Fig. 6B). In serum-starved cultures, ANA-12 induced a signifi-
cantincrease in cell death compared to that with DMSO (Fig. 6C).

We were also interested in testing whether K-252a and ANA-12
increased cell death in ATL-2s cells. While C10/M] cells were es-
tablished using an in vitro coculture approach, ATL-2s cells were
derived directly from an ATL patient and therefore may be more
physiologically similar to ATL patient cells. Overall, these cells
proved to be more sensitive to culture conditions, as they exhib-
ited more background cell death than C10/M]J cells. Treatment
with either K-252a or ANA-12 led to a significant increase in cell
death that was independent of serum concentrations in the cul-
ture (Fig. 6D).

To confirm that these inhibitors did not influence survival in
the absence of TrkB, we analyzed Jurkat cells as well as the empty
vector-carrying and HBZ-expressing clonal cell lines that were
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to data for the CD4 ™ cells (set to 1). (B) Expression of TrkB variants containing the tyrosine kinase domain (TrkB-TK ")} in CD4" and HTLV-1-infected T cells.
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The graph shows TrkB-TK" mRNA copy numbers normalized to one copy of UBE2D2 mRNA. Values correspond to two independent experiments. (C)
Expression of the full-length TrkB protein in HTLV-1-infected cells. Western blot analysis was performed to detect TrkB in total membrane preparations from
Jurkat cells and HTLV-1-infected T-cell lines. The membrane in the upper panel was probed with a TrkB antibody. The lower panel shows the same samples
stained with Coomassie blue. (D) Colocalization of TrkB and BDNF on the surfaces of HTLV-1-infected C10/M] cells. Cells were analyzed by indirect
immunofluorescence microscopy (magnification, X40; Zeiss LSM 700 microscope) using TrkB and BDNF antibodies or with secondary antibodies alone (lower
panels). Nuclei were stained with DAPL Bars, 10 pm (upper panels) and 5 pm (middle and lower panels). (E} Western blot detection of phosphorylated TrkB
in C10/M]J cells treated with DMSO or the TrkB antagonist ANA-12 (20 p.M) prior to preparation of whole-cell extracts. The membrane in the upper panel was
probed with a phosphorylation-specific TrkB antibody. The lower panel shows the same membrane stripped and reprobed with an actin antibody.

established from Jurkat cells. The only significant effect of either
compound was observed in Jurkat cells, which exhibited a slight
increase in death in 10% serum cultures treated with K-252a (Fig.
7A). These results support a prosurvival role for TrkB autocrine/
paracrine signaling in HTLV-1-infected T cells.

Finally, we were interested in confirming whether downstream
signaling occurs in HTLV-1-infected T cells in response to activa-
tion of TrkB by mature BDNF. The downstream effects of BDNF

13488 jvi.asm.org

have been characterized extensively for neurons and the brain. In
these systems, active GSK-38 opposes the effects of BDNF (41),
and consequently, certain signaling pathways downstream of
TrkB converge on inactivation of GSK-3, in part through phos-
phorylation of its serine 9 residue. In the context of T cells, active
GSK-3 is associated with cell death following activation, while
inhibition of the enzyme increases activated T-cell survival (42).
Based on this information, we compared the effects of ANA-12
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TABLE 1 Clinical features of ATL patients

BDNF/TrkB Loop Aids Survival of HTLV-1-Infected Cells

Subtype at % ATL Presence of
Patient no. Sex Age (yr) diagnosis Cytogenetics? cells hypercalcemia
1 Female 61 Acute Tetraploidy 78 Yes
2 Female 50 Acute Tetraploidy 55 No
3 Female 44 Acute del6, der7, add8, add 13, derl14, del18 65 No
4 Male 68 Acute derl, add2, +2, add4, der7, +7, add10, +10 70 Yes

@ del, deletion; der, derivative chromosome; add, additional material of unknown origin; +, gain of a chromosome.

and K-252a on GSK-30 serine 9 phosphorylation in Jurkat and
HTLV-1-infected T-cell lines. We found that the level of GSK-383
phosphorylation was higher in Jurkat cells than in HTLV-1-in-
fected cells, and both drugs caused a slight increase in the level of
phosphorylation in these cells (Fig. 8A). In contrast, both ANA-12
and K-252a reduced the levels of GSK-3 phosphorylation in the
three HHTLV-1-infected T-cell lines that were tested (Fig. 8A).
One important function of GSK-38 is to phosphorylate
B-catenin and mark it for degradation (43). Interestingly, inhibi-
tion of this process is expected to lead to the survival of Treg cells
through stabilization of B-catenin (44), which may relate to recent
similarities described between ATL and Treg cells (45). We used a
luciferase assay to test whether the drug-induced dephosphoryla-
tion of GSK-33 was associated with a decrease in transcription
activated by B-catenin. C10/M] cells were transfected with p7LEF-
Fos-Luc, which is activated through formation of an LEF1/B-
catenin complex (22). We found that ANA-12 caused a significant
decrease in luciferase activity (Fig. 8B), suggesting that dephos-

phorylation, and therefore reactivation, of GSK-3@ contributes to
areduction in B-catenin activity. These observations correlate en-
hanced survival through BDNF/TrkB autocrine/paracrine signal-
ing with GSK-3 inactivation in HTLV-1-infected T-cell lines.

DISCUSSION

In this study, we found that the protein encoded by the HTLV-1
antisense gene, HBZ, activates expression of the neurotrophin
BDNF. In addition, we found that IITLV-1-infected T cells ex-
press high levels of TrkB, which serves as the high-affinity receptor
for BDNF. In addition to its central role in neuronal survival, the
interaction between BDNF and TrkB is believed to facilitate T-cell
development. Survival of immature thymocytes has been reported
lo involve constitutive expression of TrkB, which is activated by
BDNF produced from thymic stromal cells (46). However, as
these early thymocytes progress through stages of differentiation,
TrkB expression declines (46). In circulating T cells, it is unclear
whether BDNF/TrkB signaling is significant, as either these cells
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FIG 5 Comparison of BDNF and TrkB expression among samples from HAM/TSP and ATL patients and asymptomatic carriers. Box plots show mRNA levels
of BDNF (A), TrkB (B), and HBZ (C), expressed in arbitrary units (A.U.), in CD8 " -depleted PBMCs from asymptomatic carriers (AC) and HAM/TSP and ATL
patients following 5 days of culture (4 samples per group). Horizontal lines from the bottom to the top of each plot show the minimum value, the 25th percentile,
the median, the 75th percentile, and the maximum value. *, P << 0.05; **, P < 0.005 (two-tailed Student ¢ test). The TrkB and BDNEF primers used for real-time
PCR amplified all transcript variants. (D and E) BDNF concentrations in acid-treated (D) and untreated (E) specimens. Box plots show ELISA results for sera
from noninfected individuals (NI} and HAM/TSP and ATL patients (4 samples per group}, using the same plot indices as those described above.
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do not express TrkB or its expression is mainly restricted to Thl
cells (47, 48). BDNF expression in T cells is similarly disputed and
has been analyzed in the context of a direct role played by the
immune system in repair of neuronal damage rather than for T-
cell survival (47-50). It is possible that induced BDNF expression
is restricted to T-helper subtypes and depends on antigen-medi-
ated activation of these cells (51). Our results indicate that CD8 " -
depleted PBMCs from healthy donors and asymptomatic HTLV-1
carriers do not express BDNF and express only low levels of TrkB,
suggesting that BDNF/TrkB signaling does not support the sur-
vival of these cells.

A different pattern emerged for CD8*-depleted PBMCs from

13490 jviasm.org

ATL patients. These cells contained elevated levels of BDNF and
TrkB mRNAs, and additionally, ATL patients exhibited high se-
rum concentrations of BDNF. This trend of elevated BDNF and
TrkB expression extended to T-cell lines transformed with
HTLV-1. Furthermore, these cell lines showed evidence of active
BDNF/TrkB autocrine/paracrine signaling, which served to en-
hance their survival. Members of the Trk receptor family were
originally characterized as oncogenes, and TrkB/BDNF signaling,
specifically, is known to contribute to the survival of certain types
of tumor and leukemic cells (18, 19). For example, activation of
TrkB induces resistance to chemotherapeutic agents in neuroblas-
toma cells (52, 53). Therefore, BDNF/TrkB autocrine/paracrine
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signaling in HTLV-1-infected T cells may be one of the factors
underlying the overall ineffectiveness of chemotherapeutic treat-
ments for ATL. This premise takes into account our finding that
HBZ activates BDNF expression and previous data showing that
HBZ is commonly the only viral protein expressed in cells from
ATL patients (5).

Culture media from some HTLV-1-infected cells contained
pro-BDNF in addition to the mature form of the protein. While
pro-BDNF has been reported to stimulate TrkB (54), it also inter-
acts with p75™® independently of TrkB, which in neurons and a
limited number of other cell types induces apoptosis (31). It is
unclear whether pro-BDNF produces a similar effect on IHITLV-1-
infected cells, as activation of ¢-Jun N-terminal kinase (JNK) is
essential for apoptotic signaling through p75~™® in cultured neu-
rons (55). During HTLV-1 infection of T cells, JNK is activated,
and this has been associated with the immortalization of infected
T cells rather than cell death (56), suggesting that these cells may
be resistant to the apoptotic effects of pro-BDNEF. Interestingly,
the Tax protein is implicated in JNK activation and is also known
to inhibit a variety of apoptotic signals (57). It is therefore possible
that the presence of Tax during infection would oppose p75~"*
apoptotic signals. In patient sera, mature BDNF was the predom-
inant form of the protein, and therefore, signaling through TrkB is
expected to occur in HTLV-1-infected T cells in the peripheral
blood.

November 2014 Volume 88 Number 22

We found that HBZ activates BDNF expression at the level of
transcription. However, the BDNF-IV promoter proved to be un-
responsive to HBZ in the reported assays. It is possible that this
promoter does not encompass cis-elements affected by the viral
protein, as the BDNF gene contains nine separate transcription
start sites distributed over more than 60 kb of DNA (29, 30, 58,
59). Alternatively, HBZ may activate transcription through a dis-
tal enhancer. This hypothesis is based on our frequent observa-
tions that while HBZ may activate expression of a particular en-
dogenous cellular gene, it does not activate transcription from the
promoter of that gene in the context of a reporter construct (20;
unpublished data). Our data indicate that IIBZ regulates BDNF
transcription through an interaction with a cellular bZIP factor.
Upon associating with HBZ, most bZIP factors are blocked from
binding DNA and activating transcription, with JunD serving as
the exception (60). Indeed, a complex consisting of HBZ, JunD,
and Sp1 has been shown to positively regulate transcription (13,
61). Based on this observation and recent evidence that Sp1 func-
tions at enhancers (62), itis possible that an HBZ/JunD/Sp1 com-
plex is involved in the activation of BDNF expression.

