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Inhibition de la transcription inverse du VIH-1 par la protéine Daxx

Daxx (Death domain-associated protein 6), est une protéine multifonctionnelle exprimée de fagon
ubiquitaire majoritairement dans le noyau des cellules, ou il se trouve associé aux corps nucléaires
formés par la protéine PML. En 2015, I'équipe a identifié Daxx comme un facteur de résistance a
certains rétrovirus, dont le VIH-1. Daxx cible plus précisément la transcription inverse du VIH-1, une
étape essentielle et spécifique du cycle de réplication des rétrovirus, au cours de laquelle le génome
viral sous forme ARN est converti en un ADN double brin capable de s’intégrer au génome de I’'hote.
Les travaux que nous avons entrepris avaient pour but d’élucider le mécanisme de restriction imposé
par Daxx, notamment en identifiant les partenaires impliqués dans cette activité antivirale. Nous avons
d’abord montré que la région SIM localisée en C-terminale de Daxx, un domaine qui lui permet
d’interagir avec des protéines SUMOylées, était nécessaire a sa fonction inhibitrice. Apres différentes
mises au point, un crible protéomique complété d’expériences d'immunoprécipitation ont montré que
Daxx s’associe aux particules virales entrantes par I'intermédiaire d’une interaction avec la cyclophiline
A dépendante de la région SIM de Daxx. Cette interaction est a I’origine de la formation d’'un complexe
multiprotéique également constitué de TRIM5a, TRIM34 et TNPO3. Sachant que certains de ces
facteurs influencent la stabilité de la capside d’une part, et que la transcription inverse est étroitement
liée a I'étape de décapsidation, nous nous sommes interrogés sur I'implication de Daxx dans la stabilité
des capsides. Nous avons ainsi montré que Daxx stabilise les capsides virales de maniere SIM-
dépendante. Nos résultats suggerent que Daxx, en s’associant a la CypA liée aux capsides entrantes
par I'intermédiaire de son motif SIM, recrute d’autres partenaires comme TRIM5a, TRIM34 ou TNPO3,
ce qui provoque la stabilisation des capsides et empéche la décapsidation et la transcription inverse.

Daxx-mediated inhibition of HIV-1 reverse transcription

Daxx is a multifunctional ubiquitously expressed protein, mainly found in the nucleus, where it
associates with nuclear structures called PML nuclear bodies. In a previous study, the team showed
that antiviral effect of PML was not direct and identified Daxx as a novel restriction factor which
interferes with an early step of HIV-1 and other retroviruses replication cycle. Daxx indeed targets the
reverse transcription, an essential step responsible for the RNA viral genome conversion in a double
stranded DNA that can integrate in the cellular host genome. In order to decipher the mechanism
underlying Daxx-mediated inhibition of HIV-1 reverse transcription, we sought to identify Daxx’s
partners involve in this antiviral activity. We first showed that the C-terminus domain of Daxx called
SIM, for SUMO-interacting motif, was required for its antiviral activity. A proteomic screen combined
with biochemical approaches showed that Daxx associates with incoming viral cores in a SIM-
dependant interaction with cyclophilin A (CypA). Daxx is found in a multiprotein complex associated
with incoming viral particles and containing TRIM5a, TRIM34 and TNPO3. Knowing that some of these
factors influence HIV-1 core stability, we investigated the effect of Daxx on the fate of incoming viral
particles, and showed that Daxx interferes HIV-1 uncoating in a SIM-dependant manner. Altogether,
our findings suggest that Daxx interacts with CypA associated with viral capids to recruit a multiprotein
complex containing TRIM5a, TRIM34 and TNPO3 in order to stabilize the viral cores thus preventing
uncoating and reverse transcription.
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l. Le virus de 'immunodéficience humaine
A. Généralités

Le virus de 'immunodéficience humaine de type 1, ou VIH-1, est I'agent responsable du syndrome de
I'immunodéficience acquise, ou SIDA. Il est a I'origine d’'une pandémie mondiale touchant prés de 38
millions de personnes a travers le monde en 2018 (Rapport ONUSIDA 2019). La phase de SIDA déclaré
est le dernier stade de I'infection provoquée par le VIH. En absence de traitement, elle se caractérise
par une diminution progressive du taux de lymphocytes T CD4+ (LT-CD4), principales cibles du virus,
en réponse a l'activation chronique du systéme immunitaire. Cette réduction graduelle peut s’étaler
sur plusieurs années, et passé le seuil de 200 LT-CD4 par mm? de sang, le systéme immunitaire affaiblit
favorise I'émergence de maladies opportunistes causant la mort des patients infectés. S’il n’existe a
I’heure actuelle aucun vaccin permettant de lutter contre ce virus, de nombreux traitements
antirétroviraux sont disponibles, et environ 60% des malades ont accés a ces thérapies. Sans que
I’épidémie ne soit maitrisée pour le moment, ces traitements ont largement participé a la diminution

du nombre de contaminations.

Les premiéres descriptions du SIDA remontent au début des années 80 aux Etats-Unis : un rapport du
CDC (Center for Disease Control and Prevention) fait état de I'émergence de maladies opportunistes
habituellement caractéristiques d’un état d'immunodépression avancé au sein de la communauté
homosexuelle (Gottlieb et al. 1981). Le virus prend rapidement de I'ampleur et se propage dans le
monde entier, aboutissant a une pandémie. En 1983, une équipe francaise de l'institut Pasteur
parvient a isoler le virus responsable de ces maladies, le VIH (Barré-Sinoussi et al. 1983). Pour cette
découverte majeure, le prix Nobel de physiologie et médecine sera décerné a Frangoise Barré-Sinoussi
et Luc Montagnier en 2008 pour leurs travaux sur le sujet. En 1986, le VIH-2, un second type de virus,
a été découvert par Frangois Clavel (Clavel et al. 1986). Contrairement au VIH-1 qui a colonisé
I’ensemble de la planéte, le foyer épidémique du VIH-2 est restreint a I’Afrique de I'Ouest. Certaines
études montrent que ce virus se transmet moins efficacement que le VIH-1, en partie a cause d’une

charge plasmatique plus faible mesurée chez les patients atteints du VIH-2 (Visseaux et al. 2016).
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Le VIH-1 se transmet suivant trois modes de contaminations: les voies sexuelles, sanguines ou
maternelles. Les rapports sexuels non protégés sont a l'origine de la grande majorité des
contaminations. La transmission par voie sanguine est essentiellement observée au sein de
populations toxicomanes lors d’échange de matériel souillé, ou bien dans le cadre hospitalier avec la
projection de sang contaminé. Enfin, la transmission de la mére a I’enfant peut intervenir pendant la

grossesse, I'accouchement ou I'allaitement.

Comme tous les virus, le VIH doit infecter une cellule cible pour se multiplier et se propager. La
présence de récepteur et corécepteurs particuliers a la surface des cellules détermine le tropisme du
VIH, c’est-a-dire I'ensemble des cellules qui peuvent étre infectées. L'enveloppe du VIH reconnaissant
spécifiguement le récepteur CD4 (Maddon et al. 1986) et le corécepteur CXCR4 (Feng et al. 1996) ou
CCR5 (Dragic et al. 1996), ces derniers doivent étre exprimés en surface des cellules cibles pour que le
virus puisse entrer et se multiplier. Le récepteur CD4 se retrouve principalement sur la membrane des
lymphocytes T CD4+, et dans une moindre mesure, a la surface des macrophages et des cellules
dendritiques immatures. CXCR4 est exprimés par les LT-CD4 naifs, tandis que les LT-CD4 mémaoires et
les macrophages portent le corécepteur CCR5. Selon leur tropisme, les virus peuvent étre catégorisés
en trois groupes : les virus R5 T tropiques, R5 M tropiques, ou X4 T tropiques. Les virus R5 T tropiques,
qui infectent surtout les LT-CD4 mémoires, sont particulierement importants pour la propagation du
virus dans la population puisque ce sont les seuls a étre transmis d’un individu a I'autre (Keele et al.

2008; Ping et al. 2013).

B. Origine et classification

Le VIH provient de plusieurs franchissements de la barriere inter-espece qui existe entre les primates
et 'Homme. En effet, plus de 40 espéces de primates sont naturellement porteuses de différents types
de virus de I'immunodéficience simienne, ou VIS, qui ne sont pas tous pathogénes pour leur hote. Il
semblerait que ces VIS aient réussis a infecter ’homme a I'occasion de morsures de singe ou de
coupures pendant la préparation de la viande de brousse dans des zones géographiques ol I’lhomme
et les primates se cotoient, comme c’est le cas en Afrique. Méme si la majorité des transmissions de
virus entre espéces différentes reste occasionnelle et limitée a I’échelle de I'individu, certains VIS ont
traversé la barriére inter-espece pour infecter I'homme et généré un nouveau virus, le VIH (Sharp et

Hahn 2011) (Figure 1).
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Figure 1 : Origine des virus de I'immunodéficience humaine

Plus de 40 espéces de primates sont infectées par différents lentivirus appelés Virus de I'immunodéficience
simienne (VIS), auxquels s’ajoute un suffixe a 3 lettres désignant I’espéce d’origine du virus. Le franchissement de
la barriere inter-espéces existant entre I’homme et les singes a provoqué I’émergence de nouveaux virus, dont les
VIH. D’apreés (Sharp et Hahn 2011)

Il existe quatre groupes de VIH-1, chacun issu d’un franchissement de barriere indépendant, et classés
en fonction de leur origine. Le groupe M (« Major »), responsable de la pandémie actuelle, et le groupe
N (non M et non O) proviennent de la transmission du SIV du chimpanzé (SIVcpz) a 'Homme dans deux
zones géographiquement distinctes d’Afrique (Figure 1). Le SIV de gorille (SIVgor) est quant a lui a
I’origine des groupes O (« outlier ») et P. Ce dernier groupe n’a été retrouvé que chez deux malades a
ce jour (D’arc et al. 2015). D’aprés une analyse phylogénétique, il semblerait que les groupes M et O
soient apparus dans les années 1920, a proximité de Kinshasa, capitale de I'actuelle République

Démocratique du Congo (Faria et al. 2014).

En ce qui concerne le VIH-2, il en existait en 2011 huit groupes (A a H), issus de l'infection du singe
sooty mangabey par huit SIV différents (Sharp et Hahn 2011) (Figure 1). Toutefois, une équipe a
rapporté I'existence d’un neuviéme groupe |, en 2013 (Ayouba et al. 2013). A I'heure actuelles, les
pratiques de chasse et la consommation de viande de singe expose toujours les populations aux VIS
circulant chez les primates, et pourraient étre a I'origine de nouveaux franchissements de barriére
inter-espéce, comme cela a été montré dans le cas de I'’émergence du dernier type de VIH-2 (Ayouba
et al. 2013). En effet, une seule transmission de VIS est a 'origine de la pandémie mondiale actuelle

(VIH group M) (Peeters, Jung, et Ayouba 2013).
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Le VIH, tout comme les VIS circulants chez les primates non humains, est un virus de la famille des
Retroviridae, appartenant a la sous-famille des Orthoretrovirinae et au genre des Lentivirus
(classification ICTV 2019). Ces virus se caractérisent par une étape de transcription inverse au cours de
laquelle le génome viral présent sous forme d’ARN est converti en un ADN double brin susceptible de

s'intégrer au génome de la cellule hote.

C. Génome et protéines virales

Le génome du virus est composé d’un ARN linéaire monocaténaire de polarité positive, d’environ 10
kb, présent en double exemplaire au sein de la particule virale mature. Il est flanqué de deux régions
non codantes répétées d’environ 600 nucléotides a chaque extrémité 5’ et 3’, les LTR (long terminal
repeat), chacune composée de trois domaines : U3, R et U5. L’ARN génomique viral porte une coiffe

en 5’ et une queue poly-A en 3.

5!

Figure 2 : Structure du génome viral

LTR : S équence répétée (Long Terminal Repeat). MA : matrice. CA : capside. NC : nucléocapside. PR : protéase. RT
: transcriptase inverse. IN : intégrase. SU : protéine de surface. TM : protéine transmembranaire. D’aprés
(Laguette, Benichou, et Basmaciogullari 2008)

Le génome du virus est composé de 10 genes codant 16 protéines au total (Figure 2). Parmi eux, se
trouvent les trois génes communs a tous les rétrovirus, gag, pol et env, codant les protéines de
structure et les enzymes virales essentielles a la réplication du virus. A ces trois genes spécifiques
s’ajoutent sept autres genes acquis au cours de I"évolution qui font du VIH un rétrovirus complexe
(Frankel et Young 1998). Deux genes codent des protéines régulatrices, Tat (Transactivator of
transcription) et Rev (regulator of virion), impliquées dans la régulation de I'expression du génome
viral, et quatre genes codent les protéines accessoires Vif (viral infectivity factor), Vpr, Vpu (ou Vpx
dans le cas du VIH-2) (viral protein R, U, X) et Nef, qui permettent au virus de persister dans les cellules
gu’il infecte. Le virus a développé diverses stratégies afin d’exprimer plusieurs protéines a partir d’un

nombre limité de génes : la synthese et le clivage post-traductionnel de précurseurs polyprotéiques,

INTRODUCTION



le glissement du ribosome qui induit un décalage du cadre de lecture, I'épissage alternatif, ou encore

la transcription antisens a partir du LTR 3’.

Les génes gag, pol et env sont transcrits et traduits sous forme de précurseurs du méme nom qui
seront clivés dans un second temps par des protéases virales ou cellulaires. Les protéines de structure
matrice MA/p17, capside CA/p24 et nucléocapside NC/p7, ainsi que la protéine p6 sont codées par le
géne gag et générées suite au clivage par la protéase virale durant la maturation (Figure 2). La
polyprotéine Gag joue un rble déterminant au cours de I'assemblage et du bourgeonnement des
nouveaux virions. Le précurseur Gag-Pol résulte d’'un saut du ribosome ayant pour conséquence un
décalage du cadre de lecture. Cette polyprotéine est a I'origine des trois enzymes virales essentielles
a laréplication du virus (Figure 2). La protéase PR intervient au cours de la maturation, la transcriptase
inverse RT permet la conversion de I’ARN viral monocaténaire en un ADN double brin, et I'intégrase IN
est a I'origine de I'intégration de cet ADN viral au génome de la cellule. Le géne env est transcrit puis
traduit sous la forme de la polyprotéine gpl60. Une fois glycosylée dans le réticulum
endoplasmique/Golgi, elle est clivée par une protéase cellulaire, la furine (Hallenberger et al. 1992),
pour produire les deux glycoprotéines constitutives de I’enveloppe gp120/SU et gp41/TM. Ensemble,
elles forment un hétérodimere impliqué dans la reconnaissance du récepteur CD4 et du corécepteur
CXCR4 ou CCR5. La grande variabilité de la gp120 est en partie responsable de I'échappement du virus

au systeme immunitaire (Munro et Mothes 2015).

Les protéines Vif, Vpu et Vpr sont produites a partir d’ARN messagers (ARNm) partiellement épissés
(Figure 2). Une fois synthétisée, la protéine Vif (Virion Infectivity Factor) est incorporée dans les
particules virales, et son rble est de contrecarrer I'effet du facteur de restriction APOBEC3G
(APOlipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide like 3G) (Sheehy et al. 2002) en induisant
son ubiquitination et sa dégradation protéasomale (Yu et al. 2003). Vpu (Viral Protein Unique) cible
guant a elle le facteur de restriction Bst2 (bone marrow stromal antigen 2, ou Tétherine) (Neil, Zang,
et Bieniasz 2008). Dans le cas du VIH-2, on ne trouve pas Vpu mais une autre protéine auxiliaire, Vpx,
chargée de s’opposer au facteur de restriction SAMHD1 (sterile a motif and histidineaspartic acid
domain-containing protein 1) (Laguette et al. 2011). En ce qui concerne la protéine Vpr (Viral Protein
R), des travaux ont montré que celle-ci pouvait bloquer le cycle cellulaire en phase G2 (Jowett et al.
1995) en provoquant la dégradation de la protéine CCDC137 (Zhang et Bieniasz 2020), et qu’elle
interférait avec les machineries de réparation de I’ADN pour favoriser la réplication du virus, en

induisant par exemple la dégradation de la protéine HTLF (Lahouassa et al. 2016).
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Enfin, les ARNm doublement épissés seront a I'origine des protéines Rev, Tat et Nef (Figure 2). Rev, en
collaboration avec d’autres partenaires cellulaires, permet I'export des ARN viraux partiellement ou
non épissés vers le cytoplasme. Tat est un facteur qui induit la transcription efficace du provirus
intégré. Enfin, la protéine Nef (NEgative Factor) facilite la libération des particules virales néo-
formées : en diminuant I'expression du CD4 a la surface des cellules infectées (Garcia et Miller 1991),
Nef favorise I'incorporation de la gp120 dans les particules virales libérées lors du bourgeonnement
(Lama, Mangasarian, et Trono 1999). De plus, I'expression de surface du complexe majeur
d’histocompatibilité CMH-I est également diminuée par Nef (Schwartz et al. 1996), ce qui évite a la
cellule infectée d’étre neutralisée par d’autres cellules du systeme immunitaire comme les
lymphocytes T CD8 cytotoxiques (Collins et al. 1998). Enfin, a I'instar d’autres protéines accessoires qui
interferent avec différents facteurs de restriction, Nef peut aussi contrecarrer l'effet de
SERINC3/SERINCS5, qui bloquent normalement la fusion des membranes virales et cellulaires (Usami,
Wou, et Gottlinger 2015). Nef induit I’'endocytose de SERINC3/5, diminuant ainsi leur expression en

surface de la cellule productrice.

Un dernier géne, asp, situé sur le brin complémentaire a env, est transcrit en antisens a partir du LTR
3’ et code la protéine antisens Asp (Antisens protein). Son existence a été évoquée pour la premiére
fois en 1988 (Miller 1988), mais reste controversée au sein de la communauté scientifique. Certains
groupes ont détecté des transcrits antisens dans des cellules infectées, ou la présence d’anticorps anti-
Asp dans le sérum de patients inclus dans deux études cliniques (Mancarella et al. 2019; Savoret et al.

2020; Vanhée-Brossollet et al. 1995).

D. Structure de la particule virale

La particule virale libérée suite au bourgeonnement est une particule dite immature, qui doit subir une
derniere étape de maturation caractérisée par un réarrangement structural de la protéine Gag, suite

a son clivage par la protéase virale (Figure 3).
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Figure 3 : Structure d’une particule virale mdture du VIH-1

A. Schéma de la structure d’une particule virale mature, constituée de protéines virales d’une part, et cellulaires
d’autre part. (Kirchhoff 2018) B. Reconstruction tomographique d’une particule virale mature. D’apres (Briggs et
Kréusslich 2011)

Les particules matures sont de forme sphérique et ont un diametre compris entre 100 et 200 nm. Le
VIH est un virus enveloppé dont I'enveloppe est composée d’une bicouche lipidique issue de la cellule
productrice, et dans laquelle sont enchassées les glycoprotéines virales gp120 et gp41, associées sous
forme de trimeres. La face interne de I'enveloppe est tapissée par la protéine de matrice. A I'intérieur
de la particule, on retrouve la protéase virale, ainsi que les monomeéres de CA associés pour former
une capside conique, ou core, renfermant le génome viral recouvert de nucléocapside, et plusieurs
exemplaires des enzymes virales nécessaires a la réplication du virus, IN et RT. La capside peut
également contenir des protéines cellulaires comme la cyclophiline A (CypA) (Franke, Yuan, et Luban

1994).

Figure 4 : Structure de la capside du VIH

Les monomeéres de capside (CA, p24) s’oligomérisent en hexaméres (vert) et pentaméres (rouge), pour former une
cage de capside conique, renfermant entre autres le génome viral et les protéines virales associées. Les NTD des
hexameéres et pentameéres sont colorés, tandis que les CTD sont laissés gris. Echelle : 20 nm. D’aprés (Grime et al.
2016)
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Un monomeére de CA est composé de deux domaines structuraux, le NTD et le CTD (Domaine N- et C-
terminal, respectivement), reliés entre eux par une région courte et flexible appelée linker (Figure 4).
Environ 1 300 monomeéres composent la capside et s’associent en hexameres majoritairement, mais
ils peuvent également se retrouver sous forme de pentameres a chaque extrémité de la capside (Figure

4) : un core est composé d’environ 200 hexameres et 12 pentameres (Mattei et al. 2016).

E. Cycle de réplication du virus

Le cycle de réplication viral décrit les étapes qui permettent au virus de se multiplier au sein d’une
cellule, depuis son entrée et jusqu’a la libération de nouvelles particules virales. Il peut étre dissocié
en deux grandes phases : les étapes précoces, qui correspondent aux événements compris entre
I’entrée du virus dans la cellule-h6te et I'intégration du provirus au sein du génome cellulaire (Figure
5), et les étapes tardives, qui regroupent I'ensemble des étapes de la transcription des génes viraux

jusqu’a la libération et la maturation de nouveaux virions (Figure 8).
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Figure 5 : Schéma des étapes précoces du cycle de réplication du VIH

La reconnaissance des protéines d’enveloppes par les récepteurs et corécepteurs situés a la surface de la cellule
cible déclenche la fusion des membranes virales et cellulaires, aboutissant a la libération de la capside dans le
cytoplasme. Elle est ensuite prise en charge par le cytosquelette pour étre transportée jusqu’a I’enveloppe
nucléaire. Au cours de ce transport, le génome viral sous forme d’ARN simple brin est rétro-transcrit en un ADN
double brin. Une fois amarrée au pore nucléaire (NPC), la capside se désassemble pour permettre au génome viral
d’entrer dans le noyau puis de s’intégrer a la chromatine cellulaire. Schéma fait par Juliette Fernandez.

RT : Rétrotranscriptase. IN : intégrase

a. Entrée

Au cours de la phase d’attachement, les membranes virales et cellulaires se rapprochent pour favoriser
le contact entre les protéines d’enveloppe du virus et les récepteurs et corécepteurs cellulaires. Tout
commence par la reconnaissance du récepteur d’entrée CD4, exprimé a la surface des lymphocytes T
CD4+ principalement, par la glycoprotéine d’enveloppe gp120 (Maddon et al. 1986; McDougal et al.
1986). Cette reconnaissance induit un changement conformationnel de la gp120, qui lui permet de
reconnaitre et d’interagir avec le corécepteur CXCR4 ou CCR5. Dans cette configuration, la deuxieme
protéine d’enveloppe du virus, gp41, déclenche la fusion de I'enveloppe virale et de la membrane
cellulaire, ce qui aboutit a la libération de la capside dans le cytoplasme de la cellule (Wilen, Tilton, et

Doms 2012).
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b. Transport et transcription inverse

Pour atteindre le noyau, le core est transporté grace au cytosquelette de la cellule, composé d’un
important réseau d’actine et de microtubules (Arhel et al. 2006; McDonald et al. 2002). Dans ce
contexte, la cage de capside joue un rdle capital de par sa capacité a interagir avec de nombreuses
protéines associées au cytosquelette comme les moteurs moléculaires, habituellement utilisés pour le
transport de molécules a travers la cellule. Par exemple, les protéines associées aux microtubules
MAP1A et MAP1S stabilisent les microtubules pour permettre un transport efficace de la capside
(Fernandez et al. 2015). D’autres protéines telles que BICD2 ou FEZ1, des adaptateurs de dynéine ou
kinésine respectivement, sont également impliquées dans le transport intra cellulaire du virus par

I'intermédiaire de leur association avec la capside (Carnes, Zhou, et Aiken 2018; Malikov et al. 2015).

Au cours de ce transport, une étape clé spécifique du cycle de réplication des rétrovirus intervient : la
transcription inverse. En effet, si le génome viral est contenu dans la capside sous forme d’ARN simple
brin, il doit étre converti en un ADN double brin pour s’intégrer ensuite a la chromatine cellulaire. C’est
la fonction de la RT, une enzyme virale associée a I’ARN du virus dans la capside. Elle est composée de
deux sous unités p66 et p51, issues de la polyprotéine Gag-Pol. Elle posseéde une activité ADN
polymérase ARN-dépendante qui lui permet de synthétiser un ADN complémentaire a partir de I’ARN
viral, et une seconde activité RNAse H, responsable de la dégradation non spécifique de I’ARN au cours

de la synthése d’ADN. La Figure 6 présente en détail chaque étape de la transcription inverse.
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Figure 6 : Schéma détaillé de la transcription inverse du génome du VIH

La transcriptase inverse (RT) initie la synthese d’un brin d’ADN (-) aprés reconnaissance de I’ARNtLys, fixé au PBS
du brin d’ARN (+) viral (1). La région d’ARN transcrite est dégradée par I'activité RNAse de la RT (2). Le fragment
d’ADN (-) effectue un premier saut de brin, et s’hybride a I'extrémité 3’ de I’ARN (+) viral (3). L’élongation du brin
d’ADN (-) se poursuit (4), puis ’ARN génomique (+) est dégradé, a I'exception des région PPT et cPPT (5), qui serve
ensuite d’amorce pour la synthése du brin d’ADN (+) (6). L’ARNtLys et les régions PPT sont a leur tour dégradées
(7). Le deuxiéeme saut de brin s’opére : les régions PBS des brins d’ADN (+) et (-) s’hybrident, circularisant ainsi
I’ADN en cours de synthese (8 et 9). La synthese de I’ADN se poursuit jusqu’a la formation des LTR a chaque
extrémité de I’ADN viral double brin (10). D’aprés (Mak et Saunders 2006)

Dans un premier temps, un ARNt lysine associé a la région PBS (Primer Binding Site) de I’ARN viral sert
de primer pour la reconnaissance par la RT. Grace a son activité ADN polymérase, la RT synthétise un
morceau d’ADN complémentaire (ADNc) de polarité négative, en direction de I'extrémité 5’ de I’ARN
viral, formant ainsi un hétéroduplexe ARN/ADN (étape 1). Ce morceau d’ADN est appelé « ADN strong
stop ». L’activité RNAse H prend ensuite le relai pour dégrader I’ARN de I’hybride ARN/ADN (étape 2).
Le premier saut de brin intervient, et ’ADNc simple brin s’apparie a la région R du LTR 3’ (étape 3). La
RT peut alors poursuivre la synthése de ’ADNc de polarité négative, en direction de I'extrémité 5’ de
I’ARN viral (étape 4). En parallele, I’ARN viral est dégradé grace a I'activité RNAse H de la RT, a
I’exception de deux zones, cPPT et PPT (PolyPurinesTract), plus résistantes a la RNAse H (étape 5). Ces
régions particuliéres servent ensuite d’amorce pour initier la synthése du brin d’ADN de polarité
positive, en direction de I'extrémité 3’ du brin d’ADNCc (-) (étape 6). Une fois la synthése initiée, I’ARN

viral restant sur les domaines PPT est dégradé, tout comme I’ARNt utilisé pour initier la transcription
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inverse (étape 7), ce qui génére deux morceaux d’ADN (+). A cette étape, un deuxieme transfert de
brin s’opére : le site PBS du brin (+) nouvellement synthétisé, localisé en 3’, s’associe au site PBS 5’ du
brin (-) (étape 8). Chacun des brins poursuit sa synthése jusqu’au niveau du cPPT, ou le brin transféré
souléve une petite région appelée ADN Flap (Charneau et al. 1994) (étape 9). A l'issu de la transcription

inverse, un ADN viral double brin capable de s’intégrer au génome cellulaire est obtenu (étape 10).

c. Décapsidation

Modéles de décapsidation

La décapsidation est |'étape qui correspond a la déstabilisation et au désassemblage de la capside,
aboutissant a la libération de son contenu dans le cytoplasme de la cellule. La chronologie et Ia
localisation des événements se déroulant a cette étape du cycle de réplication sont encore débattues
(Francis et al. 2016; Arhel et al. 2007; Burdick et al. 2020) et plusieurs modeles ont été proposés au fil

de I'actualisation des connaissances (Figure 7).
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Figure 7 : Différents modéles de décapsidation

Dans le modéle de décapsidation immédiate, la cage de capside se désassemble dés son entrée dans le
cytoplasme, a la suite de la fusion des membranes virales et cellulaires. Dans le modele de décapsidation
cytoplasmique, la décapsidation se fait progressivement, au cours du transport de la capside jusqu’a I'enveloppe
nucléaire. Le modele de décapsidation au pore est le dernier modéle présenté ici : la décapsidation se produit une
fois la capside amarrée au pore nucléaire. RT : transcriptase inverse. IN : intégrase. CA : capside. RTC : Complexe
de rétro-transcription. NPC : complexe du pore nucléaire. PIC : complexe de pré-intégration. D’apres (Campbell et
Hope 2015)

Initialement, les scientifiques plagaient cette étape juste apres I'entrée du virus dans la cellule, a la
suite de la fusion des membranes virales et cellulaires. L’hypothése avancée était que la libération du
contenu de la capside permettait une meilleure accessibilité du génome viral aux facteurs nécessaires
a la transcription inverse, comme les dNTPs. Dans ce premier modele, la capside sert simplement a
délivrer le génome viral dans le cytoplasme de la cellule infectée et se dissocie donc rapidement apres
I’entrée du virus. Les premiers travaux étudiant la composition du RTC ou du PIC montraient une
absence de capside au niveau de ces complexes (Fassati et Goff 2001; Miller, Farnet, et Bushman 1997).

Toutefois, ce modéle de décapsidation immédiate implique que le génome viral se retrouve sans
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protection dans le cytoplasme de la cellule infectée, des conditions favorables a sa détection par les
senseurs cytosoliques de I'immunité (Gao et al. 2013; Lahaye et al. 2013).

Par la suite, il a été montré que certains facteurs impliqués dans I'import nucléaire du VIH-1, comme
CPSF6 ou Nup153, reconnaissaient un motif uniquement présent au niveau de la capside assemblée
(Bhattacharya et al. 2014), suggérant ainsi que la capside arriverait stable, du moins dans une certaine
mesure, au niveau du pore nucléaire. Selon des modéles de décapsidation plus récents (Figure 7), la
capside se désassemble progressivement au cours de la rétro-transcription et du transport jusqu’au
pore nucléaire (Francis et al. 2016). Un modele alternatif propose que le core arrive intact a proximité
de I'enveloppe nucléaire et que la décapsidation se produirait au niveau du pore nucléaire (Arhel et al.
2007; Fernandez et al. 2019).

Au cours des derniéres années, certaines équipes ont démontré la présence de capside dans le noyau
de cellules infectées par le VIH-1 (Chin et al. 2015; Hulme et al. 2015). Ces indications sont en faveur
d’un dernier modele selon lequel la décapsidation se produirait dans le noyau, une fois la transcription
inverse terminée (Burdick et al. 2020; Dharan et al. 2020). Dans cette configuration, la capside joue un
réle majeur au cours de I'ensemble des étapes précoces du cycle de réplication en protégeant le
génome viral des senseurs cytoplasmiques et facteurs de restrictions d’une part (Gao et al. 2013;
Lahaye et al. 2013), et en recrutant des facteurs cellulaires impliqués dans le transport, la transcription

inverse, le désassemblage ou I'import nucléaire d’autre part (Burdick et al. 2020; Novikova et al. 2019).

Lien entre décapsidation et transcription inverse

De plus en plus d’articles montrent que les étapes précoces, et notamment la transcription inverse et
la décapsidation, sont des événements étroitement liés I'un a I'autre, qui pourraient se produire de
maniere concomitante et non séquentielle, méme si le déroulement exact de ces évenements n’est
pas encore clairement établi. Certains travaux montrent que I'inhibition de la transcription inverse
retarde la décapsidation (Hulme, Perez, et Hope 2011; Yang, Fricke, et Diaz-Griffero 2013), tandis que
d’autres articles suggérent que la rétro-transcription initie le désassemblage de la capside (Zhang et
al. 2000; Rankovic et al. 2017). La coordination de ces deux étapes étant essentielle, une dérégulation
de cette coordination peut avoir des effets néfastes sur la réplication du virus. C’'est par exemple le
mécanisme par lequel TRIM5a (Tripartite motif protein 5 a) exerce son activité antivirale : TRIM5a
inhibe la rétro-transcription en induisant un désassemblage précoce de la capside (Stremlau et al.
2006). La coordination des étapes précoces est donc essentielle pour que le virus puisse correctement

se propager, et de nombreux facteurs cellulaires comme RanBP2 (RAN binding protein 2) (Di Nunzio et
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al. 2012), TNPO1 (transportine 1) (Fernandez et al. 2019), TNPO3 (transportine 3) (Valle-Casuso et al.

2012) ou Nup153 (Di Nunzio et al. 2013) les régulent en interagissant avec la capside.

Réle de la cyclophiline A

La cyclophiline A (CypA) est I'un de ces composants cellulaires interagissant avec la capside et
impliqués dans la régulation de la stabilité de la capside. La CypA appartient a la famille des peptidyl-
prolyl cis trans isomérases. Ces protéines ont une expression ubiquitaire. Elles sont impliquées dans la
structuration des protéines en catalysant le changement d’orientation cis/trans de liaisons peptidiques
en amont de résidus prolines de ses protéines-cibles. Il existe 17 isoformes de cyclophilines,
comportant chacune un domaine commun CLD, responsable de l'activité catalytique. D’autres
domaines propres a chaque protéine leur conferent une fonction ou une localisation particuliere. La

CypA ne comporte qu’un domaine CLD, et est localisée dans le cytoplasme.

Au début des années 90, une équipe a montré par double hybride que CypA était capable d’interagir
avec Gag (Luban et al. 1993). Cette interaction a par la suite été confirmée par différentes méthodes,
et c’est grace a la liaison de CypA a la capside que cette protéine cellulaire est incorporée dans les
particules virales (Franke et al. 1994; Thali et al. 1994), vraisemblablement exposée sur la face externe
de la capside : I'interaction s’établit entre le site actif de la CypA et le NTD de la CA, plus précisément
au niveau des résidus G89 et P90 (Braaten, Franke, et Luban 1996; Gitti et al. 1996). Une mutation de
I’'un de ces deux acides aminés abroge l'interaction entre les deux protéines, et diminue l'infectivité

des particules virales (D. Braaten, Franke, et Luban 1996; Gamble et al. 1996).

La CypA joue un rble important au cours de plusieurs étapes du cycle de réplication viral, méme si ce
role semble varier en fonction de nombreux facteurs comme le type cellulaire (De laco et Luban 2014;
Li, Kar, et Sodroski 2009) ou la concentration en CypA dans la cellule (Liu et al. 2016). L'influence de la
CypA sur les différentes étapes du cycle est étudiée par l'intermédiaire de la dissociation de
I'interaction capside-CypA, que soit au moyen d’inhibiteurs pharmacologiques comme la cyclosporine
A (CsA), ou génétiques avec I'utilisation de mutants de capside. Dans certains types cellulaires, lorsque
la CypA ne peut plus interagir avec la capside, plusieurs travaux montrent une diminution de
I'infectivité du VIH-1 (Braaten et Luban 2001; De laco et Luban 2014). D’autres articles montrent que
la CypA favorise la transcription inverse (Braaten et al. 1996; De laco et Luban 2014). En outre, ce
dernier article montre que la diminution d’infectivité observée dans les cellules serait liée a un défaut

d'import nucléaire de ’ADNc viral, conférant a la CypA une fonction dans cette étape du cycle de
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réplication viral. De nombreux travaux soulignent également le réle de la CypA dans la stabilité de la
capside, sans déterminer clairement si elle stabilise ou déstabilise la capside (Li et al. 2009; Liu et al.
2016; Shah et al. 2013). D’autres équipes illustrent I'effet protecteur de la CypA. Une équipe a montré
gu’elle protégerait le virus de la détection de son ADNc par les senseurs cytosoliques dans les
macrophages (Rasaiyaah et al. 2013). De récents articles ont également montré que la CypA
protégerait le virus de I'action de TRIM5a dans les cellules primaires humaines comme les LT-CD4 et

les macrophages, principales cellules cibles du virus (Kim et al. 2019; Selyutina et al. 2020).

d. Import nucléaire

Si d’autres rétrovirus comme le virus de la leucémie murine (MLV) nécessitent la fragmentation de
I’enveloppe nucléaire qui s’opere pendant la division cellulaire pour accéder a la chromatine, le VIH
est contraint d’utiliser une autre stratégie, puisqu’il est capable d’infecter des cellules qui ne se divisent
pas, comme les macrophages ou les LT CD4 quiescents. Dans la cellule, les échanges nucléo-
cytoplasmiques sont coordonnés par des complexes multiprotéiques répartis sur I'ensemble de la
membrane nucléaire, appelés pores nucléaires, et les protéines qui leur sont associées. Une fois
transporté a proximité de la membrane nucléaire, la capside virale s"amarre au pore pour que le
complexe de pré-intégration (PIC) soit importé de maniere active dans le noyau (Bukrinsky et al. 1992).
Le PIC est constitué de I’ADN viral double brin associé a d’autre protéines virales et cellulaires, dont
I'IN ou la CA (Bukrinsky et al. 1993). Le mécanisme d’import nucléaire du VIH n’est pas encore
totalement élucidé, méme siI’on sait que des protéines cellulaires comme RanBP2, Nup153 (Di Nunzio
et al. 2012), ou encore TNPO3 (Valle-Casuso et al. 2012) interviennent au cours de cette étape

d’import.

e. Intégration au génome cellulaire

L’ADN viral importé s’intégre au génome cellulaire grace a I'intégrase virale, a proximité des pores
nucléaires (Lelek et al. 2015; Marini et al. 2015) au niveau de régions a forte activité transcriptionnelle
(Schroder et al. 2002). A la fin de la transcription inverse, un dimere d’IN se lie a chaque extrémité de
I’ADN viral, puis les deux diméres s’associent en tétramere. Grace a son activité 3’ processing, I'IN clive
le dinucléotide GT de chaque extrémité 3’ de I’ADN viral, générant ainsi des extrémités 3’ cohésives,
avec deux groupements OH libres (Sherman et Fyfe 1990). L’'intégrase clive ensuite ’ADN cellulaire
pour générer deux extrémités 5’. Par son activité de transfert de brin, ou strand transfer, I'enzyme

virale lie les extrémités 3’ virales et 5’ cellulaires par un pont phosphodiester (Engelman, Mizuuchi, et
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Craigie 1991). La machinerie cellulaire de réparation de ’ADN est alors mobilisée pour réparer et
finaliser I'intégration. Une fois cette étape terminée, I’ADN viral est intégré au génome cellulaire, et
on parle alors de provirus.

Si la majorité du génome viral est intégré sous forme de provirus (Avettand-Fénoél et al. 2016), les
ADN viraux peuvent également persister dans le noyau sans s’intégrer, sous une forme linéaire ou

circulaire a un ou deux LTR (Hamid, Kim, et Shin 2017; Munir et al. 2013).