Elevated TrkB levels in HTLV-1-infected T cells were not di-
rectly associated with the activities of HBZ or Tax. Indeed, HBZ-
expressing clonal cell lines did not exhibit significant differences
in TrkB expression compared to cell lines carrying the empty ex-
pression vector, and transient cellular expression of Tax did not
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FIG 8 Inhibition of BDNF/TrkB signaling decreases downstream phosphor-
ylation of GSK-33. (A) The Western blot in the upper panel shows detection of
serine 9 phosphorylation of GSK-38 in the indicated cell lines treated with
DMSO, ANA-12 (20 M}, or K-252a (100 nM). Cells were cultured with 0.5%
FBS for 24 h and then received the indicated drug treatments for 6 h. The lower
panel shows the same membrane stripped and then probed for actin. (B)
ANA-12 treatment restores GSK-3f3 activity. C10/M] cells were transfected
with p7LEF-Fos-Luc and pRL-SV40-Luc (internal standard), cultured in 0.5%
serum, and treated with DMSO or 20 uM ANA-12. The graph shows data from
four independent transfection assays, with values showing the average lumi-
nescence normalized to that of the DMSO treatment (set to 100). **, P < 0.005
(two-tailed Student ¢ test).

affect TrkB mRNA levels (data not shown). Furthermore, levels of
Tax expression did not correlate with levels of TrkB expression in
patient samples (data not shown). Therefore, the mechanism re-
sponsible for TrkB expression in the infected cells is unclear. Con-
sidering the known oncogenic properties of TrkB, it would be
interesting to identify the cellular and/or viral components re-
sponsible for activating and sustaining its expression during
HTLV-1 infection. It is interesting that in rabbits inoculated with
IITLV-1, gag/pol and tax/rex transcripts were shown to be initially
high in PBMCs but then declined and eventually became unde-
tectable (63), In contrast, bz transcript levels increased and even-
tually stabilized, which paralleled changes in the number of in-
fected cells (63). These observations implicated HBZ in survival of
infected cells in rabbits. Taking that study into account, it is pos-
sible that TrkB expression is regulated by a combination of events
occurring during early HTLV-1 infection and that later expression
of IIBZ then implements the full BDNF signaling loop.
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III. Discussion

La protéine HBZ du HTLV-1 joue un rdle central dans le développement et le maintien
de I’ATL. En effet, c’est le seul facteur viral dont I’expression soit détectée dans 100% des cas
d’ATL. De plus, HBZ stimule I’acquisition de certaines caractéristiques tumorales par la cellule
infectée. La présente étude apporte de nouvelles pistes quant aux mécanismes par lesquels HBZ
induit la survie et la chimiorésistance des cellules ATL.

Nous avons pu démontrer qu’HBZ stimule I’expression du géne codant pour le facteur de
croissance BDNF. En fait, HBZ active la transcription a partir du promoteur de I’exon IV de
BDNF'. Toutefois, des tests effectués a I’aide d’un vecteur rapporteur indiquent que la protéine
HBZ n’active pas directement le promoteur de BDNF-IV (données non publiées). L’absence
de certaines séquences régulatrices proximales, voire distales, pourrait expliquer les résultats
obtenus avec notre vecteur. D’autre part, 1’ajout de modifications épigénétiques a été rapporté
comme intervenant dans la régulation de 1’expression de BDNF (West et al., 2014). Aussi, par
la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), nous avons pu observer un pic
d’acétylation de I’histone H3 et de recrutement de I’ARNpol II au niveau du promoteur IV,
témoignant de 1’activation de la transcription. Cet enrichissement s’est avéré plus important
dans les cellules HeLa exprimant HBZ, suggérant une possible action d’HBZ au niveau
épigénétique. Nos résultats montrent que I’activation de la transcription, a partir du promoteur
de ’exon IV de BDNF, requiert I’interaction d’HBZ avec un facteur de type bZIP. Or, JunD est
le partenaire de prédilection d’HBZ. Ensemble, ils régulent positivement 1’expression du gene
hbz, en coopération avec Spl (Gazon etal., 2012). Sp1 étant capable de lier I’ADN et de recruter
des facteurs de remodelage de la chromatine, tels que p300/CBP et SWI/SNF, le complexe
HBZ/JunD/Sp1 pourrait intervenir dans 1’activation de la transcription de BDNF (Wierstra,
2008).

Outre son role dans le développement, le maintien, et la plasticité du systéme nerveux,
I’axe BDNF/TrkB intervient dans le développement des lymphocytes T au sein du thymus. En
effet, les cellules stromales y sécrétent la neurotrophine BDNF, soutenant ainsi la survie des
thymocytes immatures qui expriment alors TrkB. Une fois le processus de différenciation
achevé, I’expression de TrkB serait majoritairement éteinte dans les lymphocytes T (Maroder
et al., 1996). Quant a I’expression de BDNF dans les cellules T, elle serait induite suite a la
présentation antigénique (Kerschensteiner et al., 2003). Dans cette étude, I’expression de BDNF
et de son récepteur TrkB était faible, voire indétectable, chez les donneurs sains et les porteurs
asymptomatiques du virus, suggérant I’indépendance, vis-a-vis de I’axe BDNF/TrkB, de ces
cellules pour leur survie. Par contre, nous avons pu détecter une forte expression de BDNF et
de TrkB, dans les PBMCs déplétés en cellules CD8" de patients atteints d’ATL aigué,
confirmant nos résultats obtenus dans les lignées T chroniquement infectées par HTLV-1. De
plus, la présence d’une concentration élevée de la forme mature de BDNF, dans le sérum de ces
patients, va dans le sens d’une sécrétion autocrine ou paracrine de BDNF. Aussi, nous avons
controlé Iactivation de TrkB-TK" dans les cellules T infectées par HTLV-1 et démontré
I’importance d’une boucle autocrine/paracrine BDNF/TrkB dans la survie de ces cellules. Etant
donné I"implication de la voie BDNF/TrkB dans la survie et la chimiorésistance de certains
types de cellules tumorales et leucémiques, il est possible que I’activation de cette voie de
signalisation par HBZ soit en partie responsable de 1’échec des traitements actuels de I’ATL
(Li et al., 2009b; Thiele et al., 2009). La boucle autocrine/paracrine BDNF/TrkB pourrait donc
constituer une cible de choix pour I’amélioration des chances de survie et de rémission des
patients ATL.
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Article 2 : HBZ transforme le suppresseur de tumeur JunD en
promoteur de tumeur en inhibant D’expression de la protéine
ribosomale RPS25 (manuscrit en préparation)

HBZ-mediated shift of JunD from growth suppressor to tumor promoter by inhibition of
ribosomal protein S25 expression. Marie Terol, Héléne Gazon, Isabelle Lemasson, Madeleine
Duc Dodon, Benoit Barbeau, Raymond Césaire, Jean-Michel Mesnard, Jean-Marie Péloponese.

I. Introduction : JunD, un acteur majeur de la transformation cellulaire
induite par hbz

Les dimeres Jun/Jun et Jun/Fos, de la superfamille AP-1, interviennent dans le controle
de Dl’expression de nombreux geénes cellulaires et jouent un rdle déterminant dans la
prolifération, la survie, et la transformation cellulaire. Outre la présence d’un domaine bZIP,
nécessaire a leur dimérisation et a leur liaison a I’ADN, certains facteurs de transcription Jun et
Fos disposent d’un puissant domaine de trans-activation, associé a une forte capacité
transformante. C’est le cas des protéines c-Fos, FosB, et c-Jun. A I’inverse, JunB et JunD
présentent une activité trans-activatrice faible, en comparaison a celle de c-Jun, et agissent
plutét comme suppresseurs de tumeur. Quant aux protéines Fra-1 et Fra-2, elles sont dénuées
de domaine de trans-activation et présentent une faible activité oncogene in vitro. Néanmoins,
leur surexpression s’accompagne du développement de tumeurs chez la souris, suggérant
qu’elles pourraient compenser I’absence de ce domaine en s’association avec d’autres facteurs
AP-1. En effet, il a ét€ montré que la nature et I’intensité de la réponse AP-1 dépend en partie
du contexte cellulaire et de la composition des dimeres AP-1 (Eferl and Wagner, 2003).

Les cellules T primaires, isolées de patients atteints d’ATL, présentent une activité¢ AP-1
constitutive. De plus, I’ARNm de junD y est surexpimé et les complexes AP-1 contiennent
principalement le facteur de transcription JunD (Mori et al., 2000). Aussi, le role de la voie de
signalisation AP-1 dans le développement de I’ATL a-t-il été étudié. Bien que la protéine Tax
du HTLV-1 soit capable d’activer la voie AP-1 dans les cellules T infectées, son expression est
rarement détectée chez les patients ATL, suggérant I’intervention d’autres facteurs viraux et/ou
cellulaires (Hall and Fujii, 2005). Or, il a été montré que le facteur viral HBZ, dont I’expression
est constitutive dans les cellules ATL, s’hétérodimérise avec les protéines c-Jun, JunB, et JunD,
via leur domaine ZIP, et module leur activité transcriptionnelle (Basbous et al., 2003; Thébault
et al., 2004). Par contre, HBZ ne s’associe pas a c-Fos, ce qui n’est pas surprenant étant donné
qu’il s’agit d’un facteur de type c-Fos et que les membres Fos ne s’homodimérisent pas
(Matsumoto et al., 2005). De par son interaction avec c-Jun et JunB, HBZ diminue leur capacité
de liaison a I’ADN (Basbous et al., 2003). De plus, il induit leur séquestration dans des zones
transcriptionnellement inactives, appelées « HBZ-nuclear bodies » (Clerc et al., 2009; Hivin et
al., 2007). Enfin, HBZ promeut la dégradation protéasomale du facteur c-Jun, sans nécessiter
sa polyubiquitination préalable mais en interagissant directement avec le protéasome 26S
(Isono et al., 2008; Matsumoto et al., 2005). HBZ réprime donc la transcription des genes ciblés
par c-Jun et JunB.

De maniere surprenante, HBZ a été décrit comme stimulant 1’activité transcriptionnelle
de JunD (Thébault et al., 2004). En coopérant avec ce facteur AP-1, HBZ induit sa propre
expression, ainsi que celle du facteur anti-apoptotique Bfl-1 et du géne hTERT (human
telomerase reverse transcriptase) (Gazon et al., 2012; Kuhlmann et al., 2007; Macaire et al.,
2012). Par ailleurs, des résultats, récemment obtenus dans notre laboratoire, montrent qu’HBZ
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stimule I’expression de JunD et que celle-ci correle avec 1’observation d’une transformation
cellulaire accrue in vitro (Gazon et al., 2012). Dans cette étude, des fibroblastes murins
immortalisés NIH3T3 ont été transfectés avec le clone moléculaire K30-3°/4089, dépourvu de
LTRS5’ et donc semblable a un type de provirus défectif observe dans la plupart des échantillons
cellulaires de patients ATL (Tamiya et al., 1996). Les expériences de prolifération et de
croissance en milieu semi-solide ont montré que les cellules NIH3T3, co-exprimant /4bz (a partir
du clone moléculaire K30-3°/4089) et junD, proliferent mieux en 1’absence de facteurs de
croissance et présentent des caractéristiques de cellules transformées, apres une période de
latence (Gazon et al., 2012). L’extinction de I’expression de junD par ARN interférence,
annulait ces effets. Aussi, JunD semble étre un acteur cellulaire important de la transformation
cellulaire induite par Abz.
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Figure 13 : Transcription et traduction du géne humain junD (adapté de Hernandez et al., 2008). +1 indique le
site d’initiation de la transcription de junD. En amont, la liaison du facteur Oct-1 (octamer-binding transcription
factor 1), au niveau de la boite du méme nom, est responsable de la transcription constitutive de junD. La boite
TRE est reconnue par les diméres JunD/JunD et JunD/c-Fos. Ainsi, en [’absence de sérum, JunD stimule sa propre
expression alors qu’en présence de facteurs de croissance, c-Fos régule négativement la transcription de junD.
La traduction de I’ARNm de junD génére 2 principales isoformes, JunD et AJunD. JunD est plus abondamment
traduite (fleche plus épaisse) que AJunD. L’ activité de JunD est aussi régulée par I'ajout de modifications post-
traductionnels et par son interaction avec d’autres facteurs cellulaires. MID, menin interaction domain ; JNK, c-
Jun N-terminal kinase ; ERK, extracellular signal-regulated kinase ; BR, basic region ; ZIP, leucine zipper.

A D’inverse des autres protéines AP-1, qui stimulent la prolifération cellulaire, JunD est
surtout connu comme €tant un suppresseur de tumeur dont 1’expression est induite en 1’absence
de facteurs de croissance (Hernandez et al., 2008). Le géne junD ne possédant pas d’intron, sa
transcription donne lieu a la production d’un unique messager (Figure 13). La région 5’UTR de
I’ARNm de junD est longue, tres riche en G/C, et contient un motif PCE (post-transcriptional
control element) qui est reconnu par la RHA (RNA helicase A). Cette hélicase permet de
décomplexer la structure du 5’UTR et de rendre la zone accessible aux ribosomes. La traduction
de junD génére principalement deux isoformes, JunD et AJunD, selon qu’elle est initiée au
niveau du premier ou du second codon AUG présents dans son cadre de lecture. L’initiation de
la traduction a partir du 1 AUG donne lieu a la production de JunD (39 kDa), alors que celle
a partir du 2°™ AUG génére une isoforme tronquée en N terminal, appelée AJunD (34 kDa),
dont la fonction est inconnue (Short and Pfarr, 2002). Contrairement a JunD, AJunD est
rarement exprimée dans les cellules normales mais est détectée dans certains cancers agressifs,
de type ostéosarcome ou tumeur cervicale.
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L’activité anti-tumorale de JunD repose sur son interaction avec le facteur ubiquitaire
ménine, codée par le gene suppresseur de tumeur MENI (multiple endocrine neoplasia type 1).
En effet, il a été¢ montré que la ménine inhibe ’activité transcriptionnelle de JunD, en empéchant
la phosphorylation de JunD par JNK et ERK2 et en recrutant le complexe mSin3A/HDAC
(Hernandez et al., 2008). Au contraire, en I’absence de la ménine, JunD a été décrit comme
ayant une activité pro-proliférative (Agarwal et al., 2003). Etant donné I’importance de JunD
dans la prolifération et la transformation des cellules T infectées par HTLV-1, il est possible
qu’HBZ supprime 1’effet de la ménine en interagissant avec JunD. En 2013, Borowiak et al. ont
rapporté la formation d’un trimére HBZ/JunD/ménine et la levée subséquente de 1’inhibition de
’activité transcriptionnelle de JunD par la ménine (Borowiak et al., 2013).

Dans la présente étude, nous proposons un autre mécanisme, pouvant également
expliquer le passage de JunD de suppresseur a promoteur de tumeur en présence d’HBZ,
impliquant cette fois-ci I’isoforme courte AJunD. L’isoforme AJunD, tronquée en N-terminal,
est dépourvue de domaine d’interaction avec la ménine (MID) et pourrait donc avoir une
activité tumorigéne. Nos résultats indiquent que la protéine HBZ du HTLV-1 dérégule
I’expression de junD dans les cellules T infectées et induit celle de AJunD. La production de
I’isoforme AJunD découlerait d’une altération des mécanismes d’initiation de la traduction, en
partie via I’inhibition de I’expression de la protéine ribosomale RPS25 par HBZ. Dans cette
¢tude, il a également été démontré que, contrairement a JunD seul, AJunD induit la prolifération
et la transformation cellulaire in vitro en I’absence de sérum. Nous proposons donc que
I’isoforme AJunD a une activité tumorigéne intrinseéque et que son expression est déterminante
dans le développement de ’ATL.

I1. Article
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Abstract

HTLV-1 bZIP factor (HBZ) is a key player in proliferation and transformation of HTLV-1-
infected cells, thus contributing to ATL development. HBZ deregulates gene expression within
the host cell by interacting with several cellular partners. Through its C-terminal ZIP domain,
HBZ is able to contact and activate JunD, a transcription factor of the AP-1 family. jund mRNA
is intronless but can generate two protein isoforms by alternative translation initiation: JunD
full-length and AJunD, an N-terminal truncated form unresponsive to the tumor suppressor
menin. Using various cell lines and primary T lymphocytes, we show that after serum
deprivation HBZ induces the expression of AJunD isoform. We demonstrate that, unlike JunD,
AJunD induces proliferation and transformation of cells. In order to decipher the mechanisms
for AJunD production, we looked into the translational machinery and observed that HBZ
induces nuclear retention of RPS25 mRNA and loss of RPS25 protein expression, a component
of the small ribosomal subunit. Therefore HBZ bypasses translational control of JunD uORF
and thus favors the expression of AJunD. In conclusion, we provide strong evidences that HBZ
induces AJunD expression through alteration of the cellular translational machinery and that

the truncated isoform AJunD plays a central role in the oncogenic process leading to ATL.

Keywords: AP-1, JunD, translation, leaky scanning, RPS25, HBZ



Introduction

Adult T-cell leukemia (ATL) is an aggressive and often fatal malignancy of mature activated
CD4" T lymphocytes associated with a complex retrovirus, human T-cell leukemia virus type
1 (HTLV-1) 2. The diversity in clinical features has led to a classification into four clinical
forms of ATL: smouldering, chronic, acute, and lymphoma-type 3. The pathological effects of
the most aggressive forms, acute and lymphoma type, include multiple visceral lesions, mainly
with infiltration of various organs including skin, spleen, liver and lungs. About 4% of HTLV-
l-infected individuals develop ATL, with disease onset usually occurring after a prolonged
latency period of up to 30-50 years post-infection. T-cell survival and proliferation (polyclonal
expansion) in carriers are promoted by viral infection, which explains how HTLV-1-infected T
cells are able to persist in the T-cell population for such a long period of time*.

Polyclonal proliferation of HTLV-1-infected T cells is induced by expression of the viral Tax

89 resulting in the

protein 7. However, Tax is the target of a strong anti-Tax immune response
removal of infected cell with high levels of Tax expression '°. Moreover, in ATL cells, the
occurrence of 5’ long terminal repeat (LTR) methylation or its deletion is frequent, thereby
leading to the inhibition of Tax expression '"!2. However, survival and proliferation of Tax-

L1314 \which is

negative cells is supported by HTLV-1 bZip factor (hbz) gene expression
controlled by the 3 LTR '>!7. Interestingly, as opposed to the 5° LTR, the 3’ LTR is

hypomethylated in ATL cells having a complete provirus '*. Taken together, these observations

explain why hbz expression is consistently detected in ATL cells '’

Hbz encodes a 31-kDa protein that resembles a prototypical basic-leucine zipper (bZIP) factor

19,20 21

, with an N-terminal transcriptional activation domain ', a central domain involved in
nuclear localization %2, and a C-terminal bZIP domain. The latter mediates interactions with

several cellular transcription factors containing a bZIP domain, including CREB 23, ATF-1, -2,

-3, and -4 %% C/EBPa and vy 2>2°, MafB 27, c-Jun, JunB, and JunD 23!, The overall effect



of these interactions is to prevent the cellular factors from associating with their DNA-binding
sites 1929232627 However, HBZ has been reported to enhance the transcriptional activation
function of JunD 3°32. By interacting with JunD, HBZ form a complex with stronger
accessibility to transcriptional factors or cofactors bound to cellular promoters 2°. Hence, HBZ-
JunD heterodimer is then able to cooperate with the Spl transcriptional factor to enhance

transcription through Sp1-binding sites '>2.

JunD is an intriguing member of the AP-1 transcription factor complex behaving differently
from c-Jun and JunB **. While c-Jun is capable of transforming rodent fibroblasts in cooperation
with Ras, JunD expression antagonizes Ras-mediated transformation **. Interestingly, AP-1
complexes characterized in ATL cells contain JunD but not c-Jun and JunB ¥, suggesting that
JunD could be involved in the development of ATL *®, although mechanism mediating this
effect remains unclear. Here, we confirm that there is a direct correlation between hbz gene
expression and the increase of junD in CD8"-depleted PBMCs from ATL patients. We also
demonstrate that during metabolic stress induced by growth factors and serum depletion, HBZ
maintains cell survival and proliferation by promoting the production of a short isoform of JunD
called AJunD. Furthermore, we showed that at the opposite of JunD alone, AjunD is promoting
cell proliferation and cell transformation in murine and simian cells. We also demonstrated that
HBZ affects the expression of AJunD by retaining the mRNA of RPS25, a component of the
40s ribosome subunit into the nucleus. Collectively, these new findings indicate that HBZ acts

as a molecular switch to regulate JunD growth properties through protein translation changes.