2. Etapes tardives

Une fois I’ADN viral intégré au génome de I'hote, les génes viraux peuvent étre transcrits et traduits
au cours d’une infection productive, et aboutir a la libération de nouvelles particules virales. Ces
différents événements sont présentés dans la Figure 8, qui s’inscrit dans la continuité de la Figure 5
présentant les étapes précoces. Le provirus peut également persister sous forme latente dans la cellule
infectée, qui devient alors un réservoir. Dans ce cas, les cellules infectées ne produisent que trés peu,
voire pas, de protéines virales. Ces réservoirs demeurent des enjeux majeurs dans |'éradication du
virus, puisqu’ils peuvent a tout moment étre réactivés lors de I'arrét des traitements, et produire de

nouveaux virions (Sadowski et Hashemi 2019).
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Figure 8 : Schéma des étapes tardives du cycle de réplication du VIH

Une fois le provirus intégré, une premiere transcription basale impliquant ’ARN polymérase Il cellulaire induit la
synthése d’une petite quantité d’ARNm. Suite a leur traduction dans le cytoplasme, les protéines virales Tat et
Rev sont réimportées dans le noyau : Tat exacerbe alors la transcription des génes viraux, tandis que Rev favorise
I'export des ARN viraux. Une fois traduites dans le cytoplamse, les protéines virales s’assemblent au niveau de la
membrane plasmique, provoquant une courbure de cette derniere, et deux exemplaires d’ARN génomique viral
sont encapsidés. Les particules virales immatures produites sont libérées par bourgeonnement. Une derniére
étape de maturation, correspondant au clivage de la polyprotéine Gag par la protéase virale, induit un
réarrangement drastique des composants viraux, qui aboutit a la formation de particules virales matures et
infectieuses. Schéma fait par Juliette Fernandez.

PR : protéase. RT : rétrotranscriptase. IN : intégrase. LTR : Long Terminal Repeat. MA : matrice. CA : capside. NC :
nucléocapside.

a. Transcription et traduction des protéines virales

Un fois le provirus intégré, la transcription des genes viraux nécessite le détournement de I’ARN
polymérase Il cellulaire d’'une part, recrutée au niveau du LTR qui sert alors de promoteur, et la
protéine virale Tat d’autre part (Kao et al. 1987; Sodroski et al. 1985). Une premiére transcription
basale indépendante de Tat induit la synthése d’une petite quantité d’ARN messagers (ARNm). Suite a
leur traduction dans le cytoplasme, les protéines Tat et Rev sont réimportées dans le noyau. Tat va

alors exacerber la transcription des genes viraux et produire de grandes quantités d’ARNm susceptibles
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d’étre épissés par la machinerie d’épissage cellulaire. Rev participe a I’export des ARNm mono- et non-

épissés produits (Malim et al. 1989).

Comme nous l'avons évoqué précédemment, le virus a développé diverses stratégies comme la
syntheése et le clivage post-traductionnel de précurseurs polyprotéiques, le glissement du ribosome qui
induit un décalage du cadre de lecture, I'épissage alternatif, ou encore la transcription antisens a partir
du LTR 3’ pour exprimer plusieurs protéines a partir d’'un nombre limité de génes. Les ARNm non
épissés pourront soit servir d’ARN génomique et étre encapsidés dans les nouvelles particules virales,
soit servir de matrice pour la traduction des polyprotéines Gag et Gag-Pol (Figure 8). Les ARN épissés
peuvent étre subdivisés en deux catégories : les ARNm multi-épissés sont traduits pour générer les
protéines Tat, Rev et Nef, tandis que les ARNm partiellement épissés sont a I'origine des autres

protéines virales, Env, Vif, Vpu et Vpr (Karn et Stoltzfus 2012).

b. Assemblage et maturation des particules virales

Une fois tous les constituants viraux produits, vient I'assemblage (Figure 8). Il s’agit d’'un phénomeéne
spontané qui se produit au niveau de la membrane plasmique dans la plupart des cellules infectées, a
I’exception des macrophages, dans lesquels I'assemblage se produit dans des compartiments
intracellulaires connectés a la membrane plasmique (Nkwe et al. 2016). Au cours de I'assemblage, la
polyprotéine Gag joue un réle pivot, puisque chaque domaine de ce précurseur est impliqué soit dans
I'assemblage, soit dans le bourgeonnement des particules virales naissantes. La myristylation N-
terminale de la région MA permet I'adressage et I'ancrage du précurseur Gag a la membrane
plasmique (Gottlinger, Sodroski, et Haseltine 1989) : la MA lie les phospholipides P1(4,5)P,, localisés
sur la face interne de la membrane (Ono et al. 2004). Le domaine CA est responsable d’interactions
protéines-protéines aboutissant a la multimérisation de Gag. Cette accumulation provoque une
courbure naturelle de la membrane, qui s’amplifie au cours du temps jusqu’a former un bourgeon puis
une spheére. La région NC coordonne quant a elle I'encapsidation du génome viral. Elle reconnait une
structure spécifique en tige boucle localisée dans la partie 5° UTR de I’ARNg viral : le signal
d’encapsidation psi ) (Guzman et al. 1998). Le reste du génome viral est ensuite lié par de nombreuses
protéines NC. Enfin, la région p6, localisée a I'extrémité C terminale de Gag, orchestre le
bourgeonnement et la libération des nouvelles particules en détournant la machinerie cellulaire ESCRT
(endosomal sorting complexes required for transport) : p6 recrute des partenaires cellulaires comme
Tsg101 (Garrus et al. 2001), I'une des protéines composant le complexe ESCRT- |, ou ALIX, qui recrute

a son tour le complexe ESCRT-III, et forme des filaments a la base du bourgeon en formation (Strack et
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al. 2003). Ces protéines cellulaires permettent a la particule virale nouvellement formée de se détacher
de la cellule infectée. Elle emporte au passage une section de la membrane plasmique, qui devient

alors un élément constitutif de I’'enveloppe virale (Freed 2015).

La particule virale libérée suite au bourgeonnement est dite immature, et n’est pas infectieuse. Une

derniére étape est nécessaire pour rendre cette particule infectieuse : la maturation (Figure 9).

maturation

B budding

protease
cleavage
sites

Figure 9 : Maturation des particules virales

A. Structure de la polyprotéine Gag, illustrant les différents domaines la composant, ainsi que les sites de clivages
ciblés par la protéase virale au cours de la maturation (traits noirs). B. Représentation schématique des différentes
étapes du bourgeonnement et de la maturation des particules virales libérées. C. Représentation tomographique
d’une particule virale en cours de bourgeonnement (gauche), d’une particule immature (milieu), et d’un virion
madture et infectieux (droite).

Rouge : MA (matrice). Noir : CA (capside). Gris : SP1/SP2 (spacer peptides). Vert : NC (nucléocapside). Bleu :
glycoprotéines. Jaune : membrane. Violet, marron, rose : protéines accessoires.

D’aprés (Briggs et Krdusslich 2011)

Cette étape finale est réalisée par la protéase virale (PR), composée de deux sous unités identiques, et
son mécanisme d’activation n’est pas clairement identifié. Le clivage séquentiel de la polyprotéine Gag
sur différents sites par la PR conduit a la libération de NC, et induit la condensation et la stabilisation
du génome viral. Pour terminer, le clivage MA/CA est a I'origine d’un réarrangement drastique au cours
duquel les monomeéres de CA vont s’assembler pour former une capside conique renfermant I’ARN

génomique viral, associé a la transcriptase inverse et I'intégrase (Figure 9) (Freed 2015).

Il. Immunité et facteurs de restriction
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A. Le systeme immunitaire

1. Généralités sur le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire désigne I'ensemble des composants qui permettent a I'organisme de
différencier le soi du non-soi, et donc de lutter contre les agents infectieux qui cherchent a pénétrer
dans I'organisme. Ce systeme biologique est composé d’organes spécialisés, comme les ganglions ou
les amygdales, de tissus, comme I’épithélium ou les muqueuses, qui constituent une barriere physique
a I'entrée des agents pathogénes, de cellules et de molécules anti-infectieuses. On distingue
habituellement deux grandes branches au sein de I'immunité : I'immunité innée et I'immunité

adaptative (Figure 10).
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Figure 10 : Composants cellulaires du systéme immunitaire

Le systéme immunitaire est composé de deux grandes catégories, I'immunité innée (innate immunity) et
I'immunité adaptative (adaptative immunity). Les granulocytes (basophiles, eosinophiles et neutrophiles), les
cellules NK (Natural Killer) et les mastocytes (mast cell) modulent la réponse immunitaire innée, qui se met en
place rapidement, mais qui n’est pas spécifique de I'agent pathogéne détecté. Les cellules présentatrices
d’antigénes, macrophages et cellules dendritiques, sont a l'interface entre immunité innée et adaptative,
puisqu’elles participent a I’activation des cellules de I'immunité adaptative, a savoir les lymphocytes B et T (B cell
et T cell respectivement). La réponse adaptative se caractérise par une réponse tardive et spécifique, dirigée
contre un antigéne précis, et confere une protection durable a I'organisme. (Yamauchi et Moroishi 2019)

L'immunité innée se caractérise par l'induction d’une réponse rapide et non spécifique de I'agent
infectieux, deux spécificités fondamentales qui le distingue du systéme immunitaire adaptatif, qui
induit quant a lui une réponse plus tardive mais hautement spécifique du pathogene détecté par
I'organisme. Ces deux systémes ne sont néanmoins pas indépendants I'un de l'autre, et I'immunité
innée joue une roéle pivot dans |'activation de la réponse adaptative, de par sa capacité a induire des
effecteurs anti-infectieux comme linterféron et les cytokines pro-inflammatoires, et par
I'intermédiaire des cellules présentatrices d’antigenes telles que les macrophages et les cellules

dendritiques (Figure 10). Ces cellules font ainsi le lien entre immunité innée et immunité adaptative
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Une fois activées, les cellules de I'immunité adaptative, a savoir les lymphocytes T et B principalement,
vont détruire le pathogene infectant I'organisme par différents mécanismes, comme la sécrétion
d’anticorps spécifiques, ou I'activation de LT cytotoxiques. L'une des caractéristiques de la réponse
immunitaire adaptative est de constituer une mémoire sur le long terme, qui permettra a I'organisme
de se défendre plus efficacement contre un pathogene avec lequel il a déja été en contact. Plus
récemment, une troisieme catégorie s’est ajoutée aux deux systémes connus jusqu’alors, avec la
découverte de protéines cellulaires impliquées dans la défense antivirale, les facteurs de restriction. Il

s'agit de I'immunité intrinséque (Bieniasz 2004).

2. La réponse immunitaire innée

L'immunité innée constitue I'une des premieres lignes de défense contre les infections, puisque la
réponse déclenchée suite a la détection d’un pathogéne est rapide, et se met en place en quelques
heures. En plus des cellules spécialisées dans la destruction des agents pathogenes, comme les cellules
NK (Natural Killer) ou les macrophages (Figure 10), les cellules composant les différents tissus de
I’organisme détectent ces agents infectieux grace a des récepteurs appelés PRR (Pattern Recognition
Receptors), situés dans les membranes cellulaires ou le cytosol. Ces récepteurs reconnaissent des
motifs particuliers associés aux agents pathogénes, appelés PAMP (Pathogen-associated Molecular
Patterns). Ce sont des structures conservées a travers les différents groupes de micro-organismes : par
exemple, les composants des parois bactériennes comme les peptidoglycanes ou les
lipopolysaccharides sont des PAMP typiques des bactéries, et dans le cas des virus, les glycoprotéines
d’enveloppe ou acides nucléiques peuvent étre détectés comme des PAMP. C'est par exemple le cas
de la protéine d’enveloppe du Cytomegalovirus, qui est détectée par TLR2 (Toll-like receptor 2)
(Compton et al. 2003). La détection d’un PAMP par un PRR déclenche une cascade de signalisation qui
provoque la translocation nucléaire de facteurs de transcription comme IRF3/IRF7 (interferon
regulatory factor) ou NF-kB (nuclear factor-kappa B), aboutissant alors a I’expression et la sécrétion
d’interféron (IFN) et de cytokines pro-inflammatoires, respectivement.

L'IFN a un pouvoir antiviral particulierement efficace contre un large spectre de virus (Li et al. 2018). I
existe trois types d’IFN, qui exercent leur fonction en se liant chacun a un récepteur spécifique. Les IFN
de type | regroupent les interférons a, B, w, €, et k, tandis que linterféron de type Il contient
uniqguement I'IFNy. Enfin, les IFN de type Ill regroupent les IFN A1 a A4. C’est principalement I'IFN-I
(plus particulierement les IFN-a et -B) et I'IFN-III, qui sont impliqués dans la lutte contre les infections
virales. Dans un second temps, I'IFN sécrété agit de maniere autocrine ou paracrine en se fixant a un

récepteur de surface spécifique, et déclenche une nouvelle voie de signalisation, la voie Jak/STAT, qui
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aboutit a la transcription de genes antiviraux regroupés sous le nom de genes stimulés par I'interféron
(ISG, Interferon-stimulated genes) (Figure 11). Ainsi, en collaboration avec les cytokines pro-
inflammatoires, les produits des ISG établissent un état antiviral dans les cellules situées a proximité
de la cellule productrice d’IFN, la protégeant partiellement contre I'agent pathogéne détecté dans
I'organisme. Par l'intermédiaire de ces produits d’ISG, I'IFN constitue un puissant inhibiteur des

infections virales, touchant un large spectre de virus (Schoggins et al. 2011).

3. La réponse immunitaire déclenchée par le VIH

Différents composants du VIH peuvent étre détectés par des senseurs cytoplasmiques comme cGas
(cyclic GMP-AMP (cGAMP) synthase), IFI16 (y-interferon inducible protein 16), RIG-I (retinoic acid
inducible gene 1) ou encore TLR7 (Figure 11).
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Figure 11 : Réponse immunitaire innée déclenchée par le VIH-1

Au cours de son cycle de réplication, I’ARN viral est rétro-transcrit en un ADNc, détecté par les senseurs
cytoplasmiques de I'immunité que sont cGAS et IFI16. La stimulation du récepteurs IFI16 active I'adaptateur
STING, qui active a son tour la kinase TBK1, responsable de la phosphorylation et de la translocation nucléaire du
facteur de transcription IRF3. IRF3 reconnait une séquence ISRE et déclenche la production et la sécrétion
d’interféron de type I. L’activation du récepteur cGAS suite a la détection ’ADNCc viral, provoque la synthese d’un
second messager, cGAMP, qui active alors I'adaptateur STING. Cela entraine alors la formation d’un complexe
composé des protéines TBK1 et IKK, conduisant a l'activation des facteurs de transcription IFR3 et NFkB
respectivement. Ces facteurs induisent a leur tour I'expression d’interféron de type I, et de cytokines pro-
inflammatoires. Outre ’ADNCc viral issu de la transcription inverse, I’ARN simple brin du virus peut également étre
détecté par le récepteur TLR7 situés dans la membrane des endosomes, particulierement dans les pDC. La
stimulation de TLR7 induit I'activation de Myd88, qui provoque la synthése d’interféron et de cytokines pro-
inflammatoires par le biais des facteurs de transcription IRF7 et NFkB.

L’interféron sécrété en réponse a I'activation des différents senseurs cellulaires peut agir de fagon autocrine, sur
la cellule productrice, ou paracrine, sur une cellule voisine de la cellule sécrétrice. L’interféron de type I se fixe au
récepteur spécifique IFNAR, composé de deux sous-unités IFNAR1 et IFNAR2, ce qui active les kinases TYK2 et
JAK1. Ces protéines phosphorylent ensuite les protéines STAT, qui se dimérisent, et transloquent dans le noyau.
Les hétérodimeéres STAT1-STAT2 s’associent a IRF9 pour former le complexe ISGF3, qui induit la transcription d’ISG
en se fixant aux éléments de réponse ISRE. Les homodiméres composés de STAT1 uniquement activent également
la transcription d’ISG, en reconnaissant quant a eux une séquence GAS.

D’apres (Doyle, Goujon, et Malim 2015)
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a. Détection de I’ADN double brin viral

L’étape de transcription inverse est essentielle a la détection du virus par les récepteurs cytosoliques
CcGAS et IFI16, puisqu’elle permet la transformation de I’ARN viral simple brin en un ADN
complémentaire double brin susceptible d’étre détecté par ces senseurs (Gao et al. 2013; Lahaye et al.
2013). Le traitement de THP-1, une lignée myélomonocytaire, par un inhibiteur de transcription
inverse abroge d’ailleurs la production d’IFN déclenchée par cGas (Gao et al. 2013). En effet, ce
récepteur décele la présence de I’ADN viral dans le cytoplasme. Une fois activé, il induit la synthése de
la molécule cGAMP, capable d’interagir et d’activer 'adaptateur STING (stimulator of interferon
genes). L'activation de la kinase TBK1 par STING provoque la phosphorylation et la translocation
nucléaire du facteur de transcription IRF3, a I'origine de la production d’interféron de type | (Sun et al.
2013). La protéine STING peut également activer la kinase IKK, qui entraine la translocation nucléaire
du facteur de transcription NF-kB, puis la synthese de cytokines pro-inflammatoires. En outre, le
récepteur cGAS est capable de détecter 'ADN d’autres rétrovirus comme MLV et VIS pour induire la
synthése d’interféron (Gao et al. 2013). L'ADN viral peut également étre détecté par le senseur
cytosolique IFI16, une protéine induite par I'interféron, dans les macrophages (Jakobsen et al. 2013)
ou les LT-CD4 (Monroe et al. 2014). Tout comme cGAS, la reconnaissance de I’ADN viral par IFI16 induit

I'activation de la voie de signalisation STING et aboutit a la synthése d’interféron de type I.

b. Détection de I’ARN viral

Dans certains types cellulaires comme les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), qui est un sous-
type particulier de cellules dendritiques spécialisé dans la production d’IFN, I’ARN viral simple brin est
détecté par TLR7, un PRR endosomal qui appartient a la grande famille des récepteurs de type Toll
(TLR, Toll-like receptor) (Beignon et al. 2005). Cette famille de récepteurs compte de nombreux
membres partageant une structure commune, capable de reconnaitre a la fois des PAMP associés aux
bactéries, et d’autres associés aux virus ou champignons. Le domaine central transmembranaire leur
confere un ancrage dans les membranes cellulaires, soit en surface associé a la membrane plasmique,
soit dans le cytoplasme, associé aux membranes constituant les endosomes, comme c’est le cas pour
TLR7 (Figure 11). L'ectodomaine du récepteur reconnait le signal de danger associé au pathogene
infectant I'organisme, et la région intracellulaire appelée TIR, est quant a elle a l'origine du
recrutement d’adaptateurs cytoplasmiques impliqués dans la transduction du signal comme Myd88,
qui active la production d’interféron a en réponse a la détection de ’ARN (Meier et al. 2007). D’autres

senseurs, cytosoliques cette fois, comme RIG-1 et MDAS (melanoma differentiation-associated protein
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5) ont également la faculté de détecter I’ARN viral du VIH-1 (Solis et al. 2011). Une fois stimulés, ils
sont a 'origine de I'activation d’IRF3 ou d’IRF7 d’une part, ou du complexe NF-kB d’autre part,

déclenchant ainsi la production d’IFN et de cytokines pro-inflammatoires.

c. Détection d’autres composés viraux

Outre les acides nucléiques détectés au cours des étapes précoces du cycle de réplication viral, les
travaux d’une équipe suggerent que la protéine d’enveloppe gp120 pourrait étre détectée par les
TLR2/TLR4 dans [I'épithélium génital féminin, deux récepteurs détectant habituellement des
composants des membranes bactériennes comme les peptidoglycanes et le LPS (Lipopolysaccharide).
Suite a la reconnaissance de la gp120, I'activation des récepteurs conduit a la production d’interféron
B et de cytokines pro-inflammatoires qui modulent I'intégrité de I'épithélium génital (Nazli et al. 2013,
2019). A contrario, une autre équipe suggere que dans les cellules contenues dans le lait de femmes
infectées par le VIH, la seconde protéine d’enveloppe du VIH, la gp41, est reconnue par le récepteur
membranaire TLR10, dont le ligand n’est pas encore clairement identifié, et que la cascade de
signalisation déclenchée favoriserait I'infection par le virus (Henrick et al. 2019). Ces données n’ont

toutefois pas encore été confirmées par d’autres équipes.

d. Stratégies échappement mises en place par le virus

Méme si les nombreux senseurs présents dans la cellule sont capables de détecter plusieurs
composants viraux, le virus a de son coté évolué et développé différentes stratégies afin d’échapper a
la détection par ces récepteurs cellulaires. En effet, la majeure partie des composants viraux détectés
sont les acides nucléiques issus de la rétrotranscription du génome viral. Ces derniers sont toutefois
peu détectés, car protégés par la capside virale, et donc inaccessibles aux PRR dans le cytoplasme.
Cette configuration empéche alors I'activation de la réponse immunitaire innée et la production
d’interféron reste donc limitée (Cing6z et Goff 2019; Lahaye et al. 2013). D’autre part, la capside joue
un réle central dans I'échappement du virus aux PRR de par sa capacité a recruter des facteurs
cellulaires comme CypA ou CPSF6 : des mutations de capside abrogeant l'interaction avec I'un ou
I'autre de ces partenaires entrainent la détection du virus par les récepteurs intracellulaires et la
production d’interféron qui en découle (Rasaiyaah et al. 2013). En outre, une équipe a montré que la
méthyltransférase FTSJ3, dont le réle est habituellement de méthyler les ARNm cellulaires pour qu’ils
soient reconnus comme tels par la cellule, est recrutée au niveau de I’ARN viral. Une fois I’ARN viral

méthylé, il est assimilé a un ARN cellulaire, et échappe donc a la détection par MDAS (Ringeard et al.

INTRODUCTION



2019). Une autre stratégie développée par le virus repose sur I'induction de la dégradation lysosomale

du PRR RIG-I par la protéase virale (Solis et al. 2011).

B. Protéines antivirales : les facteurs de restriction et de résistance

Les mammiféeres étant au contact des virus depuis des millions d’années, la pression de sélection
exercée par cette coexistence a favorisé I'émergence et la sélection de genes codant des protéines
capables de contrdler ces infections virales, appelées facteurs de restriction. Ce terme général désigne
I’ensemble des protéines cellulaires chargées de limiter la propagation d’un virus, en interférant avec
différentes étapes de leur cycle de réplication. En plus de ces critéres générauy, ils répondent a tout
ou partie des caractéristiques suivantes : ils présentent une expression ubiquitaire et constitutive,
augmentée ou non par l'interféron ; ils sont issus de genes sélectionnés au cours de la coévolution du
virus et de son hote ; et leur activité antivirale est inhibée par une protéine virale (Chougui et al. 2019;
Doyle et al. 2015). Cinqg facteurs répondent a I'ensemble de ces critéres et sont considérés comme des
facteurs de restriction : SerinC3/5, TRIM5a, APOBEC3G, SAMHD1 et Bst2/Tetherin. Les autres facteurs
ne répondant qu’a une partie seulement de ces criteres sont des facteurs dits de résistance. Si certains
de ces facteurs ont une activité relativement restreinte et visent un nombre limité de virus, d’autres
bloquent la réplication d’un large spectre de virus, et ciblent un mécanisme conservé, partagé par les
différentes cibles. En outre, 'activité restrictive de ces protéines peut étre modulée par différentes
modifications post-traductionnelles, qui influencent leur localisation, leur stabilité ou leur
conformation. Cet ensemble de protéines antivirales constitue I'immunité intrinseque, troisieme pan

de I'immunité classiquement divisée en deux grandes catégories, les immunités innée et adaptative.

1. Les facteurs antiviraux ciblant le VIH

De nombreux facteurs antiviraux ont été identifiés au cours des années et ciblent quasiment
I'intégralité des étapes du cycle réplicatif du VIH (Figure 12). En contrepartie, le génome du virus code

plusieurs protéines capables de contrecarrer ces facteurs cellulaires.
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Figure 12 : Les facteurs antiviraux ciblant différentes étapes du cycle de réplication du VIH-1

Les principaux facteurs de restriction et de résistance ciblant le VIH sont représentés en rouge sur le schéma. Ils
exercent leur activité pratiquement a chaque étape du cycle de réplication du virus. En contrepartie, des génes
viraux codant des protéines auxiliaires contrecarrant ces facteurs de restriction ou de résistance, représentés en
bleu sur le schéma, ont été sélectionnés par les virus au cours de leur évolution. D’apres (Seissler, Marquet, et
Paillart 2017)

L’entrée du virus est restreinte par les facteurs de la famille des IFITM ou les protéines SERINC3/5
(Figure 12). La famille des protéines IFITM (interferon-induced transmembrane protein) compte cing
membres, IFITM 1 a 5, dont trois possédent une activité antivirale initialement décrite contre les virus
Influenza A, West Nile et Dengue (Brass et al. 2009). Elles sont exprimées en réponse a la production
d’interféron de type | ou ll, faisant d’elles des produits d’ISG (Brass et al. 2009). Ces protéines
transmembranaires sont localisées a la membrane plasmique ou au niveau des endosomes. Dans le
cadre de l'infection par le VIH-1, les protéines IFITM1, 2 et 3 sont incorporées dans les particules virales
au cours des étapes tardives du cycle de réplication et inhibent la fusion des membranes virales et
cellulaires lors de I'infection suivante (Compton et al. 2014; Lu et al. 2011; Tartour et al. 2014). Par un
mécanisme similaire, les SERINC3/5 (serine incorporator) inhibent I'entrée du virus (Rosa et al. 2015;
Usami et al. 2015). Cet effet antiviral est toutefois bloqué par la protéine auxiliaire Nef (Figure 12). En
effet, en diminuant I’expression en surface des protéines SERINC3/5, Nef limite leur incorporation au
sein des particules virales nouvellement formées en les séquestrant dans des endosomes, levant ainsi

la restriction imposée par les SERINC3/5.
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L’étape de la transcription inverse, particulierement importante et spécifique de la réplication des
rétrovirus, est la cible de plusieurs facteurs de restriction et de résistance comme TRIM5a (Stremlau
et al. 2004), APOBEC3G (Sheehy et al. 2002), SAMHD1 (Laguette et al. 2011), ou Daxx (Dutrieux,
Maarifi, et al. 2015). Par ailleurs, Mx2 (myxovirus resistance 2), un facteur également induit par I'IFN
(Aebi et al. 1989), exerce son activité antivirale apres la transcription inverse, et avant l'intégration du
génome viral a la chromatine cellulaire, vraisemblablement au niveau de I'import nucléaire (Figure 12).
En effet, en présence de Mx2, une diminution de la quantité de cercles a 2 LTR ou de I’ADN viral intégré
est observée, ce qui suggere un défaut d’import nucléaire ou une déstabilisation de I’ADN viral une
fois celui-ci importé dans le noyau (Goujon et al. 2013; Kane et al. 2013). Certains articles montrent
que l'activité de restriction de Mx2 pourrait impliquer d’autres facteurs cellulaires ou viraux, comme
la CypA (Liu et al. 2013) ou la capside du virus (Buffone et al. 2015; Kane et al. 2013). Enfin, d’autres
facteurs antiviraux tels que HUSH, ZAP, SNLF11, Bst2/Tetherin, ou encore March8 interviennent plus
tardivement au cours de cycle de réplication du VIH-1. Le complexe protéique HUSH (human silencing
hub), antagonisé par la protéine virale Vpx, participe a la répression épigénétique du provirus et a la
mise en place et au maintien de la latence (Chougui et al. 2018). Le facteur ZAP (Zinc finger antiviral
protein) agit contre un large spectre de virus en ciblant les ARNm viraux. Aprés avoir réprimer la
traduction des ARNm viraux, il est a 'origine de leur dégradation grace au recrutement de la
machinerie cellulaire de dégradation des ARNm (Zhu et al. 2011, 2012). SLFN11 (schlafen family
member 11) inhibe quant a elle la traduction des protéines virales en interagissant avec les ARN de
transfert (M. Li et al. 2012), tandis que Bst2 empéche la libération des virions nouvellement formées
(Neil et al. 2008). Cet effet antiviral de Bst2 est limité par la protéine virale Vpu, qui diminue la quantité
de Bst2 exprimée en surface des cellules productrices de virions (Van Damme et al. 2008) (Figure 12).
March8 a un mécanisme légerement différent, puisqu’il n’influence pas la production de particules
virales a proprement parler, mais réduit I'infectivité des particules libérées par la cellule infectée en
diminuant I'expression des glycoprotéines d’enveloppe du VIH-1 a la surface des cellules productrices

(Tada et al. 2015).

2. Les facteurs de restriction ciblant la transcription inverse

a. APOBEC3G

La transcription inverse étant une étape obligatoire par laquelle le virus doit passer pour intégrer son
génome a celui de I'ho6te, elle constitue une cible privilégiée pour de nombreux facteurs antiviraux. Le

premier facteur ciblant la transcription inverse identifié est APOBEC3G (A3G), mis en évidence par
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I'intermédiaire de son interaction avec la protéine virale auxiliaire Vif (Sheehy et al. 2002) (Figure 12).
Au cours des étapes tardives du cycle de réplication du VIH-1, A3G est encapsidé grace a I'interaction
qu’il établit avec le domaine NC de la polyprotéine Gag, assemblée a la membrane plasmique (Sheehy
et al. 2002; Zennou et al. 2004). A3G appartient a la famille des cytidine désaminase, des enzymes qui
catalysent la désamination des cytidines en uridines sur le brin (-) de ’ARN, induisant des mutations
de la guanine en adénine sur le génome ADN. Lorsque les virions ayant incorporé A3G infectent une
nouvelle cellule, ce dernier provoque de multiples mutations de I’ADN viral synthétisé au cours de la
transcription inverse (Mangeat et al. 2003). Ces hypermutations sont a I'origine de la dégradation des
rétrotranscrits, bloquant alors le cycle de réplication au niveau de la transcription inverse (Zhang et al.
2003). L'expression d’A3G peut étre augmentée en réponse a I'lIFNa dans certains types cellulaires,
comme les cellules dendritiques, les pDC, ou les macrophages (Peng et al. 2006; Sarkis et al. 2006;
Wang et al. 2008). Dans le cas des lymphocytes T, principales cibles de I'infection par le VIH, I'lIFNa
augmente I'expression d’A3G dans les LT quiescents, mais pas dans les LT activés (K. Chen et al. 2006).
L'action antivirale d’A3G est néanmoins entravée par la protéine virale Vif, qui inhibe I'incorporation
d’A3G dans les virions. En effet, I'interaction entre Vif et A3G entraine I'ubiquitination et donc la
dégradation protéasomale de ce facteur de restriction (Marin et al. 2003; Sheehy, Gaddis, et Malim

2003).

b. SAMHD1

Le facteur de restriction SAMHD1 a été identifié en 2011, comme étant le facteur permettant aux
cellules dendritiques de résister a I'infection par le VIH-1, et aux macrophages de limiter I'infection
(Hrecka et al. 2011; Laguette et al. 2011) (Figure 12). Contrairement a A3G qui est encapsidé et exerce
son activité antivirale au cours de I'infection suivante, SAMHD1 interfere avec la transcription inverse
dans la cellule initialement infectée, en hydrolysant les dNTP cellulaires en deoxynucléoside et
triphosphate inorganique. De ce fait, le stock de dNTP disponible et nécessaire a la transcription
inverse du génome viral est drastiquement réduit, au-dela d’un seuil ou la RT n’est plus capable
d’exercer sa fonction (Goldstone et al. 2011; Lahouassa et al. 2012). L’activité antivirale de SAMHD1
est régulée par la phosphorylation du résidu 592 par le complexe cycline A2/CDK1, actif uniquement
dans les cellules en division : lorsque le résidu T592 est phosphorylé, SAMHD1 est inactif (Cribier et al.
2013; White et al. 2013). Ainsi, SAMHD1 a un effet plus que limité dans les lignées cellulaires, ou les
LT-CD4 activés en prolifération. En revanche, il est tres efficace dans les LT-CD4 quiescents, les cellules
dendritiques et les macrophages (Baldauf et al. 2012). Par ailleurs, en plus de son activité d’hydrolyse

des dNTP, certains travaux suggerent que SAMHD1 présente une activité 3'=>5’ exonucléase a I'origine
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de la dégradation de I'ARN viral (Beloglazova et al. 2013; Choi et al. 2015; Ryoo et al. 2014). Cette
fonction a toutefois été remise en doute par la suite (Antonucci et al. 2016; Seamon et al. 2015).
Comme de nombreux autres facteurs de restriction, I'activité antivirale de SAMHD1 est entravée par
une protéine virale, la protéine accessoire Vpx. En effet, cette protéine virale exclusivement exprimée
par le VIH-2, entraine I"'ubiquitination et la dégradation par le protéasome de SAMHD1 (Hrecka et al.
2011; Laguette et al. 2011). Cette propriété explique que le VIH-2 soit insensible a I'activité antivirale
de SAMHD1. Bien que le VIH-1 soit dépourvu de la protéine Vpx, il parvient tout de méme a se répliquer
dans les cellules myéloides comme les macrophages. Une équipe a montré que dans ce type cellulaire,
la cycline L2 était impliquée dans le recrutement d’un complexe contenant DCAF1, provoquant la

dégradation protéasomale de SAMHD1 (Kyei et al. 2015).

c. TRIM5a

Le facteur de restriction TRIM5a, dont I'effet contre le VIH-1 a été mis en évidence au début des années
2000, cible également la transcription inverse des rétrovirus (Stremlau et al. 2004). Elle constitue une
puissante barriere inter-espéce, puisque la protéine du macaque rhésus a une forte activité restrictive
contre le VIH-1 mais pas contre le VIS, tandis que la protéine humaine, inefficace contre le VIH-1, inhibe
la réplication du VIS (Stremlau et al. 2004; Yap et al. 2004). Cette vision a toutefois été récemment
remise en question, suite a la publication de deux articles montrant que la CypA protégeait le VIH-1 de
I'action antivirale exercée par TRIM5a dans les cellules humaines (Kim et al. 2019; Selyutina et al.
2020). TRIM5a limite la progression du cycle de réplication viral en déstabilisant précocement les
capsides virales entrantes, ce qui provoque l'inhibition de la transcription inverse, ces deux étapes
étant étroitement liées I'une a I'autre dans le temps et I'espace (Black et Aiken 2010; Stremlau et al.
2006). TRIM5a est exprimée de fagon ubiquitaire et constitutive, majoritairement dans le cytoplasme
ou elle forme des corps cytoplasmiques (Campbell et al. 2007; Stremlau et al. 2004), et son expression
est augmentée en réponse a I'IFN de type | principalement, faisant de lui le produit d’'un ISG
(Carthagena et al. 2009; Sakuma, Mael, et lkeda 2007). Notre équipe a toutefois montré que TRIM5a
pouvait aussi s’accumuler dans le noyau des cellules dendritiques dans certaines conditions (Portilho

et al. 2016).

Ce facteur antiviral appartient a la grande famille des protéines TRIM. Ces protéines partagent une
structure N-terminale commune de type RBCC et se différencient I'une de I'autre par un domaine C-
terminal spécifique. A I'extrémité N-terminale, on trouve en premier lieu un domaine RING (really

interesting new gene), qui posséde une activité E3 ubiquitine ligase, un ou deux domaines B-Box, suivi
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d’une région coiled coil, domaines conférant a TRIM5a la capacité de se multimériser (Javanbakht et
al. 2006; Li et Sodroski 2008). TRIM5a difféere des autres protéines TRIM par son extrémité C-terminale,
composée d’une région appelée PRY SPRY, ou B30.2, qui lui permet d’interagir avec les capsides virales

entrantes (Figure 13) (Stremlau et al. 2006).

Figure 13 : Schémas de linteraction entre TRIM5a et la capside du VIH

A. Lorsque TRIM5a s’associe sous forme de dimeres, les domaines SPRY reconnaissent la capside assemblée du
VIH. B. Représentation du modéle selon lequel TRIM5a s’oligomérise autour de la capside virale pour former une
cage et limiter la progression du cycle de réplication.

NTD : domaine N-terminal de la capside. CTD : domaine C-terminal de la capside. D’aprés (Ganser-Pornillos et
Pornillos 2019)

Grace a ses domaines B-box et coiled coil, TRIM5a s’oligomérise, ce qui a pour conséquence
d’augmenter son affinité pour la capside (Li et Sodroski 2008). Ainsi, la protéine se structure autour de
la capside virale jusqu’a former une cage (Figure 13) (Ganser-Pornillos et al. 2011; Li et al. 2016).
L'interaction entre TRIM5a et la capside s’établit par I'intermédiaire des domaines SPRY et NTD de
TRIM5a et de la capside respectivement. Le domaine SPRY reconnait en réalité la structure formée par

la capside, et non les monomeéres isolés de capside (Black et Aiken 2010; Stremlau et al. 2006).

L'activité antivirale de TRIM5a peut étre modulée par différentes modifications post-traductionnelles
comme |'ubiquitination ou la SUMOylation. Des études suggerent en effet que I'ubiquitination de
TRIM5a est a I'origine de la dégradation protéasomale de la capside (Campbell et al. 2016; Wu et al.
2006). Il semblerait que le domaine RING, responsable de I'activité E3 ubiquitine ligase de TRIM5q, soit
a l'origine de son auto-ubiquitination, modification qui semble nécessaire pour que la protéine exerce
son activité antivirale (Campbell et al. 2016; Fletcher et al. 2015; Lienlaf et al. 2011). En effet, certains

travaux ont montré que la décapsidation précoce, et donc I'inhibition de la transcription inverse, était
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perdue lorsque I'auto-ubiquitination de TRIM5a était inhibée. En outre, d’autres recherches suggérent
que l'auto-ubiquitination de TRIM5a induite par I'interaction entre ce facteur et la capside pourrait
déclencher la voie de synthése de linterféron, qui contribuerait ainsi au controle de I'infection
(Fletcher et al. 2015; Pertel et al. 2011). Par ailleurs, notre équipe a publié plusieurs articles décrivant
la maniere dont la SUMOylation pouvait moduler I'activité antivirale de TRIM5a (Dutrieux, Portilho, et
al. 2015; Portilho et al. 2016). En effet, la SUMOQylation de ce facteur de restriction influence la
localisation de ce dernier dans les cellules dendritiques : ce n’est qu’une fois SUMOylé que TRIM5aq,
alors localisé dans le cytoplasme, exerce son activité inhibitrice (Portilho et al. 2016). De plus, la
SUMOylation du résidu lysine en position K84 par I'E3 SUMO ligase RanBP2, une nucléoporine située
au niveau des filaments cytoplasmiques du pore nucléaire, favorise I'activité antivirale de TRIM5a
(Maarifi et al. 2018). D’autre part, TRIM5a contient trois domaines SIM (SUMO interacting motif) lui
permettant d’interagir avec des partenaires eux-mémes SUMOylés. Des études montrent que deux de

ces trois SIM sont nécessaires a I'activité antivirale de TRIM5a (Arriagada, Muntean, et Goff 2011).

lll. Le processus de SUMOylation

La SUMOylation est une modification post traductionnelle, au méme titre que I'acétylation, la
phosphorylation ou bien I'ubiquitination. Le processus de SUMOylation se caractérise par une
succession de réactions enzymatiques semblables a celles mises en place au cours de I'ubiquitination,
qui aboutissent a la liaison covalente de la protéine SUMO (Small Ubiquitin like Modifier) sur une lysine

acceptrice de la protéine cible.

A. Découverte

Historiquement, le premier article relatant I'existence de SUMO a été publié en 1995 dans le cadre de
travaux de recherche menés chez la levure Saccharomyces cerevisiae : I'équipe a identifié une nouvelle
protéine qu’ils baptisent Smt3, capable d’interagir avec Mif2, une protéine qui se retrouve au niveau
du centromere des chromosomes de levure (Meluh et Koshland 1995). Un an plus tard, trois équipes
indépendantes identifient chez 'homme une protéine qui sera par la suite appelée SUMO, en
remarquant des similarités de séquence entre la nouvelle protéine identifiée d’une part, et Smt3 ou
I'ubiquitine d’autre part. En recherchant des partenaires associés aux corps nucléaires PML
(promyelocitic leukemia protein) par crible d’'une banque d’ADNc, Boddy et ses collaborateurs identifie
PIC-1, une protéine interagissant avec PML (Boddy et al. 1996). Okura et ses collaborateurs identifient

la Sentrin par crible double hybride comme un partenaire protégeant la cellule de la mort cellulaire
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induite par Fas et le récepteur au TNF (Okura et al. 1996). Enfin, Shen et ses collaborateurs identifient
un nouveau partenaire de Rad51 et Rad52, deux protéines impliquées dans la réparation de I’ADN, par

crible double hybride et la nomment UBL1 (ubiquitin like 1) (Zhiyuan Shen et al. 1996).

B. Les protéines SUMO

Les protéines SUMO appartiennent a la famille des UBL (Ubiquitin Like Protein). Elles présentent une
structure 3D qui ressemble a celle de 'ubiquitine, malgré une homologie de séquence de seulement

18% (Figure 14) (Bayer et al. 1998).

Ubiquitin SUMOI SUMO2/3

-
/
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Figure 14 : Structure tridimensionnelle de SUMO

Ces représentations en ruban comparent la structure tridimensionnelle de I'ubiquitine (UniProt identifier: 1D3Z),
de SUMO1 (UniProt identifier: 1A5R) et de SUMO2/3 (UniProt identifier: 2AWT). Les séquences de SUMO?2 et
SUMO3 sont tres proches I'une de I'autre puisqu'elles partagent 95% d’homologie. Malgré une faible homologie
de séquence, I'ubiquitine et les protéines SUMO ont des structures 3D proches. (Martin et al. 2007)

Ce sont de petites protéines composées de 101 acides aminés, et d’environ 12 kDa, trés conservées
chez tous les eucaryotes. Si la levure ne compte qu’un seul géne codant SMT3, il existe cing paralogues
SUMO chez 'homme (Lapenta et al. 1997; Bohren et al. 2004; Guo et al. 2004; Liang et al. 2016), et
jusqu’a 8 paralogues chez les plantes (Kurepa et al. 2003). Deux génes sont dits paralogues lorsqu’ils
sont homologues et issus d’'un méme gene ancestral, et que les génes résultant de sa duplication ont
évolué pour acquérir une nouvelle fonction. SUMO1, SUMO2 et SUMO3 sont les mieux caractérisés a
ce jour. Les séquences de SUMO2 et SUMO3 sont tres proches et partagent 95% d’identité : leurs
séquences ne different que par trois acides aminés au niveau de I'extrémité N-terminale, il est donc

parfois difficile de les discerner I'un de 'autre sur le plan fonctionnel. En revanche, si SUMO1 et
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SUMO2/3 partagent une structure 3D similaire (Figure 14), leurs séquences ne sont homologues qu’a
50% (Tatham et al. 2001; Saitoh et Hinchey 2000). SUMO1, SUMO2 et SUMO3 sont exprimés de facon
ubiquitaire, tandis que I'expression de SUMO4 ou SUMOS est plus restreinte, au sein de tissus
spécifiques comme les reins, la rate, ou les ganglions lymphatiques pour SUMO4 (Bohren et al. 2004;
Guo et al. 2004), et le sang périphérique en ce qui concerne SUMO5 (Liang et al. 2016). Le maintien du
pool de SUMO libre mobilisable en réponse a un signal est régulé a la fois par la synthése de nouvelles
protéines SUMO, mais aussi par I'intermédiaire d’enzymes capable de déconjuguer certaines cibles
pour libérer SUMO, les SENP (sentrin specific protease). C'est particulierement le cas de SUMO1, qui
se trouve majoritairement associé a RanGAP1 et tres peu disponible sous forme libre dans les cellules
(Matunis, Coutavas, et Blobel 1996), au contraire de SUMO2/3, qui constituent un large pool de
protéines SUMO libres, prét a étre mobilisé en réponse a certains signaux (Saitoh et Hinchey 2000).
Certaines cibles sont préférentiellement modifiées par 'un des paralogues SUMO, c’est le cas par
exemple de RanGAP1 qui se retrouve surtout conjugué a SUMOL1 (Saitoh et Hinchey 2000; Zhu et al.
2009). D’autres protéines peuvent toutefois étre modifiées indifféremment par SUMO1, 2, ou 3

(Hardeland et al. 2002; Hofmann, Floss, et Stamminger 2000).

C. Le mécanisme de SUMOylation

Ce mécanisme a été mis en évidence dans le cadre de travaux menés sur la régulation du transport
nucléo-cytoplamsqiue régulé par RanGAP1 (Mahajan et al. 1997; Matunis et al. 1996). Ces travaux
montrent le réle que joue la SUMOylation de RanGAP1 dans le transport a travers le pore nucléaire.
La SUMOylation se caractérise par une cascade de réactions enzymatiques comparables a celles
aboutissant a l'ubiquitination des protéines. La SUMOylation est un processus qui aboutit a création

d’une liaison covalente entre SUMO et le substrat cible (Figure 15).
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Figure 15 : Cascade enzymatique de SUMOylation

La SUMOylation est un processus faisant intervenir plusieurs enzymes, qui aboutit a la modification d’une protéine
cible par SUMO. Au cours d’une premiére étape de maturation (1), la protéase SENP hydrolyse I'extrémité C-
terminale de SUMO afin d’exposer un motif diglycine, nécessaire a I'activation de SUMO. Une fois activée par le
dimere SAE1/SAE2 (2), SUMO est transféré a I'enzyme de conjugaison Ubc9 (3). Ubc9 reconnait ensuite un motif
consensus de SUMOylation sur la protéine cible (4). A cette étape, une derniére enzyme facultative, une E3 SUMO
ligase peut favoriser la liaison de SUMO a sa protéine cible. La SUMOylation est un processus réversible : les
protéases spécifiques de SUMO sont également impliquées dans la déconjuguaison de SUMO (5), en plus de la
maturation. D’aprés (Hendriks et Vertegaal 2016)

1. Cascade enzymatique de SUMOylation

On parle de machinerie de SUMOylation puisque plusieurs enzymes interviennent séquentiellement
au cours de ce processus. Tout comme la cascade d’ubiquitination, la cascade de SUMOylation fait
intervenir trois enzymes clés (Figure 15): une enzyme d’activation E1, une seconde enzyme de
conjugaison E2, et une derniére enzyme, la ligase E3. Les protéines SUMO1, 2 et 3 sont synthétisées
sous forme de précurseurs immatures dont I'extrémité C-terminale doit étre clivée par I'une des six
protéines SENP pour exposer un motif diglycine, nécessaire a la conjugaison de SUMO a sa protéine
cible (Kamitani, Nguyen, et Yeh 1997) (Figure 15-1). Dans le cas de SUMOA4, il semblerait qu’une proline
en position C-terminale empéche la maturation et donc la conjugaison a une protéine cible (Owerbach
et al. 2005). L’enzyme d’activation est constituée d’un hétérodimeére SAE1/SAE2 (SUMO activating
enzyme), et catalyse I'activation ATP-dépendante de SUMO, favorisant le transfert de de SUMO a
I’enzyme de conjugaison (Johnson et al. 1997; Desterro et al. 1999) (Figure 15-2 et 3). Cette enzyme
de conjugaison E2 est appelée Ubc9 : elle joue un role essentiel, puisque c’est la seule enzyme de
conjugaison qui existe dans la machinerie SUMOylation. Ubc9 peut également jouer le réle de ligase

en catalysant la formation de la liaison entre SUMO et sa cible sans nécessairement I'aide d’une E3
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ligase, comme cela est montré dans certaines expériences menées in vitro (Desterro et al. 1999;
Okuma et al. 1999). Des souris Ubc9 ko ont un phénotype |étal au stade embryonnaire, avec un défaut
d’organisation du noyau (Nacerddine et al. 2005), ce qui souligne I'importance de cette enzyme. Elle a
été découverte d’abord chez la levure (Seufert, Futcher, et Jentsch 1995) avant d’étre mise en évidence
chez 'homme un an plus tard au cours de travaux menés sur I'étude des partenaires de Rad52, par
I'une des trois équipes ayant découvert SUMO quelques années auparavant (Z. Shen et al. 1996).
SUMO1 2 et 3 interagissent avec la méme affinité avec I’extrémité N-terminale d’Ubc9. Enfin, il existe
plusieurs E3 ligases, comme RanBP2 (Pichler et al. 2002) ou certains membres de la famille des
protéines PIAS (Kahyo, Nishida, et Yasuda 2001; Sachdev et al. 2001). Ces E3 ligases ont la capacité de
lier a la fois Ubc9 et la protéine cible pour stabiliser I'interaction entre ces deux partenaires afin
d’améliorer I'efficacité de la conjugaison de SUMO a sa cible, en agissant conjointement avec Ubc9

(Figure 15-4).

La SUMOylation est un processus dynamique et réversible au cours duquel un équilibre entre
SUMOylation et déSUMOylation s’établit, en fonction des différents stimuli détectés par la cellule. De
maniere générale, seule une petite fraction de la protéine cible se retrouve conjuguée a SUMO. Les
protéases qui catalysent la déSUMOylation sont les SENP (Figure 15-5). Ces enzymes ont elles aussi été
décrites initialement chez la levure (Li et Hochstrasser 2000), et il en existe six chez ’lhomme : SENP1,
2,3,5,6, 7. En plus de leur fonction de déSUMOylation, elles sont impliquées dans la maturation des
précurseurs SUMO. Chaque SENP présente une certaine spécificité de substrat liée d’une part a leur
préférence pour I'un des paralogues SUMO, et d’autre part a leur localisation. A I'exception de SENP1
qui ne présente aucune préférence, les autres protéases hydrolysent préférentiellement les liaisons
établies par SUMO2/3 et les chaines polySUMO (Gong et Yeh 2006; Mukhopadhyay et al. 2006; Shen
et al. 2009), constituées de la liaison de plusieurs protéines SUMO. La localisation subcellulaire des
SENP est modulée par leur extrémité N-terminale. Par exemple, I'extrémité N-terminale de SENP1
contient un signal de localisation nucléaire qui engendre une localisation au niveau du noyau (Bailey
et O’Hare 2004). Il existe 3 variants de SENP2, générés par épissage alternatif, et dont les extrémités
N-terminales different : onretrouve ainsi SENP2 sur la face nucléaire du pore nucléaire (Hang et Dasso
2002), dans le cytoplasme (Nishida et al. 2001), ou au niveau des cores nucléaires PML (Best et al.
2002). Les SENP3 et 5 se retrouvent au niveau du nucléole (Gong et Yeh 2006), tandis que SENP6 et 7
sont plut6t localisés dans le nucléoplasme (Shen et al. 2009). Dans le cas de PML par exemple, SENP2
désumoyle SUMO1 (Best et al. 2002), alors que SENP6/7 ciblent préférentiellement les chaines
polySUMO2/3 de PML (Mukhopadhyay et al. 2006; Shen et al. 2009).
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2. Motif consensus de SUMOylation

Au cours de la SUMOylation, une liaison isopeptidique s’établit entre le motif diglycine a I’extrémité C-
terminale de SUMO et une lysine acceptrice contenue dans une séquence particuliere de la protéine
cible. Dans la plupart des cas, la conjugaison de SUMO se produit au niveau d’une séquence consensus
PKXD/E, reconnue par I'enzyme de conjugaison Ubc9, ou U représente un résidu hydrophobe, K
correspond a la lysine sur laquelle se liera SUMO, X désigne n‘importe quel acide aminé, et peut étre
suivi soit par I'acide aspartique (D) soit par I'acide glutamique (E) (Rodriguez, Dargemont, et Hay 2001;
Sampson, Wang, et Matunis 2001). Ubc9 peut également reconnaitre des motifs légerement
différents, au niveau de sites consensus élargis, puisque certaines protéines SUMOylées ne
contiennent pas le motif consensus évoqué précédemment. Ces sites non consensus peuvent se situer
a proximité d’un groupement d’acides aminés hydrophobes (Matic et al. 2010) ou d’une région riche
en acides aminés chargés négativement (Yang et al. 2006). Parmi les sites non consensus, on retrouve
la séquence consensus inversée ou encore un motif de SUMOylation dépendant de la phosphorylation,
appelé pSUM (Hietakangas et al. 2006). SUMO2 et SUMO3 contiennent eux-mémes des sites de
SUMOylation au niveau de leur extrémité N-terminale, provoquant ainsi la formation de chaines
polySUMO, principalement par I'intermédiaire de la conjugaison de la lysine en position 11 de la
protéine SUMO (Tatham et al. 2001) (Figure 16). La séquence de SUMO1 ne contenant pas ce type de

site de SUMOylation, il sert dans ce contexte de terminateur de chaine (Matic et al. 2008).
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Figure 16 : Formation de chaines polySUMO

La liaison de SUMO a une protéine cible s’établit entre la lysine de cette protéine, contenue dans une séquence
consensus particuliere, et SUMO. SUMO2 et 3 contenant eux-mémes des lysines internes SUMOylables, elles
peuvent former de longues chaines polySUMO. En revanche, SUMO1 ne contenant pas ce type de motif, il sert
dans ce contexte de terminateur de chaine. En outre, une méme protéine peut étre modifiée par SUMO sur
différentes lysines. On parle dans ce cas de multiSUMOylation. D’aprés (Rabellino, Andreani, et Scaglioni 2017)

D. Autre type de liaison dépendante de SUMO

Les protéines SUMO peuvent également étre a I'origine de l'interaction non covalente entre une

protéine contenant un motif particulier appelé SIM (SUMO-interacting motif) et un partenaire
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SUMOylé (Song et al. 2004). Les domaines SIM sont des motifs riches en acides aminés hydrophobes,
flanqués de résidus acides ou pouvant étre phosphorylés pour générer des charges négatives (Hecker
et al. 2006). Leur existence a été mise en évidence grace a I'étude de RanBP2 : cette derniére contient
un site de liaison a SUMO1, ce qui facilite I'interaction de RanBP2 avec Ubc9-SUMO1 et favorise ainsi
la formation d’un complexe E2-E3-SUMO aboutissant a la SUMOylation d’un substrat (Tatham et al.
2005). Depuis, des régions SIM ont été retrouvées dans un tres grand nombre de protéines, comme
Daxx (Lin et al. 2006) ou PML (Shen et al. 2006). Ce type d’interaction est particulierement observée
dans le cadre de la SUMOylation collective de plusieurs protéines présentes au sein d’'un méme
complexe et impliquées dans un processus biologique nécessitant I'action synchronisée et concertée
de plusieurs facteurs, comme la réparation de I’ADN ou de remodelage de la chromatine (Jentsch et

Psakhye 2013). On parle alors de SUMOylation en masse.

E. Role de la SUMOylation

D’un point de vue moléculaire, la SUMOylation peut avoir des conséquences distinctes et non

exclusives sur la protéine qu’elle modifie (Figure 17).

e & ep

Inhibition d’une interaction

A

Création d’un nouvel interface Modification de la conformation
d’interaction

Figure 17 : Conséquences de la SUMOylation

La modification d’une cible par SUMO peut avoir différentes conséquences au niveau moléculaire : une inhibition
de l'interaction avec un autre partenaire (A), la création d’une nouvelle interface permettant de recrutement de
plusieurs autres protéines (B), ou encore le changement conformationnel de la protéine cible (C).

P : partenaire

La conjugaison de SUMO a une cible peut d’'une part empécher la fixation d’'une autre protéine, en
bloguant le site d’interaction avec ce troisieme partenaire (Figure 17-A). C'est par exemple ce qui se
passe dans le cas de l'interaction entre I'E1 et I'E2 ubiquitine ligase 25K : la SUMOylation de cette E2
interfére avec la fixation de I'E1, diminuant ainsi I'ubiquitination des protéines cibles (Pichler et al.
2005). Une compétition peut également apparaitre entre SUMO et I'ubiquitine, lorsque la méme lysine

est ciblée par ces deux modifications. Ce phénomeéne a été mis en évidence pour la premiére fois au
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cours de I'étude de la régulation du facteur IkB-a : la lysine K21 peut étre modifiée soit par SUMO, soit
par l'ubiquitine, ces deux modifications ayant des effets antagonistes sur la stabilité de la protéine
(Desterro, Rodriguez, et Hay 1998). D’autre part, la fixation de SUMO a sa cible peut générer une
nouvelle interface permettant le recrutement et I'interaction de plusieurs protéines, et favorisant ainsi
la formation de complexes multiprotéiques (Figure 17-B). Dans ce contexte, la SUMOylation pourrait
renforcer l'interaction entre deux protéines interagissant déja avec une faible affinité. SUMO agit
comme une « glue » qui garderait les composants d’'un complexe multiprotéique agglomérés les uns
aux autres par l'intermédiaire des liaisons intermoléculaires qui s’établissent entre SUMO et les
régions SIM des différentes protéines. Ce phénomene est par exemple observé au sein des corps
nucléaires PML: le recrutement d’Ubc9 au sein de ces structures favorise la SUMOylation de PML, puis
I'association de partenaires par I'intermédiaire de leur domaine SIM (Sahin et al. 2014). Enfin, la
SUMOylation peut engendrer une modification de la conformation et donc de la fonction de la protéine
ciblée (Figure 17-C). C'est de cette facon que SUMO1 régule I'activité de la thymidine glycosylase TDG,
une protéine impliquée dans la réparation des mésappariements de I’ADN, en modifiant sa

conformation (Smet-Nocca et al. 2011).

En outre, comme nous I'avons évoqué précédemment, la SUMOylation est un processus réversible :
une cible SUMOylée a un instant donné est rapidement déSUMOylée par I'intermédiaire des SENP et
de ce fait, seule une fraction de la protéine cible est SUMOylée. Pourtant, les conséquences
fonctionnelles associées a cette forme modifiée sont importantes et persistent dans la cellule malgré
cette déSUMOylation. Par exemple, la SUMOylation du facteur de transcription Elk1l provoque le
recrutement de HDAC2, qui induit la déacétylation des histones a proximité du promoteur du facteur
de transcription, et donc la répression des geénes cibles de Elk1. Cette marque associée a la chromatine

condensée et inactive persiste malgré la déSUMOylation de Elk1 (Yang et Sharrocks 2004).

Ainsi, en modulant la stabilité, la localisation ou les interactions entre les protéines qu’elle modifie, la
SUMOylation est impliquée dans divers processus biologiques allant de I'apoptose a la régulation de

la transcription (Rosonina et al. 2017), en passant par la défense contre différents agents pathogenes.

F. Les corps nucléaires PML

Les corps nucléaires PML (CN PML) sont des structures nucléaires dépourvues de membranes,
constituées par l'agrégation de différentes protéines, dont PML, aussi appelé TRIM19, régit la

formation (Sahin et al. 2014) (Figure 18). PML a initialement été identifiée sous la forme d’une protéine
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de fusion avec le récepteur a I'acide rétinoique a (RARa), issue d’une translocation entre les
chromosomes 15 et 17 (de Thé et al. 1990). Ces structures nucléaires sont particulierement sensibles
aux différents stimuli détectés par la cellule, qui perturbent la formation de ces corps et donc
I’'ensemble des fonctions qui leurs sont associées, comme I'apoptose (Bernardi et Pandolfi 2003) la
maintenance de l'intégrité du génome (Chang et al. 2018), ou la lutte contre les infections virales

(Nisole, Stoye, et Saib 2005).

Comme toutes les protéines de la famille des TRIM, la structure de PML contient les domaines
caractéristiques RBCC, (RING, B-Box et coiled coil), qui permettent a PML de s’oligomériser pour
constituer les corps nucléaires (Fagioli et al. 1998) (Figure 18). Il existe sept isoformes de PML, générés
par épissage alternatif, qui different par leur domaine C-terminal (Nisole et al. 2013). Si la plupart des
isoformes ont une localisation nucléaire, certaines peuvent également présenter une localisation
cytoplasmique. C'est par exemple le cas de PML VII, qui est dépourvu de signal de localisation
nucléaire, ou bien de PML |, dont la séquence contient un signal d’export nucléaire (Lin, Bergmann, et
Pandolfi 2004; Nisole et al. 2013). PML est SUMOyIé au niveau de trois lysines acceptrices, K65, K160,
K490 (Kamitani et al. 1998). Sa SUMOylation n’est toutefois pas nécessaire a la formation des corps
nucléaires, puisqu’un mutant non SUMOylable de PML ne perd pas sa capacité a générer les structures
nucléaires (Sahin et al. 2014). En revanche, il ne parvient plus a recruter les partenaires habituellement

retrouvés au sein des corps nucléaires (Ishov et al. 1999; Zhong et al. 2000).
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Figure 18 : Formation des corps nucléaires PML

La formation des corps nucléaires PML (CN PML) débute par I'oligomérisation des protéines PML, par
Iintermédiaire de leur domaine RBCC (RIN, B-box, Coiled-coil). L’enzyme de conjugaison Ubc9 est ensuite recrutée
et favorise la SUMOylation de PML. Ces modifications SUMO interagissent avec les régions SIM de PML, pour
former de gros agrégats. Les partenaires de PML sont recrutés au sein de ces structures soit par leur SIM, qui
interagit avec la protéine SUMO de PML, soit par I'intermédiaire de la protéine SUMO qui leur est associée et qui
interagit avec les régions SIM de PML. D’aprés (Hoischen et al. 2018)

Ces CN PML sont donc des structures dynamiques, capable de recruter une multitude de partenaires
(Van Damme et al. 2010) (Figure 18). Parmi les protéines recrutées au sein de corps nucléaire PML, il
faut distinguer celles qui le sont de fagon transitoire, qui s"accumulent au sein de ces structures en
réponse a un stimulus, de celle qui y résident de maniéere constitutive, comme peuvent |'étre PML,
Daxx, ou Sp100. C’est par I'intermédiaire d’interactions entre les régions SIM et SUMO des protéines
recrutées que ces structures se forment (Shen et al. 2006). La composition varie en effet en fonction
de différents facteurs, comme le type cellulaire, ou le cycle cellulaire (Bernardi et Pandolfi 2007).
L'intégrité de ces CN PML est particulierement sensibles aux stress détectés par la cellule, et provoqués
par les infections virales, les cassures d’ADN, ou le stress oxydatif (Bernardi et Pandolfi 2007). PML
recrute de nombreux partenaires associés a une fonction commune, comme nous le verrons dans le
paragraphe suivant pour Daxx et ATRX (Ishov, Vladimirova, et Maul 2004) ou le complexe d’histones
H3.3-H4 (Delbarre et al. 2013). D’autre part, en recrutant diverses protéines de la machinerie de
SUMOylation, ainsi que de multiples protéines SUMOylables, les corps PML constituent des
« hotspots » de SUMOylation (Sahin et al. 2014; Van Damme et al. 2010).

De par leur capacité a interagir avec un trés grand nombre de partenaires, les CN PML ont été impliqués

dans de nombreux processus cellulaires comme la régulation de la transcription ou la lutte contre les
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infections (Bernardi et Pandolfi 2007). Par ailleurs, ces structures pourraient étre impliquées dans la
latence de certains virus comme HSV-1 (Cohen et al. 2018) ou VIH-1 (Lusic et al. 2013), par
I'intermédiaire du role qu’ils exercent dans le remodelage de la chromatine. Un réle de PML dans le
maintien de la latence du VIH-1 a en effet été mis en évidence : il semblerait que les corps PML
s’associent au provirus pour favoriser I'incorporation de variants d’histones H3.3 méthylés, synonyme

de répression transcriptionnelle (Lusic et al. 2013; Masroori, Merindol, et Berthoux 2016).

IV. La protéine Daxx

La protéine Daxx a été identifiée dans un crible double hybride comme I'un des partenaires du
récepteur de mort Fas. Cette découverte est d’ailleurs a I'origine de son nom : Death domain-
associated protein 6 (Yang et al. 1997). Depuis, de nombreux travaux étudient la fonction et la
localisation de cette protéine tres conservée au cours de I'évolution, exprimées de fagon ubiquitaire

et associée a de nombreuses fonctions cellulaires.

A. Fonction

Daxx est une protéine multifonctionnelle impliquée dans divers processus biologiques comme
I"apoptose ou la répression transcriptionnelle (Figure 19). C'est une protéine chaperonne, c’est-a-dire
gu’il exerce son activité en se liant a d’autres protéines, participant ainsi a la régulation des différents
mécanismes biologiques assuré par ces partenaires. Cette particularité explique en partie la longue
liste de partenaires associés a Daxx identifiés a ce jour. La fonction de Daxx dépend principalement de

sa localisation subcellulaire, et donc de sa capacité a interagir avec I'un ou I'autre de ses cofacteurs.
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Figure 19 : Principales localisations subcellulaires et fonctions de Daxx

Dans le cytoplasme, Daxx a été identifiée comme un ligand de Fas. Dans le noyau, Daxx est principalement localisé
au sein des CN PML, ou elle est recrutée par la forme SUMOylée de PML. Lorsqu’il n’interagit pas avec PML, Daxx
est localisé au niveau de I’hétérochromatine ol il forme un complexe de répression de la transcription avec la
protéine ATRX. La séquestration de Daxx par PML I’empéche d’exercer son activité de répresseur transcriptionnel.
(Maillet et Nisole 2016)

1. Apoptose

L'apoptose étant un phénomene de mort cellulaire programmeée initiée en réponse a la détection de
signaux particuliers, il est nécessaire que les facteurs déclenchant ce processus soient finement
contrélés par la cellule. Daxx fait partie de ces protéines impliquées dans la régulation de I'apoptose.
Suite a sa découverte comme partenaire du récepteur de mort Fas, Daxx a été associé a une fonction
pro-apoptotique (Yang et al. 1997) : il fait le lien entre le récepteur de mort et la kinase JNK pour
déclencher I'apoptose, bien que ce résultat ait été par la suite réfuté dans d’autres travaux (Torii et al.
1999). Lorsque le récepteur Fas est stimulé, I'association de Daxx et ASK1 dans le cytoplasme induit la
phosphorylation de Daxx, puis active la voie JNK et aboutit a une apoptose indépendante des caspases
(Chang et al. 1998). La voie apoptotique JNK peut également étre activée en réponse a la stimulation
du récepteur au TGF-B, auquel s’associe Daxx dans certaines conditions de stress (Perlman et al. 2001).
En outre, Daxx pourrait réguler I'apoptose en modulant I'expression de génes pro- ou anti-
apoptotiques dans le noyau. Lorsque les cellules subissent une irradiation aux ultra-violets par
exemple, Daxx interagit avec I’Axin, une protéine principalement impliquée dans la régulation de la
voie de signalisation Wnt-BCatenin, et stimule la phosphorylation du facteur de transcription p53 par
la kinase HIPK2. Un fois phosphorylé, p53 active la transcription de genes pro-apoptotiques (Li et al.

2007). Méme si Daxx a été majoritairement associé a une activité pro-apoptotique, d’autres travaux
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révelent I'effet inverse : chez des souris déficientes pour le géne Daxx, une apoptose massive est
observée et méne a une létalité au stade embryonnaire (Michaelson et al. 1999). Ces résultats
suggerent donc que Daxx aurait un réle protecteur contre I'apoptose au cours du développement
embryonnaire. Des recherches menées dans des lymphocytes T montrent quant a eux que Daxx
protége ces cellules de la mort cellulaire induite par la stimulation du récepteur TCR (T cell receptor)
(J. Li et al. 2017). Le r6le de Daxx dans I'apoptose n’est donc pas clairement établi : il peut favoriser ou
empécher I'apoptose en fonction du type cellulaire, des stimuli détectés et des partenaires auxquels il

s’associe (Salomoni et Khelifi 2006).

2. Répression transcriptionnelle

Malgré un réle dans I'apoptose tres documenté, la fonction principale de Daxx est celle de répresseur
transcriptionnel. Il exerce cette activité au travers de différents moyens, en liant des facteurs de
transcription, ou en interagissant avec d’autres protéines nucléaires impliquées dans le remodelage

de la chromatine ou les modifications épigénétiques (Figure 20).
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Figure 20 : Répression transcriptionnelle exercée par Daxx

A. Eninteragissant avec les histones déacétylases HDAC1 ou HDAC2, Daxx provoque la déacétylation des histones
et réprime l'expression des génes. Ac : groupement acéthyl B. L’ADN meéthyltransférase DNMT1 induit la
méthylation de I’ADN, marque associée a la chromatine transcriptionnellement inactive. Me : groupement méthyl
C. Le complexe formé par I'association de Daxx et ATRX favorise I'incorporation du variant d’histone H3.3,
synonyme de répression transcriptionnelle.

Si certains travaux ont montré que Daxx ne s’associait pas directement avec I’ADN (Hollenbach et al.
1999), il peut en revanche interagir avec certains facteurs de transcription et réprimer les génes dont
ils contrélent I'expression. Le role de répresseur transcriptionnel a pour la premiere fois été évoqué
lors de la mise en évidence d’une interaction entre Daxx et la facteur de transcription Pax3, qui
entraine une réduction de I'activité transcriptionnelle de ce dernier d’environ 80% (Hollenbach et al.

1999). Depuis, d’autres articles ont montré que Daxx pouvait s’associer a un grand nombre de facteurs
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de transcription comme p53 (Zhao et al. 2004), Stat3 (Muromoto et al. 2006) ou encore p65 (Park et
al. 2007). Cette activité de répression transcriptionnelle peut étre régulée par la SUMOylation : par
exemple, une interaction s’établit entre la région SIM de Daxx et la forme SUMOylée du facteur de
transcription Smad4 provoquant une inhibition de la transcription dépendante de SUMO (small
ubiquitin-like modifier) (Chang et al. 2005). D’autres articles montrent quant a eux qu’en contrdlant la
localisation de Daxx, la SUMOylation module 'activité répressive de Daxx (Li et al. 2000). Lorsque PML
est SUMOylé, Daxx est séquestré au sein des CN PML et n’est donc plus associé au facteur de

transcription Pax3, ce qui leve I'inhibition de la transcription induite par Daxx (Lehembre et al. 2001).

En plus de se lier a différents facteurs de transcription, Daxx peut également moduler la transcription
en induisant des modifications épigénétiques de la chromatine, comme la déacétylation des histones
en interagissant avec les histones déacétylases HDAC1 ou HDAC2, ou la méthylation de I’ADN, par
I'intermédiaire de son association avec les protéines de la famille des ADN méthyltransférases DNMT1
(Figure 20). Une équipe suggére que Daxx a la capacité d’interagir avec HDAC2 et différents histones,
et que cette interaction dépendrait de I’état de phosphorylation de Daxx (Hollenbach et al. 2002). Un
autre article montre en effet que la phosphorylation de la sérine en position 669 par la kinase HIPK1
diminue la répression de la transcription induite par Daxx (Ecsedy, Michaelson, et Leder 2003). De plus,
les travaux de Morozov et ses collaborateurs suggerent que Daxx recrute HDAC2 au niveau du
promoteur du proto-oncogene c-Met, ce qui provoquerait une diminution de I'acétylation de I’histone
H4, un marqueur associé a une forme active de la chromatine, et réprimerait la transcription de c-Met
(Morozov et al. 2008). Dans le cadre de la répression induite par le recrutement de protéines associées
a I’ADN, la SUMOylation influence I'activité répresseur transcriptionnelle de Daxx, en controlant sa
capacité a interagir avec différents partenaires. En effet, Daxx lie la forme SUMOQOylée de CBP (CREB-
binding protein), un coactivateur transcriptionnel, provoquant ainsi le recrutement de HDAC2 et
interférant avec I'activation de la transcription (Kuo et al. 2005). En outre, d’autres recherches ont
montré qu’un complexe contenant Daxx et HDAC1 entre autre pouvait réprimer |’expression d’un
rétrovirus endogéne murin (Hoelper et al. 2017). En interagissant avec un autre type de protéines, la
DNMT1, Daxx induit la méthylation de la chromatine située au niveau du promoteur ciblé par le facteur

de transcription NFkB (Puto et Reed 2008).

Enfin, Daxx peut exercer sa fonction de répresseur transcriptionnel en interagissant avec des protéines
chaperonnes associées a la chromatine comme ATRX (a-thalassemia/mental retardation, X-linked
syndrome) (Xue et al. 2003) (Figure 20), qui se lie a la région riche en hélices a de Daxx. (Tang et al.
2004) pour réprimer la transcription de genes cibles. Si ATRX reste localisé au niveau de

I’hétérochromatine tout au long du cycle cellulaire, Daxx n’y est recruté qu’en phase S. En outre,
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I'interaction qui s’établit entre Daxx et ATRX confére a ce dernier une seconde localisation nucléaire,
puisqu’il peut alors étre recruté au niveau des corps PML par I'intermédiaire de sa liaison avec Daxx
(Ishov et al. 2004). Le complexe composé de ces deux protéines permet I'incorporation du dimeére
d’histones H3.3-H4 au niveau de la chromatine centromérique et télomérique, régions
transcriptionnellement inactives, contrairement a la chaperonne HIRA, qui est responsable de
I'incorporation du variant H3.3 au niveau de régions transcriptionnellement actives (Drané et al. 2010;
Goldberg et al. 2010; Lewis et al. 2010). Le complexe Daxx-ATRX peut par exemple recruter le variant
d’histone H3.3 qui, une fois méthylé, réprime les éléments rétroviraux endogenes au cours du

développement embryonnaire (Elsdsser et al. 2015).

De par ses activités de régulation de I'apoptose et de répression de I'activité transcriptionnelle de
certains génes, Daxx peut étre impliqué dans différentes pathologies et principalement dans la
progression des cancers lorsque 'une de ces activités est dérégulée. En effet, dans de nombreux
cancers, la surexpression de Daxx est associée a la tumorigénese, la progression de la maladie, et la

résistance aux différents traitements (Mahmud et Liao 2019; Shi, Wen, et Shi 2017).

3. Facteur de résistance

Le r6le de Daxx dans la lutte contre les infections virales est développé dans la revue présentée en
annexe et publiée en 2016. C’est principalement grace a son activité de répresseur transcriptionnel
que Daxx exerce son activité antivirale. Son réle contre les virus a ADN comme EBV, CMV ou les
herpesvirus est particulierement documenté.

Si on se focalise sur le lien entre Daxx et le VIH-1, un article a montré par crible double hybride que
Daxx pouvait interagir avec la protéine virale p6, sans qu’aucun role fonctionnel ne soit associé a cette
interaction (Gurer, Berthoux, et Luban 2005). D’autres travaux suggerent que Daxx s’associe avec I'IN
du VIH-1 pour réprimer I'expression des genes viraux, une fois le génome viral intégré a la chromatine
cellulaire, en recrutant des histones déacétylases au niveau du provirus (Huang et al. 2008). Un
mécanisme similaire avait déja été évoqué dans le cadre de travaux menés sur l'intégrase d’un autre
rétrovirus, I’Avian Sarcoma Virus (ASV) (Greger et al. 2005). Il est intéressant de noter que ces deux
protéines, p6 et IN, sont les seules protéines du VIH-1 identifiées a ce jour comme étant modifiées par
SUMO (Gurer et al. 2005; Z. Li et al. 2012; Zamborlini et al. 2011). Un article paru plus récemment
montre de surcroit que I'IN contient deux motifs SIM, qui paraissent important pour le cycle de
réplication viral puisqu’une mutation de I'un de ces sites entraine un défaut d’infectivité au cours de

I'une des étapes précoces (Zheng et al. 2019). Des études complémentaires permettraient de
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caractériser ces interactions, et en particulier de déterminer si la SUMOylation de ces facteurs viraux
d’une part, et la région SIM de Daxx d’autre part sont impliquées dans l'interaction liant ces différents

cofacteurs.

B. Localisation

Si la premiére évocation de Daxx suggére une localisation cytoplasmique de la protéine de par sa
capacité a interagir avec le domaine de mort du récepteur Fas, elle s’est finalement révélée étre
majoritairement exprimée dans le noyau. Dans ce compartiment cellulaire, Daxx peut se retrouver
associé a la chromatine ou recruté au sein des corps nucléaire PML (Ishov et al. 1999; Torii et al. 1999).
Ainsi, la localisation de Daxx est modulée par sa faculté a interagir avec ses différents partenaires

(Figure 19).

1. Cytoplasme

L'interaction entre Daxx et le récepteur Fas suggere une localisation cytoplasmique de Daxx, a
proximité de la membrane plasmique (Yang et al. 1997). Par la suite, plusieurs travaux utilisant des
techniques de fractionnement subcellulaire ou d’immunofluorescence, s’accordent sur une
localisation tres majoritairement nucléaire (Pluta, Earnshaw, et Goldberg 1998; Lalioti et al. 2002). La
localisation cytoplasmique a malgré tout été confirmée par la mise en évidence de I'interaction entre
Daxx et ASK1, une protéine impliquée dans la voie apoptotique (Ko et al. 2001). En outre, quelques
articles suggerent que, dans certaines conditions, Daxx serait relocalisé du noyau vers le cytoplasme
(Song et Lee 2003; Tanaka et Kamitani 2010). C’est par exemple ce qui a été observé dans le cas du
stress induit par le manque de glucose : Daxx est relocalisé dans le cytoplasme pour favoriser la survie
des cellules (Song et Lee 2003), bien qu’une autre étude ait par la suite contredit ce résultat (Lindsay,

Giovinazzi, et Ishov 2009).