Materials/Subjects and Methods

Subjects

Blood samples from HTLV-1 infected patients and non-infected donors were obtained from the
CHU of Fort-de-France in Martinique. Patients suffering from ATL or HTLV-1 AC were
recruited according to World Health Organization (WHO) criteria. According to the French
Bioethics laws, the collection of samples from ATL, AC has been declared to the French
Ministry of Research and the study was reviewed and approved by the CPP Sud-Ouest/Outre-
Mer 111, as well as the ARH from Martinique. Because the protocol is non-interventional (e.g.
blood samples collected for routine health care with no additional samplings or specific
procedures for subjects), no informed consent was provided by the patient, as stated by the
French Public Health code and therefore the study was conducted anonymously. Clinical
collection of samples for research purpose are stored at the Center of Biological Resources of
Martinique (CeRBiM). The CeRBiM database has been approved by the CNIL. AC had no

neurologic or hematological symptoms.

Cell Culture, Transfection and Treatments.

HTLV-I negative Jurkat (ATCC® TIB-152™) and HTLV-I-positive HUT-102 (ATCC® TIB-
162™), C81-66 human T-cell lines, were propagated in RPMI 1640 with 10% fetal calf serum
(FCS) and transfected by electroporation. Vero cells (ATCC® CCL-81™), HEK293T cells
(ATCC® CRL-3216™) were propagated in DMEM with 10% FCS and transfected according
to manufacturer’s protocol using Jet Pei (Polyplus Transfection, Illkrich, France). Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from buffy coats, CD4" T cells were isolated
from CD14™ peripheral blood lymphocytes with a CD4" T-cell enrichment kit (Stem Cell
Technologies) and CD8"-deprived PBMCs from HTLV-1 infected patients were isolated as

previously described in Belrose et al. *7. CD8"-depleted PBMC and purified CD4" were cultured



at 10%/ml in RPMI 1640, supplemented with 10% fetal calf serum, glutamine (2 mM), penicillin

(100 IU/mL), and streptomycin (100 pg/mL) (Eurobio, Paris, France).

Luciferase Assay

Luciferase assays were performed as previously described '°. Briefly, 293T cells were
transfected with a plasmid DNA mixture containing 50 ng of indicated reporter plasmids and
50 ng of pCMV-FLuc. 36h post-transfection, cells were serum starved overnight, washed with
cold PBS and then lysed in 1x passive lysis buffer (Promega, Charbonnieres, France).
Luciferase assays were performed in a Centro XS3 LB 960 microplate luminometer (Berthold,
Thoiry, France) with respectively the Genofax A, and Genofax C kit (Yelen, Ensue la Redonne,
France) as described by the manufacturer. Luciferase activities were normalized for transfection

efficiency based on Firefly luciferase readings.

Subcellular fractionation, RNA isolation and qRT-PCR analysis

Total RNA was prepared from whole cells using Trizol (Invitrogen) as previously described 7.
For Nuclear and cytoplasmic compartments cells were lysed in RLN buffer (Qiagen). The lysate
was spun at 3,200 rpm for 10 min at 4C to pellet the nuclei. The supernate (cytoplasm) was
removed from the nuclear pellet. RLT buffer (Qiagen) was added to the washed nuclear pellet
and the sample was homogenized by passing it through an 182 gauge needle. 6 volumes of
Qiazol (Qiagen) solution were added to the nuclear slurry and RNA was isolated according to
the manufacturer’s directions. Similarly, 7 volumes of Qiazol (Qiagen) were added to the
cytoplasmic fraction and RNA was isolated according to the manufacturer’s directions. After
reverse transcription (RT) using oligo-dT 12-18 primer (Invitrogen), the abundance of
transcripts was assessed by real-time, quantitative qPCR analysis using the SYBR green PCR

master mix (Roche Diagnostics) and gene-specific primer sets. Standard curves were generated



from each PCR plate for all primer pairs using a serial dilution of an appropriate experimental
sample. Samples were amplified in triplicate on each plate. Data were analyzed using
LightCycler®480 Software (Roche Diagnostics). Primer for JunB, cJun, JunD, cFos, Fra-1,
Fra-2, RPS genes, RPL19, HBZ, Tax, and HPRT-1 (housekeeping gene) were bought from

Biorad.

Cell proliferation Assay.

Cell proliferation was determined using the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Dojindo) according
to manufacturer’s protocol. Briefly, 10 Vero cells expressing AjunD, were plated in 96-well
plates. 10 ul WST-8 solution (Dojindo) were added daily to each well and incubated for 4 hours.
The cell viability in each well was determined by reading the OD at 450 nm using a TECAN

Infinite 200 Pro operated by the Magellan software (TECAN).

Anchorage-independent growth (soft agar cell culture) in 96-well plates.

Soft Agar in 96-weel plates were performed according to Ke et al. 3®. Briefly, a mixture of 25
uL prewarmed (37°C) 2xDMEM without phenol read containing 20% FBS, 4 mM L-Glu, 2x
NEAA, 0.6% sodium bicarbonate, 2% sodium pyruvate, 200 U/mL penicillin/streptomycin
(Invitrogen), and 25 pL prewarmed (42°C) 1.2% Bacto™ Agar Select (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) were plated onto each well of a 96-well microplate to serve as a prelayer for
the assay. Ten microliters of cell suspensions containing 5x 103 cells were mixed with 40 uL
2x DMEM and 10 pL 1.2% Bacto Agar Select in a 96-well round-bottom polypropylene
microplate and transferred to the 96-well microplate containing the solidified prelayers. The
cells were allowed to grow in the humidified 37°C incubator with 5% CO2 for 1-2 weeks before
cell proliferation and viability were scored using the recommended PerstoBlue assay methods

(Invitrogen -A13261). Colony growth and cell viability was measured using a TECAN Infinite



200 Pro operated by the Magellan software (TECAN) with excitation at 570 nm and emission

at 600 nm. Colony size were quantified using ImageJ software (http://imagej.nih.gov/ij/) *°.

Western blot analysis

36h post-transfection, cells were serum starved overnight, washed with cold PBS and then
whole-cell lysates were prepared using RIPA buffer [10 mM Tris—HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl,
1% NP-40, 1 mM EDTA, 0.1% SDS and 1 mM DTT], separated by electrophoresis on SDS-
PAGE gels, and transferred onto PVDF membranes (Millipore). Incubations with primary
antibodies to detect Tax (NIH reagent), HBZ (Eurogentec), JunD (Santa Cruz Biotech),
Ribosomal proteins RPS 2,3,6,9,11,14,25,27A or RPL 7,12,15,23a and 26 (Bethyl Laboratory),
B-actin (Sigma-Aldrich), Nucleoline C23 (Santa Cruz Biotech), Flag (Sigma-Aldrich) or Myc
(Sigma-Aldrich) were followed by incubations with the appropriate secondary antibodies
conjugated with horseradish peroxidase (HRP) (GE Healthcare) and by detection using
enhanced luminescence (Roche). Protein bands were quantified following scanning by ImageJ

software (http://imagej.nih.gov/ij/) *.

Plasmids.

pCMV-JunD-A2ATG-Flag was generated by oligonucleotide-directed mutagenesis with point
mutation of the AUG in ORF2 without affecting the ORF1. Lentiviral expression vectors for
HBZ was generated by PCR using pcDNA 3.1-HBZ Myc as a template. The PCR product was
subcloned into pOZ-Flag lentiviral vector *°. pOZ-gag-pol and pOZ-env were described

elsewhere*!. MISSION® pLKO.1-puro shRNA plasmids were purchased from Sigma-Adrich.

Statistical analysis



(1) Pearson's correlation for two-dimensional hierarchical clustering analysis; (2) two-tailed
pared Student's t test or 2-way ANOVA for in vitro cell lines and primary cells experiments,
including luciferase assay, RT-PCR, ChIP assay, cell growth assay. Data are presented as mean

+ SD. Differences were considered significant at **P<0.01, and ***P<0.001.



Results

HBZ stimulates AJunD expression

JunD is often reported to function as a negative regulator of cell proliferation **. However, we
recently demonstrated that stable expression of the viral protein HBZ in murine fibroblasts
stimulates JunD expression as well as certain properties associated with cellular
transformation'®. To investigate the role of JunD in HTLV-1-induced cellular proliferation and
transformation, we first compared the kinetics of mRNA synthesis for several members of the
Jun and Fos families in cultured primary CD8+-depleted PBMCs freshly isolated from
asymptomatic carriers (ACs) or ATL patients (Fig. 1). Similar to our previous observation in
HAM/TSP cells®’, hbz expression in ATL cells increased over time with maximum hbz
expression observed after 5 days of culture (Fig. 1A). During this timeframe zax expression was
not detected (Fig. 1B). Similar to the pattern of bz mRNA, JunD mRNA levels also increased
(Fig. 1E), and the levels of JunD mRNA correlated with those of bz mRNA (R= 0,998, p
=0,000) (Fig. 11I). In contrast, no significant correlation was observed between hbz expression
and the expression of other AP-1 factors.

We then examined JunD protein levels in two human T-cell lines infected with HTLV-1 and
one uninfected T-cell line. The HTLV-1-infected cell lines analyzed were chosen according to
the observed inverse correlation between virus production and HBZ expression ****, HUT-102
cells possess high levels of Gag and Tax * but very low HBZ level **(Fig. 2A, lane 2), and
C81-66 cells do not produce viral structural proteins ** but contain a high level of HBZ (Fig.2A,
lane 3). While the full-length, 39-kDa isoform of JunD (JunD-FL) was observed in each of the
cell lines tested, the 34-kDa isoform of JunD (AJunD) was only detected in C81-66 cells (Fig.
2A, lanes 3). Although Tax has been reported to induce JunD expression *°, high HBZ rather

than high Tax expression appeared to be aligned with the expression of the AJunD isoform.