2. La chromatine

Dans le noyau, Daxx peut étre localisé au niveau de la chromatine. Les premiéres expériences
suggérant une telle localisation montrent une interaction entre Daxx de multiples protéines associées
a la chromatine comme les histones, HDAC2 et Dek (Hollenbach et al. 2002). Par la suite, cette
localisation chromatinienne a été confirmée par l'identification de l'interaction de Daxx avec de

nombreuses protéines associées a I’ADN, comme ATRX (Xue et al. 2003). Grace a son partenaire CENP-
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C, une protéine impliquée dans la ségrégation des chromosomes au cours de la mitose, Daxx peut aussi
se retrouver au niveau des centromeéres pendant l'interphase (Pluta et al. 1998). Une localisation
nucléolaire a également pu étre observée grace a l'interaction que Daxx établit avec MSP58, un
protéine localisée au niveau du nucléole et impliquée dans divers processus cellulaires dont la

transcription (Lin et Shih 2002).

3. Les corps nucléaires PML

La majorité du Daxx nucléaire se retrouve en réalité au niveau de structures particuliéres, les corps
nucléaires PML, capables de recruter et stocker un grand nombre de protéines localisées dans le noyau
(Ishov et al. 1999; Torii et al. 1999). Daxx est en effet recruté au niveau de ces structures par
I'intermédiaire de son domaine SIM, qui interagit avec la forme SUMOylée de PML (Ishov et al. 1999;
Li et al. 2000) (Figure 19). En absence de PML, Daxx se retrouve associé a la chromatine condensée et
donc inactive, et la réintroduction de PML par transfection transitoire restaure la localisation de Daxx
au niveau des corps nucléaires, ce qui suggére que la simple interaction entre Daxx et PML induit le
recrutement de Daxx au sein des CN PML (Ishov et al. 1999). La SUMOylation de PML est essentielle
pour l'association de ces deux protéines puisque des mutants non SUMOylables de PML sont
incapables de recruter Daxx. Ces structures nucléaires pourraient servir de lieu de stockage pour Daxx,

permettant alors une régulation fine de ses diverses fonctions cellulaires.

C. Structure

Daxx est une protéine constituée de 740 acides aminés, et composée de différents domaines

importants pour les interactions que Daxx établit avec ses différents partenaires.
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Figure 21 : Structure de la protéine Daxx et association avec ses différents partenaires

Schéma de la structure des différents domaines composant la protéine Daxx. Ses partenaires sont inscrits au
niveau de leur site d’interaction avec Daxx. Les régions DHB et SIM2 constituent les principaux domaines
d’interaction.

SIM : domaine d’interaction avec SUMO. DHB : Daxx helical bundle. HBD : domaine d’interaction aux histones.
NLS : signal de localisation nucléaire. Acidic : région riche en acides aminés acides. (Mahmud et Liao 2019)

A partir de I'extrémité N-terminale, on retrouve un motif d’interaction avec SUMO (SIM1), suivi d’une
région riche en hélices a (DHB), d’un domaine d’interaction avec les histones (HBD), d’une zone riche
en résidus acides flanquée de 2 signaux de localisation nucléaire (NLS), et enfin un second SIM (SIM2)
est retrouvé a I'extrémité C-terminale. En dehors de ces domaines caractérisés, Daxx est composé de
régions intrinsequement désordonnées, particulierement au niveau de |'extrémité C-terminale (Figure

21).

1. Daxx helical bundle

Le DHB (Daxx helical bundle) est une région tres conservée a travers les especes, constituée d’un
regroupement de 4 hélices a (Escobar-Cabrera et al. 2010). Il permet a Daxx d’interagir avec un certain
nombre de ses partenaires comme Rassflc ou ATRX (Z. Li et al. 2017; Wang et al. 2017) (Figure 21).
L'interaction entre Daxx et ATRX est renforcée par des interactions électrostatiques qui s’établissent
entre les résidus chargés positivement au niveau du DHB de Daxx et les résidus chargés négativement
positionnés sur ATRX. L’environnement cellulaire sera déterminant pour la fixation de Daxx a I'un ou

|’autre de ses cofacteurs.
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2. Le domaine d’interactions aux histones

Le domaine d’interaction aux histones (Histone-binding site, HBD), ou domaine core, se trouve au
centre de la protéine et est également tres conservé a travers les especes (Figure 21). Il s’agit d’une
région composée de six hélices a qui se structurent autour de I’'hétérodimere d’histones H3.3/H4,
recouvrant jusqu’a 40% de sa surface (Elsdsser et al. 2012). Il semblerait que Daxx, en collaboration
avec ATRX, recrute les histones au sein des CN PML (Drané et al. 2010; Lewis et al. 2010). Ce processus
empéche I'accumulation d’une forme soluble des histones H3.3-H4 et une incorporation non contrélée
de ces derniers (Delbarre et al. 2013). L'interaction de Daxx avec le dimere H3.3-H4 stabilise la région
HBD, qui adopte sinon une structure plus désordonnée en solution (DeNizio, Elsdsser, et Black 2014).
Le HBD est suivi d’une région riche en résidus acides. Cette composition permettrait une meilleure

affinité entre Daxx et le dimére d’histones H3.3-H4 (Drané et al. 2010).

3. Les motifs d’interaction avec SUMO

Deux domaines d’interaction avec SUMO (SIM) ont été identifiés a chaque extrémité de la protéine
Daxx (Escobar-Cabrera et al. 2011; Lin et al. 2006) : ces régions sont responsables de I'interaction entre
Daxx et ses partenaires SUMOylés (Figure 21). Ces deux régions sont composées d’un domaine
hydrophobe flanqué de résidus acides ou susceptibles d’étre phosphorylés. De ce fait, I'interaction
SUMO-SIM s’établit par le biais de liaisons hydrophobes et électrostatiques entre Daxx et son
partenaire SUMOYyIé. Il semblerait néanmoins que le SIM1 localisé a I'extrémité N-terminale ne soit
pas fonctionnel, puisque des interactions intramoléculaires entre la région N-terminale
intrinsequement désordonnées et le DHB s’établissent et interferent avec la fixation du SIM1 a SUMO
(Escobar-Cabrera et al. 2011). L'interaction entre la protéine SUMO et le SIM de Daxx peut étre régulée
par différentes modifications post-traductionnelles comme la phosphorylation du SIM ou I'acétylation
de SUMO. En effet, si certaines études menées in vitro ne montrent pas de préférence du SIM pour
I'un des paralogues SUMO, d’autres travaux montrent que la phosphorylation du SIM régule la
sélectivité pour I'un des paralogues SUMO. La région SIM2 située a I'extrémité C-terminale de Daxx et
délimitée entre les acides aminés 732 et 740, contient des résidus sérine en position 737 et 739
susceptibles d’étre phosphorylés par CK2 (Casein Kinase 2). Cette modification augmenterait I'affinité
du SIM pour SUMO1 d’environ 30 fois par rapport a I'affinité observée pour SUMO2/3 (Chang et al.
2011). De plus, I'acétylation des résidus lysines K37, K39 ou K46 de SUMO1 réduit I'interaction entre
SUMO1 et le domaine SIM de Daxx, ce qui engendre une modification de la localisation de Daxx en

dehors des CN PML (Mascle et al. 2019).Ce domaine SIM étant impliqué dans l'interaction de Daxx

INTRODUCTION “




avec nombre de ses partenaires, il est particulierement important a la fois pour sa localisation
subcellulaire et ses fonctions biologiques (Lin et al. 2006). En outre, le SIM2 de Daxx est également
important pour sa propre SUMOylation (Lin et al. 2006) et pour l'interaction entre Daxx et Ubc9,

I’enzyme de conjugaison qui intervient dans le processus de SUMOylation.

4. Les modifications post-traductionnelles de Daxx

Daxx peut étre associé a différentes modifications post-traductionnelles (MPT), comme la
phosphorylation ou la SUMOylation, et ces modifications sont capitales pour que Daxx puisse assurer
ses fonctions biologiques. Il existe plusieurs sites de phosphorylation, ciblés par différentes kinases, et
méme si la phosphorylation de Daxx peut avoir des conséquences diverses sur le devenir de la
protéine, il semblerait qu’elle régule I'apoptose dépendante de Daxx. Les sérines positionnées en 176
et 184 sont ciblée par ASK1 (Kitamura et al. 2009), et leur phosphorylation engendre I'ubiquitination
du résidu 122, puis I'apoptose (Fukuyo et al. 2009). A contrario, la phosphorylation de la sérine 178,
qui induit également I'ubiquitination de Daxx, provoque sa dégradation protéasomale (Ryo et al. 2007).
Le kinase HIPK1 phosphoryle quant a elle le résidu sérine en position 669 (Ecsedy et al. 2003). Par
ailleurs, comme évoqué dans le paragraphe précédent, la phosphorylation de sérines contenues dans
la région SIM2 module I'affinité de Daxx pour SUMO (Chang et al. 2011). En outre, Daxx contient
plusieurs lysines susceptibles d’étre SUMOylées et il est d’ailleurs nécessaire de muter 15 de ces lysines

pour abolir sa SUMOylation (Jang, Ryu, et Kim 2002; Lin et al. 2006).

5. Les différentes isoformes de Daxx

Il existe deux isoformes de Daxx, générées par épissage alternatif, qui ont été décrites et caractérisées
dans un article : les isoformes beta et gamma (Wethkamp et al. 2011). Ces deux formes ont la
particularité d’étre délétées de leur domaine C-terminal, ce qui engendre une diminution de I’affinité
de Daxx pour PML et p53, provoquant alors une modification de la localisation de Daxx et p53, ainsi

gu’une inhibition de la répression transcriptionnelle modulée par p53.
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OBJECTIFS

Daxx est une protéine majoritairement nucléaire, et suivant les partenaires auxquels il s’associe, il est
impliqué dans des processus cellulaires comme I'apoptose ou la répression transcriptionnelle. C'est
par l'intermédiaire de cette derniére fonction que Daxx exerce un role antiviral en inhibant la
réplication d’'un grand nombre de virus a ADN, comme le cytomegalovirus (HCMV) (Woodhall et al.
2006), ou le virus Epstein-Barr (EBV) (Tsai et al. 2011). Dans le noyau, Daxx est associé a des structures
particuliéres dont I'architecture dépend de la protéine PML, les corps nucléaires PML. Dans le cadre
de travaux de recherche cherchant a élucider le mécanisme permettant a PML d’interférer avec une
étape précoce du cycle de réplication du VIH-1, I'équipe a démontré que PML n’inhibait pas
directement I'infection, mais stabilisait I'un de ses partenaires : Daxx. Ce dernier se trouve a proximité
des capsides virales dans le cytoplasme des cellules infectées, et bloque une étape du cycle de
réplication spécifique des rétrovirus, la transcription inverse. Cet article révele ainsi une nouvelle

fonction antivirale de Daxx.

L'objectif du travail présenté dans ce manuscrit est donc d’élucider le mécanisme par lequel Daxx
parvient a inhiber la transcription inverse du VIH-1. Daxx étant une protéine chaperonne, il exerce ses
différentes activités en s’associant a une multitude de partenaires. La majorité de ces interactions
s’établissant par I'intermédiaire du domaine SIM de Daxx, I'implication de cette région dans I'activité
antivirale de Daxx a été évaluée. Dans un second temps, différentes approches protéomiques et
biochimiques ont été optimisées dans le but d’identifier les partenaires impliqués dans I'inhibition de
la transcription inverse. L'identification de ces cofacteurs nous a permis de mettre en évidence un
nouveau mécanisme par lequel Daxx exerce son activité restrictive contre le VIH-1.

Ce travail a récemment fait I’'objet d’une publication parue dans le journal Viruses (Maillet et al. 2020).
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MATERIEL ET METHODES

Plasmides

Les plasmides codant HA-Daxx WT, ASIM et 15KR ont été fournis par Hsiu-Ming Shih (Institute of
Biomedical Sciences, Academia Sinica, Taipei, Taiwan) (Lin et al. 2006). La protéine Daxx porte
I’étiquette HA, qui correspond a I’'hémagglutinine du virus Influenza. Le plasmide codant Flag-hTRIM5a
nous a été fourni par Stephen Goff (Columbia University, New York, USA) (Arriagada et al. 2011).

Les plasmides ont été amplifiés en bactéries chimiocompétentes, puis ’ADN plasmidique a été purifié
grace au kit Qiagen Plasmid Maxi kit, selon les instructions de fournisseur. Une fois resuspendus en
tampon TE (10 mM Tris, 1mM EDTA), la pureté et la concentration des ADN plasmidiques obtenus ont

été controblées par spectrophotométrie (NanoDrop 2000c, ThermoFisher Scientific).

Culture cellulaire

Les cellules Hela (cellules de carcinome utérin) et HEK293T (cellules rénales embryonnaires) de I’ATCC
(American Type Culture Collection) ont été cultivées a 37° et 5% de CO,, en milieu Dubelcco’s Modified
Eagle Medium (DMEM, Life Technologies), supplémenté de 10 % de sérum de veau foetal (SVF, Life
Technologies) inactivé 30 minutes a 56°, et 1% de pénicilline (100U/mL) et streptomycine (100 pug/mL)

(Life Technologies).

Production et titration des vecteurs VIH-1 pseudotypés VSV-G et HA-Daxx

Des cellules HEK293T ont été ensemencées en flasque T175, puis transfectées au phosphate de calcium
a raison de 15 pg de plasmide VSV-G, codant la glycoprotéine d’enveloppe du virus de la stomatite
vésiculaire (VSV), 30 ug de plasmide p8.74 contenant les génes gag et pol du VIH-1, et 30 ug de
plasmide pCSGW contenant la séquence codant la GFP (Green fluorescent protein), placée sous le
controéle d’un promoteur LTR et associée a un signal d’encapsidation (ou les plasmides pTRIP-HA-Daxx
wt/ASIM). Les surnageants contenant les vecteurs ont été récoltés 48h aprés la transfection, et
concentrés par ultracentrifugation en DMEM 0%, milieu contenant les antibiotiques mais pas de SVF.
Les productions virales ont ensuite été titrées soit en cellules, en mesurant I'expression de la GFP par

cytométrie en flux, soit titrées par ELISA p24, a I'aide du kit Lenti-X p24 Rapid Titer (Ozyme) en suivant
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les instructions données par le fournisseur. Dans ce cas, I'absorbance a été mesurée a 450 nm sur un

colorimeétre SunRise (Tecan).

Pour la titration des vecteurs en cellules, 50 000 cellules HEK293T ont été ensemencées en plaque 6
puits. Le lendemain, les cellules ont été transduites par 5 plL de la production virale a tester, puis une
dilution en cascade au 1/10 a été réalisée. Les cellules transduites ont été incubées 72h a 37° avant

d’étre fixées, et I'expression de la GFP a été mesurée par cytométrie en flux. Le titre final a été calculé

Cn
) xDF

Le titre est exprimé en TU/mL (Titer Unit = nombre de vecteurs), F représente la fréquence du

par la formule suivante :

F x
Titre = (

pourcentage de cellules exprimant de la GFP (mesuré au cytometre), Cn désigne le nombre de cellules
infectées, V symbolise le volume de vecteur utilisé pour la transduction des cellules, et DF correspond

au facteur de dilution.

Transfection

Les cellules Hela ont été transfectées au FUGENE6 (Promega) en suivant le protocole recommandé par
le fournisseur. Les cellules HEK293T marquées par les différents isotopes pour I'expérience de SILAC
ont été transfectées avec la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) ou le Jet PEI (Polyplus), en suivant le
protocole du fournisseur. Pour le reste des expériences, les cellules HEK293T ont été transfectées au
phosphate de calcium. Pour les expériences menées en plaques 6 puits, un million de cellules sont
ensemencées (5 millions par boite de Petri). Le lendemain, un mélange contenant 4 ug d’ADN au total
(ou 20 pg pour une boite de Pétri) mélangé au phosphate de calcium a été répartis goutte a goutte sur
les cellules. Les cellules ont été récoltées aprés 24 (pour Daxx) ou 48h (pour les autres plasmides

comme TRIM5a) de transfection.

Transduction des cellules

Les cellules ont été transduites en DMEM 0%, en présence de 7 ug/mL de DEAE-Dextran (Sigma), a une
MOI de 1 pour les expériences de restriction, ou de 10 pour les expériences de d'immunoprécipitation
ou de fate of capsid assay. Aprés 4 ou 6h de transduction, les cellules ont été récoltées. Le Debio-025
(Debiopharm), un inhibiteur de I'interaction entre cyclophiline A et capside, a été utilisé a 200 nM et

les cellules ont été traitées 2h avant la transduction par les vecteurs VIH-1 pseudotypé VSV-G. La
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névirapine (Merck), un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse, a été utilisée a 5 uM

au moment de la transduction.

Cytométrie en flux

La cytométrie en flux a été utilisée pour controler les niveaux de transfection et de transduction dans
différentes expériences. Au moment de la collecte, les cellules destinées a étre analysées par
cytométrie ont été fixées en PFA2% (Paraformaldehyde). Aprés un lavage en PBS-BSA1%, elles ont été
perméabilisées et saturées en PBS-BSA1%-Saponine0,05% pendant 15 minutes. Elles ont ensuite été
incubées dans I'anticorps primaire pendant 40 minutes, lavées en PBS-BSA1%-Saponine0,05%, puis
incubées dans I'anticorps secondaire 30 minutes a 4°. Aprés un dernier lavage en PBS-BSA1%, les
cellules ont été resuspendues et conservées a 4° en PFA 2% en attendant leur passage au cytometre.
Les données ont été acquises sur un cytoméetre FACSCalibur (BD), puis analysées a I'aide du logiciel
Flowlo (BD). L'étiquette HA a été marquée par un anticorps anti-HA produit chez le rat, clone 3H10
(Merck). L'anticorps secondaire anti-rat utilisé est un anticorps de chévre couplé au fluorochrome
Alexa Fluor 647 (Life Technologies). La protéine Gag a été détectée par un anticorps dirigé contre la

polyprotéine Gag du VIH-1, clone KC57, couplé au fluorochrome FITC (Coulter Clone).

Fractionnement subcellulaire

A partir d’une boite de Pétri confluente, le fractionnement subcellulaire a été réalisé, soit en suivant
un protocole utilisé dans le laboratoire, soit a I'aide d’'un kit commercial, le kit d’extraction
cytoplasmique et nucléaire NE-PER™ (ThermoFisher Scientific), en suivant le protocole conseillé par le

fournisseur.

En ce qui concerne le protocole mis en place dans le laboratoire, les cellules ont été collectées puis
lavées au PBS. Lors de ce premier lavage, un dixieme des cellules a été conservé puis lysé pour
constituer les extraits totaux. Le reste des cellules a été lysé dans 100 pL d’un tampon composé de 10
mM Tris ph 7,6, 1,5 mM MgCl,, 1mM DTT, 10mM iodoacétamide et 1 tablette d’inhibiteurs de
protéases, le tout dilué en PBS 1X. Aprés une heure d’incubation sur glace et sous agitation douce, les
extraits ont été centrifugés 15 minutes a 500 g a 4°, les cytoplasmes ont été prélevés, et 100 pL de

Laemmli 2X ont été ajoutés. Les échantillons ont ensuite été conservés a -20° jusqu’a leur dépot.
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Immunoprécipitations

Toutes les immunoprécipitations ont été réalisées a partir de cellules en boite de Pétri de 10 cm de
diametre confluentes. Les cellules ont été récoltées, lavées au PBS, puis lysées dans 500 pL de tampon
de lyse (50 mM Tris pH7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1% Triton ; 1 tablette d’inhibiteurs de
protéases; 10 mM iodoacétamide), pendant 30 minutes sur la glace, en vortexant toutes les 10
minutes. Apres 10 minutes de centrifugation a 4° et a 12 000 g, 50 pL de lysat ont été prélevés pour
constituer les extraits totaux, auxquels ont été ajoutés 50 pL de Laemmli 2X. Pour
I'immunoprécipitation de I'étiquette HA, 50 plL de billes d’agarose associées a un anticorps HA-7
(Sigma) ont été lavées en tampon de lyse a trois reprises. Une fois les lavages terminés, les billes ont
été resuspendues dans les 450 uL de lysat cellulaire restant, puis incubées sur roue a 4° jusqu’au
lendemain. Les billes ont une nouvelle fois été lavées en tampon de lyse, a trois reprises pendant 15
minutes sur roue, afin de limiter la fixation non spécifique de protéines sur les billes d’agarose. Enfin,
les protéines ont été éluées dans 60 pL de Laemmli 2X, en chauffant les échantillons 3 min a 95°. Dans
le cas des immunoprécipitations de la forme endogéene de Daxx, 5 ug d’anticorps Daxx 7A11 (Abnova)
ont été ajoutés aux 450 pL de lysat cellulaire. Aprés une incubation de 16h a 4°, les lysats ont été mis
en contact avec des billes de protéineG-Sépharose (ThermoFisher Scientific), préalablement lavées
trois fois en tampon de lyse. Aprés une nouvelle incubation d’une nuit a 4° sur roue, les billes ont été
lavées a I'aide du tampon de lyse, puis les protéines ont été éluées comme précédemment, par I'ajout

de 60 pL de Laemmli 2x et chauffage des extraits pendant 3 min a 95°.

Western-Blot

Le laboratoire utilise le systeme de migration et de transfert SureCast, développé par ThermoFisher
Scientific. Les cellules ont été lysées en suivant le protocole détaillé dans le paragraphe précédent.
Avant d’étre déposés, les échantillons ont systématiquement été chauffés 10 minutes a 95°, puis
centrifugés 5 minutes a 12 000 g. La migration s’effectue en conditions dénaturantes, dans des gels
d’acrylamide 8 ou 10% immergés dans le tampon MOPS (ThermoFischer Scientific), a voltage constant.
Les protéines contenues dans le gel ont ensuite été transférées en milieu liquide (25 mM Tris, 192 mM
Glycine, 20% Ethanol) sur une membrane de nitrocellulose (GE Healthcare), a courant constant (350
mA) pendant 1 heure. Le transfert des protéines a été contrélé par le marquage de la membrane de
nitrocellulose au rouge Ponceau. La membrane a ensuite été saturée au moins 30 minutes en tampon
de saturation (PBS 1X, Tween 0,05%, lait 5%). Les protéines d’intérét ont été marquées a I'aide d’un

anticorps primaire spécifique, puis d'un anticorps secondaire couplé a la péroxidase HRP (Horseradish
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peroxydase), mis en solution dans le tampon de saturation. Les membranes ont été incubées au moins
une heure dans les anticorps, a température ambiante ou a 4°. Le signal luminescent émis suite a
I’ajout de I'ECL (BioRad) a été détecté au Chemidoc™ XRS + (BioRad), et les images ont été traitées a
Iaide du logiciel associé au Chemidoc, ImageLab™ (BioRad). La forme endogéne de la protéine Daxx a
été détectée par I'anticorps Daxx 7A11 (Abnova). Les autres anticorps utilisés dans ces travaux sont les
suivants : anticorps de souris dirigés contre la B-actine et I'étiquette Flag, clone M2 (Merck), anticorps
de souris anti-p24 du VIH-1 (NIH AIDS reagent program, clone 183), anticorps de souris anti-TNPO1
(Abcam), anticorps de lapin anti-CypA (Santa Cruz), anticorps de souris anti-HA-7 (Merck). L’anticorps
de lapin anti-TRIM5a vient du laboratoire de P. Bieniasz. Les anticorps secondaires utilisés sont des

anticorps de chevre anti-souris ou anti-lapin, couplés a la péroxydase HRP (GE Healthcare).

Quantification des rétro-transcrits par PCR quantitative

Les expériences ont été réalisées en plaques 6-puits. Les cellules transfectées 24h pour surexprimer
les différentes formes de Daxx ont été transduites a I'aide d’un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G pré-
traité avec 250 U/mL de benzonase (Merck) pendant 20 min a 37°. Aprés transduction, les ADN totaux
ont été extraits a I'aide du kit DNeasy Blood and tissue (Qiagen), en suivant le protocole du fournisseur.
La pureté et la concentration des ADN totaux obtenus ont été controlées par spectrophotométrie
(NanoDrop 2000c, ThermoFisher Scientific). Le mélange Takyon ROX SYBR MasterMix Blue dTTP
(Eurogentec) a été utilisé pour les réactions de PCR en temps réel, réalisées en duplica sur le systeme
Applied Biosystems QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific), en suivant le protocole suivant: une
premiere étape de 3 min a 95°, suivie de 35 cycles de 15 s a 95°, 20 s a 60°, puis 20 s a 72°. Une derniére
étape a été ajoutée a la suite des 35 cycles pour obtenir une courbe de fusion : 15 s a 95°, 1 min a 60°
et 1sa95°. La quantité de chaque transcrit a été normalisée par rapport aux niveaux des transcrits de
la GAPDH. Les produits de la transcription inverse précoce ont été amplifiés par le couple d’amorce
M667/AA55M, spécifiques de I’ADN strong stop, tandis que les transcrits tardifs ont été détecté grace
au couple d’amorce M667/M661, qui amplifient la région RU5-PBS de la région 5’ non codante. Le

tableau suivant récapitule la séquence de chacune des amorces utilisées :

Amorce Séquence
GAPDH-F 5" ACTTCAACAGCGACACCCACT 3’
GAPDH-R 5’ GTGGTCCAGGGGTCTTACTCC 3’
M667 5’ GGCTAACTAGGGAACCCACTG 3’
AAS5M 5’ GCTAGAGATTTTCCACACTGACTAA 3’
M661 5’ CCTGCGTCGAGAGAGCTCCTCTGG 3’
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Spectrométrie de masse label free

Trois conditions ont été envoyées a la plateforme de spectrométrie de masse. Des cellules HEK293T
ont été transfectées soit par un plasmide vide (EV), soit par un plasmide surexprimant la forme sauvage
(WT) ou la forme mutante ASIM (ASIM) de HA-Daxx. Apres 24h de transfection, les cellules ont été
transduites ou non par un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G pendant 4 heures. L'étiquette HA a été
immunoprécipitée a I'aide billes couplées a I'anticorps HA-7, en suivant le protocole détaillé dans le
paragraphe «immunoprécipitation ». Apres avoir controlé les niveaux de transfection et de
transduction des cellules, les trois échantillons transduits ont été déposés a la plateforme de

spectrométrie de masse pour analyse.

Aux vues de la quantité de protéines présentes dans les différentes conditions, chaque échantillon a
été fractionné en 3 bandes. Les 9 échantillons peptidiques obtenus suite au découpage (3 ech x 3
bandes) ont été repris dans 10 pL de tampon A (0.1% acide formique). 1 uL/échantillon a été injecté
pour une analyse en ligne en utilisant une HPLC nano débit (RLSC U3000, Thermo Fisher Scientific). Les
peptides ont été séparés sur une colonne capillaire (0.075 mm x 150 mm, Acclaim Pepmap 100, phase
inverse C18, NanoViper, Thermo Fisher Scientific) suivant un gradient de 2-40% de tampon B en 120
min (A= 0.1% acide formique, B = 0.1% acide formique, 80% acetonitrile) a un débit de 300 nL/min. Les
spectres ont été enregistrés via le logiciel Xcalibur 4.1 (Thermo Fisher Scientific) avec la méthode
FAST1_120min.meth. Ces appareils sont controlés régulierement (nettoyage, fluides, calibration). Les
données spectrales ont été analysées via les logiciels MaxQuant v1.5.5.1 et Perseus v1.6.2.1, avec
utilisation du script Leading FPP v3.2. Nous avons utilisé les bases de données RefProteome_HUMAN-
cano_2018 04 et RefProteome_HIV-1_11676_cano_2018 07. La validation des données a été réalisée
avec les filtres suivants : FDR peptidique et protéique 0.01. L'ensemble du processus a été vérifié par

Mathilde Decourcelle (Plateforme de Protéomique Fonctionnelle de I'Université de Montpellier).

SILAC

Puisque ce type d’expérience permet une analyse quantitative des données, le choix des isotopes a
ajouter au milieu de culture est essentiel pour avoir un taux d’incorporation optimal. Les acides aminés
choisis doivent étre essentiels a la synthése des protéines, c’est-a-dire qu’ils ne sont pas naturellement
produits par la cellule, et présents dans la plupart des peptides. L'incorporation de ces résidus

isotopiquement marqués ne doit pas modifier les propriétés physico-chimiques des protéines. En
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choisissant la lysine et I'arginine, on s’assure que chaque peptide issu de la digestion trypsique contient
un isotope marqué, la trypsine coupant systématiquement les peptides aprés un résidu lysine ou
arginine. Il est également important que I'acide aminé choisi ne soit pas métabolisé par la cellule, afin
de limiter les erreurs de quantification qui en découleraient. C’est par exemple ce qui se produit lors
de la conversion de I'arginine en proline : lorsque I'arginine est présente en large exces dans le milieu
de culture, la cellule risque de la convertir en proline afin de rétablir un équilibre perturbé dans le
milieu de culture. Pour pallier ce phénomeéne, I'une des solutions est de complémenter le milieu de

culture avec de la proline non marquée, en plus de I'ajout des différents isotopes.

Des cellules HEK293T ont été cultivées deux semaines en milieu DMEM pour SILAC, dépourvu de L-
lysine et L-arginine, supplémenté de 1% d’antibiotiques penicilline-streptomycine, 10% de sérum de
veau feetal dialysé et inactivé 30 min a 56°, et 200 pg/mL de L-proline (tous les produits ont été achetés
chez ThermoFisher Scientific). Ce milieu de culture a ensuite été supplémenté de 84 pg/mL de L-
arginine et 146 pg/mL de L-lysine (ThermoFisher Scientific) pour le milieu de culture léger. Les milieux
moyens et lourds contiennent quant a eux les mémes proportions de 3Ce-L-arginine et 2Hy-L-lysine, ou
de BCe-'°Ng-L-arginne et de BCe-°N,-L-lysine respectivement (Cambridge Isotope Laboratories,
gracieusement fournis par Guillaume Bossis, IGMM). Le taux d’incorporation des isotopes (97%) et le
taux de conversion de la proline (2% pour la condition moyenne, et 4% pour la condition lourde) ont
été mesurés aprés deux semaines de culture dans les différents milieux par la plateforme de

spectrométrie de masse de Montpellier.

Pour le crible SILAC, 5 millions de ces cellules HEK293T en culture ont été ensemencées en boite de
Petri, puis transfectées a la Lipofectamine2000 (Invitrogen) par 10 pg de plasmide. Les cellules
marquées par les isotopes légers ont été transfectées par un plasmide vide, tandis que les cellules
marquées par les isotopes moyens et lourds ont été transfectées par les formes sauvages ou mutantes
du plasmide codant HA-Daxx respectivement. Apres 24h de transfection, les cellules ont été
transduites par un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G, et 4h plus tard, l'étiquette HA a été
immunoprécipitée dans les trois conditions. Les extraits ont ensuite été déposés a la plateforme de

spectrométrie de masse de Montpellier.

Les trois conditions ont été rassemblées en un seul échantillon : 40 uL ont été déposés et fractionnés
en 3 bandes. Les échantillons peptidiques ont été repris dans 10 uL de tampon A (0.1% acide formique).
2 uL/échantillon ont été injectés pour une analyse en ligne en utilisant une HPLC nano débit (RLSC
U3000, Thermo Fisher Scientific) couplée a un spectrometre de masse équipé d'une source

nanoelectrospray (Q Exactive HF, Thermo Fisher Scientific). Les peptides ont été séparés sur une
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colonne capillaire (0.075 mm x 500 mm, Acclaim Pepmap 100, phase inverse C18, NanoViper, Thermo
Fisher Scientific) suivant un gradient de 2-40% de tampon B en 1280 min (A= 0.1% acide formique, B =
0.1% acide formique, 80% acetonitrile) a un débit de 300 nL/min. Les spectres ont été enregistrés via
le logiciel Xcalibur 4.1 (Thermo Fisher Scientific) avec la méthode 128min.meth. Ces appareils sont
controlés régulierement (nettoyage, fluides, calibration). Les données spectrales ont été analysées via
les logiciels Proteome Discoverer 2.4 et Perseus v1.6.10.43, avec utilisation du script
Master_Leading_v3.2ML1. Nous avons utilisé comme bases de données : RefProteome_HUMAN-
cano_2019 _11. La validation des données a été réalisée avec les filtres suivants : FDR proteique a 0,01
(High confidence) / 0,05 (Medium confidence). L'ensemble du processus a été vérifié par Mathilde

Decourcelle.

Etude du devenir de la capside : Fate of capsid assay

La technique du fate of capsid assay a pour but d’étudier la stabilité de la capside en séparant les cores
stables des monomeres de capside solubles par ultracentrifugation. Le protocole est détaillé dans

I'article publié par Yang, Luban et Diaz-Griffero (Yang, Luban, et Diaz-Griffero 2014).

Des cellules HEK293T ont été ensemencées, a raison de 5 millions de cellules par boite de Petri de 10
cm de diametre, puis transfectées le lendemain au phosphate de calcium par 20 pg de plasmide vide,
ou codant les formes sauvages ou mutantes ASIM de Daxx. Apres 24h de transfection, les cellules ont
été transduites 4h par un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G, en présence de 7ug/mL de DEAE-Dextran.
Les cellules ont ensuite été lysées dans 1 mL d’un tampon de lyse hypotonique (10 mM Tris pH 8, 10
mM KCI, 1 mM EDTA, 10 mM iodoacétamide, 1 tablette d’inhibiteurs de protéases), puis incubées a 4°
pendant 16h. Le lendemain, la lyse a été finalisée a I'aide d’un dounce homogenizer, et les extraits ont
été centrifugés a 1000 g pendant 4 minutes a 4° afin d’éliminer les débris cellulaires. Pour constituer
les extraits totaux, 100 pL ont été prélevés et conservés. Le reste des échantillons a été déposé sur un
coussin de sucrose 50%, puis centrifugé a 100 000 g pendant 2 heures a 4°. La fraction de capside
soluble a été récupérée en prélevant 100 pL a la surface du coussin de sucrose. Aprés avoir éliminé le
reste de sucrose, les cores stables ont été resuspendus dans 100 uL de PBS. Les trois fractions ont

ensuite été analysées par western-blot
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Immunofluorescence

Les cellules HEK293T ont été cultivées et transfectées directement sur lamelle de microscopie, en
suivant le protocole décrit précédemment. Ce type cellulaire n’adhérant que modérément, les lamelles
ont préalablement été traitées a la poly-D-lysine 2h a 37° (Merck). Apres 24h de transfection, les
cellules ont été fixées 10 min en PFA4%, lavées au PBS, incubées 10 min dans 50 mM de NHCI,
perméabilisées 15 min en Triton 0,5%, puis saturées 10 min dans 0,3% de PBS-BSA. Les cellules ont
ensuite été incubées dans un anticorps primaires reconnaissant I'étiquette HA, 1h en chambre noire
humide. Apres un lavage en PBS, les lamelles ont été incubées dans |’anticorps secondaire pendant 30
min en chambre noire humide. Les cellules ont été lavées en PBS, les noyaux ont été marqués au
Hoechst pendant 3 min, et les lamelles ont été montées a I'aide du milieu de montage slowfade
(ThermoFisher Scientific). Les images ont été acquises sur un microscope confocal SP5-SMD (Leica),

puis traitées a I'aide du logiciel Imagel.
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Une partie des résultats faisant I'objet d’une publication, celle-ci est intégrée au manuscrit en premiere
partie de ce chapitre (Maillet et al. 2020). Les expériences d’optimisation et les résultats

complémentaires obtenus au cours de ma thése sont présentés dans la suite du chapitre.

I. Inhibition SUMO-dépendante de la transcription inverse et de la décapsidation du VIH-1

par Daxx
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Daxx est une protéine chaperonne trés conservée a travers les espéces, exprimée de maniere
ubiquitaire, et impliquée dans divers processus cellulaires comme I'apoptose ou la répression
transcriptionnelle. Au cours de travaux précédents, il a été montré que Daxx pouvait interférer avec la
réplication du VIH-1 en bloquant I'étape essentielle de transcription inverse. Le but de cette étude
était donc d’élucider le mécanisme par lequel Daxx parvenait a exercer cette activité antivirale, en
identifiant notamment les partenaires cellulaires ciblés par Daxx pour assurer cette fonction
inhibitrice. Nous avons tout d’abord montré que la région SIM de Daxx, localisée a I'extrémité C-
terminale de la protéine, était nécessaire a I'inhibition de la rétrotranscription. En combinant ensuite
une analyse protéomique a des analyses biochimiques plus classiques, nous avons montré que Daxx
s’associe aux capsides virales entrantes par I'intermédiaire d’une interaction avec CypA, interaction
qui dépend du SIM de Daxx. Daxx se trouve en réalité au sein d’un complexe multiprotéique contenant
également les protéines TNPO3, TRIM5aq, et TRIM34. Compte tenu du réle de certains de ces facteurs
dans la stabilité des cores viraux, nous avons également montré que Daxx stabilise les capsides du VIH-
1 de maniere SIM-dépendante. L'ensemble des ces résultats suggerent que le complexe
multiprotéique contenant Daxx stabilise les capsides virales entrantes, empéchant ainsi la
décapsidation et la transcription inverse. Il s’agit d’une nouvelle fonction associée a Daxx, qui illustre

une fois encore le lien étroit qui existe entre les étapes de décapsidation et de transcription inverse.
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Abstract: Death domain-associated protein 6 (Daxx) is a multifunctional, ubiquitously expressed and
highly conserved chaperone protein involved in numerous cellular processes, including apoptosis,
transcriptional repression, and carcinogenesis. In 2015, we identified Daxx as an antiretroviral factor
that interfered with HIV-1 replication by inhibiting the reverse transcription step. In the present study,
we sought to unravel the molecular mechanism of Daxx-mediated restriction and, in particular, to
identify the protein(s) that Daxx targets in order to achieve its antiviral activity. First, we show that
the SUMO-interacting motif (SIM) located at the C-terminus of the protein is strictly required for Daxx
to inhibit HIV-1 reverse transcription. By performing a quantitative proteomic screen combined with
classical biochemical analyses, we found that Daxx associated with incoming HIV-1 cores through a
SIM-dependent interaction with cyclophilin A (CypA) and capsid (CA). Daxx was found to reside
within a multiprotein complex associated with viral capsids, also containing TNPO3, TRIM5c, and
TRIM34. Given the well-known influence of these cellular factors on the stability of HIV-1 cores,
we investigated the effect of Daxx on the cytoplasmic fate of incoming cores and found that Daxx
prevented HIV-1 uncoating in a SIM-dependent manner. Altogether, our findings suggest that, by
recruiting TNPO3, TRIM5¢, and TRIM34 and possibly other proteins onto incoming HIV-1 cores
through a SIM-dependent interaction with CA-bound CypA, Daxx increases their stability, thus
preventing uncoating and reverse transcription. Our study uncovers a previously unknown function
of Daxx in the early steps of HIV-1 infection and further illustrates how reverse transcription and
uncoating are two tightly interdependent processes.