To determine whether HBZ induces AJunD expression, we first transfected HEK293T cells
with a constant amount of a JunD expression vector and increasing quantities of an HBZ
expression vector and found that JunD levels increased proportionally with the levels of HBZ
(Fig 2B, lanes 2-4). To verify that AJunD production was not a byproduct of elevated JunD-FL
synthesis, we transfected cells with increasing quantities of the JunD expression vector alone
and found that, while the level of JunD-FL increased, AJunD expression did not occur (Fig.
2C). We next analyzed the effect of HBZ on AJunD production in primary CD4+ T cells isolated
from PBMC, using a transduction-competent retrovirus for HBZ expression. We found that
both cells expressing HBZ or transduced with the empty construct expressed JunD-FL, but only
cells with HBZ produced AJunD (Fig. 2D). Finally, we tested whether reduced HBZ expression
in C8166 cells affected the level of AJunD. Using a retroviral sShRNA transduction system, we
found that cells expressing the scrambled /bz target sequence or transduced with the empty
vector displayed similar levels of HBZ and AJunD (Fig. 2E, lanes 1 and 2). However, in cells
expressing the correct shRNA target sequence for bz, expression of the viral protein was lost
as was AJunD expression (Fig. 2E, lanes 3). Altogether, our results demonstrate that HBZ is

involved in the production of AJunD.

AJunD induces cell proliferation and transformation

As JunD has been described to shift from a growth suppressor to a growth promoter when
deprived of menin *’, we next asked whether expression of AJunD, which lacks forty-six amino
acids of the menin interaction domain, alters proliferation of immortalized cells. To answer this
question, we stably transfected Vero cells with expression vectors for AJunD and different
forms of the hbz gene either alone or in combination. The HBZ expression vectors tested
included the expression vector for wild type HBZ (HBZ WT), an expression vector for wild

type HBZ containing silent mutations that disrupt the secondary structure of the mRNA (HBZ



SM)!!, and an hbz gene vector containing mutations in the ATG start codons that prevent
production of HBZ protein (HBZA2ATG)'® . We found that cells expressing HBZ WT or HBZ
SM produced a similar level of HBZ (data not shown). To monitor proliferation, cells were
plated at a low concentration in low-serum medium (1% FCS) and analyzed daily for five days.
Overall, we found that, like each of the HBZ variants, AJunD stimulated cell proliferation;
however, under these conditions there was not an additive effect on proliferation in cells co-
expressing AJunD with any of the HBZ variants (Fig. 3A).

To assess possible effects of AJunD on anchorage-independent growth, which is another event
that defines transforming activity in immortalized fibroblasts **, we analyzed the Vero cells
stably expressing AJunD and/or the HBZ variants using a 96 well plate soft agar assay in which
we monitored foci formation over a two week period. Consistent with our previous results '°,
foci formed from cells expressing HBZ WT, but failed to form from cells carrying the empty
vector (Fig. 3B and C). Foci also formed from cells expressing HBZ SM and, interesting, from
cells expressing AJunD, but did not form from cells expressing HBZA2ATG (Fig. 3B and C).
Cells co-expressing AJunD and either HBZ WT or HBZ SM exhibited an enhanced capacity
for focal formation (Fig. 3B, C and D). These results show that, similar to HBZ, AJunD exhibits

certain transforming properties.

HBZ mediates leaky scanning across the first initiation codon of JunD

The fact that AJunD is produced through alternative translation initiation utilizing a downstream
AUG in the JunD mRNA suggested that HBZ regulates AJunD expression at the level of
translation. Indeed, multiple AUG codons in select mRNAs have been found to modulate
translation through a mechanism in which the ribosomal initiation complex recognizes an
upstream AUG (uAUG), causing interference with the ability of the complex to scan to a

downstream start codon®. To test whether HBZ affects this process, we used the Photinus



luciferase reporter constructs previously used by Mauro et al. to study ribosome shunting and
leaky scanning *°. The p3+uAUG vector contains a small ORF that overlaps and is out-of-frame
with the luciferase gene, while p3-uAUG reference plasmid lacks the uAUG (Fig. 4A). In
transfected HEK293T cells, luciferase activity from p3+uAUG was 75% lower than that from
p3-uAUG; however, co-transfection of the HBZ expression vector with p3+uAUG led to a
dose-dependent increase in luciferase activity (Fig. 4B). Using quantitative RT-PCR (qRT-
PCR), we confirmed that this effect was not due to stimulation of Photinus luciferase mRNA
synthesis by HBZ (Fig. 4C). These data indicate that HBZ enhances the ability of the ribosomal
initiation complex to bypass translational control exerted by a uORF, allowing for translation
initiation at downstream AUG start codons.

Interestingly, the JunD mRNA contains a third AUG codon in the context of a consensus Kozak
sequence (AUG2) that is found between, but out-of-frame with, the JunD-FL and AJunD AUG
start codons and is part of a hypothetical open reading frame (ORF) for a five amino acid peptide
(Fig. 4D). To test whether this element affected AJunD translation, we constructed a JunD-
AAUG2 mutant vector that contained a silent mutation in AUG2. As expected, in transfected
HEK293T cells, both the wild type and the JunD-AAUG?2 vectors only produced AJunD in the
presence of HBZ (Fig. 4E). Interestingly when HBZ was present, the ratio between AJunD and

JunD-FL was higher with the JunD-AAUG2 mutant than with the WT construct (Fig. 4F). This

result shows that the AUG2 element negatively impacts AJunD synthesis.

HBZ inhibits RPS25 expression through retention of RPS25 mRNA in the nucleus

The ability of HBZ to abrogate uORF translational control indicated that the viral protein
promoted ribosomal dysfunction, which is linked to an increased predisposition to cancer and
51,52

has been found to arise, in part, through the differential expression of ribosomal proteins

Among the ribosomal proteins, we focused on determining whether HBZ affected expression



of RPS25 due to its potentially important role in cancer development and in response to
pathological stimuli *>**. Using qRT-PCR, we compared RPS25 expression between CD8*-
depleted PBMCs from ACs and ATL patients (Fig. 5A), and among uninfected Jurkat cells and
HTLV-1-infected HUT-102 and C81-66 cells (Fig 5B). Interestingly, we observed higher levels
of RPS25 mRNA in cells expressing HBZ (i.e. ATL and C81-66). Next, we assessed the mRNA
levels of 15 RPS genes including RPS25 in HEK293T cells stably expressing HBZ and found
that the presence of HBZ was associated with significantly increased RPS25 mRNA abundance
(p=0,0005) (Fig 5C). In addition, the mRNA levels of two other RPS genes (RPS4X and
RSP274) were also significantly altered in the presence of HBZ (RPS4x p=0,0027; RPS27A p
<0,0001).

We then examined whether HBZ also affected RPS25 protein expression by first comparing
RPS25 levels in Jurkat, HUT-102 and C81-66 cells cultured with normal or low serum
concentrations. The latter variation was included based on observations that nutrient
deprivation suppresses RPS25 protein expression through a mechanism involving nuclear
retention of its mRNA 335, We found that Jurkat cells exhibited a reduction in RPS25 when
serum-starved, while the HTLV-1-infected cells displayed relatively constant levels of RPS25
under both culture conditions (Fig 6A). Interestingly, the level of RPS25 was substantially
lower in C8166 cells despite their high level of RPS25 mRNA (Fig 6A, lanes 5 & 6). The higher
HBZ expression in this infected cell line suggested that HBZ was involved in RPS25 down-
regulation. To test this hypothesis, we analyzed the levels of eight ribosomal proteins of the
408 subunit (RPS2, RPS3, RPL6, RPS9, RPS11, RPS14, RPS25, RPS27A) in HEK293T cells
stably expressing HBZ and the parental cells. Among this panel, only RPS25 and RPS27A
levels were reduced in the presence of HBZ (Fig. 6B). Next, we examined the protein levels of

HBZ, RPS25 and JunD in ex vivo cultured CD8"-depleted PBMCs isolated from an ATL



patient. Concomitant with the induction of HBZ and AJunD expression, we observed a decrease
in RPS25 (Fig 6C). Together, these results indicate that HBZ reduces RPS25 protein levels.

The inverse effect of HBZ on the levels of RPS25 mRNA and protein is analogous to events
that occur during cellular stress, such as through amino acid starvation, during which time
RPS25 mRNA increases in abundance but is retained in the nucleus ***. Therefore in was
possible that HBZ promoted the nuclear retention of RPS25 mRNA. To test this hypothesis, we
compared the mRNA levels of RPS25 and RPLI9 in nuclear and cytoplasmic fractions. A
comparison of the Jurkat and two HTLV-1-infected cell lines revealed significant nuclear
enrichment of RPS25 mRNA only in C8166 cells; RPL19 mRNA did not exhibit any significant
variation among the three cell lines (Fig. 6D). Furthermore, RPS25 mRNA showed significantly
nuclear enrichment in HEK293T cells stably expressing HBZ compared to the parental cells,
while the pattern of RPL79 mRNA was similar between cell lines (Fig. 6E). Our results suggest

that HBZ decrease RPS25 protein abundance by retaining its mRNA in the nucleus.

Inhibition of RPS25 expression stimulates AJunD synthesis

To determine whether the reduction in RPS25 by HBZ is involved in the translational regulation
of AJunD expression, we first tested whether RPS25 affected uORF translational control. To
manipulate RPS25 expression, three shRNA vectors were constructed, and each was found to
substantially reduce RPS25 expression in transfected HEK293T cells (Fig. 7A). We then
cotransfected HEK293T cells with the pLKO shRNA control or pLKO-puro-shRPS25 vectors
and p3-uAUG or p3+uAUG. As expected, in HEK 293T cells, knock-down of RPS25 did not
affect luciferase activity from p3-uAUG, and p3+uAUG exhibited reduced luciferase activity
when cotransfected with the empty shRNA vector (Fig. 7B). However, interestingly,
knockdown of RPS25 was able to efficiently restore luciferase activity from p3+uAUG (Fig.

7B). This effect was not due to an increase in the relative level of Photinus luciferase mRNA



(Fig. 7C). Finally, we tested whether knockdown of RPS25 was sufficient for induction AJunD
expression. Consistent with previous experiments, HEK293T cells transfected with the JunD
expression vector failed to produce significant quantities of AJunD; however, AJunD expression
was apparent in cells lacking RPS25 (Fig. 7D). These results link the ability of HBZ to reduce

RPS25 expression with its ability to induce AJunD expression.