Keywords: Daxx; HIV-1; reverse transcription; uncoating; restriction factor; interferon; ISG; intrinsic
immunity; host defense

1. Introduction

HIV-1, like all viruses, is an obligate parasite and requires numerous cellular factors and
pathways to replicate. As a result, mammalian cells have developed specific factors that function in a
cell-autonomous manner to limit virus replication. These have been termed restriction factors and
constitute the so-called intrinsic immunity, which is now considered to be the third arm of immunity [1].
Most restriction factors, however, even if they are constitutively expressed, are upregulated by type I
interferon(s), and thus intrinsic defenses can be considered to be a part of antiviral innate immunity [2,3].
Since the discovery of the first HIV-1 restriction factor, in 2002, APOBEC3G [4], many other factors
have been identified and shown to inhibit nearly all steps of the HIV-1 replicative cycle (reviewed
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in [5-7]). However, reverse transcription appears to be a hotspot for restriction, since it is targeted
by several potent antiviral factors, including TRIM5« [8], APOBEC3G [4,9], and SAMHD1 [10,11].
Reverse transcription of HIV-1 genomic RNA occurs within incoming cores that are released in the
cytosol following viral entry and undergo morphological changes including disassembly, which is
referred to as uncoating (reviewed in [12,13]). Although the mechanisms underlying the spatial
and temporal regulation of reverse transcription and uncoating are still under debate, evidence is
emerging that they are tightly linked and coordinated. Indeed, while TRIM5« has been shown to
inhibit reverse transcription through a premature disassembly of viral cores [14], inhibition of reverse
transcription delayed uncoating [15-17], and reverse transcription itself was shown to initiate capsid
disassembly [18,19]. A proper coordination of reverse transcription and uncoating is essential to
ensure a productive infection. The coordination of this chain of events that ultimately leads to nuclear
import and integration involves several viral and cellular proteins (reviewed in [12,20,21]). Among the
numerous cellular factors that interact with HIV-1 cores and control their stability are cyclophilin A
(CypA) [22], TNPO1 [23], TNPO3 [24,25], Nup153 [26], TRIM34 [27,28], Pinl [29], and CPSF6 [30]
(reviewed in [31]). CypA binds to the so-called CypA-binding loop in the N-terminal domain of
the capsid (CA) protein and is incorporated inside viral particles [32,33]. Despite intensive research,
however, its exact role in the early steps of HIV-1 infection has remained elusive. Disruption of
CypA-CA interactions by either treatment with cyclosporine or its analogues (e.g., Debio 025) or by
mutation within CA (e.g., G89V or P90A) decreased HIV-1 infection, by affecting uncoating or reverse
transcription in certain cell types [34-37]. CypA has also been recently found to protect HIV-1 from
TRIM5«-mediated restriction in human primary cells [38,39].

In 2015, we identified the death domain-associated protein 6 (Daxx) as a new antiviral factor
interfering with HIV-1 replication and showed that reverse transcription was the step being affected [40].
Although we showed that restriction occurred at the step of reverse transcription, the mechanism
involved was unclear. Daxx is a multifunctional, ubiquitously expressed and highly conserved protein
through evolution. It has no enzymatic activity, but rather acts as a scaffold to bridge different
proteins, thus regulating their function (reviewed in [41-43]). Although this multifunctional adapter is
present in the cytoplasm, it is mainly expressed in the nucleus, where it localizes within promyelocytic
leukemia protein (PML) nuclear bodies. The recruitment of Daxx within PML nuclear bodies is
mediated by its direct interaction with SUMOylated PML through the SUMO-interacting motif (SIM)
located at its C-terminal end [44,45]. Although it is itself SUMOylated, most of Daxx functions are
mediated by its SIM, which binds and recruits SUMO-conjugated proteins. Daxx has been implicated
in several biological processes, but its implication in apoptosis and transcriptional repression have
been particularly well characterized (reviewed in [41-43]). It is interesting to note that Daxx has been
shown to restrict several viruses, mostly DNA viruses, but also retroviruses, through its capacity to
repress transcription [42,46-49].

In the present study, we investigated how Daxx inhibits HIV-1 reverse transcription. First, we
determined that Daxx expression is upregulated by interferon (IFN) in both murine and human cells.
Furthermore, we showed that Daxx is a mediator of the type I IFN-induced inhibition of HIV-1 reverse
transcription. Next, by using Daxx mutants, we established that the SIM domain was required for the
Daxx-mediated inhibition of reverse transcription, thus suggesting that Daxx’s target, be it viral or
cellular, was SUMOylated. In order to identify this target, we performed a proteomic screen of cellular
proteins interacting with Daxx, using stable-isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC)
coupled with liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). This screen identified
several previously-identified HIV-1 core-binding proteins, including CypA. Further biochemical
analyses revealed that Daxx binds to incoming HIV-1 cores through a SIM-dependent interaction
with CypA. Furthermore, we found that Daxx recruits several proteins onto viral capsids, including
TNPO3, TRIM5«, and TRIM34, which is concordant with its role as a scaffolding protein. Finally,
we performed fate-of-capsid assays to demonstrate that Daxx inhibits the uncoating of incoming
HIV-1 cores. Altogether, our results suggest that, by binding to CypA through its SIM domain, Daxx
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forms a multiprotein complex around HIV-1 cores that prevents uncoating, and therefore inhibits
reverse transcription.

2. Materials and Methods

2.1. Plasmids

Plasmids constructs expressing HA-tagged Daxx wild-type (wt), and 1-732 and 15KR Daxx
mutants were kindly provided by Hsiu-Ming Shih (Institute of Biomedical Sciences, Academia Sinica,
Taipei, Taiwan) [44]. The plasmid expressing Flag-tagged human TRIM5ax was provided by Stephen P.
Goff (Columbia University, New York, NY, USA) [50].

2.2. Cell Culture and Transfections

HeLa cells, HEK293T, and MDTF cells were purchased from the American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA) and cultured at 37 °C and 5% CO, in DMEM containing 10% FCS,
supplemented with 1% penicillin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Transient plasmid transfections were performed using either Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher
Scientific) for HEK293T cells, or FuGENE 6 (Promega, Madison, WI, USA) for HeLa cells, following
the manufacturer’s instructions. Daxx-specific and untargeting (CTR) siRNA were purchased from
Dharmacon (Lafayette, CO, USA) as pools of 4 individual siRNA (ON-TARGETplus SMARTpool).
Transfections of siRNA were performed using HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen, Hilden,
Germany), according to the manufacturer’s instructions.

2.3. Viruses and Vectors

Defective-interfering H4 Sendai virus (SeV) was provided by Dominique Garcin (Department
of Microbiology and Molecular Medicine, University of Geneva, Geneva, Switzerland) and was
used at 50 HAU/mL [51]. HIV-1 vectors encoding GFP were produced by transient cotransfection of
HEK293T cells using calcium-phosphate precipitation with a GFP-expressing HIV-1 vector (pCSGW),
an encapsidation plasmid (p8.91 for HIV-1 wt, or the corresponding capsid mutant P90A), and a
VSV-G envelope expression plasmid (pVSVG). The vectors were harvested after 2 days, filtered and
ultracentrifuged at 22,000 rpm for 1 h, at 4 °C (SW32Ti rotor), and titred by flow cytometry measuring
the GFP expression.

2.4. Antibodies and Reagents

For the detection of Daxx in human cells by Western blot and immunofluorescence, we used a
Daxx monoclonal antibody (clone 7A11) purchased from Abnova (Taipei City, Taiwan). For detecting
murine Daxx by Western blot, the monoclonal anti-Daxx antibody (clone H-7) from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, TX, USA) (sc-8043) was used. Other primary antibodies used in Western blot
and immunoprecipitation experiments were the following: mouse monoclonals against 3-actin and
FLAG (from Merck KGaA, Darmstadt, Germany), mouse anti-p24 (NIH AIDS Reagent program clone
183-H12-5C), mouse anti-TNPO1 (Abcam, Cambridge, MA, USA), rabbit anti-cyclophilin A (Santa Cruz
Biotechnology, sc-20360-R) and mouse anti-HA (Merck), rabbit anti-STAT1 (Santa Cruz Biotechnology,
sc-345), mouse anti-TNPO3 (Abcam), rabbit anti-RanBP2 (Thermo Fisher Scientific, PA1-O82), rabbit
anti-TRIM34 (RNF21/IFP1, Abcam), and rabbit anti-TRIM5« (gift from P. Bieniasz, The Rockefeller
University, New York, NY, USA) [52]. Secondary antibodies were goat anti-mouse or anti-rabbit
horseradish peroxidase conjugates (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) and goat anti-mouse AF555
(Thermo Fisher Scientific).

Debio 025 was purchased from Debiopharm (Lausanne, Switzerland) and was used at 200 nM
2 h before HIV-1 transduction. Nevirapine (Merck) was used at 5 pM. IFN-o2, IFN-f3, and IFN-y
were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) and were used on human cell lines at
1000 UI/mL. For murine cells (IFN), Universal type I IFN (R&D Systems) was used at 200 Ul/mL.
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2.5. Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture (SILAC)

HEK293T cells were cultured for two weeks in SILAC DMEM lacking L-lysine and L-arginine and
supplemented with 1% penicillin-streptomycin, 10% heat-inactivated dialyzed FBS, and 200 pg/mL
L-proline (all purchased from Thermo Fisher Scientific). The medium was supplemented with
84 pg/mL L-arginine and 146 pug/mL L-lysine (both from Thermo Fisher Scientific) for the light medium
(KO R0), while the same amounts of 13Cé—Larginine and 2H4-L-lysir1e, or 13C6—15N4-L-arginine and
1?’C6—15N2—L—lysine (from Cambridge Isotope Laboratories, Tewksbury, MA, USA, kindly provided
by Guillaume Bossis, IGMM, Montpellier, France) were added to the medium and heavy media,
respectively. After complete labeling monitored by MS analysis, 5 X 10° cells from each condition were
seeded in 10 cm Petri dishes. Light-labeled cells were transfected with an empty plasmid, whereas
medium- and heavy-labeled cells were transfected with plasmids expressing Daxx wt or 1-732 (ASIM)
mutant, respectively. Cells were transduced 24 h post transfection with VSV-G pseudotyped HIV-1
at a MOI of 10. After 4 h, cell extracts were prepared and Daxx was immunoprecipitated using
anti-HA antibodies.

2.6. Mass Spectrometry

Equal amounts of the three immunoprecipitation elutions (light, medium, and heavy) were mixed
at a ratio 1:1:1. After denaturation at 95 °C during 5 min, proteins were separated by SDS-PAGE and
stained with a protein staining solution (PageBlue, Thermo Fisher Scientific). Proteins were fractionated
in three bands. Pieces of gel were excised and destained with three washes in 50% acetonitrile (ACN)
and 50 mM triethylammonium (TEABC). After protein reduction (10 mM dithiothreitol in 100 mM
TEABC at 60 °C for 30 min) and alkylation (55 mM iodoacetamide in TEABC at room temperature for
30 min in the dark), proteins were digested in-gel using Trypsin overnight (1 ug, Gold, Promega) as
previously described [53]. Digest products were dehydrated in a vacuum.

The resulting peptide samples were resuspended in 10 pL of loading buffer (0.05% TFA and 2%
ACN) and 2 uL were loaded onto an analytical 50 cm reversed-phase column (75 mm inner diameter,
Acclaim Pepmap 100® C18, Thermo Fisher Scientific). Peptides were separated with an Ultimate
3000 RSLC system (Thermo Fisher Scientific) coupled to a Q Exactive HF (Thermo Fisher Scientific)
via a nano-electrospray source, using a 123 min gradient of 2 to 40% of buffer B (80% ACN, 0.1%
formic acid) and a flow rate of 300 nL/min. MS/MS analyses were performed in a data-dependent
mode. Full scans (375-1500 m/z) were acquired on the Orbitrap mass analyzer with a 60,000 resolution
at 200 m/z. For the full scans, 3 X 10° ions were accumulated within a maximum injection time of
60 ms and detected in the Orbitrap analyzer. The twelve most intense ions with charge states >2
were sequentially isolated to a target value of 1 X 10° with a maximum injection time of 45 ms and
fragmented by HCD (higher-energy collisional dissociation) in the collision cell (normalized collision
energy of 28%) and detected in the Orbitrap analyzer at 30,000 resolution.

MS/MS data analysis was performed using Proteome Discoverer software (v2.4.0.305, Thermo
Fisher Scientific). All MS/MS spectra were searched using the SequestHT search engine against
the UniProtKB Reference proteome UP000005640 database for Homo sapiens (release 2019_11,
https://www.uniprot.org/), sequences of mutant Daxx protein and viral proteins, and a homemade
contaminant database. Carbamidomethylation was set as fixed cysteine modification. Dynamic
modifications were defined as methionine oxidation, N-terminal acetylation, methionine loss, and SILAC
3plex labeling (Arg0 Lys0/Arg6 Lys4/Argl0 Lys8). False discovery rate (FDR) for proteins was set to 1%
for high confidence and 5% for medium confidence identification. A representative protein ID in each
protein group (Protein Group IDs column) was automatically selected using an in-house bioinformatics
tool (Master-Leading v3.2ML1) as the best annotated protein in UniProtKB (reviewed entries rather than
automatic ones). Graphical representation and analysis of quantification data were performed using
Perseus (v1.6.10.43) [54]. Abundance ratio based on median peptides ratios was used to highlight proteins
differentially expressed between conditions. An outlier significance score for log abundance ratios was
calculated (Significance A) and a FDR was calculated using a two-sided test (Benjamini-Hochberg FDR) [55].
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2.7. Immunoprecipitations

Cells were lysed in immunoprecipitation (IP) lysis buffer containing 50 mM Tris-HCI (pH7 4),
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, EDTA-free protease inhibitor cocktail (Merck), and
10 mM iodoacetamide (Merck). Cell lysates were incubated overnight at 4 °C with monoclonal
anti-HA Agarose beads (Merck) or with anti-Daxx antibodies and Protein G Sepharose beads (Thermo
Fisher Scientific). Beads were washed three times in lysis buffer and eluted with 2x SDS loading
buffer at 95 °C. For immunoblotting, proteins were resolved by SDS-PAGE and transferred onto a
nitrocellulose membrane.

2.8. Immunofluorescence Microscopy

Cells were grown on 12 mm round coverslips and fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min,
rinsed in PBS, incubated in NH4CI 50 mM for 10 min, permeabilized with 0.5% Triton X100 for
15 min and blocked with 0.5% BSA/2% Normal Goat Serum for 10 min. Then, cells were incubated
with primary antibodies at room temperature for 30 min. Slides were rinsed in PBS 0.5% BSA and
incubated at room temperature in the dark for 30 min with secondary antibodies and rinsed in PBS
0.5% BSA. Finally, slides were washed in PBS, counterstained with Hoechst 33,342, and mounted in
Fluoromount-G medium (Thermo Fisher Scientific). Images were digitally acquired with a Zeiss LSM
710 confocal microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany).

2.9. Fate-of-Capsid Assays

The HIV-1 core stability in cells was assessed by the separation of soluble CA from CA cores
on a sucrose cushion, using the fate-of-capsid assay [56]. At 4 h post transduction, the cells were
lysed using hypotonic lysis buffer and a dounce homogenizer and briefly centrifuged to clarify the
cytosol fractions. Then, the lysates were layered onto a 50% sucrose cushion and ultracentrifuged at
100,000x g for 2 h. The soluble CA (top 100 pL fraction) and intact cores (pellet) were analyzed by
Western blotting of the CA (p24) signal. For the identification of proteins associated with incoming
viral cores, we followed the same experimental procedure, except that intact HIV-1 cores were pulled
down 2 h post transduction, and only the pellet fractions were analyzed by Western blot.

2.10. RT-QPCR Analyses

Total RNA was extracted using a RNeasy Mini kit and was submitted to DNase treatment
(Qiagen), following the manufacturer’s instructions. RNA concentration and purity were evaluated
by spectrophotometry (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scientific). In addition, 500 ng of RNA were
reverse transcribed with both oligo dT and random primers, using a PrimeScript RT Reagent Kit
(Perfect Real Time, Takara Bio Inc., Kusatsu, Japan) in a 10 puL reaction. Real-time PCR reactions were
performed in duplicate using Takyon ROX SYBR MasterMix blue dTTP (Eurogentec, Liége, Belgium)
on an Applied Biosystems QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific). Transcripts were quantified using
the following program: 3 min at 95 °C followed by 35 cycles of 15 s at 95 °C, 20 s at 60 °C, and 20 s
at 72 °C. Values for each transcript were normalized to expression levels of RPL13A (60S ribosomal
protein L13a), using the 2-AACt method. Primers used for quantification of transcripts by real-time
quantitative PCR are indicated below:

e RPL13A (human) forward primer, 5'-AACAGCTCATGAGGCTACGG-3" and reverse primer,
5-TGGGTCTTGAGGACCTCTGT-3;

e Daxx (human) forward primer, 5-TGCTGGATGATGATGACGAAGAT-3’ and reverse primer,
5-CTCAGAGGAGCTAGGGGCTTC-3';

e PML (human) forward primer, 5-ATCACCCAGGGGAAAGATGC-3’ and reverse primer,
5-TGAACCTGGGCCTTCACTCT-3';

e JFIT1 (human) forward primer, 5'-AGGACAGGAAGCTGAAGGAG-3’ and reverse primer,
5-AGTGGGTGTTTCCTGCAAGG-3';
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e  STAT1 (human) forward primer, 5’-CAGAGCCAATGGAACTTGATGG-3’ and reverse primer,
5-TCCGAGACACCTCGTCAAACTC-3;

e RPL13A (murine) forward primer, 5'-TGCTGCTCTCAAGGTTGTTCG-3’ and reverse primer,
5-GCATCTTGGCCTTTTCCTTCC-3’;

e Daxx (murine) forward primer, 5-CCCACATCGCCTTCAGACTT-3' and reverse primer,
5-AGTCCTCTCTTTTGCTGCCC-3’;

e PML (murine) forward primer, 5-TCTGCGCAAGGCACTCTGTAG-3" and reverse primer,
5-TCTGGGTGATGCAGGAGATGA-3’;

e JFIT1 (murine) forward primer, 5'-TCCGTAGGAAACATCGCGTAG-3" and reverse primer,
5-TGTTGCTTGTAGCAGAGCCC-3".

2.11. Quantification of HIV-1 Reverse Transcripts by QPCR

For real-time PCR experiments, 12-well plates were seeded with 1.5 x 10° cells per well.
The next day, cells were transduced with VSV-G pseudotyped HIV-1 pre-treated with 250 U/mL
Benzonase nuclease (Merck) for 20 min at 37 °C. Cells were collected at various timepoints after
addition of the virus and total DNA was extracted using DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen).
Real-time PCR reactions were performed in duplicate using Takyon ROX SYBR MasterMix blue
dTTP (Eurogentec) on an Applied Biosystems QuantStudio 5. Transcripts were quantified using
the following program: 3 min at 95 °C followed by 35 cycles of 15 s at 95 °C, 20 s at 60 °C,
and 20 s at 72 °C. Values for each transcript were normalized to expression levels of GAPDH
transcripts. The qPCR analysis of HIV-1 early reverse transcription (RT) products was carried
out using M667/AA55M primers specific for minus-strand strong stop DNA, whereas late RT
products were detected using M667/M661 primers, which amplify the RU5-primer binding site
5 noncoding region, as previously described [40]. Primer sequences were as follows: GAPDH-F,
5-ACTTCAACAGCGACACCCACT-3’; GAPDH-R, 5-GTGGTCCAGGGGTCTTACTCC-3’; M667,
5-GGCTAACTAGGGAACCCACTG-3'; AA55M, 5'-GCTAGAGATTTTCCACACTGACTAA-3’; and
Mé661, 5 -CCTGCGTCGAGAGAGCTCCTCTGG-3'.

3. Results

3.1. Daxx Is a Mediator of the Type I IFN-Induced Inhibition of HIV-1 Reverse Transcription

We previously reported that the Daxx protein inhibits HIV-1 replication by interfering with the
reverse transcription step [40]. Here, we first investigated whether Daxx was an Interferon-stimulated
gene (ISG) product and whether it participated to the type I IFN-induced inhibition of HIV-1 reverse
transcription [57,58]. Although a few studies reported that the expression of Daxx mRNA or protein is
upregulated by type I IFN in certain murine or human cells, it is still unclear whether Daxx constitutes
a bona fide ISG product [49,59]. To answer this question, first, we quantified Daxx mRNA in HeLa
cells treated with type I (IFN-a2 or IFN-§3) or type II (IFN-y) IFN for 24 h. As shown in Figure 1A,
although its induction was rather modest as compared with two well-known ISGs such as PML and
STAT1, Daxx expression was significantly enhanced by both type I and type II IFNs, and IFN-f3 was
the most potent, leading to a five times enhancement of Daxx mRNA expression. These results were
confirmed at the protein level (Figure 1B). Next, we investigated whether the expression of Daxx was
also upregulated upon viral infections. We used HeLa and MDTF cells as models of human and murine
cells, respectively. Cells were either transduced with a VSV-G pseudotyped HIV-1 vector, or infected
with Sendai virus (SeV) for four or 24 h, and the expression of Daxx was quantified both at the mRNA
(Figure 1C,D) and the protein level (Figure 1E,F). As a control, HeLa cells were treated by IFN-f3,
whereas MDTF cells were treated with Universal type I IFN, and both induced a potent enhancement
of Daxx protein expression, as shown in Figure 1E (HeLa cells) and Figure 1F (MDTF cells). In both
cell types, only SeV triggered a detectable induction of Daxx expression 24 h post infection, but less
efficiently than the direct stimulation of cells with IFN (Figure 1C,D).
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Figure 1. Death domain-associated protein 6 (Daxx) expression is induced by type I and type II
interferons (IFNs) and inhibits HIV-1 reverse transcription. (A,B) HeLa cells were treated for 24 h with
1000 IU of IFN-«2, -3, or -y and the levels of PML and STAT1 expression were assessed by RT-qPCR
(A), whereas Daxx expression was determined by both RT-qPCR (A) and Western blot (B); (C,D) HeLa
(C) or MDTF (D) cells were either treated with 1000 IU of IFN-§3, transduced with VSV-pseudotyped
HIV-1 (MO1 = 1), or infected with SeV (50 HAU/mL). After 4 or 24 h, the expression levels of Daxx,
PML, and IFIT1 were determined by RT-qPCR; (E,F) HeLa cells were treated with 1000 IU of IFN-f3 (E)
and MDTF were treated with 200 IU of Universal type I IFN (IFN-U) (F) and the expression of Daxx
was evaluated by Western blot 24 h post treatment; (G,H) HeLa cells were transfected with irrelevant
(CTR) or Daxx-specific siRNA and treated 24 h later with 1000 IU of IFN-[3. After 24 h, the expression
levels of Daxx and STAT1 were determined by Western blot (G). Then, cells were transduced for 4 h
with VSV-G pseudotyped HIV-1 at a MOI of 1, and early and late RT products were quantified by
qPCR. The IEN-induced inhibition folds in cells transfected with the CTR or the Daxx-specific siRNA
are shown on the graphs (H). All data correspond to means + SD of three independent experiments.
*p <0.05,** p <0.01, and *** p < 0.001 as determined by one-way ANOVA with Bonferroni post hoc
test (A, C, D).

Since it is well established that HIV-1 reverse transcription is inhibited in cells treated with type
IIEN [57,58], next, we investigated whether Daxx constituted a mediator of this IFN-induced block.
For this purpose, we transfected cells with irrelevant or Daxx-specific siRNA and treated them, or
not, with IFN-3 before transduction with VSV-G pseudotyped HIV-1. The efficacy of Daxx silencing
and the capacity of IFN-{3 to induce ISG expression were ascertained by Western blot using Daxx
and STAT1 antibodies, respectively (Figure 1G). The amount of early and late reverse transcription
products was quantified at 4 h post transduction by qPCR. Silencing of Daxx increased the detection of
RT products, as previously shown [40]. As shown in Figure 1H, IFN treatment inhibited HIV-1 reverse
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transcription nearly five-fold, whereas Daxx silencing reduced this inhibition by 50% (Figure 1H), thus
demonstrating that Daxx is one of the ISG contributing to the type I [IFN-induced inhibition of HIV-1
reverse transcription.

3.2. The Capacity of Daxx to Interfere with HIV-1 Reverse Transcription Is Dependent on Its SIM Domain

Daxx is a scaffold protein that has been implicated in several biological processes, including
apoptosis, cell survival, chromatin remodeling, gene regulation, antiviral defense, or DNA repair,
(reviewed in [41-43,60]). The pleiotropic functions of Daxx are due to its capacity to interact with
and to connect many different proteins in the cytoplasm and in the nucleus. The identification of
a SUMO-interacting motif (SIM) at the C-terminus of Daxx was an important breakthrough in the
understanding of Daxx’s interaction network [44]. Indeed, almost all Daxx partners are SUMOylated
proteins and Daxx interacts with them through its SIM domain. Therefore, this domain is crucial for
most Daxx functions and its capability to bind SUMO also controls Daxx SUMOylation [44].

On the basis of this knowledge, we included the following two Daxx mutants in our study: one
unSUMOylable Daxx mutant, in which 15 lysines have been mutated to arginines (15KR mutant) and a
ASIM mutant (Daxx 1-732) lacking the C-terminal SUMO-interacting motif [44] (Figure 2A). In order to
determine whether Daxx SUMOylation or the Daxx SIM domain were involved in its antiviral activity,
we tested the capacity of these mutants to inhibit HIV-1 reverse transcription.
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Figure 2. The inhibition of HIV-1 reverse transcription by Daxx requires its SUMO-interacting motif
(SIM) domain. (A) Schematic representation of the Daxx wt protein and the 1-732 (ASIM) and 15KR
mutants described in [44]; (B) HeLa cells were transfected with an empty vector (EV) or with plasmids
encoding HA-tagged wt Daxx or 1-732 or 15KR Daxx mutants. Forty-eight hours post transfection, cells
were transduced for 4 h with VSV-G pseudotyped HIV-1 at a MOI of 1, and early and late RT products
were quantified by qPCR. The number of transcripts in the condition EV + HIV was arbitrarily set to
100%. Data represent the mean + SD of one experiment performed in triplicate, representative of three
independent experiments; (C) The expression of HA-tagged Daxx wt and 1-732 mutant was investigated
by immunofluorescent confocal microscopy using anti-HA antibodies in HeLa cells. Scale bar = 2 pum;
(D) HEK293T cells were transfected with empty vector (EV) or with plasmids encoding Daxx (wt
or 1-732). Twenty-four hours post transfection, cells were treated or not with nevirapine (NVP), as
indicated, and transduced with VSV-G pseudotyped HIV-1 at a MOI of 1 for 2 to 24 h. Following DNA
extraction, early and late HIV-1 RT products were quantified by gPCR. Data represent the mean + SD
of one experiment performed in triplicate, representative of two independent experiments.
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Interestingly, whereas the 15KR Daxx mutant was as efficient as the wt protein to inhibit HIV-1
reverse transcription, the ASIM mutant was no longer active (Figure 2B). This indicates that Daxx’s
own SUMOylation status is not important for its antiviral activity, whereas its SIM domain is strictly
required. This SIM domain allows Daxx to interact with its SUMOylated partners, as illustrated by the
fact that, unlike the wt protein which is mainly localized within nuclear punctate structures typical of
PML nuclear bodies [44,45], the ASIM mutant, which can no longer be recruited by SUMOylated PML,
is uniformly expressed in the nucleoplasm (Figure 2C). Therefore, these results suggested that Daxx
targets a SUMOylated protein, either viral or cellular, to inhibit HIV-1 reverse transcription.

Next, we performed kinetics experiments in order to better characterize the SIM-dependent effect
of Daxx on HIV-1 reverse transcription. In particular, we set out to determine whether Daxx delays or
blocks reverse transcription, and whether the ASIM mutant was inactive during the whole process.
Thus, we overexpressed Daxx wt or ASIM mutant in HEK293T cells, transduced them with VSV-G
pseudotyped HIV-1, and followed the synthesis of RT products over time by qPCR. As shown in
Figure 2D, the peak of reverse transcription products occurs at 9 h post tranduction in cells transfected
with an empty plasmid, and then gradually decreases. As anticipated, treatment with a RT inhibitor
(nevirapine) completely abolished reverse transcription (Figure 2D). Results obtained with wt Daxx
and the ASIM Daxx mutant showed that Daxx inhibits rather than delays reverse transcription and
confirmed that the SIM domain of Daxx is necessary for its anti-HIV activity. The fact that Daxx
affects the efficacy but not the kinetics of HIV-1 DNA synthesis suggests that Daxx-mediated block
is irreversible.

3.3. Daxx Interacts with a Multiprotein Complex Containing CypA, TRIMb«, and HIV-1 CA

Although we determined that Daxx targeted a SUMOylated protein in order to interfere with HIV-1
reverse transcription, our early findings suggested that it was unlikely to be a viral protein. Therefore,
we undertook to identify the cellular proteins that Daxx binds to in HIV-1 infected cells. For this, we used
stable-isotope labeling by amino acids in cell culture (SILAC)-based quantitative proteomics, coupled
with liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). As templates, we used HEK293T
cells transfected with an empty plasmid or with HA-tagged wt or ASIM Daxx-expressing plasmids and
transduced for 4 h with VSV-G pseudotyped HIV-1. Finally, we performed HA-immunoprecipitations
and eluates were processed for mass spectrometry analysis (Figure 3A), after having evaluated the
transfections, transduction and IP efficiencies by Western blot (Figure 3B). As shown in Figure 3C and
Table 1, Daxx was one of the most abundant recovered proteins, as expected. Among the other most
abundant proteins identified by SILAC, well-characterized Daxx partners, such as histone deacetylase 1
(HDAC1) [61], histones H4 and H3.3 [62], PML [45], or p53 [63], were also identified, thereby validating
our approach (Figure 3C and Table 1). Surprisingly, SUMO was not identified as an interacting protein,
although several enzymes implicated in the SUMOylation machinery were co-immunoprecipitated,
including SUMO-interacting enzyme subunits 1 and 2, and the E3 SUMO-protein ligases PIAS1 and
RanBP2 (Figure 3C and Table 1).

Interestingly, among the proteins interacting with Daxx, we identified several proteins that are
known to bind HIV-1 capsids and to be involved in the early steps of HIV-1 replication, including
TNPOL1 [23], RanBP2 [64], TNPO3 [24], and CypA [22] (Figure 3C and Table 1). Among these, only
RanBP2 has been shown to be SUMOylated [65], however, its main localization within nuclear pores in
interphasic cells made us hypothesize it was unlikely to bind to incoming cores.
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Figure 3. Identification of proteins interacting with Daxx by SILAC. (A) Schematic representation of
the experimental procedure. HEK293T cells were cultured in medium containing light, medium, or
heavy isotopes for 30 days. Then, cells were transfected with empty vector (EV) or with plasmids
encoding HA-tagged Daxx wt or 1-732 (ASIM mutant). After 24 h, cells were transduced with VSV-G
pseudotyped HIV-1 at a MOI of 10. At 4 h post transduction, Daxx was immunoprecipitated using
anti-HA antibodies and the eluates were mixed in 1:1:1 ratio and subjected to proteomics experiments;
(B) A fraction of cell extracts was kept for analysis by Western blot in order to evaluate the amount of
Daxx and HIV-1 p24 in cell extracts; (C) Identification of Daxx interacting partners by SILAC. Graphs
show the abundance ratios of proteins in cells expressing Daxx wt (left) or Daxx 1-732 (right) as
compared with control cells (EV); (D) HEK293T cells were transfected with empty vector (EV) or with
plasmids encoding HA-tagged wt Daxx or the 1-732 Daxx mutant. Following Daxx pull-down using
anti-HA antibodies, the presence of HA-Daxx and endogenous cyclophilin A (CypA) and TRIM5x was
assessed by Western blot; (E) HEK293T cells were transfected with an empty vector (EV) or a Flag-tagged
hTRIM5«x-expressing plasmid. Forty-eight hours post transfection, cells were transduced with VSV-G
pseudotyped HIV-1 at a MOI of 10 for 4 h. Following Daxx pull-down using anti-Daxx antibodies,
the presence of Flag-TRIM5«x, HIV-1 p24, and endogenous Daxx was evaluated by Western blot;
(F) HEK293T cells were transfected with empty vector (EV) or with plasmids encoding HA-tagged wt
Daxx or the 1-732 Daxx mutant and were transduced, or not, 24 h later with VSV-G pseudotyped HIV-1
at a MOI of 10 for 4 h. Following Daxx pull-down using anti-HA antibodies, the presence of HA-Daxx,
HIV p24, and endogenous CypA, TRIM5«, TRIM34, RanBP2, TNPO1, and TNPO3 was assessed by
Western blot. Panels (D-F) show typical results representative of at least two independent experiments.
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Table 1. Proteins interacting with Daxx wt or Daxx 1-732, identified using stable-isotope labeling by
amino acids in cell culture (SILAC).

Abundance Ratio Abundance Ratio M
Protein Name Symbol  Accession (log2) (log?) Significance A #- Unique
Daxx Daxx Daxx Daxx Peptides Peptides
WHYEV  1-732/EV  wtEV  1-732/EV
Death domain-associated protein 6 DAXX Q9UER7 5.59 5.55 <0.05 <0.05 54 4
Histone deacetylase 1 HDAC1 Q13547 6.64 6.649 <0.05 <0.05 2 1
Ubiquitin carboxyl-terminal USP7 Q93009 473 445 <005 <005 55 55
hydrolase 7
DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 ~ DNMT1 P26358 871 3.45 0.1583 0.2876 85 65
Protein DEK DEK P35659 3.40 291 0.3240 0.7041 2 2
CREB-binding protein CREBBP Q92793 3.33 2.81 0.3732 0.8001 3 1
Histone H4 H4C1 P62805 3.22 2.68 0.4595 0.9294 11 11
Cellular tumor antigen p53 TP53 P04637 3.16 273 0.5108 0.8793 4 4
Histone H3.3 H3-3A P84243 3.08 2.61 0.5837 1.0000 6 4
Protein PML PML P29590 2.14 2.32 0.6071 0.8042 3 3
SUMO-activating enzyme subunit 1 SAE1 Q9UBEO 3.10 2.95 0.5651 0.6669 8 8
SUMO-activating enzyme subunit 2 UBA2 QIUBT2 2.70 2.35 0.9781 0.8241 2 2
E3 SUMO-protein ligase PIAS1 PIAS1 075925 2458) 218 0.8864 0.6816 2 2
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 RANBP2 P49792 2.31 0.14 0.7246 <0.05 4 2
Transportin-1 TNPO1 Q92973 2.50 0.92 0.8639 0.1486 6 6
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 RANBP2 P49792 2.31 0.14 0.7246 <0.05 4 2
Transportin-3 TNPO3 QIY5L0 2128) 3.29 0.6682 0.3894 8 8
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA P62937 2.10 1.73 0.5807 0.4520 4 4

Proteins are ordered as follow: In red, Daxx; in green, known Daxx partners; in yellow, enzymes of the SUMO
machinery; in blue, proteins known to interact with HIV-1 capsid. #: Number of.

Since several CA binding proteins were strong hits in our proteomic analysis, we hypothesized
that Daxx could engage incoming CA within a complex that contains several CA binding proteins, as
well as SUMOylated proteins. Since TRIM5« is a well-established CA binding partner, competing with
CypA for binding to CA [38,39], and is also known to be SUMOylated [66,67], it represents a potential
candidate protein to be recruited by Daxx. In order to test this hypothesis, we transfected cells with
HA-tagged Daxx wt or ASIM and immunoprecipitated Daxx using HA-antibodies. Endogenous CypA
was pulled down, thus confirming the results obtained by the SILAC approach, as well as TRIM5«
(Figure 3D).

In order to confirm these observations, we repeated the IP experiment but this time we
overexpressed Flag-tagged TRIM5« instead of Daxx and performed the experiment in cells transduced,
or not, with VSV-G pseudotyped HIV-1 for 4 h. Following endogenous Daxx IP, we found an interaction
between TRIM5«, Daxx, and HIV-1 CA (p24) in transduced cells (Figure 3E), further suggesting that
Daxx resides within a complex that also contains TRIM5x and CypA, supposedly organized around
incoming HIV-1 cores.

In an attempt to better characterize this complex, cells were transfected with HA-tagged Daxx
wt or ASIM, transduced or not with VSV-G pseudotyped HIV-1 for 4 h and the proteins in complex
with Daxx or the ASIM mutant were identified by Western blot following IP with anti-HA antibodies
(Figure 3F). Independently of HIV-1, Daxx associated with CypA, TRIM5«, TRIM34, RanBP2, and
TNPO3, but not with TNPO1. Strikingly, whereas both Daxx wt and ASIM interacted with TRIM5«,
TRIM34, RanBP2, and TNPO3, only Daxx wt was found to associate with HIV-1 capsid and CypA in
transduced cells (Figure 3F). This result strongly suggests that Daxx is in a complex with HIV-1 cores
and CypA in a SIM-dependent interaction. The lack of SIM domain prevented Daxx from binding to
CypA and HIV-1 capsid, and therefore explains why the ASIM mutant is devoid of antiviral activity.
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3.4. Daxx Associates to Incoming HIV-1 Cores and Interferes with Uncoating

Since we established that Daxx binds to CypA and HIV-1 capsid in a SIM-dependent manner,
and could also interact with TRIM5«, RanBP2, TNPO3, and TRIM34, next, we sought to investigate
whether a multiprotein complex containing Daxx formed on incoming HIV-1 cores. Moreover, since
our results showed that CA and CypA were the critical determinants in binding to the SIM domain of
Daxx, we hypothesized that Daxx associated with incoming cores by binding to CA-bound CypA and
recruited additional proteins. If this is true, Daxx should not be able to bind to HIV-1 cores that are
devoid of CypA, such as the CypA-binding deficient HIV-1 mutant P90A [33]. To test this hypothesis,
we transduced cells for 2 h with VSV-G pseudotyped HIV-1 wt or P90A and intact viral cores were
pulled down by ultracentrifugation on a sucrose cushion (Figure 4A). As anticipated, CypA, Daxx,
TRIM5¢, TRIM34, TNPO1, and TNPO3 were recovered in the pellet fraction of HIV-1 wt infected cells,
associated with intact capsids. With the exception of TNPO1, which has been previously shown to bind
P90A CA [23], these were almost absent from the pellet in cells infected with the P90A capsid mutant
(Figure 4A). We had already demonstrated that Daxx interfered with HIV-1 reverse transcription and
that its SIM domain was required for this activity. Now, our results demonstrate that Daxx binds
to incoming HIV-1 cores in a CypA-dependent manner and suggest that it resides within a complex
together with TRIM5x, TRIM34 and TNPO3 (Figure 4B). Interestingly, unlike Daxx and its interacting
partners, TNPO1 bound to HIV-1 cores independently of the presence of CypA, in agreement with a
recent study [23]. This confirms that TNPO1 binds directly to HIV-1 capsid and does not reside within
the CypA/Daxx multiprotein complex. Concerning RanBP2, we failed to detect its presence in this
HIV-1 capsid pull-down assay, thus suggesting it is not part of the CypA/Daxx complex. Therefore,
it is possible that Daxx and RanBP2 interact independently of HIV-1 infection, possibly through the
C-terminal cyclophilin domain of RanBP2 [68].

The Daxx-associated multiprotein complexes assemble onto viral cores during the first steps of
HIV-1 replication following viral entry, when reverse transcription, but also uncoating, occur. Since
CypA [34,37,69,70], TRIM5« [14], TNPO3 [37], and TRIM34 [28] have key roles in HIV-1 core integrity,
we sought to examine the impact of Daxx expression on HIV-1 uncoating. To address this question, the
stability of viral cores was assessed in cells transfected with Daxx wt or ASIM and transduced for 4 h
with VSV-G pseudotyped HIV-1 using the fate-of-capsid assay (Figure 4C). The cytosol of transduced
cells was layered onto a sucrose cushion, after which ultracentrifugation yielded soluble CA in the
uppermost fraction and CA cores in the pellet, as previously described [56] (Figure 4C). As shown in
Figure 4D,E, whereas a small proportion of CA was recovered in the pellet of empty plasmid- (EV) or
Daxx ASIM-expressing cells, the amount of intact cores was significantly increased (three-fold) in cells
overexpressing wt Daxx, suggesting that Daxx stabilizes HIV-1 cores.

In another set of experiments, we added two conditions where EV-transfected cells were treated
with nevirapine or Debio-025, a cyclosporin A analogue that displaces CypA from HIV-1 cores. Once
again, the amount of intact HIV-1 cores in wt Daxx-expressing cells was more than three times higher
than that in the control cells or in cells expressing the ASIM Daxx mutant (Figure 4F), whereas the
proportion of HIV-1 CA in the pellet was not much affected by nevirapine or by Debio-025. Altogether,
our results are in favor of a model in which Daxx stabilizes incoming HIV-1 cores in a SIM-dependent
manner, through the binding of Daxx to CA-bound CypA and the recruitment of other proteins
including TRIM5«, TNPO3, and TRIM34, altogether increasing the stability of viral cores (Figure 4B).
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Figure 4. Daxx associated to incoming HIV-1 cores and interferes with their uncoating in a
SIM-dependent manner. (A) HEK293T cells were transduced with VSV-G pseudotyped HIV-1 wt or
P90A at a MOI of 10 for 2 h. Cells were lysed using hypotonic lysis buffer and a dounce homogenizer,
and then the lysates were layered onto a 50% sucrose cushion and ultracentrifuged at 100,000 g
for 2 h, in order to pull down intact cores (recovered in the pellet). Equal amounts of HIV-1 cores
were analyzed by Western blot in order to evaluate the presence of p24 (CA), CypA, Daxx, TRIM5«,
TRIM34, TNPO1, and TNPO3; (B) This cartoon represents a model where Daxx interacts with CypA
bound to incoming HIV-1 capsids and coordinates the formation of a multiprotein complex containing
TRIM5a, TRIM34, and TNPO3. TNPO1, which is not within this complex, binds directly to the viral
core [23]; (C) Schematic representation of fate-of-capsid assay; (D) HEK293T cells were transfected
with empty vector (EV) or with plasmids encoding HA-tagged Daxx wt or the 1-732 Daxx mutant.
Twenty-four hours post transfection, cells were transduced with VSV-G pseudotyped HIV-1 at a MOI
of 10 for 4 h. Cells extracts were prepared as in (A) and ultracentrifuged at 100,000 g for 2 h on a 50%
sucrose cushion, in order to separate soluble CA (top fraction) from intact cores (pellet). Both fractions
were analyzed by Western blot using anti-p24 and Daxx antibodies. Quantification of band intensity
shows the amount of CA cores relative to inputs (EV set to 1); (E) This graph shows the mean band
intensity (amount of CA cores relative to inputs) +SD of three independent experiments. ** p < 0.01;
ns, non-significant, as determined by one-way ANOVA with Bonferroni post hoc test; (F) The same
experimental procedure as in panel (D) was followed, but some cells transfected with EV were treated
with nevirapine (NVP) or Debio 025 (DEB025) before HIV-1 transduction. Quantification of band
intensity shows the amount of CA cores relative to inputs (EV set to 1).
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4. Discussion

While hijacking many cellular proteins to achieve its replication, HIV-1 is also the target of other
proteins expressed by host cells in order to limit viral propagation. These factors, known as restriction
factors, inhibit HIV-1 at multiple stages of its replication cycle. Some of these antiviral factors are
constitutively expressed by host cells, and therefore constitute a first line of defense. These defenses
are referred to as intrinsic immunity, which is considered as a third arm of immunity, in addition
to the traditionally bipartite immune system of innate and adaptive immunity [1]. Some others are
upregulated by type I IEN, and thus are part of innate defenses. Among these, APOBEC3G, TRIM5«,
tetherin, and MxB have been reported to be potent IFN-induced anti-HIV factors [8,9,71-74].

In 2015, we identified Daxx as a new cellular protein that interferes with HIV-1 replication and
identified reverse transcription as the step affected [40]. In the present study, we show that like most
restriction factors, Daxx expression is upregulated by type I IFNs. Importantly, we also identified Daxx
as one of the mediators of the anti-HIV activity triggered by type I IFNs.

Using Daxx mutants, we demonstrated that Daxx needs its SIM domain to inhibit HIV-1 reverse
transcription, thus suggesting that it interferes with this step of viral replication by targeting a
SUMOylated viral or cellular protein. Two HIV-1 proteins have been shown to be SUMO substrates,
p6 [75] and integrase (IN) [76]. We rapidly ruled out the hypothesis that Daxx could access HIV-1
integrase, since it is associated with viral RNA and confined inside capsid cores until they reach the
nucleus [17]. However, it is interesting to note that Daxx could interact with retroviral integrases,
including that of HIV-1, and was found to inhibit proviral expression, thus suggesting that Daxx could
also target HIV-1 in the nucleus after nuclear transport [48,77]. The case of p6 is more puzzling, since
in the study by Gurer C et al. demonstrating that HIV-1 p6 was covalently conjugated to SUMO], they
also identified Daxx as a protein interacting with p6 in a SUMO-dependent manner [75]. As such,
we performed preliminary experiments to confirm this interaction and the absence of any described
role for p6 in the early steps of HIV-1 infection prompted us to perform a global proteomic screen to
identify cellular targets of Daxx in HIV-1 infected cells. Using LC-MS/MS, we identified many known
partners of Daxx, such as histone deacetylase 1 (HDAC1) [61], histones H4 and H3.3 [62], PML [45], or
p53 [63], thus validating the screen. Interestingly, we also identified several well-characterized HIV-1
CA-interacting proteins, including TNPO1 [23], RanBP2 [64], TNPO3 [24], and CypA [22]. Given the
central role that HIV-1 CA and its cellular partners play in the early steps of HIV-1 replication, including
reverse transcription, we thought these proteins could be involved in the anti-HIV-1 activity of Daxx.

Using classical biochemical experiments, we confirmed that Daxx associates with CypA, as well
as with HIV-1 CA in a SIM-dependent manner. If the interaction between the SIM domain of Daxx
and CypA is direct, this could imply that CypA is SUMOylated, at least when bound to HIV-1 capsid,
a hypothesis that needs to be addressed. Furthermore, we demonstrated that Daxx associates with
incoming HIV-1 cores at 2 h post infection and resides within a complex containing CypA, TNPO3,
TRIM5«, and its recently identified cofactor TRIM34 [28]. Whereas human TRIM5«x was believed, until
recently, not to have any restriction activity towards HIV-1, its counterparts expressed in old-world
monkey are potent inhibitors of HIV-1 reverse transcription through their capacity to bind incoming
capsids and trigger their uncoating [8,14]. However, it has recently been shown that human TRIM5«
was also able to block HIV-1 in primary cells, but was counteracted by CypA, which protects incoming
cores from its restriction [38,39]. Considering the prominent role that CypA, TNPO3, TRIM5«, and
TRIM34 have on HIV-1 capsid stability [14,28,34,37,69,70], we sought to investigate the potential
influence of Daxx on the cytoplasmic fate of incoming cores. Strikingly, the expression of Daxx induced
a potent inhibition of HIV-1 uncoating. As with the inhibition of reverse transcription, the Daxx
SIM domain was strictly required, since the ASIM Daxx mutant was unable to stabilize HIV-1 capsid.
Therefore, our results reveal that Daxx is both able to inhibit HIV-1 reverse transcription and to prevent
uncoating. Since these are two tightly interdependent processes that occur concomitantly during the
first hours of HIV-1 replication, further studies are required to determine which event is the cause and
which one is the consequence [15,16,18,19]. However, the timing and location of HIV-1 uncoating have
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been under debate for more than a decade, pointing out the difficulty to decipher these complex steps
of HIV-1 replication [15,17,23,78].

Altogether, our results suggest that, through a SIM-dependent interaction with CA-bound CypA
and the recruitment of a complex containing TRIM5x, TRIM34, and TNPO3, Daxx associates with and
stabilizes HIV-1 cores, thus preventing uncoating and reverse transcription. This model fits with the
known function of Daxx, which acts as a scaffold to bridge different proteins [41-43]. Interestingly,
TNPO1, which was recently shown to orchestrate HIV-1 uncoating and nuclear import [23], was not
present in Daxx’s complex. Unlike Daxx and its interacting partners, TNPO1 bound as efficiently to wt
and P90A HIV-1 capsids, thus confirming that the association of TNPO1 with incoming HIV-1 cores is
independent of the presence of CypA [23].

Interestingly, Daxx was recently identified in a CRISPR-based screen aiming to identify ISGs
that inhibit HIV-1 infection in THP-1 cells [28]. This screen allowed the identification of genes whose
knockout rescues the IFN-induced inhibition of viral replication, such as genes implicated in IFN
signaling as well as restriction factors. Daxx was the 43rd highest-scoring gene identified in the screen,
a lower rank than MxB, tetherin or TRIM5, but higher than other well-known anti-HIV ISGs, such as
IFITM3 or TRIM22 [28]. Strikingly, unlike the other antiviral ISGs, Daxx was no longer found when
the same screen was performed using the HIV-1 P90A capsid mutant [28], thus confirming that Daxx is
an anti-HIV ISG and also reinforcing the pertinence of our model in which Daxx targets HIV-1 cores by
binding to CypA.

On the whole, our study answers many questions regarding the molecular mechanism underlying
Daxx-mediated HIV-1 restriction, but it also opens new routes of investigation. For instance, although
we identified multiprotein complexes containing Daxx, CypA, TRIM5«, TRIM34, and TNPO3 that
associate with incoming HIV-1 capsids, other potentially important factors could also be present and
need to be identified. Among these proteins, we need to determine which ones are directly involved in
the inhibition of uncoating or reverse transcription and which ones are dispensable.

In a previous work, we found that Daxx overexpression inhibited wt HIV-1 spreading infection in
activated PBMCs [40]. However, since all experiments described in the present study were performed
using VSV-G pseudotyped virus and immortalized cell lines, further studies are required to confirm
our findings in a physiological model of HIV-1-infection in human primary cells.

Another important question remains to be addressed. Indeed, we previously showed that Daxx
inhibited reverse transcription of HIV-1, and also of SIVmac and MLV, and was even able to interfere
with the retrotransposition of endogenous retroviruses [40]. Since CypA does not bind SIVmac or
MLV capsid, it is unlikely to participate in these Daxx-mediated antiviral activities [32]. TRIM5, in
contrast, could be involved, since it displayed a much broader activity and has even been shown to
restrict endogenous retroviruses [79]. In any case, further studies are required in order to determine
whether Daxx employs virus-specific or a common mechanism to interfere with retroviral infections.
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Les résultats suivants regroupent les optimisations réalisées en amont des expériences présentées

dans l'article, ainsi que des résultats complémentaires obtenus au cours de ma thése.

Il. Identification des partenaires de Daxx par spectrométrie de masse

Daxx n’ayant aucune activité enzymatique décrite a ce jour, les premiéres études menées sur
I'inhibition de la transcription inverse suggéraient que Daxx exerce sa fonction antivirale par
I'intermédiaire d’'un partenaire cellulaire ou viral SUMOylé. Une premiere partie de mon travail de
these consistait donc a identifier ce ou ces partenaires, grace a une analyse menée a large échelle par
spectrométrie de masse. Avant d’exploiter la stratégie SILAC, une premiére analyse label free avait

d’abord été envisagée.

A. Spectrométrie de masse label free

La spectrométrie de masse est une technique protéomique qui a pour but d’identifier les protéines
présentes dans un échantillon biologique. Ces protéines subissent une digestion enzymatique par la
trypsine, qui génére un mélange de peptides. Ces derniers sont ensuite ionisés et leur passage au
travers du spectromeétre de masse génere un spectre spécifique, en fonction de leur masse et de leur
charge. En comparant les spectres obtenus pour chaque peptide a ceux répertoriés dans des banques
de données particulieres, comme RefProteome utilisée dans notre analyse, les protéines composant
I’échantillon initial sont ainsi identifiées. L'approche sans marquage appelée label free ne nécessite
aucune préparation particuliere des échantillons en amont de I'analyse, et permet de comparer un
nombre illimité de conditions. C’est une approche quantitative, ou I'intensité du spectre d’un peptide

refléte sa quantité dans I’échantillon analysé.

L'interactome issus des cellules transfectées par la forme sauvage de Daxx est comparé a celui des
cellules exprimant la forme tronquée (ASIM). Dans toutes les conditions analysées, les cellules ont au
préalable été transfectées par la technique du phosphate de calcium, puis transduites par un vecteur
VIH-1 pseudotypé VSV-G. Il s’agit d’un vecteur composé des enzymes et des protéines de structures
du VIH-1, mais dont I'enveloppe a été remplacée par la glyco-protéine d’enveloppe du virus de la
stomatite vésiculaire (VSV). Etant a la recherche de partenaires cellulaires ou viraux intervenant au
cours de la transcription inverse du VIH-1, je me suis intéressée aux interactions que Daxx établit dans
un contexte d’infection. Les échantillons analysés correspondent donc uniquement a des conditions

dans lesquelles les cellules ont été transduites. L’étiquette de Daxx, HA, a été immunoprécipitée, et les

RESULTATS 111



extraits ont été envoyés a la plate-forme de spectrométrie de masse de Montpellier. Avant de mettre
en place ce type d’analyse, chaque étape de la transfection a I'immunoprécipitation a di étre

optimisée.

1. Optimisation de la transfection

Plusieurs paramétres peuvent influencer I'efficacité de transfection d’un plasmide, comme le type
cellulaire ou le plasmide qui est transfecté. Dans le but d’avoir le meilleur taux de transfection possible,
trois parametres ont été étudiés : la quantité de plasmide transfectée, le réactif de transfection a
privilégier, et le temps de transfection (Figure 22). Dans chacune de ces mises au point, I'efficacité de
la transfection est évaluée par cytométrie en flux, en détectant I'expression de I'étiquette HA, portée
par les plasmides d’expression de Daxx. L'expérience de spectrométrie de masse se déroulant en boites

de Petri, 'ensemble des mises au point a été fait dans ce format.
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Figure 22 : Mises au point des conditions de transfection du plasmide HA-Daxx

% de cellules HA (+)

A. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec des quantités croissantes de plasmide (quantités indiquées pour
une boite de Pétri). 48h plus tard, les cellules ont été fixées et I'expression de HA a été analysée par cytométrie
en flux. B. Des cellules HEK293T ont été transfectées par un plasmide vide (EV) ou un plasmide codant la forme
sauvage de Daxx, a I'aide de deux agents de transfection : CaCl2 ou FUGENE. 48h plus tard, les cellules ont été
fixées et I'expression de I'étiquette HA a été analysée par cytométrie en flux.C. Des cellules HEK293T ont été
transfectées 24h, 48h, ou 72h par un plasmide vide (EV), ou les formes sauvages (WT) ou mutantes (ASIM) de
Daxx. Les cellules ont ensuite été fixées et I'expression de I'étiquette HA a été analysée par cytométrie en flux
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Le premier paramétre testé est la quantité de plasmide a transfecter. Trois quantités de plasmide ont
été transfectées pendant 48h au phosphate de calcium dans des cellules HEK293T. Les résultats ne
montrent pas de différence majeure d’expression suivant la quantité de plasmide transfectée (Figure
22-A). Dans la suite des expériences, 25 ug de plasmide pour 5 millions de cellules ensemencées la
veille seront transfectés, quantité standard utilisée dans le laboratoire pour la transfection de cellules
HEK293T en boite de Pétri. Le deuxiéme parametre pouvant influencer I'efficacité de transfection est
le réactif utilisé pour transfecter les cellules. Ici, j'ai testé le phosphate de calcium et le FUGENE, deux
agents utilisés en routine dans notre laboratoire. Les résultats de la Figure 22-B montrent qu’on obtient
une meilleure expression du plasmide HA-Daxx WT lorsque celui-ci est transfecté au phosphate de
calcium. Pour I'expérience de spectrométrie de masse, nous utiliserons donc cet agent de transfection.
Le dernier paramétre a déterminer est le temps de transfection. J’ai donc fait une cinétique de
transfection, en analysant I'expression de I'étiquette HA 24h, 48h, ou 72h apres transfection. D’apres
les résultats présentés dans la Figure 22-C, les formes sauvages et mutantes de Daxx s’expriment
nettement mieux 24h apres la transfection des cellules. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que Daxx
est une protéine impliquée dans de nombreux processus cellulaires comme I'apoptose, ou la
répression de I'expression de certains genes. De ce fait, sa surexpression pourrait étre délétere pour

la cellule.

2. Optimisation de la transduction

Deux techniques utilisées dans notre laboratoire ont été testées en vue d’améliorer I'efficacité de
transduction des cellules : la spinoculation, et le traitement au DEAE-Dextran. La spinoculation consiste
a centrifuger les cellules transduites a faible vitesse dans le but de rapprocher les particules virales des
membranes cellulaires et favoriser I'attachement des vecteurs aux cellules. Le DEAE-Dextran est un
polycation qui se fixe au niveau de la membrane des pseudo-particules virales afin de limiter la
répulsion liée aux charges négatives des membranes cellulaires et virales. Plusieurs doses de vecteur
ont également été testées. Le pourcentage de cellules transduites est contrélé par cytométrie en flux,

par un marquage intracellulaire de la protéine Gag (Figure 23).
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Figure 23 : Mises au point des conditions de transduction du vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G

A. Des cellules HEK293T ont été transduites par un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G a différentes MOI, puis
spinoculées 2h a 1 200 g. 4h plus tard, les cellules ont été fixées et la protéines Gag a été analysée par cytométrie
en flux. B. Des cellules HelLa ont été transduites par un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G a MOI10, en présence ou
non de deux doses de DEAE-Dextran (7 ou 20 ug/mL). Apres 6h de transduction, ces cellules ont été fixées et la
protéine Gag a été analysée par cytométrie en flux.

A partir de MOI 20, pres de 80% des cellules sont transduites, et cela sans spinoculation. Augmenter
la quantité de vecteur au-dela de cette dose n’améliore pas I’efficacité de transduction (Figure 23-A).
Comme nous l'attendions, plus de 80 % des cellules ont été transduites suite a la spinoculation, contre
47% sans spinoculation, et ce des MOI5, plus petite dose de vecteur testée (Figure 23-A). La méme
expérience a été répétée en plaque 6 puits, mais dans cette configuration, le tapis cellulaire s’est
décollé pendant la centrifugation. Cette technique de transduction n’est donc pas applicable dans le
cadre de I'expérience de spectrométrie de masse que nous souhaitons mener. L’utilisation du DEAE-
Dextran est une alternative envisageable a la spinoculation. Deux doses de Dextran ont été testées,
pour une méme quantité de vecteur transduite (Figure 23-B). Le traitement au Dextran multiplie par
plus de deux le pourcentage de cellules transduites. A la plus faible concentration de Dextran testée,

7 ug/mL, celui-ci suffit a augmenter I'efficacité de transduction.

3. Optimisation de 'immunoprécipitation

Etant a la recherche d’un partenaire de Daxx, vraisemblablement cytoplasmique puisqu’il exerce son
activité restrictive 4h aprés la transduction des cellules, nous avons décidé de mener I'analyse de
spectrométrie de masse sur la fraction cytoplasmique des cellules transduites. J’ai comparé la pureté
des fractions cytoplasmiques obtenues avec un protocole du laboratoire (L) a celles issues du

fractionnement par un kit commercial (K) (Figure 24-A).
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Figure 24 : Mises au point des conditions d’immunoprécipitation

A. Les fractions subcellulaires de cellules HEK293T ont été séparées a I’aide d’un kit commercial de fractionnement
(K) ou d’un protocole mis au point dans le laboratoire (L). Les différentes fractions ont été analysées par western
blot a I'aide de marqueurs spécifiques du cytoplasme (tubuline) et des noyaux (lamine A/C et histones H3). B et
C. Des cellules HEK293T ont été transfectées ou non par un plasmide vide (EV), la forme sauvage (WT) ou mutante
(ASIM) de Daxx. 48h plus tard, les cellules ont été transduites par un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G pendant 6h
(B), puis I'étiquette HA a été immunoprécipitée dans les fractions cytoplasmiques. Deux méthodes de lavage des
billes d’immunoprécipitation ont été comparées dans les figures B et C. Les gels marqués au bleu de Coomassie
sont présentés.

Deux marqueurs nucléaires ont été utilisés pour controler la pureté des fractions cytoplasmiques. La
lamine A/C n’a pas été détectée dans les cytoplasmes, contrairement a I’histone H3, détecté dans la
fraction cytoplasmique issue du protocole du laboratoire uniquement. Ces observations suggérent une
contamination nucléaire de la fraction cytoplasmique isolée en suivant le protocole du laboratoire.
Pour la suite de I'étude, il est donc préférable d’utiliser le kit commercial pour obtenir des fractions

aussi pures que possible.

Le dernier parametre a optimiser était I'immunoprécipitation de I'étiquette HA. Pour cela, j’ai utilisé
des billes d’agarose couplées a un anticorps HA, et suivi le protocole conseillé par le fournisseur. Dans
une premiére expérience présentée en Figure 24-B, les billes ont été lavées quatre fois au PBS. Aprés
élution, les extraits ont été déposés sur gel, et I'ensemble des protéines a été coloré au bleu de
Coomassie. De nombreuse protéines sont visibles dans les conditions non transfectées, malgré
I'absence d’étiquette HA a immunoprécipiter. Il s’agit de protéines contaminantes se fixant
directement aux billes, qui constituent le bruit de fond de I'immunoprécipitation. Dans une deuxieme
expérience présentée en Figure 24-C, les billes ont été lavées dans des conditions plus stringentes :
trois fois, pendant quinze minutes a I'aide d’un tampon de lyse de type RIPA. La quantité de protéines
contaminantes immunoprécipitées reste limitée par rapport a la premiére expérience. Dans ces

conditions, les fractions immunoprécipitées, plus pures, sont de meilleure qualité pour conduire une

analyse de spectrométrie.
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4. Résultats de la spectrométrie de masse label free

L'expérience mise en place suite aux optimisations précédentes est présentée dans la Figure 25-A. Des
cellules HEK293T ont été transfectées au phosphate de calcium pendant 24h avec un plasmide vide
(EV), ou codant pour la forme sauvage (WT) ou mutante (ASIM) de Daxx, puis transduites par un
vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G. Six heures plus tard, un fractionnement avec un kit commercial
permet d’isoler les fractions cytoplasmiques, et I'étiquette HA a été immunoprécipitée dans chaque
échantillon. Avant de déposer les échantillons a la plateforme, j’ai controlé la transfection et la
transduction des cellules par cytométrie en flux, puis la pureté des fractions cytoplasmiques, et

I'immunoprécipitation de I'étiquette HA par western blot.
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Figure 25 : Expérience de spectrométrie de masse label free

A. Schéma de I’expérience mise en place pour la spectrométrie de masse label free. Des cellules HEK293T ont été
transfectées au phosphate de calcium par un plasmide vide (EV), la forme sauvage (WT) ou mutante (ASIM) de
Daxx. 24h plus tard, les cellules ont été transduites 6h avec un vecteur VIH-1 pseudotypé VSV-G en présence de 7
ug/mL de DEAE-Dextran a MOI35. L’étiquette HA a été immunoprécipitée dans les fractions cytoplasmiques, et
les échantillons obtenus ont été envoyés a la plateforme de spectrométrie. B. Les niveaux de transfection (HA) et
de transduction (Gag) des cellules ont été évalués par cytométrie en flux. NT : Non Transduit. C. La pureté des
fractions nucléaires (N) et cytoplasmiques (C) a été analysée par western blot, par I'utilisation de marqueurs
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spécifiques des noyaux (Lamine A/C) et des cytoplasmes (Tubuline). L’actine sert de contréle de charge. D.
L’immunoprécipitation de I'étiquette HA a été contrélée dans les trois conditions non transduites par western
blot. Les échantillons transduits ont été déposés a la plateforme de spectrométrie de masse pour analyse.

Selon les résultats de la cytométrie en flux (Figure 25-B), environ 60% des cellules transfectées sont
également transduites. Les fractions cytoplasmiques sont pures, sans contamination nucléaire,
puisque la lamine A/C est détectée dans les noyaux uniquement (Figure 25-C). Les échantillons
transduits étant destinés a I'analyse protéomique, le contrdle de I'immunoprécipitation de I'étiquette
HA n’a été mené que sur les échantillons non transduits de la méme expérience. Le western blot
confirme une immunoprécipitation de I'étiquette HA uniquement dans les conditions ou le plasmide
HA-Daxx a été transfecté (Figure 25-D). L'ensemble de ces contréles montre que les conditions sont
optimales pour poursuivre I'analyse: les échantillons sont donc déposés a la plateforme de

spectrométrie de masse afin d’identifier les protéines co-immunoprécipitées avec Daxx.

Les résultats de I'analyse de spectrométrie sont résumés dans la Figure 26 et le Tableau 1.
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Figure 26 : Résultats de la spectrométrie de masse label free

A. Diagramme de Venn résumant le nombre de protéines identifiées dans chacune des conditions. B.
Représentation sous forme de nuage de points des résultats de la spectrométrie de masse. Les protéines en rouge
représentent les candidats dont I'intensité varie entre les conditions sauvages (WT) et mutante (ASIM).

Plus de 3 000 protéines ont été identifiées dans ce crible, et parmi elles, deux tiers sont retrouvés dans
les trois conditions : il s’agit de protéines contaminantes qui ne seront pas retenues pour I'analyse
(Figure 26-A). Le graphe de la Figure 26-B représente les rapports d’intensité pour chaque protéine
identifiée, sous forme de nuage de points. Il ne s’agit cependant pas d’un «volcano plot »
puisqu’aucune analyse statistique n’a été réalisée : I'expérience devrait étre répétée encore deux fois

pour permettre un traitement statistique des données Comme nous |'attendions, la protéine la plus
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abondante retrouvée dans ce crible est la protéine Daxx, ce qui confirme son enrichissement dans les

échantillons suite a son immunoprécipitation.

Nom de la protéine Symbole | Accession Différence d'intensité normalisée (log2) # # pe.ptides % de #MS/MS
WT-EV ASIM-EV | WT-ASIM |peptides| uniques |recouvrement
Death domain-associated protein 6 DAXX Q9UER7 NaN MaN NaN 51 1 62,6 2
DAXX- 9UERT-
DAXX-delta SIM deltasiv dueltaSIM §,892980576 8,887552261 0,005428314 52 2 62,2 3356
Transcriptional regulator ATRX ATRX P46100 1,521150589 1,315092087 0,206058502 12 12 7.5 21
Histone deacetylase 1 HDAC1 Q13547 0,06883049 0,303277968-0,234447479 11 6 33,2 34
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 UBP7 Q93009  3,159399033 3,156658173 0,00274086 75 75 76,7 424
DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 DNMT1 P26358 -0,178852081 -0,198513031 0,01966095 3 3 2,1 4
Histone H4 Ha P62805  4,358629227 4,354875565 0,003753662 12 17 57,3 249
Histone H3.3 H33 P84243 6,138719559 6,093322754 0,045396805 afl 4 66,2 85
Protein PML PML P29590 -0,040370941 0,342216492 -0,382587433 4 4 6 9
SUMO-activating enzyme subunit 1 SAE1L Q9UBED NaN NaN NaN 2 2 7.8 4
SUMO-activating enzyme subunit 2 SAE2 Q9UBT2 0,275127411 -0,473079681 0,748207092 5 3 4,8 4
SUMO-conjugating enzyme UBCS UBC9 P63279 -0,295862198 -0,323329926 0,027467728 3 3 146 14
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 RBP2 P49792 -0,197780609 -0,190460205-0,007320404 24 16 11,7 42
E3 SUMO-protein ligase NSE2 MNSE2 Q9BMF7 NaN NaN NaN 2 2 15 2
Small ubiquitin-related modifier 1 SUMO1  P63165 -0,769245148 -0,421648026-0,347597122 2 2 19,8 3
Small ubiquitin-related modifier 2 SUMO2  P61956 NaN NaN NaN aTi s 12,6 8
Replication stress response regulator SDE2  SDE2 061049 NaN MNaN 1,417837143 2 2 6,4 5
Catenin alpha-2 CTNAZ P26232 0,674339294 -0,9367733 1,611112595 9 3 14,3 6
Nucleolar and coiled-body phosphoprotein NOLC1 Q14978 NaN NaN 1,447856003 3 3 5 6
e :::"::;g:::g;ﬁﬁ“&;; 4 NSEAA  QINXXG NaN NaN  2,002030108 3 3 8,6 5
Transportin-1 TNPO1 Q92973 0,678857803 0,726131439-0,047273636 11 Elis 14,8 21
Transportin-3 TNPO3 Q9Y5LO0 NaN NaN -0,265947342 3 3 4.8 3
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 RBP2 P49792 -0,197780609 -0,190460205-0,007320404 24 16 11,7 42
Cleavage and polyadenylationspecificity  cpere 16630  -1,343595505 -1,349874496 0,006278992 7 7 17,6 21
factor subunit &
Peptidyl-prolyl cis-transisomerase A PPIA P62937 -0,420272827 -0,493974686 0,073701859 8 8 56,4 30

Tableau 1 : Résultats de la spectrométrie de masse label free

Liste des protéines interagissant avec les formes sauvages et/ou mutantes de Daxx, identifiées par spectrométrie
de masse label free.

Rouge : protéine Daxx. Vert : partenaires connus de Daxx. Jaune : protéines impliquées dans la voie de
SUMOylation. Marron : protéines enrichies dans la condition sauvage par rapport a la condition mutante. Bleu :
protéines connues pour interagir avec la capside.

D’autres partenaires connus de Daxx, par exemple ATRX (Xue et al. 2003), PML (Ishov et al. 1999), ou
I’histone déacétylase HDAC1 (Li et al. 2000) (Tableau 1), ont également été retrouvés dans ce crible,
ce qui valide la procédure mise en ceuvre. De plus, de nombreuses protéines impliquées dans la
machinerie de SUMOylation ont été identifiées, ce qui n’est pas surprenant compte tenu du fait que
Daxx est SUMOylé (Jang et al. 2002). SUMO1 et SUMO2 sont d’ailleurs retrouvés dans I'analyse.
D’autre part, en recherchant des partenaires connus de la capside ayant un réle décrit dans I'une des
étapes précoces du cycle réplicatif du VIH-1, des cibles potentielles telles que TNPO1 (Fernandez et al.

2019) ou CypA (Luban et al. 1993) ressortent de ce premier crible.

Méme si tous ces partenaires ont bel et bien été identifiés dans cette étude protéomique,
I’enrichissement de ces cibles dans les conditions transfectées par Daxx par rapport a la condition

controle (EV) n’est pas tres marqué. Il est donc difficile de se prononcer sur la pertinence de ces
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identifications. Si on s’intéresse plus spécifiguement aux protéines enrichies dans la condition WT par
rapport a la condition ASIM, quatre protéines ressortent et sont listées en rouge, a droite du graphe
de la Figure 26-B. Ces cibles potentielles ne sont pas décrites pour interagir avec Daxx dans la littérature
et n’ont aucun effet connu dans I'infection par le VIH-1. Si I'acatenine 2 (CTNNA2) est une protéine
cytoplasmique dont le réle principal est d’assurer I'adhésion entre les cellules en se liant a la cadherin
(Pokutta et al. 2008), SDE2, NOLC1, NSE4A sont des protéines nucléaires impliquées dans le contrdle
du cycle cellulaire, I'assemblage des ribosomes ou la formation du nucléole et |la réparation de I’ADN
respectivement (Jo et al. 2016; Chen et al. 1999; Horvath et al. 2020). Il est donc peu probable que ces
protéines interviennent en collaboration avec Daxx dans le cytoplasme, pour inhiber la transcription

inverse du VIH-1.

Pour résumer ces données, aucun partenaire intéressant ne ressort de cette premiére analyse puisque
les cibles variant significativement d’une condition a 'autre sont majoritairement nucléaires, et n’ont
aucun effet antiviral décrit a ce jour. En outre, parmi les cibles identifiées, celles interférant avec I'une
des étapes précoces du cycle réplicatif du VIH-1 ne varient pas nettement entre les conditions Daxx
sauvage ou mutante et la condition contréle (EV). Plusieurs critiques peuvent étre soulevées vis-a-vis
de cette premiére analyse protéomique. Malgré des fractions cytoplasmiques qui paraissaient pures
en western blot (Figure 25-C), un trés grand nombre de protéines nucléaires ont été identifiées, ce qui
pose la question de I'utilité de cette étape. D’autre part, nous sommes a la recherche d’un partenaire
dont l'interaction avec Daxx dépend de la SUMOylation. Le fractionnement cellulaire ayant été réalisé
a I'aide d’un kit commercial, aucun inhibiteur de déSUMOylase n’a été ajouté au tampon au moment
de la lyse, ce qui favorise le risque de perte de certaines interactions SUMO-dépendantes. Pour
terminer, nous étions a la recherche d’un partenaire qui serait enrichi dans la condition WT et perdu
dans la condition ASIM. En réalité, le domaine SIM stabilise une interaction existante entre deux
protéines (Lin et al. 2006; Shen et al. 2006). Il est donc important de pouvoir quantifier I’enrichissement
observé dans chaque condition, pour ne pas chercher une présence ou absence entre les conditions
sauvages et mutantes, mais plutot une diminution de I’enrichissement dans la condition mutante par
rapport a la condition sauvage. Dans cette optique, nous avons entrepris un second type d’analyse,
grace a la technique de SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino Acids in Cell Culture) couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS/MS), qui présente I'avantage de fournir des données de quantification

plus précises que I'approche label free.
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B. SILAC

Cette technique consiste a cultiver les cellules dans des milieux contenant des acides aminés naturels,
ou « légers », ou des équivalents dont la masse a été augmentée par un marquage isotopique stable
13C N. 'écart de masse induit par I'incorporation de ces acides aminés plus ou moins lourds par les
protéines néosynthétisées est facilement visible sur les spectres issus de I'analyse par spectrométrie
de masse. La premiere étape consiste donc a vérifier le taux d’incorporation de ces isotopes au sein

des protéines synthétisées.

1. Test d’incorporation des isotopes

Des cellules HEK293T ont été mises en culture dans trois milieux différents contenant un couple
d’isotopes légers (KO RO), moyens (K4 R6) ou lourds (K8 R10) (Figure 27-A). Aprées deux semaines de
culture, une fraction des cellules a été lysée afin de déterminer le taux d’incorporation des isotopes,
c’est-a-dire la proportion de protéines ayant intégrée les acides aminés marqués, tandis que le reste

des cellules a été maintenu en culture. Ce parametre est calculé par la plateforme de spectrométrie

de masse.
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Figure 27 : Principe du SILAC

A. Schéma du marquage isotopique stable des cellules en culture. B. Des cellules HEK293T ont été mises en culture
dans un milieu particulier contenant différents isotopes. Deux semaines plus tard, les cellules ont été lysées et
analysées par la plateforme de spectrométrie de masse afin de déterminer le taux d’incorporation des isotopes
d’une part, et le taux de conversion de I’arginine en proline d’autre part.

Pour une analyse SILAC, le taux d’incorporation des isotopes doit étre compris entre 95% et 100%. Ici,

les résultats montrent un bon taux d’incorporation puisque 97% des protéines néosynthétisées ont

120 RESULTATS



incorporé les isotopes moyens ou lourds (Figure 27-B). Le deuxieme paramétre a prendre en compte
est le taux de conversion de la proline. En effet, lorsque I'arginine se trouve en exces dans le milieu de
culture comme c’est le cas dans le milieu SILAC, elle peut étre convertie en proline, redistribuant alors
le marquage, et faussant la quantification. Afin de limiter cette conversion, de la proline non marquée
a été ajoutée dans chaque milieu de culture, en supplément de la lysine et de I'arginine marquées. Ici

le taux de conversion reste limité, et n’excede pas 4% (Figure 27-B).

2. Optimisation de I’expérience SILAC

Une fois I'incorporation des isotopes validée, plusieurs agents de transfection ont été comparés pour
optimiser I'expression des plasmides Daxx dans les cellules marquées pour le SILAC. Le plasmide HA-
Daxx sauvage a été transfecté au phosphate de calcium, a la Lipofectamine2000, ou au JetPEl dans
chacune des populations cellulaires (Figure 28). La Lipofectamine2000 est I'agent de transfection
donnant les meilleurs résultats, avec environ 40% de cellules transfectées dans chacune des lignées

isotopiquement marquées.
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Figure 28 : Résultats du SILAC

Des cellules HEK293T cultivées en milieu lourd, moyen ou léger ont été transfectées a I’aide de phosphate de
calcium, Lipofectamine2000 ou JetPEl, avec un plasmide vide (EV) ou codant la forme sauvage (WT) de Daxx. 24h
plus tard, I’expression de I'étiquette HA est analysée par cytométrie en flux.

Les détails de I'expérience SILAC mise en place et les résultats associés ont été présentés dans l'article.
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lll. Etude des partenaires viraux de Daxx

Les partenaires viraux n’ont pas été étudiés en SILAC, leur détection étant limitée par leur présence en
faible quantité dans les échantillons. De plus, les vecteurs utilisés pour la transduction n’étant pas
produits dans les cellules cultivées en milieu SILAC, aucune protéine virale marquée n’a pu étre
incorporée au cours de leur production. Il aurait donc été impossible de déterminer leur échantillon
d’origine, les trois conditions SILAC étant mélangées avant leur passage au spectrometre de masse.
Néanmoins, parmi les protéines cellulaires identifiées dans le crible, certaines, telles que CypA, ou
TNPO1 sont des partenaires connus de la capside (Luban et al. 1993) (Fernandez et al. 2019). L’article
montre en effet une interaction entre Daxx et la capside, interaction qui dépend de la région SIM de

Daxx.