Discussion

While members of the Jun family of proteins share extensive homology within their C-terminal
bZIP domains, their N-terminal regions diverge in amino acid sequence and primarily account
for functional differences among family members. JunD carries a 95 amino acid N-terminal
region, within which amino acids 1-44 constitute an interaction domain for menin that is absent
from other Jun family members®>. Menin is known to function as a tumor suppressor by
supporting transcriptional repression®®. Consequently, when bound to menin and in stark
contrast to other Jun family members, JunD has been shown to repress transcription and
function as a growth suppressor”’. Despite the defined role of the JunD/menin complex, ATL
cells express high levels of both proteins while exhibiting a transformed phenotype. It has been
suggested that subversion of growth suppression by the JunD/menin complex in these cells is
elicited by binding of HBZ to JunD, which transforms JunD into a transcriptional activator %.
In the current study, we have uncovered an additional mechanism used by HBZ to modulate
JunD activity that involves the ability of HBZ to stimulate expression of the truncated isoform
of JunD, AJunD which lacks the menin binding domain. Using an immortalized fibroblast
model, we found that AJunD exhibits growth promoting and transforming-like effects that are
augmented by HBZ. These observations are consistent with previous data showing that
disruption of the JunD-menin complex, either through loss of menin or by disabling the ability
of menin to bind JunD, confers JunD with growth-promoting capabilities *’.

The jund gene lacks introns and produces the 34-kDa AJunD and 39-kDa full-length (JunD-FL)
isoforms through alternate, in-frame translation start sites *>. Our results show that the upstream
AUG that controls translation of JunD-FL (the uORF) is responsible for repressing translation
of AJunD, as it is a second out-of-frame, upstream AUG that is not known to produce a
functionally relevant protein. These results contrast with those from a previous study showing

that JunD-FL and AJunD were present at near equivalent levels and that mutation of the JunD-



FL AUG start codon did not affect AJunD levels *’. This discrepancy may, in part, relate to the
use of HeLa cells as a model in the former study. These cells express the HPV oncoproteins,
E6 and E7, which have been shown to affect translation and may therefore regulate AJunD
expression .

uORFs suppress translation of downstream ORFs . This regulatory mechanism appears to be
relatively common, as uORFs are present in two-thirds of mRNAs encoding oncogenes and
proteins that regulate important cellular processes, such as the cell cycle and response to stress
4 Indeed, recent studies have revealed that disruption of uUORF-mediated translational control
is strongly associated with the development of human disease or with disease susceptibility 4.
Here we show that HBZ relieves uORF translational control, which is the mechanism
responsible for AJunD expression in ATL cells and adds to accumulating evidence implicating
HBZ in the development and maintenance of ATL ¢!. While we found that the functions of
AJunD are consistent with cellular transformation, it is possible that the general effect of HBZ
on uORF regulation may stimulate the translation of other ORFs that also contribute to the ATL
phenotype. This is an hypothesis that should be explored in future studies.

There are three known mechanisms that could account for translation of AJunD and the positive
effect of HBZ on this process. First, AJunD translation may occur through an internal ribosomal
entry site (IRES). In lieu of this possibility, Short & Pfaar have presented strong evidence that
the 5’UTR of the JUND mRNA does not contain a conventional IRES that might promote

37, Second, non-linear scanning (ribosomal shunting) could allow the

AJunD expression
ribosome to bypass the uORFs in the JUND mRNA in order to initiate translation of AJunD.
This mechanism would lead to a reduced translation of JunD-FL from the uORF, which we
found did not occur during HBZ-mediated AJunD expression. Furthermore and as discussed

below, AJunD expression correlated with a reduction in abundance of the small, non-essential

ribosomal protein, RPS25, which is known to facilitate ribosomal shunting . The third possible



mechanism that could modulate AJunD expression involves leaky scanning, in which some
ribosomes are able to transit the uORFs and initiate translation at the AJunD start codon. This
mechanism would not necessarily cause a substantial reduction in uORF translation, which is
consistent with most of our observations that HBZ did not substantially affect JunD-FL levels.
Based on our results, we propose a novel model in which HBZ induces AJunD expression by
causing a reduction in the cellular abundance of RPS25. This model is supported by our
observation that shRNA-mediated knock-down of RPS25 was sufficient to induce AJunD
translation. Interestingly, despite the fact that RPS25 has not previously been shown to play a
role in translation occurring through a linear scanning process °2, our results suggest that it does
in fact contribute to the integrity of uORF regulation during linear scanning. Our data show that
the decrease in RPS25 protein in the presence of HBZ is caused by retention of RPS25 mRNA
in the nucleus. Future studies will aim to clarify how HBZ modulates nuclear retention of
RPS25 mRNA, as this effect likely accounts for the ability of the viral protein to suppress uUORF
regulation and is required for AJunD expression.

In summary, we have identified a novel molecular mechanism that likely contributes to the
transforming properties of the viral protein, HBZ. Our data also add to the accumulating
evidence linking defects in uORF regulation with human disease. Further characterization of
the mechanisms responsible for these defects will be of great value in the discovery of novel
biomarkers and therapeutic targets for developing new strategies to control many diseases

including malignancies as well as metabolic and neurologic pathologies.
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Figures Legends

Figure 1: AP-1 transcription factors JunD and Fra-2 are highly expressed in fresh ATL
cells. (A-B) Relative expression of fax and hbz was measured by quantitative RT-PCR and
normalized to HPRT RNA levels in CD8"-cell-depleted PBMCs from AC and ATL cells. (C-
H) Relative expression of six AP-1 transcription factor genes (JunB, c-Jun, JunD, c-Fos, Fra-
1 and Fra-2) was measured by quantitative RT-PCR and normalized to HPRT RNA levels in
CD8+-cell-depleted PBMCs from HTLV-1 asymptomatic carriers (AC) and patients with acute
ATL (ATL). Significant difference in relative expression is indicated by asterisks (*p<0.01;
*#% p<0.0001). (I) Correlation between JunD increased expression and HBZ in ex vivo cultured

cells from patients with acute ATL. Pearson’s correlation coefficient was 0.9998 (p =0.006).

Figure 2: HBZ induces the expression of a second isoform of JunD. (A) Western blot
analysis of whole cell extracts prepared from a control T-cell line Jurkat (lane 1) and HTLV-1
infected T-cell lines HUT-102 (lane 2) and C81-66 (lane 3). Two dominant JunD-reactive bands
were found, a 39-kDa full-length JunD isoform (JunD-FL) and a shorter 34-kDa isoform
(AJunD) in C81-66 (lane 3). (B) 293T were co-transfected with JunD-Flag plasmid and
increasing amounts of HBZ-Myc plasmid (lanes 2-4). Forty-eight hours after transfection,
JunD, HBZ and nucleolin expression were assessed by western blot. Cells were starved of
serum overnight before western blot analysis. (C) 293T were transfected with increasing
amounts of JunD-Flag plasmid (lanes 2 and 3). Forty-eight hours after transfection, JunD and
nucleolin expression were assessed by western blotting analysis. Cells were starved of serum
overnight before western blot analysis. (D) Activated CD4" T-lymphocytes were transduced
with lentiviral particles expressing pOZ-HBZ-Flag. 96 hours after transduction, JunD, HBZ and
nucleolin expression were assessed by western blotting analysis. Cells were starved of serum

overnight before western blot analysis. (F) C81-66 cells were transfected with 8 pg of an empty



shRNA vector (lane 1), a vector coding for a scrambled shRNA (lane 2) and a vector coding
for a shRNA directed against HBZ (lane 3). Twenty-four hours after, transfected cells were
selected during three days with 2pg/ml of puromycine and then JunD, Tax, HBZ and nucleolin

expression were assessed by western blot.

Figure 3: Effect of AJunD on the proliferation and anchorage-independent growth. The
non-tumorigenic simian cell line Vero was stably transfected with either HBZ WT, HBZ SM,
HBZ A2ATG in absence or presence of AJunD. (A) Effect of AJunD on cellular proliferation.
Cell proliferation was monitored daily using CCKS8-coloration assay (Dojindo). Effect of
AJunD on Anchorage-independent growth was monitored using soft agar assay. (B)
Micrographs showing the colonies formed in the agar matrix at day 14. (C) Absorbance-based
quantitative analysis showing the differences of anchorage-independent growth in Vero-HBZ
WT, Vero-HBZ SM, Vero-HBZ D2ATG in absence or presence of AJunD. All data were
presented as the mean of three independent experiments + the standard deviation (SD). (D)
Growth of Vero cells stably expressing HBZ and HBZ functional mutants +/- AjunD was
quantified, by measuring colony area at 7 days (white histogram) or 14 days (grey histogram)
after plating. Colony area were assessed using image J software. All data were presented as the

mean of three independent experiments + the standard deviation (SD) and analyzed using

unpaired t test (* p =0,01; ** p=0,001, ***p=0,0001).

Figure 4: HBZ promotes leaky scanning across an upstream AUG upon serum
deprivation. (A) Firefly luciferase reporter mRNAs are indicated schematically. The white
arrow indicates the luciferase initiation codon (AUG). The black arrow indicates an uAUG, the
resulting ORF overlaps the luciferase cistron in the same reading frame. (B) In the histogram,

translation efficiencies of the Firefly Luciferase in HEK293T cells are expressed as percentage



of the control without uAUG, in the absence or presence of increasing amount of HBZ. Error
bars indicate SEM. (C) Transcription efficiencies in HEK293T cells of the different constructs
are measured by qRT-PCR in the absence or presence of increasing amount of HBZ. Error bars
indicate SEM. Mutation of uORF start codon does affect translation of AJunD in presence of
HBZ. (D) Schematic diagram of the uORF sequence. The JunD WT construct, was used to
generate mutations within the uORF start codon. (E) Wild-type and mutated plasmids were
transfected into HEK293T cells with or without HBZ, and equal amounts of whole cell extracts
were analyzed for expression of Flag-tagged JunD isoforms by Western blotting and (F) ratio

of AjunD/JunD was quantified using image J.

Figure 5: RPS25 mRNA is highly expressed in fresh ATL cells (A-B) Relative expression
of RPS25 gene was measured by quantitative RT-PCR and normalized to HPRT RNA levels in
(A) CD8+-cell-depleted PBMCs from HTLV-1 asymptomatic carriers (AC) and patients with
acute ATL (ATL) and (B) in Jurkat and HTLV-1 infected T-cell lines HUT-102, C81-66. (C)
Relative expression of 15 ribosomal genes was measured by quantitative RT-PCR and
normalized to HPRT RNA levels in 293T and 293T stably expressing HBZ (293T-HBZ).

Significant difference in relative expression is indicated by asterisk (*p<0.01; *** p<0.0001).

Figure 6: HBZ represses RPS25 expression by retaining its mRNA in the nucleus. (A)
Western analysis of RPS25 expression in whole cell extract prepared from control T-cell line
Jurkat (lane 1) and HTLV-1 infected T-cell lines HUT-102 (lane 2), C81-66 (lane 3) with or
without serum starvation. (B) Western blot analysis of 8 ribosomal proteins from the 40s
subunit in HBZ-expressing cells. Total lysates from 293T and 293T-HBZ were analysed by
Western blotting and expression of RPS25 was compared to expression of 7 others ribosomal

proteins. (C) RPS25 expression was analysed in total lysate from CD8"-depleted-PBMC



isolated from an acute ATL patient and cultured ex vivo for 5 days. (D-E) HBZ induces nuclear
retention of RPS25 mRNA. Relative expression of RPS25 gene was measured by quantitative
RT-PCR and normalized to HPRT RNA levels after cellular fractionation in (D) HTLV-1

infected T-cell lines HUT-102 and C81-66 and (E) 293T cells stably-expressing HBZ

Figure 7: Depletion of RPS25 protein induces expression of AJunD. (A) 293T cells were
transfected with a control plasmid (pcDNA) (lane 1), plKO-control plasmid (lane 2) or plKO-
shRNA against RPS25 (lanes 3-6). Seventy-two hours after transfection RPS25 and actin
expression were assessed by western blot. (B) Translation efficiencies of the Firefly Luciferase
in HEK293T cells are expressed as percentage of the control without uAUG, in the absence or
presence of RPS25. Error bars indicate SEM. (C) Transcription efficiencies in HEK293T cells
of the different constructs are measured by qRT-PCR in the absence or presence of RPS25.
Error bars indicate SEM. (D) 293T cells were co-transfected with a control plasmid (pcDNA)
(lanes 1 and 3), with JunD-Flag (lanes 2 and 4) and shRNA mix against RPS25 (lanes 3-4) or
shRNA control (lanes 1-2). Seventy-two hours after transfection JunD, RPS25 and actin

expression were assessed by western blot.
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III. Discussion

Il a récemment été rapporté que la protéine HBZ du HTLV-1 stimule I’expression du
suppresseur de tumeur JunD et que, paradoxalement, son expression est nécessaire a la
prolifération et a la transformation cellulaire induite par hbz (Gazon et al., 2012). Dans la
présente étude, nous avons découvert que la protéine HBZ induit également I’expression de
AJunD, une isoforme courte de JunD au role potentiellement oncogene du fait de I’absence de
domaine d’interaction avec la ménine. Nos résultats indiquent que, contrairement a JunD seul,
AJunD promeut la prolifération et la transformation cellulaire en I’absence de sérum.
L’induction de I’expression de AJunD par HBZ pourrait donc contribuer a I’évolution des
cellules T infectées en cellules leucémiques.

La transcription du géne junD étant a I’origine d’'un ARNm dépourvu d’intron, la synthese
de plusieurs isoformes protéiques est le résultat de 1’utilisation de codons initiateurs alternatifs.
L’initiation de la traduction de AJunD se fait a partir du 2°™ codon AUG, en phase avec le
premier AUG responsable de 1’expression de JunD (Figure 13). Cependant, nous avons pu
montrer que la présence d’un court ORF en amount de I’AUG de AJunD (uORF pour
« upstream ORF ») empéche la traduction de AJunD. Au contraire, HBZ permet de lever
I’inhibition exercée par 'uORF et d’induire I’expression de AJunD, en plus de celle de JunD.

Tige-
IRES .
5 -

boucle
AUGHP™  ~ A ST —— AAAAAAAA
(,;r405

iU

& —
Figure 14 : Modalités d'initiation de la traduction (extrait de Marcel et al., 2014). Les différentes structures
codantes et cis-régulatrices d un ARNm sont représentées en noir. Les éléments trans-régulateurs sont en bleu et

les sous-unités 408 et 60S du ribosome sont en gris. elF, eukaryotic initiation factor ; ITAF, IRES trans-acting
factors ; RNA-BP, RNA-binding proteins ; PABP, polyA binding proteins.

En général, I’initiation de la traduction implique la reconnaissance de la coiffe, présente
al’extrémité 5° de ’ARNm, par la sous-unité 40S du ribosome (Figure 14) (Marcel et al., 2014).
S’en suit le balayage de la région 5’UTR du messager et le recrutement de la sous-unité 60S au
niveau de I’AUG initiateur. Lors du balayage du messager, il est possible que le ribosome
rencontre une structure secondaire de type IRES (internal ribosome entry site) ou bien une
uORF, avec un uAUG et un codon stop (Barbosa et al., 2013; Lopez-Lastra et al., 2005). Ces
éléments régulent alors négativement I’initiation de la traduction a partir d’un AUG présent en
aval. Par contre, en conditions de stress (ie. absence de nutriments ou infection virale), I’'IRES
permet le recrutement des ribosomes et I’initiation de la traduction plus en aval, de manicre
indépendante de la coiffe. Dans le cadre d’une uORF, la sous-unité 40S du ribosome reconnait
toujours la coiffe et balaye le messager. Cependant, elle peut contourner I’'uORF (on parle de
« ribosome shunting ») ou passer au travers (« leaky skanning »), et aller initier la traduction au
niveau d’un AUG présent en aval de I’'uORF.
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Short and Pfaar ont montré que I’initiation de la traduction de junD se fait de manicre
dépendante de la coiffe et ne contient pas d’IRES (Short and Pfarr, 2002). Aussi, la production
de AJunD en présence d’HBZ serait le résultat de I’activation des mécanismes de « ribosome
shunting » ou de « leaky skanning ». Elle impliquerait une protéine de la sous-unité 40S du
ribosome, RPS25, qui a été décrite comme jouant un rdle dans la reconnaissance de I’AUG
initiateur (Hertz et al., 2012). En présence d’HBZ, nous avons observé la rétention de I’ARNm
de RPS25 dans le noyau et la diminution de son expression au niveau protéique. De plus, la
répression de 1I’expression de RPS2)5 par le biais de shRNA (short-hairpin RNA) suffit a induire
la production de AJunD dans des cellules HEK293T. Ainsi, en régulant négativement
I’expression de RPS25, HBZ permettrait de lever I’inhibition exercée par 'uORF et autoriserait
la reconnaissance de I’AUG de AJunD et sa traduction.

Transcription

478 pré-ARNr

/ ‘ Clivage et maturation
Sous-unités

408 et 60S

Nucléole
(GC +DFC + FC)

Noyau

Cytoplasme

Synthése
protéique

Figure 15 : Modélisation de la biogenése des ribosomes dans le nucléole (adapté de James et al., 2014 ; Wang
et al., 2015). Le nucléole est divisé en 3 zones : FC (fibrillar center), DFC (dense fibrillar component), et GC
(granular component). Au niveau de la bordure entre FC et DFC, I’ARN pol I (Pol 1) est responsable de la
transcription d’un unique ARN polycistronique, le pré-ARNr 47S. Dans le noyau, I’ARNr 5§ est issu de la
transcription par Pol IIl. Les genes codant pour les protéines ribosomales sont également transcrits dans le noyau,
mais par Pol II, puis traduits en protéines ribosomales dans le cytoplasme. Ces derniéres sont ensuite importées
dans le nucléole, ou elles participent au clivage et a la maturation du pré-ARNr 478S. Ainsi, la biogenése des sous-
unités 40S et 60S du ribosome débute dans le DFC et se poursuit dans le GC.

Le ribosome humain est constitué¢ de 4 ARNr (ARN ribosomique) et de 80 protéines
ribosomales (RPs). Les génes RPs sont transcrits dans le noyau par Polll, exportés vers le
cytoplasme pour y étre traduits puis, immédiatement apres synthése, importés vers le nucléole
pour y participer a la biogenese des ribosomes (Figure 15) (James et al., 2014; Wang et al.,
2015). L altération de la composition, et donc de la fonction, des ribosomes a été associée a une
susceptibilité accrue au cancer. La protéine HBZ étant localisée dans le nucléole lorsqu’elle
n’interagit pas avec des facteurs de type bZIP, nous avons voulu établir la localisation
subcellulaire d’HBZ en présence de RPS25 par microscopie confocale (Hivin et al., 2005;
Murata et al., 2006). Nos résultats montrent que HBZ et RPS25 co-localisent dans le noyau de
cellules COS7 (Figure 16). De plus, le marquage de Ki67 endogene indique que cette co-
localisation pourrait plus précisément avoir lieu au niveau de la zone DFC du nucléole (Kill,
1996) (Figure 15). Outre la séquestration du messager de RPS235, il est possible que la protéine
HBZ affecte la composition des ribosomes en RPS25 en interférant avec le processus de
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biogenese des ribosomes dans le nucléole. Des expériences de « ribosome profiling »
permettraient de vérifier la validité de cette hypothese.

. . . :

Figure 16 : Co-localisation de RPS25 et HBZ dans le nucléole. Des cellules COS7 ont été transfectées avec
HBZ-Myc et RPS25-HA. Apreés fixation a la formaline et perméabilisation au Triton X100, HBZ a été visualisé a
I"aide d’un anticorps anti-c-Myc de lapin et d’un anticorps secondaire d’ane, anti-lapin, couplé a Cy5. RPS25 a
été marqué par un anticorps anti-HA de chevre et un anticorps secondaire d’ane, anti-chevre, couplé a FITC.
Ki67 endogene a été mis en évidence grdce a un anticorps anti-Ki67 de souris et un anticorps secondaire d’dne,
anti-souris, couplé a TRITC. Les noyaux ont été marqués au Hoechst. Les barres blanches indiquent 10 um. Le
panel du bas correspond a un zoom effectué au niveau du cadre blanc en pointillés (panel du haut).
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CONCLUSION
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Depuis sa découverte en 2002, la protéine HBZ du HTLV-1 s’est avérée essentielle au
développement et au maintien de I’ATL. En effet, contrairement a Tax et aux autres facteurs
viraux, son expression est constitutive dans les cellules ATL et intervient trés tot apres
I’infection. De plus, HBZ est capable de stimuler I’acquisition de la plupart des caractéristiques
de cellules cancéreuses identifiées a ce jour : résistance a I’apoptose, immortalité réplicative,
prolifération accrue, inflammation, instabilité génétique, évasion de la surveillance immunitaire
et de I’activité des suppresseurs de tumeur (Hanahan and Weinberg, 2011; Ma et al., 2016).
Cependant, les modalités de son action restent encore a éclaircir. Les présents travaux de thése
ont permis de mettre en évidence deux mécanismes par lesquels HBZ induirait la survie et la
prolifération des cellules ATL.