Nous nous sommes également intéressés a I'interaction entre Daxx et p6, I'une des deux protéines du
VIH-1 rapportée dans la littérature comme étant SUMOylée (Gurer et al. 2005). Cet article montrait
également une interaction entre Daxx et la forme SUMOylée de p6 par crible double hybride. Les
formes sauvages de Daxx et p6 ont été surexprimées dans des cellules HEK293T pendant 48h, puis

I’étiquette HA a été immunoprécipitée.

IP: HA Extraits totaux
pCDNA3.1 - + - =
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] B | HA (Daxx)
- —— GFP (p6)
S | Tubuline

Figure 29 : Daxx interagit avec la protéine virale p6

Des cellules HEK293T ont été co-transfectées 48h avec les plasmides indiqués au phosphate de calcium.
L’étiquette HA a ensuite été immunoprécipitée, et les étiquettes GFP et HA ont été détectées par western blot
dans les extraits totaux et les fractions immunoprécipitées.

Les résultats confirment I'interaction entre les formes sauvages de Daxx et p6 (Figure 29). Pour aller
plus loin et déterminer si cette interaction dépend de la SUMOylation de p6, il faudrait répéter cette
expérience en incluant le mutant ASIM de Daxx, et un mutant non SUMOylé de p6, le mutant K27R

(Gurer et al. 2005).
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IV. Autres observations

A. Productions de lentivecteurs HA-Daxx

L'ensemble des expériences présentées a été réalisé en cellules HEK293T ou Hela. Dans le but de
répéter certaines d’entre elles dans des modeles plus physiologiques comme dans des lignées de type
Jurkat ou dans des cellules primaires, I'une des stratégies de surexpression que nous avons explorées
est la production de lentivecteurs d’expression codant les formes sauvages ou mutantes de Daxx. La
stratégie de clonage mise en place est présentée dans la Figure 30-A. Le fragment codant Daxx est
extrait du plasmide de départ pcDNA3.1 par digestion enzymatique EcoRI — Xbal. L’étiquette HA et les
sites de restriction des enzymes BamHI et Xho sont ajoutés par PCR. Le fragment obtenu est alors
transféré dans un plasmide intermédiaire, pCR2.1-TOPO, par la technique de TOPO-TA cloning. Le
plasmide obtenu et le plasmide final pTRIP, un lentivecteur d’expression, sont tous deux digérés par
les enzymes BamHI et Xhol. Les fragments HA-Daxx WT ou ASIM sont ensuite ligués dans le plasmide
pTRIP. En cotransfectant le plasmide ainsi obtenu avec p8.74, codant les génes gag et pol du VIH-1, et
pVSV-G, codant la glycoprotéine d’enveloppe du VSV, dans des cellules HEK293T, des lentivecteurs
codant les formes sauvages ou mutantes de Daxx sont produits. En paralléle, un lentivecteurs controle
est également produit : il s’agit d’un plasmide pTRIP codant les dix premiers acides aminés de la GFP

et contenant I'étiquette HA (HA-X).
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HA-Daxx ASIM 60%
HA-X 1,33.10° TU/mL 8,74.108 TU/mL
Tritration par cytométrie en flux HA-Daxx WT 2,29.107 TU/mL 7,74.10° TU/mL
HA-Daxx ASIM 5,72.108 TU/mL 2,58.100 TU/mL
HA-X 513,64 ng/uL
Tritration par ELISA p24 HA-Daxx WT 537,74 ng/uL
HA-Daxx ASIM 479,32 ngfuL

Figure 30 : Production de lentivecteurs exprimant Daxx

A. Stratégie de clonage mise en place pour cloner Daxx en lentivecteur. B. Des cellules HEK293T ont été co-
transfectées avec les plasmides issus du clonage présenté, p8.74 et pVSV-G. Les productions obtenues ont été
titrées en cellules par cytométrie en flux, ou par ELISA p24. L’expression de I’étiquette HA est contrélée dans les
cellules productrices de la deuxiéme production par cytométrie en flux. Les résultats sont résumés dans le tableau.

Deux lots de lentivecteurs ont été produits et titrés soit en cellules en mesurant I'expression de
I’étiquette HA par cytométrie en flux, soit par ELISA p24 (Figure 30-B). Les titrations par ELISA p24
montrent des titres équivalents entre les vecteurs codant Daxx et le vecteur controle (HA-X). En
revanche, lorsque ces mémes vecteurs sont titrés en cellules, les vecteurs Daxx sont cent fois moins
infectieux que le vecteur contréle HA-X. Une analyse par cytométrie en flux confirme que les cellules
productrices ont été transfectées de facon équivalente par les trois plasmides pTRIP, puisque 60%
d’entre elles expriment I’étiquette HA. Il semblerait donc que la surexpression de Daxx dans les cellules
productrices ne géne pas la production de particules virales, mais que les particules produites soient
moins infectieuses que les particules contréles. Ces observations laissent penser que Daxx pourrait

avoir un autre réle antiviral, indépendant de sa région SIM.
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B. Incorporation de Daxx dans les particules virales

Compte tenu des résultats précédents, nous nous sommes demandés si Daxx pouvait étre encapsidé
dans les particules virales. En outre, un article paru en 2009 montre que HDAC1, un partenaire connu
de Daxx, est susceptible d’étre incorporé (Sorin et al. 2009).

Pour vérifier si Daxx était également encapsidé, des particules virales issues d’une production de
lentivecteurs VIH-1 pseudotypés VSV-G ultraconcentrés ont été lysées, et Daxx a été détecté par

western blot (Figure 31-A).
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Figure 31 : Incorporation de Daxx dans les particules virales

A. Des surnageants viraux issus de la co-tranfection de cellules HEK293T par les plasmides p8.74, pVSV-G, et pCSG-
W ont été lysés en Laemmli, et la protéine Daxx a été détectée dans ces extraits par western blot. B. Des cellules
HEK293T ont été co-transfectées par les plasmides indiqués, dont les formes sauvage (WT) ou mutantes (A pour
ASIM et 15KR) de Daxx. 48h plus tard, les surnageants ont été récoltés et ultracentrifugés, avant d’étre lysés.
L’expression de I'étiquette HA et de la p24 a été détectée par western bot dans les cellules productrices ou les
surnageants. L’actine sert de contréle de charge.

Il n’est pas exclu que cette proportion de Daxx observée dans les surnageants viraux provienne de la
sécrétion de Daxx par des exosomes produits en parallele des particules virales. Des pseudo-particules
virales ont donc été produites en co-transfectant les formes sauvages ou mutantes de Daxx avec un
plasmide p8.74 uniquement, la glycoprotéine d’enveloppe du VSV n’étant en effet pas nécessaire a la
sécrétion de pseudo-particules. La détection de I'étiquette HA dans les cellules productrices montre
une transfection équivalente des cellules par les différents plasmides codant Daxx (Figure 31-B). En
présence de Gag et Pol, une quantité plus importante de Daxx est détectée dans le surnageant des
cellules productrices, ce qui suggere que Daxx est encapsidé dans les pseudo-particules produites. Ce

processus semble indépendant de la SUMOylation ou du domaine SIM de Daxx, puisqu’aucune
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différence majeure d’incorporation n’est observable entre la forme sauvage et les deux mutants de la
protéine. Ces observations sont toutefois a confirmer. L'utilisation de différents mutants de Gag,
comme le mutant P9OA ou un mutant dépourvu de la région p6, pourrait nous renseigner sur la

maniéere dont Daxx est encapsidé.
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DISCUSSION

Les organismes eucaryotes étant en contact constant avec des virus depuis des millions d’années,
I’évolution a sélectionné une multitude de génes codant tout un arsenal de protéines ayant une activité
antivirale : les facteurs de résistance et de restriction. Certaines de ces protéines étant exprimées de
maniere constitutive par les cellules, elles constituent I'une des premieres lignes de défenses
antivirales et caractérisent I'immunité dite intrinseque. Parmi ces facteurs antiviraux, certains, comme
APOBEC3G (Peng et al. 2006), TRIM5a (Asaoka et al. 2005; Sakuma et al. 2007), ou MxB (Aebi et al.
1989:19) voient leur expression augmentée en réponse a la production d’interféron, et peuvent alors
étre considérés comme des effecteurs de I'immunité innée. Dans le cadre de I'infection par le VIH-1,
plusieurs étapes du cycle de réplication sont ciblées par I'un de ces facteurs de restriction, la

transcription inverse étant une cible privilégiée de ces protéines antivirales (Figure 12).

Au cours de travaux étudiant I'effet de PML sur I'infection par le VIH-1, des résultats contradictoires
ont été rapportés. Un premier article publié en 2001 a montré que I'infection par le VIH-1 provoquait
I’export de PML dans le cytoplasme, qui interférait alors avec I'une des étapes précoces du cycle de
réplication (Turelli et al. 2001). De méme, en utilisant une stratégie d’interférence par ARN dans une
lignée cellulaire humaine de fibroblastes de peau, les travaux d’une autre équipe suggéraient que PML
pourrait avoir une activité antivirale en ciblant une étape précoce du cycle de réplication du VIH-1,
mais également d’autres rétrovirus. Cette activité serait directement liée a PML, et non aux protéines
associées aux corps nucléaires que sont Daxx ou Sp100, et dépendrait trés largement du type cellulaire
étudié (Kahle et al. 2015). Ces données ont toutefois été contredites par d’autres études, notamment
celle publiée en 2015 par notre équipe, montrant que PML limitait I'infection de certains rétrovirus,
dont le VIH-1 et la rétrotransposition de rétroéléments, par I'intermédiaire de Daxx (Dutrieux, Maarifi,
et al. 2015; Masroori et al. 2017). La surexpression de Daxx provoque en effet une diminution de la
réplication virale dans les lignées cellulaires testées : les MEF, cellules d’origine murine, et les Hela. En
outre, I'équipe a montré que la surexpression de Daxx dans des PBMC activées, les cellules
mononuclées du sang périphérique, diminuait drastiquement la production de nouveaux virions. C’'est
plus précisément I'étape de transcription inverse qui se trouve ciblée par Daxx (Dutrieux, Maarifi, et
al. 2015). Quelques années plus tard, une autre équipe a confirmé que PML n’avait pas d’activité de
restriction contre le VIH-1 en supprimant I'expression de PML dans les cellules par la technique de
ciseaux génétiques CRISPR/Cas9 ou en déplétant chacune des isoformes de PML dans différentes

lignées cellulaires (Masroori et al. 2017).
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Le but de mon travail de these était donc d’élucider le mécanisme par lequel Daxx parvenait a inhiber
cette étape clé du cycle de réplication du VIH-1. Aprés avoir montré que la région SIM de I'extrémité
C-terminale de la protéine était nécessaire a son activité antivirale, une analyse protéomique
combinées a des approches de biologie moléculaire et immunobiochimiques a permis de mettre en
évidence une interaction SIM-dépendante entre Daxx, CypA, et les capsides virales entrantes. D’autres
protéines cellulaires comme TRIM5a, TRIM34, et TNPO3 composent ce complexe, qui provoque
notamment la stabilisation des capsides et bloque I'étape essentielle de transcription inverse (Maillet

et al. 2020).

TRIM34

Figure 32 : Schéma du complexe mutliprotéique formé par Daxx

Schéma d’un modéle dans lequel Daxx interagit avec la CypA associée aux capsides virales entrantes et recrute
de nombreux partenaires comme TRIM5a, TRIM34, ou TNPO3, constituant ainsi un complexe multiprotéique.

Role de la SUMOylation dans I'activité antivirale de Daxx

Comme évoqué dans l'introduction, la région SIM de Daxx et la SUMOylation de ses partenaires jouent
un role fondamental dans la localisation et les interactions qui s’établissent entre protéines, et donc
dans la régulation des différentes fonctions qui leur sont associées (Lin et al. 2006). La SUMOylation
module également I'activité antivirale d’autres facteurs de restriction, comme TRIM5a (Maarifi et al.
2018; Portilho et al. 2016) ou SAMHD1 (Martinat et al. 2020). Cependant, I'effet de cette modification
post-traductionnelle sur I'activité anti-VIH-1 de Daxx n’avait pas encore été étudiée. Nous avons donc
choisi d’évaluer I'effet de mutants de Daxx conduisant a la perte, soit de sa SUMOQylation, soit de sa
capacité a interagir avec ses partenaires SUMOylés. Dans ce contexte, la quantification des rétro-
transcrits dans des cellules infectées surexprimant les formes sauvages ou mutantes de Daxx a montré
gue seule la forme mutante de Daxx délétée de la région SIM ne présentait plus d’activité antivirale.
Daxx étant une protéine chaperonne agissant en collaboration avec d’autres protéines, ce premier
résultat suggére que Daxx exerce son activité antivirale de maniere SIM-dépendante, en interagissant

avec un ou plusieurs partenaires SUMOylés.
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Identification de partenaires cellulaires de Daxx par spectrométrie de masse

La seconde partie de mon travail de thése consistait donc a identifier le(s) partenaire(s) agissant en
coopération avec Daxx pour inhiber I'’étape de transcription inverse du cycle de réplication du virus.
Une analyse de I'interactome de Daxx a donc été envisagée. Une premiére analyse protéomique par
spectrométrie de masse label free a été réalisée apres |'optimisation de chacune des étapes de
I’expérience (Figure 22, Figure 23, Figure 24). Daxx exergant son activité inhibitrice dans le cytoplasme
des cellules infectées, ce crible a été mené sur les fractions cytoplasmiques des extraits cellulaires
grace a un fractionnement subcellulaire permettant par ailleurs de limiter la complexité des
échantillons a analyser. Malgré I'identification de nombreux partenaires connus de Daxx comme PMIL,
ATRX, ou les histones H3.3 et H4, validant ainsi la technique utilisée, ce premier crible s’est
malheureusement révélé étre peu informatif et n’a pas permis I'identification de protéines d’intérét
(Tableau 1). En effet, aucune des cibles variant significativement entre la condition sauvage et la
condition mutante ne semblait fonctionnellement cohérente pour étayer notre hypothése de travail.
De plus, malgré la confirmation d’un fractionnement subcellulaire efficace, les quelques cibles
identifiées apparaissaient majoritairement nucléaires. Si cette technique de spectrométrie de masse
en label free présente I'avantage d’étre trés sensible et résolutive, une approche plus quantitative était
nécessaire pour visualiser non pas une présence ou absence de partenaire(s) entre deux conditions
mais plutot un enrichissement en présence de Daxx sauvage en comparaison de la condition avec Daxx

mutant, le mutant ASIM interagissant moins avec sa cible que la forme sauvage de Daxx.

Une deuxieme stratégie permettant la collecte de données quantitatives a donc été envisagée et
optimisée : la technique du SILAC (Figure 27-A). Cette technique, moins sensible que la précédente,
permet cependant une analyse différentielle précise entre les conditions étudiées: pour chaque
protéine, une différence d’abondance peut étre quantifiée entre les échantillons a comparer. Nous
avons choisi de mener cette seconde analyse sur les extraits cellulaires totaux, aux vues du nombre de
protéines nucléaires identifiées dans le premier crible. En outre, sachant que la SUMOylation est un
processus dynamique et réversible, un inhibiteur de déSUMOylase, I'iodoacétamide, a été ajouté aux
extraits dans le but de limiter la perte d’interaction liée a la déSUMOylation rapide des protéines au
moment de la lyse des cellules. Comme pour le premier crible label free, I'identification de partenaires
connus de Daxx tels que PML (Ishov et al. 1999), HDAC1 (Li et al. 2000), ou les histones H3.3 et H4
(Elsasser et al. 2012), valide I'expérience mise en place. De plus, ce second crible a permis d’identifier
des protéines impliquées dans la progression du cycle viral et connues pour interagir avec la capside
du VIH-1 comme TNPO1 (Fernandez et al. 2019), RanBP2 (Di Nunzio et al. 2012), ou TNPO3 (Valle-

Casuso et al. 2012), ces candidats étant particulierement enrichis en présence de Daxx sauvage en
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comparaison de la condition mutante. Un autre partenaire bien connu de la capside a également été
identifié : la cyclophiline A (CypA). Nous avons choisi de poursuivre les recherches sur cet ensemble de
candidats potentiels, méme si d’autres partenaires, identifiés ou non dans les cribles, pouvaient

également étre impliqués dans le mécanisme que nous étudions.

D’apreés ces premiéres données, |'interaction entre Daxx et CypA est enrichie dans la condition sauvage
par rapport a la condition ol Daxx ASIM est exprimé. Ces résultats suggerent que Daxx interagit avec
la CypA par l'intermédiaire de son domaine SIM. Bien qu’a ce jour, aucune étude ne mentionne de
forme SUMOylée de la protéine CypA, une analyse in silico suggére une certaine probabilité de
SUMOylation sur le résidu lysine en position 118 (Beauclair et al. 2015) (Figure 33). On ne peut

cependant pas exclure que Daxx interagit avec CypA par l‘intermédiaire d’une protéine SUMOylée.

Pns::“’“ Sequence B:;t Type |PSd DB Hit{| Type| PSi | DB Hit
K28 GRVSFELFADKVPKTAENFRA|[None| None None 1 None | None

K91 EKFEDENFILEHTGPGILSMA(None |[None None None | None 1
K118 NGSQFFICTAKTEWLDGKHVV| Low _ Low all None | None

K131 WLDGKHVVEGKVKEGMNIVEA|Nonel||None None il None | None

K133 DGKHVVEGKVEEGMNIVEAME [None || None None None | None 4

Figure 33 : Etude in silico des potentiels sites de SUMOylation de la cyclphiline A

Etude in silico des sites de SUMOylation potentiels de la cyclophiline A par le logiciel JASSA (Joined Advanced
Sumoylation Site and Sim Analyser). Séquence protéique de la CypA utilisée : Uniprot P62937

Ce candidat nous a paru particulierement intéressant étant donné son réle clé dans lI'infection par le
VIH-1, précédemment décrit dans la littérature. En effet, la CypA est impliquée dans les étapes
précoces du cycle de réplication du VIH-1 dans plusieurs types cellulaires (Braaten et al. 1996; Braaten
et Luban 2001; De laco et Luban 2014; Kim et al. 2019). De plus, en maintenant la structure de la
capside, CypA permet au virus d’échapper a la détection par les récepteurs intracellulaires de

I'immunité, qui sont a I'origine d’une puissante production d’IFN (Rasaiyaah et al. 2013).

Validation des candidats identifiés par spectrométrie de masse

Suite au crible protéomique, l'interaction entre Daxx et les partenaires-candidats nécessitait d’étre
confirmée par différentes techniques habituellement utilisées dans I’'étude des interactions entre
protéines. J'ai donc validé et mieux caractérisé ces interactions potentielles par des expériences

d’immunoprécipitation (Figure 29). Bien que TNPO1 soit un candidat intéressant étant donné sa

132 DISCUSSION



capacité a interagir directement avec la capside (Fernandez et al. 2019), I'interaction entre Daxx et
TNPO1 identifiée par spectrométrie de masse n’a pas été confirmée par nos expériences
d’'immunoprécipitation. Une récente étude, menée dans notre équipe, a suggéré que TNPO1
déplacerait la CypA pour déstabiliser la cage de capside au niveau du pore nucléaire, favorisant ainsi
le transport du PIC dans le noyau et une infection efficace (Fernandez et al. 2019). Le modeéle proposé

suggére donc un mécanisme différent de celui que nous cherchons a élucider.

Les résultats obtenus montrent que Daxx se trouve au sein d’un complexe multiprotéique incluant
CypA, TNPO3, TRIM5a, et TRIM34, et que Daxx interagit avec CypA de maniere SIM-dépendante
(Maillet et al. 2020). L'interaction de la région SIM de Daxx avec la CypA liée aux capsides entrantes
permettrait ainsi le recrutement d’autres facteurs cellulaires et la formation du complexe a proximité
des capsides. La perte de la région SIM de Daxx empécherait ce dernier d’interagir avec la CypA
associée aux capsides entrantes, ce qui expliquerait que le mutant ASIM soit dépourvu d’activité
antivirale. De plus, avec le mutant de capside P90A incapable d’interagir avec la CypA, les composants
du complexe se retrouvent moins associés aux cores viraux dans les expériences de fate of capsid assay
présentées, ce qui indique que la CypA joue un role central dans la formation de ce complexe. Ces

résultats confirment et complétent ceux obtenus par d’autres équipes (Ohainle et al. 2020).

En effet, une étude trés récente menée dans des THP-1 et basée sur la technique de délétion de gene
par CRISPR-Cas9, cherchait a identifier des ISG dont la perte restaurait I'infection par le VIH-1 (Ohainle
et al. 2020). Parmi les génes identifiés, en plus de ceux impliqués dans la voie de signalisation de
I'interféron ou codant des facteurs antiviraux connus comme MxB ou TRIM5aq, ce crible a révélé que
Daxx était I'un des ISG permettant a la cellule d’inhiber la réplication du VIH-1. De fagon assez
surprenante, Daxx n’était plus identifié lorsque le crible était réalisé avec un virus portant la mutation
P90A, suggérant que dans ces conditions, Daxx perdrait son activité antivirale. Ces résultats confirment
notre hypothese selon laquelle Daxx cible les capsides virales entrantes par I'intermédiaire de la CypA
associée a ces capsides. Cependant, la dynamique de formation de ce complexe multiprotéique mérite

d’étre précisée.

Pour affiner la caractérisation de ce complexe multiprotéique, plusieurs expériences complémentaires
seraient nécessaires. Par exemple, la surexpression de la forme sauvage ou ASIM de Daxx dans des
cellules déplétées de chacune des autres protéines composant le complexe permettrait de différencier
les protéines qui sont indispensables a I'inhibition de la transcription inverse médiée par Daxx, de celles
qui ne le sont pas, aprés quantification des rétro-transcrits. Dans des conditions similaires, des
expériences de fate of capsid assay ou d’'immunoprécipitation nous indiqueraient quelles sont les
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protéines du complexe qui sont impliquées dans la stabilisation de la capside ou la formation du
complexe multiprotéique, respectivement. Par ailleurs, des expériences menées in vitro grace a
I"utilisation de protéines recombinantes, comme la résonance plasmonique de surface (SPR), nous
aideraient a déterminer si les interactions observées sont directes ou si elles s’établissent par un
intermédiaire. Pour détailler le réle de la CypA dans l'activité antivirale exercée par Daxx, nous
disposons dans le laboratoire de plusieurs outils biologiques et moléculaires habituellement utilisés
pour explorer I'impact de l'interaction entre CypA et la capside : le Debio-025 (ou alisporivir), un
inhibiteur pharmacologique de la CypA, et des constructions plasmidiques permettant la production
de vecteurs dont la capside porte la mutation P90A. Il serait intéressant d’utiliser ces outils dans des
cellules déplétées de la protéine Daxx, ou au contraire dans des cellules surexprimant les formes
sauvages ou mutantes ASIM de Daxx, afin de confirmer I'implication de la CypA dans I'inhibition de la
transcription inverse et de la décapsidation médiée par Daxx. Pour préciser le réle de la SUMOylation
dans l'interaction entre Daxx et la CypA, la mutation de la lysine potentiellement SUMOylable
identifiée in silico en position 118 de la CypA pourrait étre générée par mutagenese dirigée.
L'utilisation de cette forme mutée de CypA permettrait de montrer d’une part que cette protéine est
effectivement SUMOylée, et d’autre part que son interaction avec Daxx dépend de sa SUMOylation.
En outre, I'utilisation de la microscopie confocale en fluorescence pourrait nous renseigner sur la
localisation des interactions que nous avons mises en évidence par immunoprécipitation. Le complexe
étant multi-protéique, un co-marquage de toutes les protéines identifiées est techniquement
compliqué a mettre en ceuvre. En revanche, certains outils pourraient faciliter cette étude. Il est par
exemple possible de produire des virus ou des lentivecteurs dont la CypA incorporée est couplée au
fluorochrome DsRed (Francis et al. 2016), ou dont la protéine virale accessoire Vpr est couplée a la GFP
(Muthumani et al. 2000). Ces outils permettraient d’utiliser d’autres anticorps pour marquer les
différentes protéines du complexe, ou de limiter les probléemes de compatibilité liés aux anticorps. La
technique de Duolink® permet également d’évaluer la proximité qu’il peut y avoir entre deux protéines

associées.

Si la plupart des partenaires cellulaires de Daxx ont été identifiés dans le crible SILAC, la détection de
protéines virales reste limitée dans ce type d’approche, a cause de leur présence en faible quantité
dans les différents échantillons. De plus, les lentivecteurs utilisés pour la transduction des cellules
n’ayant pas été produits par des cellules cultivées en milieu SILAC, aucune protéine virale marquée ne
pouvait étre incorporée dans les particules virales pendant leur production. Il aurait donc été
impossible de déterminer de quel échantillon les protéines virales identifiées étaient issues, I'ensemble
des conditions étant mélangé avant une analyse SILAC. Une approche biochimique plus classique a

donc été employée pour étudier les interactions entre Daxx et les protéines virales.
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Les partenaires viraux

Dans I'article publié par I'équipe en 2015 (Dutrieux, Maarifi, et al. 2015), des résultats de microscopie
confocale en fluorescence et de Duolink® montrent une colocalisation et une proximité entre Daxx et
la capside des particules virales entrantes dans le cytoplasme des cellules infectées. Les expériences
d’'immunoprécipitation décrites dans le manuscrit confirment I'existence d’une interaction entre Daxx

et la capside du VIH-1, interaction qui dépend de CypA et de la région SIM de Daxx.

Deux protéines du VIH-1 ont été décrites comme étant SUMOylées : I'intégrase et la protéine p6 (Gurer
et al. 2005; Zamborlini et al. 2011). Différents articles ont montré que Daxx pouvait interagir avec des
intégrases virales (J. Chen et al. 2006; Greger et al. 2005), dont I'intégrase du VIH-1 (Huang et al. 2008),
interaction provoquant l'inhibition de I'expression du provirus intégré. Méme si cette observation
reste particulierement intéressante, I'objectif de ma thése était de caractériser le mécanisme
d’inhibition de la rétro-transcription du VIH-1 par Daxx, une étape en amont de l'intégration ou la
transcription du génome viral. L’étude de l'interaction entre Daxx et I'intégrase du VIH-1 pourrait faire
I’objet de futures recherches. Par ailleurs, I'article montrant la SUMOylation de p6 suggérait également
une interaction entre Daxx et la forme SUMOylée de p6, par crible double hybride (Gurer et al. 2005).
J'ai pu confirmer cette interaction entre les formes sauvages de Daxx et p6 par immunoprécipitation
au cours de ma these (Figure 29-D). D’autres expériences d'immunoprécipitation étudiant I'impact des
mutants ASIM de Daxx, ou K27R de p6, une forme non SUMOylable, dans I'interaction entre ces deux
protéines permettraient d’approfondir la caractérisation de cette interaction. La protéine virale p6
intervient au cours des étapes tardives du cycle de réplication en recrutant la machinerie cellulaire
ESCRT, impliquée dans le bourgeonnement et la libération des nouvelles particules virales (Garrus et
al. 2001; Strack et al. 2003). Il semble donc peu probable que cette interaction intervienne au cours de
la transcription inverse, étape ciblée par nos recherches. Cette association pourrait en revanche étre
impliquée dans I'incorporation de Daxx au sein des particules virales, observation qui sera discutée

dans le paragraphe discutant de cette observation.

Stabilisation de la capside du VIH-1 par Daxx

L’étape de transcription inverse étant étroitement liée a celle de décapsidation (Hulme et al. 2011;
Rankovic et al. 2017; Yang et al. 2013), la perturbation de I'une de ces étapes peut avoir d’'importantes

conséquences sur la progression du cycle de réplication viral et la production de particules qui en
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découle. C'est par exemple le mécanisme d’action du facteur de restriction TRIM5a, qui inhibe la
transcription inverse en déstabilisant précocement la capside du VIH-1 (Stremlau et al. 2006). D’autre
part, suivant le type cellulaire étudié et la concentration en CypA de la cellule, cette protéine est
connue pour moduler la stabilité de la capside (Li et al. 2009; Liu et al. 2016; Shah et al. 2013). Sachant
que Daxx interagit avec la capside et/ou la CypA d’une part, et qu’il inhibe la transcription inverse
d’autre part, nous nous sommes intéressés a I'effet de Daxx sur la stabilité de la capside. La technique
de fate of capsid assay (Yang et al. 2014) permet de suivre la stabilité des cores viraux en séparant les
monomeres de capside des cores stables par ultracentrifugation. J’ai montré que la forme sauvage de
Daxx pouvait stabiliser les capsides du VIH-1, une observation synonyme d’inhibition de la
décapsidation. En effet, plusieurs études ayant démontré qu’une sur-stabilisation de la capside
provoquée par exemple par la mutation de certains résidus de la capside induisait une inhibition de la
transcription inverse (Forshey et al. 2002; Hulme et al. 2011), il est possible que Daxx exerce son
activité antivirale sur le VIH-1 par ce mécanisme. De plus, ce phénotype étant perdu avec le mutant
ASIM, ces nouveaux résultats confirment la dépendance de Daxx vis-a-vis de la SUMOylation des
partenaires qu’il recrute pour assurer sa fonction antivirale. La transcription inverse étant étroitement

liée a la décapsidation, I’étude de ces événements peut se révéler compliquée.

En outre, diverses techniques permettant I'étude de I'intégrité de la capside pourraient compléter ces
observations. Des tests de décapsidation in vitro peuvent étre réalisés a I'aide de capsides integres
isolées a partir de surnageants viraux, et dont I’enveloppe virale aura été détruite au préalable par un
traitement au détergent, puis mises en contact avec des lysats issus de cellules surexprimant les
différentes formes de Daxx (Shah et Aiken 2011). De plus, I'observation par microscopie a force
atomique de ces cores assemblés in vitro en contact avec la protéine Daxx recombinante, nous
indiquerait si I’effet stabilisateur de Daxx sur la capside est direct ou non. Cette technique a d’ailleurs
déja été utilisée dans I’équipe pour montrer que TNPO1 provoque la décapsidation du VIH-1 par une
interaction directe entre TNPO1 et la capside (Fernandez et al. 2019). La stabilité des capsides peut
également étre suivie par microscopie a fluorescence grace a la construction de virus composés d’une
part d’intégrase couplée a la GFP, et incorporant d’autre part de la CypA couplée au DsRed. Une
colocalisation GFP-DsRed est observée a la suite de I'entrée du virus dans la cellule, puis la diminution
du signal DsRed traduit le désassemblage de la capside (Francis et al. 2016; Francis et Melikyan 2018).
La colocalisation GFP-DsRed pourrait étre suivie en temps réel par microscopie confocale a
fluorescence dans des cellules surexprimant les formes sauvages ou mutantes ASIM de Daxx. Les
différentes techniques mentionnées ci-dessus évaluent la stabilité de la totalité des capsides.
Toutefois, seule une faible proportion des virus pénétrant dans une cellule est réellement infectieuse

(Thomas, Ott, et Gorelick 2007).

136 DISCUSSION



Ce type d’analyses pourrait confirmer la stabilisation de la capside induite par Daxx, observée ici par la

technique de fate of capsid assay uniquement.

Inhibition d’autres rétrovirus : un autre mécanisme ?

Daxx exerce une activité de restriction contre le VIH-1, mais également contre d’autres rétrovirus
comme VIS ou MLV, et contre la rétrotransposition de certains éléments mobiles comme IAP ou MusD
(Dutrieux, Maarifi, et al. 2015). Les résultats issus de mes travaux de these suggerent que Daxx interagit
avec au moins un partenaire SUMOylé par l'intermédiaire de sa région SIM, ce qui provoque le
recrutement d’autres protéines et la formation d’'un complexe contenant entre autres TRIM5a, TRM34
et CypA. La constitution de ce complexe a proximité des particules virales entrantes est a I'origine
d’une stabilisation de la capside et d’une inhibition de la transcription inverse du VIH-1. Mais le
mécanisme que nous proposons ici ne permet pas d’expliquer cette activité pléiotrope, puisque la
CypA ne se lie ni a la capside du VISmac, ni a celle de MLV (D. Braaten et al. 1996). Il semblerait donc
gue Daxx exerce une activité antivirale par un autre mécanisme qu’il reste a élucider pour inhiber la
réplication de ces autres rétrovirus et rétrotransposons. Dans ce contexte, TRIM5a, présent au sein du
complexe multiprotéique que nous avons mis en évidence, pourrait intervenir en collaboration avec
Daxx, étant donné que TRIM5a a un role antiviral contre un large spectre de rétrovirus, notamment
contre VISmac et N-MLV (Stremlau et al. 2004; Yap et al. 2004), mais également contre certains

rétrotransposons comme LINE-1 (Volkmann et al. 2020).

Incorporation de Daxx dans les particules virales

Les études présentées dans ce manuscrit ont été réalisées dans des lignées cellulaires, transduites par
des vecteurs VIH-1 pseudotypés VSV-G. Des analyses complémentaires menées dans des conditions
plus physiologiques seraient nécessaires pour confirmer le modéle que nous proposons. Des
expériences similaires d'immunoprécipitation et de fate of capsid assay pourraient étre réalisées dans
des lignées lymphocytaires comme les Jurkat ou les CEM, les lymphocytes T étant les cibles naturelles
de l'infection par le VIH-1, ou des lignées myélomonocytaires comme les THP-1. En effet, un article
montre que la SUMOylation de TRIM5a lui confére une activité différentielle selon le type cellulaire
utilisé (Portilho et al. 2016). Différentes techniques de surexpression de Daxx pourraient étre testées
et optimisées dans ces cellules, comme la nucléofection de plasmides ou la transduction par des
lentivecteurs d’expression. Une fois les techniques de surexpression mises au point, certaines

expériences, comme |'étude de l'inhibition de la rétro-transcription ou la stabilité de la capside
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pourraient étre répétées dans des cellules primaires, comme les LT-CD4+ activées, issus du sang de
patients sains. Ce type de modele cellulaire relevant permettrait, en outre, de réaliser des infections
par des virus sauvages au lieu de transduction par des lentivecteurs pseudotypés avec la glycoprotéine

d’enveloppe du VSV.

Dans le but de transduire des lignées cellulaires de type Jurkat ou THP-1 pour surexprimer Daxx, j’ai
entrepris de cloner la forme sauvage et la forme mutante ASIM de Daxx dans des lentivecteurs
d’expression (Figure 30-A). Méme si la quantité de particules virales libérées dans le surnageant est la
méme dans les différentes conditions, les particules libérées par les cellules surexprimant Daxx sont
cent fois moins infectieuses que les particules produites dans des cellules transfectées par un plasmide
controle (Figure 30-B). Des observations similaires ont été faites dans le cadre de travaux étudiant le
role de la CypA incorporée dans des particules virales au cours des étapes précoces de |'infection par
le VIH-1 (Braaten et al. 1996). En effet, les particules virales produites dans des cellules ou I'association
entre la capside et la CypA est abrogée pharmacologiquement ou génétiquement ne présentent aucun
défaut de morphologie, et la quantité de particules libérées dans le surnageant par les cellules traitées
ou non est la méme. En revanche, les virions présentent une forte diminution d’infectivité, liée a une
diminution de la synthése d’ADN viral au cours de I'infection suivante (Braaten et al. 1996). Par ailleurs,
des virus produits dans des Jurkat déplétées de CypA présentent également un défaut d’infectivité,
bien que les particules virales produites ne présentent aucun défaut de morphologie (Braaten et Luban
2001; Saphire, Bobardt, et Gallay 2002). C’'est un phénotype semblable a celui que I’on observe lorsque
les cellules productrices surexpriment Daxx. Des analyses complémentaires seraient nécessaires pour

tenter de comprendre quelle pourrait étre I'origine de ce défaut d’infectivité.

En outre, sachant que Daxx a la possibilité d’interagir avec des protéines virales comme I'IN ou p6, et
des protéines cellulaires encapsidées, comme la CypA, il se pourrait que Daxx soit lui-méme incorporé
dans les particules virales lors de leur production et leur libération. Cette hypothese a été testée et
nous avons pu constater la présence de Daxx dans les surnageants viraux.

Des expériences similaires pourraient étre répétées, en utilisant un mutant de gag dépourvu de la
région p6, ou un mutant de pol délété de la région codant I'intégrase pour savoir si 'une de ces deux
protéines est impliquées dans I'incorporation de Daxx au sein des particules virales. Pour déterminer
si la CypA joue un réle dans I'incorporation, des productions virales pourraient étre réalisées dans des
cellules préalablement délétées de CypA. Apres avoir confirmé I’encapsidation de Daxx, il resterait a
déterminer si cette fraction incorporée exerce un quelconque réle au cours du cycle de réplication
viral, gu’il soit inhibiteur ou facilitateur. Pour cela, des cellules dépourvues de protéine Daxx pourraient

étre infectées, et le déroulement du cycle pourrait étre suivi en quantifiant les rétro-transcrits pour
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mesurer la transcription inverse, les cercles a 2LTR pour mesurer I'import nucléaire, ou la production

de nouvelles particules virales en quantifiant la p24 dans les surnageants viraux.
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CONCLUSION

Daxx est un facteur de résistance connu pour exercer une activité antivirale contre un large spectre de
virus (Maillet et Nisole 2016). L'objectif de ma thése était d’élucider le mécanisme par lequel Daxx
inhibe la transcription inverse du VIH-1 spécifiquement. Les résultats présentés ici ont d’abord montré
gue cette activité dépendait de la région SIM positionnée a |'extrémité C-terminale de Daxx. Ce facteur
étant une protéine chaperonne sans activité enzymatique connue, ces données suggéraient une
interaction entre Daxx et une protéine SUMOylée. Par I'étude de I'interactome de Daxx, nous avons
montré que Daxx se lie a la CypA des capsides virales entrantes de maniere SIM-dépendante, de fagon
a former un complexe multiprotéique constitué de TRIM5a, TRIM34, et TNPO3. Daxx retarde alors la
décapsidation et induit une inhibition de la transcription inverse. Cette étude propose un nouveau
mécanisme jusqu’alors inconnu dans lequel Daxx joue un réle antiviral. Ces travaux illustrent
également le fait que la transcription inverse et la décapsidation sont deux processus interdépendants,
et que I'équilibre qui existe entre ces deux processus doit étre finement régulé, au risque de perturber
la réplication virale. Toutefois, le mécanisme que nous avons mis en évidence n’explique pas a lui tout
seul I'ensemble des fonctions antivirales de Daxx, et une meilleure compréhension de la régulation de
ces phénomeénes permettrait la mise au point de nouvelles stratégies de lutte efficaces contre le VIH-

1.