Dans un premier temps, il a été¢ démontré que la protéine HBZ active une boucle autocrine
et/ou paracrine, entre la neurotrophine BDNF et son récepteur de haute affinité TrkB, qui
promeut la survie des cellules T infectées par HTLV-1. En effet, HBZ stimule la transcription
a partir du promoteur de I’exon IV de BDNF. Toutefois, nos résultats suggerent qu’HBZ
activerait indirectement ce promoteur en interagissant avec un facteur de type bZIP. Etant donné
I’importance du complexe HBZ/JunD/Spl dans I’infection par HTLV-1, aussi bien pour la
régulation de I’expression du gene hbz que de genes cellulaires comme ATERT, il ne serait pas
surprenant que JunD et Sp1 coopérent avec HBZ pour activer la transcription de BDNF. D’autre
part, la voie de signalisation BDNF/TrkB joue un rdle central dans la survie et la
chimiorésistance de certains types de cellules tumorales et leucémiques, souvent via
I’inactivation de la kinase GSK3-f3 (L1 et al., 2009b; Thiele et al., 2009). Nos résultats indiquent
que la voie BDNF/TrkB stimule la survie des cellules infectées par HTLV-1 et conduit a
I’inactivation de GSK3-B. Aussi, il serait intéressant de tester des inhibiteurs spécifiques de la
voie BDNF/TrkB dans le traitement des patients ATL, dans le but d’améliorer leurs chances de
survie et de rémission.

Dans un deuxiéme temps, nous avons découvert qu’HBZ dérégule 1’expression du
suppresseur de tumeur JunD dans les cellules T infectées, et induit celle de l’isoforme
potentiellement oncogéne AJunD. Nos résultats montrent que AJunD promeut effectivement la
prolifération et la transformation cellulaire, en I’absence de sérum, et nous proposons que son
expression contribue a 1’évolution des cellules T infectées en cellules leucémiques. D’autre
part, nous avons ¢tudié les modalités d’expression de I’isoforme AJunD. Nos résultats indiquent
que la production de AJunD, en présence d’HBZ, implique une protéine de la sous-unité 40S
du ribosome : RPS25. En effet, en diminuant I’expression de RPS25, HBZ autorise I’initiation
de la traduction au niveau de I’AUG de AJunD. Cependant, il est possible que RPS25 ne soit
pas le seul composant de la machinerie traductionnelle a étre ciblé par HBZ. Des résultats
préliminaires, obtenus en microscopie confocale, montrent qu’HBZ co-localise avec RPS25
dans le nucléole. Ceci suggere qu’HBZ pourrait déréguler la biogenése des ribosomes dans le
nucléole. L’étude de la composition des ribosomes dans les cellules infectées par HTLV-1
permettrait d’évaluer ’ampleur de 1’altération de la machinerie traductionnelle par HBZ.

Il faut savoir qu'HTLV-1 n’est pas le seul rétrovirus humain dont le génome proviral code
pour une protéine antisens. Ainsi, I’expression de la protéine ASP (antisens protein) a été
détectée chez les patients infectés par le lentivirus HIV-1 (Vanhée-Brossollet et al., 1995). Bien
que la fonction d’ASP demeure inconnue a ce jour, il a été proposé qu’elle jouerait un role dans
I’établissement d’une infection chronique in vivo (Barbeau and Mesnard, 2015). Les rétrovirus
HTLV-2, HTLV-3, et HTLV-4 expriment également des protéines antisens, nommeées
respectivement APH-2, -3, et -4 (antisens protein of HTLV) (Halin et al., 2009; Larocque et al.,
2011). HTLV-3 et HTLV-4 sont apparemment non pathogenes. Quant au virus HTLV-2, dont
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la séquence nucléotidique est fortement homologue a celle de HTLV-I1, il est rarement
pathogene et n’induit pas de leucémie (Feuer and Green, 2005).

APH-2 est exclusivement présente dans le noyau et produite a partir d’'un ARNm épissé
et polyadénylé (Halin et al., 2009). Contrairement a HBZ, APH-2 ne possede pas de domaine
d’activation, ni de domaine bZIP canonique, et n’interagit pas avec p300/CBP. Par contre, le
motif LXXLL est conservé et requis pour son association a CREB. APH-2 est donc capable
d’inhiber la trans-activation du LTRS’ par Tax, mais de maniére moins efficace qu’HBZ (Halin
et al., 2009; Yin et al., 2012). D’autre part, via son domaine de type bZIP, APH-2 interagit avec
c-Jun et JunB, dont elle augmente ’activité transcriptionnelle, mais pas avec JunD (Marban et
al., 2012). Grace a sa partie C-terminale, APH-2 interagit avec ’homologue de Tax, Tax-2, et
régule négativement 1’activation de la voie AP-1 par Tax-2. Enfin, la protéine antisens du
HTLV-2 est moins stable que la protéine HBZ, diminue légerement 1’activité trans-activatrice
du facteur p65 de la voie canonique NF-kB, et n’active pas la voie de signalisation TGF-f3
(Panfil et al., 2016).

Il n’est donc pas surprenant qu”’APH-2 soit incapable d’induire I’immortalisation et la
prolifération cellulaire (Douceron et al., 2012; Yin et al., 2012). Il a également été montré, qu’a
I’inverse d’HBZ, APH-2 n’est pas nécessaire a la persistance de 1’infection virale in vivo (Yin
et al.,, 2012). APH-2 et HBZ semblent donc avoir des propriétés biologiques distinctes qui
pourraient expliquer pourquoi HTLV-1 est capable d’induire le développement de ’ATL et non
HTLV-2.

Etant donné les différences dans la régulation et le profil d’expression des protéines

antisens, par rapport aux autres protéines rétrovirales, leur découverte représente un tournant
quant a la compréhension de la pathogenése induite par les rétrovirus humains.
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Matériels et méthodes pour 1I’étude de la localisation subcellulaire de la protéine
HBZ en présence de RPS25

Cellules. Les cellules COS7 ont été cultivées dans du milieu DMEM avec 10% de sérum
de veau feetal, 2 mM de glutamine, 100 U/ml de pénicilline, et 100 png/ml de streptomycine
(Eurobio, Paris, France).

Transfection. 24 heures avant transfection, dans une plaque 12 puits, une lamelle stérile
de 14 mm de diamétre puis 0.8 x 10° cellules COS7 ont été déposées par puits. Le lendemain,
la transfection a été réalisée a I’aide du réactif Jet Pei, selon le protocole du fabriquant (Polyplus
transfection, Illkrich France). Les détails de transfection figurent dans le tableau 2. Les cellules
ont ensuite ¢été¢ incubées pendant 30h a 37°C avec 5% de CO», avant d’étre fixées pour
immunofluorescence.

Fixation, immunofluorescence, et préparation pour microscopie. Bricvement, les
cellules ont été lavées une fois dans du PBS 1X puis fixées pendant 10 minutes a température
ambiante dans une solution contenant 4% de formaldéhyde (Formalin solution, neutral
buffered, 10%, Sigma-Aldrich). Apres un lavage au PBS 1X, la fixation des cellules a été
stabilisée 5 minutes dans une solution de NH4Cl a 50 mM. Les cellules ont ensuite été lavées
une fois dans du PBS 1X et perméabilisées dans du PBS 1X contenant 0,1% de Triton X100
pendant 10 minutes. Aprés deux lavages au PBS 1X, les lamelles ont été incubées lh a
température ambiante dans une solution de blocage avec 5% de sérum de veau feetal. Puis, les
lamelles ont été incubées 1h a 37°C en chambre humide avec les anticorps primaires (dilués
dans la solution de blocage), lavées trois fois avec la solution de blocage, et incubées a nouveau
avec les anticorps secondaires pendant 1h a 37°C et a ’obscurité. Apres trois lavages, les
noyaux des cellules ont été marqués 5 minutes au colorant Hoechst (Sigma-Aldrich). Apres
lavages, les lamelles ont finalement été¢ montées sur lame de verre sur une goutte de milieu de
montage (ProLong Gold antifade reagent, Life Technologies). Les détails d’immunomarquage
figurent dans le tableau 2.

Microscopie confocale. Les images ont ¢té réalisées a 1’aide d’un microscope confocal
Leica TCS SPE (objectif : ACS APO, grandissement 63X, ouverture numérique 1.30) et
importées dans le logiciel Leica LAS AF Lite.

Tableau 2 : Parameétres de transfection et d’immunomarquage.

Transfection® | Plasmides® Anticorps primaires® Anticorps secondaires d’Ane?
Controle pcDNA3.1-Myc anti-c-Myc de lapin anti-lapin couplé a Cy5
anti-HA de chévre anti-cheévre couplé a FITC
anti-souris couplé a TRITC
HBZ-Myc pcDNA3.1-Myc anti-c-Myc de lapin anti-lapin couplé a Cy5
pcDNA3.1-HBZ-Myc anti-Ki67 de souris anti-souris couplé a TRITC
RPS25-HA pcDNA3.1-Myc anti-HA de chévre anti-chévre couplé a FITC
pcDNA3.1/Zeo-RPS25-HA | anti-Ki67 de souris anti-souris couplé a TRITC
HBZ-Myc et pcDNA3.1-HBZ-Myc anti-c-Myc de lapin anti-lapin couplé a Cy5
RPS25-HA pcDNA3.1/Zeo-RPS25-HA | anti-HA de chévre anti-chévre couplé a FITC
anti-Ki67 de souris anti-souris couplé a TRITC
2 Liste des protéines exprimées par transfection dans les cellules COS7.
® 1 ug de plasmide a été transfecté au total ; dans le cas de deux plasmides, 0.5 pg de chaque a été transfecté.
¢ Les anticorps primaires ont été dilués au 1/100°™ pour I’anti-c-Myc (C3956, Sigma) et I’anti-Ki67 (clone
MIB-1, Dako) et au 1/200°™ pour I’anti-HA (A190-107A, Bethyl).
dLes anticorps secondaires ont été dilués au 1/100°™ : anti-lapin et anti-souris (Jackson Immuno Research), et
anti-cheévre (Tebu).
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