En effet, la fonction cellulaire principale de Daxx reste la répression transcriptionnelle. C’est d’ailleurs
par cette activité qu’il exerce son rdle antiviral contre un large spectre de virus a ADN (Maillet et Nisole
2016). Il a été montré que Daxx pouvait interagir avec l'intégrase du VIH-1, provoquant ainsi la
répression de I'expression des genes viraux par I'intermédiaire du recrutement d’histones déacétylases
(Huang et al. 2008). C’'est également par un mécanisme semblable que Daxx réprime la transcription
du génome du rétrovirus ASV (Greger et al. 2005). En outre, un article montre qu’une association de
PML, un partenaire connu de Daxx, avec le provirus intégré provoque sa répression transcriptionnelle
(Lusic et al. 2013). Ces données ont été par la suite confirmées par d’autres travaux montrant que
certaines isoformes de PML avaient la capacité de réprimer la transcription de lentivirus (Masroori et
al. 2016). Ainsi, en interagissant avec les histones déacétylases, Daxx pourrait induire des modifications
épigénétiques au niveau du provirus afin de réprimer la transcription des génes viraux, participant
alors a la mise en place ou au maintien de la latence du VIH-1. En s’intégrant a la chromatine de la
cellule-hote, le VIH persiste dans différents types cellulaires dispersés a travers |'organisme, jusqu’a
établir une infection latente. Dans ce contexte, le provirus latent est transcriptionnellement inactif, ce

qui lui permet d’échapper a la détection par les cellules de I'immunité. Malgré une efficacité certaine
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des traitements aujourd’hui disponibles aboutissant a un contrdle de la charge virale chez les patients
infectés et traités, la persistance de réservoirs de provirus latents constitue un obstacle majeur a la
guérison complete. L'une des stratégies envisagées dans I'optique d’une clairance virale totale est celle
du « shock and kill ». Cette approche consiste a réactiver le provirus latent afin que les cellules
infectées soit détectées puis détruites par I'organisme (Deeks 2012). L'identification de molécules
regroupées sous le nom de LRA (Latency-reversing agents) et provoquant une réactivation
transcriptionnelle efficace du génome viral latent fait I’objet d’une recherche intensive dans le cadre
du développement de thérapies curatives. Parmi ces molécules, les inhibiteurs d’histones
déacétylases, constituent un champ de recherche prometteur, puisque I'inhibition de ces protéines
semble favoriser un rebond rapide du virus au sein de I'organisme (Rasmussen et al. 2014; Sggaard et
al. 2015), méme si ce traitement seul ne suffit pas a éradiquer I'ensemble des réservoirs viraux
(Hashemi et Sadowski 2020). Daxx étant un partenaire privilégié de ces histones déacétylases et
d’autres protéines impliquées dans le remodelage de la chromatine, il pourrait constituer une cible
intéressante pour le développement de molécules thérapeutiques visant a empécher la latence du
VIH-1. La détection et la destruction des réservoirs de latence demeurent un enjeu majeur dans la

guérison des patients et dans le contrdle de la pandémie qui continue de progresser chaque année.

Méme si ces données ouvrent de nouveaux horizons sur le réle que Daxx pourrait avoir dans la mise
en place et le maintien de la latence, les travaux menés pendant ma thése ont permis de mettre en
évidence de nouvelles interactions entre Daxx, la capside virale, CypA, mais également TRIM5a et
TRIM34. Ce complexe multiprotéique influence la stabilité de la capside du VIH-1 et interfere avec la
transcription inverse. Si ce type de mécansime était connu pour d’autes protéines cellulaires, il n’avait
cependant jamais été associé a Daxx jusqu’a maintenant. Ces nouvelles données complétent

I’ensemble des connaissances sur la biologie du virus, afin de mieux le combattre.
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Résumé. Daxx est une protéine ubiquitaire, qui a tout d’abord été identifiée
comme un ligand du récepteur Fas. Bien que la forme cytoplasmique de Daxx
soit impliquée dans 1’apoptose, la protéine s’est révélée étre majoritairement
nucléaire. Dans le noyau, Daxx est principalement associée a la protéine PML au
sein des corps nucléaires PML (CN PML), des structures nucléaires dynamiques
impliquées dans de nombreux processus cellulaires. La principale fonction de
Daxx dans le noyau est celle d’un répresseur transcriptionnel, fonction qu’elle
exerce en interagissant avec de multiples facteurs impliqués dans la transcription.
Daxx, tout comme les autres protéines résidentes des CN PML, PML, mais aussi
Sp100 et ATRX, est impliquée dans la défense antivirale. Elle est d’ailleurs la
cible de nombreux virus qui vont soit la délocaliser, soit provoquer sa dégradation.
La restriction virale imposée par Daxx a été particulierement étudiée dans le cas
des herpesvirus et des adénovirus, mais de récentes découvertes suggerent que
Daxx a également un role majeur dans la réplication des rétrovirus et notamment
du VIH-1. Dans cette revue, nous résumons et discutons les différentes activités
antivirales de Daxx et détaillons les stratégies que les virus ont développées pour
y échapper.

Mots clés : Daxx, corps nucléaires PML, SUMOylation, répression transcrip-
tionnelle, facteur de restriction

Abstract. Daxx is an ubiquitous protein that was first identified as a Fas-
interacting protein. Although cytoplasmic Daxx is involved in apoptosis, it is
predominantly a nuclear protein. In the nucleus, Daxx is mainly located within
PML nuclear bodies (PML NBs), nuclear structures involved in many cellular
processes. The main function of Daxx in the nucleus is transcriptional repression
through interactions with multiple factors involved in transcription. Daxx, like
other PML NB resident proteins, such as PML itself, but also Sp100 and ATRX,
is involved in antiviral defense. In concordance with this, many viruses target
Daxx to replicate. Daxx-induced viral restriction has been particularly studied in
the case of herpesviruses and adenoviruses, but recent findings suggest that Daxx
also has a major role in the replication of retroviruses, including HIV-1. In this
review, we summarize and discuss the different antiviral activities of Daxx and
detail the strategies that viruses have evolved to escape.

Key words: Daxx, PML nuclear bodies, SUMOylation, transcriptional repres-
sion, restriction factor

niveau structural [1] (figure I). Elle a été découverte au
cours d’un crible double-hybride en cellules de levure,
comme interagissant avec le « domaine de mort » (death
domain) du récepteur Fas [2] (figure 2). Elle en tire son
nom : Death domain-associated protein 6. Suite a ce crible,
Daxx a été logiquement impliquée dans I’apoptose induite
par Fas et s’est notamment révélée faire le lien entre le
récepteur de mort et la kinase JNK [2]. Malgré une activité
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Figure 1. Structure de la protéine Daxx.

La protéine Daxx est relativement mal caractérisée d’un point de vue structural. Les principaux domaines de la protéine de 740 acides-
aminés sont représentés, notamment les deux motifs de localisation nucléaire, NLS1 et NLS2, ainsi que le motif d’interaction avec SUMO,
SIM. DHB, domaine en faisceau d’hélices (Daxx Helix Bundle) ; Hélices, région organisée en hélices, d’aprés les algorithmes de prédiction
de la structure secondaire des protéines ; GA, région acide, riche en résidus Glu et Asp ; SPE, région riche en résidus Ser, Pro et Glu ;
SPT, région riche en résidus Ser, Pro et Thr. Adapté de Escobar-Cabrera et al. [1].

Cytoplasme

Repression transcriptionnelle

Noyau

— Activation

des caspases ——> Apoptose

Levée de la répression

Figure 2. Principales localisations sub-cellulaires et fonctions des Daxx.

Dans le cytoplasme, Daxx a été identifi€e comme un ligand de Fas. Dans le noyau, Daxx est principalement localisée au sein des CN
PML, ou elle est recrutée par la forme SUMOylée de la protéine PML. Lorsqu’elle n’interagit pas avec PML, Daxx est localisée au niveau
de I'hétérochromatine ou elle forme un complexe de répression de la transcription avec la protéine ATRX. La séquestration de Daxx par

PML I'empéche d’exercer son activité de répresseur transcriptionnel.

de recherche intensive sur son implication dans 1’ apoptose,
il n’est toujours pas réellement clair si Daxx est une pro-
téine pro- ou anti-apoptotique [3]. La difficulté de répondre
a cette question réside dans le fait que Daxx peut étre impli-
quée dans ces deux mécanismes antagonistes selon le type
cellulaire et la nature du stimulus.

262

Cependant, bien que Daxx se lie a Fas dans le cytoplasme,
la protéine s’est rapidement révélée étre majoritairement
nucléaire. Daxx possede, en effet, deux motifs de localisa-
tion nucléaire (NLS), NLS1 (227-231) et NLS2 (630-637)
[4] (figure I). Dans le noyau, la principale fonction de
Daxx estcelle d’un répresseur transcriptionnel (figure 2). Le
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mécanisme par lequel Daxx exerce son activité de répres-
sion est complexe et fait intervenir un trés grand nombre de
partenaires. Daxx interagit notamment avec de nombreux
facteurs de transcription et réprime leur activité, comme
Pax3, ETS1, E2F1, NF-kB, les protéines de la famille p53,
le récepteur des glucocorticoides, le récepteur des andro-
genes, Smad4, STAT3... (pour revue, voir [5]). En plus de
réprimer la transcription via une interaction directe avec des
facteurs de transcription, Daxx régule également la trans-
cription par des mécanismes épigénétiques, en interagissant
notamment avec les histones déacétylases (HDACI et
HDAC?2), les histones acétylées et la protéine DEK. Daxx
participe ainsi a la répression transcriptionnelle médiée par
la déacétylation des histones, le remodelage de la chroma-
tine, mais aussi laméthylation de]’ ADN, via son interaction
avec des ADN méthyltransférases (DNMTs) (pour revue,
voir [5]). Enfin, Daxx forme un complexe avec une protéine
de remodelage de la chromatine de la famille SWI/SNF
nommée ATRX (Alpha-thalassemia mental retardation
syndrome, X-linked) au niveau de I’hérérochromatine cen-
tromérique. Ce complexe Daxx-ATRX est responsable
de I’incorporation d’un variant de I’histone H3 désigné
H3.3 [6-8]. Tandis que la protéine chaperon HIRA permet
d’incorporer I’histone H3.3 au niveau de régions trans-
criptionnellement actives, Daxx et ATRX induisent son
incorporation au niveau de la chromatine péricentique et
télomérique et sont associées a la répression transcription-
nelle de ces régions [6-8]. D un point de vue mécanistique,
c’est Daxx qui recrute 1’histone H3.3, sous la forme d’un
dimere histone H3.3/histone H4 [9].

De facon a priori surprenante, malgré ces roles de Daxx
dans la répression transcriptionnelle, sa principale loca-
lisation nucléaire n’est pas associée a la chromatine,
mais au sein de structures multiprotéiques désignées corps
nucléaires (CN PML), PODs (PML oncogenic domains) ou
ND10 (Nuclear domain 10) [10, 11] (figure 2). Daxx loca-
lise au sein de ces corps via une interaction avec la protéine
de la leucémie promyélocytaire, ou PML (ProMyelocytic
Leukemia) [10, 11]. PML est la protéine responsable de
la formation de ces corps nucléaires. Elle appartient a la
famille TRIM (TRIpartite Motif), une famille de protéines
caractérisées par une architecture commune, composée de
N- en C-terminal de 3 domaines conservés : un domaine
RING, une ou deux boites B (B-box en anglais) et d’un
domaine « coiled-coil » [12]. PML recrute un grand nombre
de protéines au sein de ces corps nucléaires. Parmi elles,
certaines protéines y résident de fagon permanente, tandis
que d’autres y sont recrutées de fagon transitoire, en fonc-
tion de divers stimuli. Parmi les rares protéines résidentes
des CN PML, on trouve, outre PML, les protéines Daxx,
Sp100 et ATRX. Les CN PML sont des structures dyna-
miques impliquées dans de nombreuses activités cellulaires
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comme 1’apoptose, 1’expression génique, la réparation de
I’ADN et la sénescence [13]. Une autre fonction des CN
PML qui a également émergée est celle de la défense
antivirale [14]. Les protéines constitutives des CN PML
sont d’ailleurs des médiateurs de 1’activité antivirale de
Iinterféron, qui induit notamment I’expression des génes
PML, Sp100 et dans une moindre mesure, Daxx. De nom-
breux virus, principalement & ADN, ciblent les CN PML
et les désagregent, afin de permettre leur réplication [15].
PML, Sp100 et Daxx possedent en effet, indépendamment
ou de manieére conjuguée, des activités antivirales intrin-
séques a large spectre [16-18].

Daxx : le role clé de Small Ubiquitin
like MOdifier

Une autre protéine qui joue un role clé dans la for-
mation et la fonction des CN PML est SUMO (Small
ubiquitin-like MOdifier). Les protéines SUMO sont de
petites protéines apparentées a 1’ubiquitine qui sont liées de
fagon covalente au niveau de résidus lysines des protéines
cibles [19]. Cette modification post-traductionnelle des pro-
téines peut moduler leur localisation sub-cellulaire, leur
stabilité et leurs fonctions. Tout comme I’ubiquitination,
le processus de SUMOylation fait intervenir une cas-
cade enzymatique impliquant ’enzyme d’activation E1
(SAE1/SAE2), I’enzyme de conjugaison E2 (Ubc9) et des
enzymes E3 ligases, qui ne sont pas essentielles mais favo-
risent la SUMOylation des protéines substrats. Tout comme
I’ubiquitination, la conjugaison a SUMO est un proces-
sus réversible, puisque les protéines SUMO peuvent étre
clivées par des enzymes de la famille SENP (sentrin pro-
tease). PML et la plupart des protéines associées a PML
sont SUMOQylées. C’est d’ailleurs la conjugaison de PML a
SUMO qui permet la constitution des CN PML et le recru-
tement d’autres protéines, comme Daxx. Daxx est en effet
recrutée dans les CN PML via son interaction avec PML
SUMOylée (figure 2). En I’absence de PML ou si PML
est déSUMOylée, Daxx est alors principalement locali-
sée dans le nucléoplasme et sur I’hétérochromatine [10].
PML séquestre donc Daxx dans les CN PML, I’empéchant
ainsi d’exercer ses fonctions de répresseur transcription-
nel [20] (figure 2). Dans le cas de Daxx, les CN PML
constitueraient donc un lieu de stockage de la protéine afin
de réguler ’homéostasie cellulaire. Cette répartition de la
forme nucléaire de Daxx entre CN PML et hétérochroma-
tine peut étre modulée par différents facteurs, comme le
stress, les infections virales, I’interféron ou le cycle cellu-
laire. I1 a en effet pu étre observé que Daxx se dissociait des
CN PML en fin de phase S pour interagir avec ATRX au
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sein de I’hétérochromatine, et s’y relocalisait en phase G2
[21]. Ces résultats suggerent donc que la répression trans-
criptionnelle par le complexe Daxx/ATRX serait régulée en
fonction du cycle cellulaire.

Outre PML, il a pu étre montré que I’'immense majorité
des nombreux partenaires de Daxx sont SUMOyIés et que
Daxx interagit avec eux via un motif d’interaction avec
SUMO (SIM [SUMO interacting Motif]) [22]. Ce motif
7331IVLSDSD74¢ (figure 1) permet a Daxx d’interagir
de facon noncovalente avec SUMO mais aussi et surtout
avec les protéines SUMOylées. La mutation du SIM
de Daxx I’empéche ainsi d’étre recrutée au niveau des
CN PML. Cependant, bien que libérés des CN PML,
les mutants de Daxx dépourvus de SIM sont incapables
de réprimer la transcription, indiquant que les fonctions
transcriptionnelles de Daxx sont également dépendantes
de sa capacité a interagir avec des protéines SUMOylées.
De fagon intéressante, Daxx peut également étre conjuguée
de facon covalente a SUMO au niveau de son extrémité
C-terminale et cette SUMOylation de Daxx dépend
également de la présence du SIM [22]. La présence d’un
motif SIM explique également la pléthore d’interactants
de Daxx qui ont été identifiés, I’immense majorité d’entre
eux étant SUMOylés [22]. C’est notamment le cas des
nombreux facteurs de transcription précédemment évoqués
avec qui Daxx interagit. La SUMOylation des facteurs de
transcription est d’ailleurs associée dans la plupart des cas
a leur répression [19].

Daxx, facteur de restriction

Si les virus trouvent dans leurs cellules-cibles tous les cons-
tituants nécessaires a leur réplication, ils doivent également
échapper a I’action de protéines possédant une activité
antivirale. Ces protéines sont aujourd’hui désignées sous
le terme de facteurs de restriction, depuis la découverte
d’un grand nombre de protéines cellulaires contrecarrant
I’infection par le VIH-1 [23]. Le terme de facteur de
restriction est maintenant utilisé pour décrire 1’ensemble
des facteurs qui conferent aux cellules une immunité
dite « intrinseéque ». Bien que la plupart de ces facteurs
soient exprimés dans les cellules de maniere constitutive,
leur expression est souvent sensiblement augmentée par
I’interféron, amplifiant ainsi leur activité. Nous résumons et
discutons dans cette revue plus de 10 ans de recherche qui
ont permis de mettre en évidence un rdle central de Daxx
dans la défense antivirale. L’abondante littérature décri-
vant I’activité antivirale de Daxx relate majoritairement sa
capacité a inhiber la transcription des virus 8 ADN dans le
noyau. En effet, au cours de I’infection par de nombreux
virus 2 ADN, comme les herpesvirus, les adénovirus ou les
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papillomavirus, les génomes viraux sont localisés a proxi-
mité des CN PML [24]. Le fait que ces virus parviennent
a transcrire leur génome et a initier leur réplication au sein
de ces complexes suggere que ces virus ont réussi a mettre
en place des stratégies pour échapper a ces défenses cel-
lulaires, voire a les exploiter. Des études plus récentes ont
également révélé des activités anti-rétrovirales de Daxx, qui
serait notamment impliquée dans la répression épigénétique
de I’expression des rétrovirus.

Toutes les activités nucléaires de Daxx sont étroitement
liées a PML ainsi qu’aux autres protéines associées au CN
PML. En effet, toutes ces protéines interagissent ensembles,
co-localisent au niveau des méme structures, sont SUMOy-
Iées, interagissent avec les protéines SUMOylées via des
SIM, sont induites par I’interféron et participent a des pro-
cessus communs. Il est donc parfois difficile d’attribuer une
activité donnée a 1’une ou I’autre de ces protéines constitu-
tives des CN PML, tant leurs destins sont liés.

Daxx et les herpésvirus

La plupart des études mettant en lumiere I’ activité antivirale
de Daxx conférée par son activité de répresseur trans-
criptionnel ont été réalisées sur les herpeésvirus, des virus
comprenant d’importants pathogénes humains comme le
virus herpes simplex de type I (HSV-1), le cytomegalo-
virus humain (HCMV), le virus Epstein-Barr (EBV) et le
virus associé au sarcome de Kaposi (KSHV ou HHV-8).
Ces virus enveloppés possedent un génome ADN double-
brin encapsidé dans une capside icosahédrique, entourée
elle-méme d’une seconde couche de protéines, le tégument.
Apres fixation des glycoprotéines de surface a leurs récep-
teurs, la nucléocapside entourée du tégument est libérée
dans le cytoplasme et s’achemine alors vers le noyau, tran-
sit au cours duquel les protéines de tégument sont peu a
peu dissociées de la nucléocapside. Une fois dans le noyau,
la transcription des genes immédiats précoces (IE, pour
Immediate Early) doit étre initiée afin que le virus réalise
un cycle de réplication productif. C’est au cours de cette
transcription tres précoce qu’intervient I’activité antivirale
de Daxx et des autres protéines associées au CN PML.
Cette répression transcriptionnelle imposée par Daxx est
systématiquement contrecarrée par des protéines virales.

Dans le cas du HCMV par exemple, I’extinction de
I’expression de Daxx augmente la synthese des ARN et
des protéines immédiates précoces. Cette augmentation de
la transcription est corrélée a I’association de marqueurs
de chromatine transcriptionnellement active au niveau du
promoteur majeur immédiat précoce [25]. A I'inverse, la
surexpression de Daxx réprime 1’expression des genes
immédiats précoces, confirmant le fait que Daxx exerce
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Figure 3. Désorganisation des CN PML par des protéines virales.

Ce schéma illustre des exemples de stratégies utilisées par les virus a ADN pour délocaliser les protéines Daxx et/ou ATRX hors des
CN PML afin d’échapper a leur activité antivirale. La protéine BNRF1 d’EBV interagit avec Daxx et 'empéche de recruter ATRX au sein
des CN PML. La protéine pp71 de HCMV induit quant a elle la dégradation de Daxx et la délocalisation d’ATRX. La protéine de capside
VI de I'adénovirus délocalise Daxx des CN PML, entrainant vraisemblablement une dispersion concomitante d’ATRX. Enfin, la protéine
ICPO codée par HSV-1 provoque une désagrégation compléte des CN PML via la dégradation de PML et Sp100.

une répression transcriptionnelle du virus [25]. La protéine
virale qui permet de neutraliser cette activité répressive de
Daxx est la phosphoprotéine de tégument pp71 [26, 27].
Cette phosphoprotéine est délivrée par les particules virales
entrantes, interagit avec Daxx et provoque sa dégradation.
Cette dégradation de Daxx conduit a la dispersion d’ATRX
hors des CN PML et permet ainsi la transcription des genes
tres précoces [28, 29] (figure 3). L une des principales fonc-
tions de pp71 serait donc de provoquer la dégradation de
Daxx, comme le suggere le fait que la répression de la trans-
cription des geénes précoces immédiats de virus mutants
n’exprimant pas pp71 puisse étre levée par déplétion de
Daxx [28]. Une autre protéine virale, nommée IE1 ou IE72,
prend alors rapidement le relais de pp71, au cours des pre-
mieres heures de I’infection par le HCMV. IE72 localise au
niveau des CN PML via une interaction directe avec PML
et désagrege ces corps [30, 31]. De plus, IE72 est capable
d’interagir avec Daxx et empéche sa fixation au promoteur
de LUNA (latency unique natural antigen), une protéine
virale importante pour I’entrée en latence et la réactivation
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du virus [32]. En I’absence d’IE72, Daxx peut en effet inhi-
ber la transcription du gene codant LUNA en se fixant a son
promoteur [32].

De facon similaire a HCMYV, la transcription précoce immé-
diate d’EBV est réprimée par Daxx et ATRX. C’est la
protéine majeure du tégument, BNRF1 (appelée aussi
Zta) qui permet de contrecarrer cette répression transcrip-
tionnelle. Délivrée par les virus entrants, BNRF1 se lie
directement a Daxx au sein des CN PML et provoque le
désassemblage des complexes de remodelage de la chroma-
tine Daxx-ATRX [33] (figure 3). 1l est intéressant de noter
que, dans le cas d’EBV, I’extinction de Daxx ou d’ATRX
suffit a réactiver un virus latent [33].

Tout comme EBV, KSHV peut initier un cycle lytique
ou entrer en latence. Une abondante vascularisation et
une perméabilité accrue des vaisseaux sont les principales
caractéristiques histologiques du sarcome de Kaposi, une
tumeur régulée par les cytokines induite par KSHV. Cette
vascularisation accrue est due a 1’expression du facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF [vascular
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endothelial growth factor]). Daxx exerce son activité anti-
virale en inhibant I’expression du gene codant le récepteur
au VEGEF via I'inhibition du facteur de transcription ETS1
[34]. Cette activité de Daxx est contrecarrée par la pro-
téine LANA (latency-associated nuclear antigen). LANA
estune protéine multifonctionnelle requise notamment pour
la maintenance de I’ ADN viral sous forme d’épisome pen-
dant la latence du virus. LANA interagit directement avec
Daxx et empéche son interaction avec ETS1, permettant
ainsi I’expression du récepteur au VEGF [34].

Par ailleurs, une autre protéine codée par KSHYV, la protéine
de tégument K-bZIP, a été identifiée comme un analogue
structural de BNRF1. Comme elle, K-bZIP cible les CN
PML au cours de I’infection. Cependant, BK-bZIP n’altere
pas lamorphologie des CN PML et aucune association fonc-
tionnelle entre K-bZIP et Daxx ou ATRX n’a été décrite.
Pourtant, I’infection par le KSHV est associée a une dispa-
rition d’ATRX et a une délocalisation de Daxx hors des
CN PML [35]. La protéine responsable de ce remanie-
ment n’est donc pas K-bZIP mais une autre protéine de
tégument, ORF75 [35]. Le fait que I’extinction de PML,
Sp100 ou Daxx augmente le taux d’infection de fibroblastes
humains par KSHV est en accord avec une activité répres-
sive des protéines associées aux CN PML, contrecarrée par
LANA [35].

Dans le cas de l’infection par HSV-1, I’activation du
cycle lytique et I’expression des protéines tres précoces
requierent VP16, une protéine virale délivrée par les virus
entrants qui permet le recrutement des composants de la
machinerie transcriptionnelle de I’ARN polymérase II au
niveau des promoteurs IE [36]. L’activation de la transcrip-
tion immédiate précoce induit 1’expression de la protéine
ICPO, une protéine capable de contrecarrer I’activité anti-
virale des protéines associées aux CN PML. En effet, un
virus HSV-1 provoque une désagrégation des CN PML
tandis qu’un mutant dénué d’ICPO en est incapable [37].
De plus, des virus n’exprimant pas ICPO sont déficients
dans leur capacité a établir un cycle lytique, tandis que la
déplétion de PML, Daxx et Sp100 restaure partiellement
leur capacité a se répliquer [38]. Tres rapidement apres
I’infection, les protéines PML, Sp100, Daxx et ATRX sont
recrutées au niveau des génomes viraux [39, 40]. Alors que
la formation de ces corps est aisément détectable dans le
cas d’une infection par un virus mutant dépourvu d’ICPO,
cette redistribution des protéines constitutives des CN PML
ne peut étre observée que de facon transitoire dans le cas
de virus sauvages. La protéine ICPO provoque une rapide
déstructuration de ces corps associés aux génomes viraux.
Contrairement a pp71 ou BNRF1, ICPO n’agit pas direc-
tement sur Daxx, mais provoque une dégradation de PML
et de Sp100, conduisant a une destruction des CN PML et
a une dispersion de Daxx et d’ATRX [41, 42] (figure 3).
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La dégradation de PML et Sp100 induite par ICPO est
dépendante de son domaine RING, doté d’une activité
E3 ubiquitine-ligase.

Tous ces exemples illustrent les relations intimes et com-
plexes que les herpésvirus entretiennent avec les cons-
tituants des CN PML et avec Daxx en particulier. La
compréhension de ces relations n’en est encore qu’a ses
balbutiements, comme en témoigne le résultat d’un crible
visant a identifier les protéines virales dont 1’expression
altere I'intégrité des CN PML : parmi les 93 protéines
de HSV-1, HCMV et EBV criblées, 19 se sont révélées
capables d’induire une déstructuration des CN PML tan-
dis que 5 autres localisent au sein de ces corps et en
modifie la morphologie [43]. Outre la complexité des méca-
nismes moléculaires mis en jeu, il est également difficile
d’appréhender la véritable relation que les herpesvirus
entretiennent avec ces protéines. En effet, le fait qu’elles
parviennent a réprimer leur transcription n’implique pas
nécessairement que 1’impact de Daxx, PML, Sp100 ou
ATRX soit négatif sur ces virus. En effet, I’'une des carac-
téristiques des herpesvirus est leur capacité a entrer dans
un état de latence. Les virus « endormis » peuvent alors
persister dans leur hote et étre éventuellement réactivés par
différents stimuli. Il est vraisemblable que les herpesvirus
se servent des protéines résidentes des CN PML a cette
fin. I a par exemple ét€ montré que 1’établissement d’un
état de latence de HCMV dans des cellules CD34+ était
associé a une rétention cytoplasmique de pp71, empéchant
ainsi la dégradation de Daxx et la levée de la répression
transcriptionnelle [44].

Daxx et les adénovirus

Le deuxieme exemple de virus soumis a la répression
transcriptionnelle imposée par Daxx est 1’adénovirus. Les
adénovirus sont de petits virus 8 ADN double-brin, non
enveloppés, a capside icosaédrique. Cette capside, dont la
principale protéine structurale est 1’hexon, est stabilisée
par plusieurs protéines mineures, comme la protéine VI.
Le virus pénetre dans la cellule par endocytose et est libéré
dans le cytosol. Au cours de sa progression vers le noyau, la
nucléocapside subit un désassemblage progressif avant de
s’arrimer aux pores nucléaires. La protéine VI qui contient
des sites d’import (NLS) et d’export (NES) nucléaire,
permet la translocation des nucléocapsides, en connectant
la protéine d’hexon a la machinerie d’import nucléaire
[45]. Une fois dans le noyau, I’ADN viral reste sous forme
d’épisomes et débute sa transcription. La région E1A est la
premiére unité de transcription activée suite a 1’infection,
soit 1’équivalent des protéines IE des herpesvirus. La
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protéine E1A est cruciale pour la suite du cycle réplicatif,
puisqu’elle induit I’entrée de la cellule infectée en phase S
et joue le role de transactivateur en permettant une trans-
cription efficace des autres unités de transcription précoce.
Daxx, comme dans le cas du cytomégalovirus, réprime les
promoteurs précoces du génome de 1’adénovirus. C’est la
protéine de capside VI délivrée par les virus entrants qui
permet d’initier cette transcription virale en contrecarrant
la répression imposée par Daxx [46]. La protéine de
capside VI s’est en effet révélée nécessaire pour permettre
I’initiation de la transcription en activant le promoteur E1A,
induisant ainsi 1’expression initiale du transactivateur viral.
Contrairement a pp71, la protéine de capside VI n’induit pas
la dégradation de Daxx, mais provoque son exclusion des
CN PML et sa translocation cytoplasmique [46] (figure 3).
Une fois la transcription initiée et les protéines précoces
synthétisées, une autre protéine virale provoque alors la
dégradation de Daxx par le protéasome : la protéine E1B-
55K [47]. Alors que E1B-55K est connue pour induire la
dégradation de nombreuses protéines cellulaires, comme
p53, Mrel, 'ADN ligase IV ou l'intégrine a3 via son
interaction avec la protéine virale E4orf6, la dégradation
de Daxx est indépendante d’E4orf6 et ne dépend que de
E1B-55K [48]. L’adénovirus cible donc Daxx via deux
protéines distinctes afin de contrecarrer son activité anti-
virale imposée au niveau de deux étapes de son cycle de
réplication.

Daxx et les papillomavirus

Tout comme les adénovirus, les papillomavirus humains
(HPV), qui appartiennent a la famille des Papillomaviri-
dae sont de petits virus 2 ADN non enveloppés. Les HPV
infectent spécifiquement les cellules épithéliales de la peau
ou des muqueuses. Tandis qu’ils n’infectent que les cellules
de la lame basale, leur réplication nécessite la différencia-
tion des cellules en kératinocytes. Les particules virales de
HPV sont constituées de deux protéines structurales : la
protéine majeure de capside, L1, et la protéine mineure,
L2. Apres son entrée dans le noyau, la protéine L2 s’associe
aux CN PML et les réorganise [49]. Cependant, la réorga-
nisation des CN PML induite par la protéine L2 est tres
différente de ce qui peut étre observé dans le cas des her-
pesvirus ou des adénovirus. En effet, L2 provoque une
accumulation de Daxx dans les CN PML, tandis qu’elle
en exclut Sp100. La protéine PML, quant a elle, ne semble
pas affectée par la protéine virale [49]. Si cette réorgani-
sation des CN PML semble atypique, c’est en réalité que
les HPV représentent un cas particulier. En effet, Daxx et
PML ont été décrites comme des facteurs favorisant la répli-
cation virale, tandis que Sp100 est le seul constituant des
CN PML identifié comme facteur de restriction dans le cas
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des HPV [50, 51]. I est cependant & noter que le role des
protéines des CN PML a été tres peu étudié dans le cas de
HPV en comparaison de 1’engouement qu’ont suscité ces
recherches dans le cas des herpesvirus et des adénovirus.
Ainsi le role exact de Daxx dans le cadre de I’infection par
HPV mériterait-il d’étre plus amplement investigué.
Malgré ces surprenantes données suggérant un role proviral
de Daxx au cours de I’infection par HPYV, il est important
de préciser que la protéine L2 de HPV présente en réalité
des analogies évidentes avec les protéines pp71 de HCMV
ou VI de I’adénovirus. Il a en effet été démontré que ces
3 protéines sont interchangeables. Ainsi, la transcription de
I’adénovirus peut étre induite indifféremment par la pro-
téine VI, par pp71 ou par L2 [46]. A I'inverse, la protéine
de capside VI est capable d’initier la transcription du CMV
[46]. Ces observations illustrent le fait que tous ces virus
qui ont pour point commun de devoir se répliquer dans le
noyau ont dii développer des stratégies distinctes pour par-
venir & une méme fin : empécher la protéine Daxx de former
un complexe de répression de la transcription au niveau du
promoteur viral.

Daxx et les rétrovirus

Les rétrovirus constituent une famille de virus enveloppés,
dont le génome est constitué de 2 copies d’ ARN simple-brin
de polarité positive. Une fois les capsides virales délivrées
dans le cytoplasme de la cellule-cible, la rétro-transcriptase
(RT) catalyse la rétro-transcription du génome ARN en
ADN double-brin, le provirus. Cet ADN proviral va alors
étre transporté vers le noyau et s’y intégrer. Cette étape
d’intégration est catalysée par une autre enzyme virale,
I’intégrase (IN). Cependant, I’intégration du provirus n’est
pas synonyme de son expression. En effet, une répression
transcriptionnelle par des mécanismes épigénétiques est
souvent observée. Cette répression peut étre illustrée par
plusieurs observations, comme 1’extinction de I’expression
rétrovirale dans les cellules souches embryonnaires
[52, 53], l’extinction progressive de I’expression de
transgenes introduits par des vecteurs rétroviraux [54],
I’extinction de 1’expression des rétrovirus endogenes
[55] ou la latence [56]. Cette extinction épigénétique de
I’expression rétrovirale est due a une méthylation de I’ ADN
au niveau de dinucléotides CpG (5MeCpG) et/ou a des
modifications post-traductionnelles des histones, entrainant
une extinction transcriptionnelle. La méthylation de I’ADN
est catalysée par des ADN méthyltransférases (DNMTs).
Les modifications post-traductionnelles des histones
peuvent comprendre 1I’acétylation, la phosphorylation et la
mono-, di- ou tri-méthylation et font notamment intervenir
des histones acétyltransférases (HATs) et des histones
méthyltransférases (HMTs). Les modifications associées
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a une transcription active comprennent 1’acétylation des
histones H3 et H4 et la di- ou tri-méthylation de H3K4,
tandis que les modifications associées a une répression
transcriptionnelle incluent la triméthylation de 1’histone
H3 sur les lysines 9 (H3K9me3) ou 27 (H3K27me3).

Ces mécanismes épigénétiques ne sont pas spécifiques des
infections rétrovirales mais jouent notamment des roles
importants durant le développement embryonnaire et la
différenciation cellulaire.

Le fait que parmi les partenaires protéiques de Daxx figurent
des histones déacetylases (HDAC) a rapidement suggéré
que Daxx pourrait recruter ces enzymes pour réprimer
la transcription via une déacétylation des histones et une
condensation de la chromatine [20, 57] (figure 4). La preuve
de I’implication de Daxx dans la répression épigénétique a
été apportée par des études conduites sur un rétrovirus, le
virus du sarcome aviaire, ASV [58]. Partant du constat que
I’infection de cellules de mammiferes avec ASV condui-
sait a une extinction épigénétique du provirus, les auteurs
ont montré que Daxx s’associait a 1’intégrase d’ASV et
favorisait le recrutement d’HDAC au niveau du provirus,
entrainant une répression de I’expression du promoteur
viral (LTR [Long Terminal Repeat]) [58]. En accord avec
le mécanisme proposé, la répression transcriptionnelle est
levée par extinction de Daxx, de HDACI1 ou par des inhibi-
teurs de HDAC [59]. De plus, les auteurs ont pu démontrer
que Daxx était également responsable de la méthylation
de I’ADN viral, via son interaction avec des DNMTs [59].
Ces travaux démontrent donc que Daxx est non seulement
capable de détecter une infection rétrovirale mais égale-
ment de déclencher une répression épigénétique rapide et
compleéte du provirus intégré, en induisant la méthylation
de I’ADN viral et une modification des histones associées
(figure 4). Une observation similaire a également été rap-
portée dans le cas d’un vecteur lentiviral dérivé de VIH-1,
relatant une interaction de Daxx avec I’intégrase et une inhi-
bition de 1’expression du transgene qui peut &tre levée par
extinction de 1’expression de Daxx ou par des inhibiteurs
de HDACs. Cette étude n’a cependant pas été confirmée
jusqu’a présent [60].

Plus récemment, une autre étude a quant a elle impliqué
Daxx dans I’extinction de I’expression des rétrovirus endo-
genes [61]. Cette étude met en évidence un verrouillage de
I’expression des rétrovirus endogenes murins IAP et MusD
dans les cellules souches embryonnaires par I’incorporation
de I’histone H3.3 par un complexe mettant en jeu Daxx
et ATRX, protéines chaperons de H3.3, et KAP1 (KRAB-
associated protein 1, également appelée TRIM2S). Cette
incorporation de I’histone H3.3 est suivie par la méthyla-
tion des histones H3K9me3 par I’histone méthyltransferase
ESET, entrainant une répression transcriptionnelle du rétro-
virus [61].
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Daxx semble donc avoir un role essentiel dans I’extinction
épigénétique de I’expression des rétrovirus endogeénes et
pourrait également étre impliquée dans la latence de rétro-
virus exogenes, comme le VIH-1. En effet, des signatures
épigénétiques H3K9me3 sont également retrouvées au
niveau de provirus VIH-1 latents [62]. De plus, ces provirus
latents sont localisés a proximité immédiate des CN PML,
une proximité corrélée a la répression de leur transcription.
De facon intéressante, la désagrégation des CN PML par
extinction de I’expression de PML conduit a une forte réac-
tivation de 1’expression de virus latents [62]. Il est a noter
que les auteurs de cette étude ont pu détecter la présence
de PML, mais pas de Daxx, au niveau du LTR des provirus
VIH-1 latents ainsi que des régions réprimées en aval [62].
11 serait néanmoins intéressant d’évaluer la contribution de
Daxx dans cette répression épigénétique.

Outre son role dans la régulation épigénétique de
I’expression des génomes rétroviraux qui se fait peu a peu
plus clair, nous avons récemment décrit une autre acti-
vité anti-rétrovirale non pas nucléaire, mais cytoplasmique
[63]. Daxx est en effet capable d’interférer avec la rétro-
transcription de rétrovirus exogenes comme VIH-1, MLV
ou SIVmac mais aussi avec la rétro-transposition des rétro-
virus endogeénes IAP et MusD (figure 4). Le mécanisme
de cette activité anti-rétrovirale de la forme cytoplasmique
de Daxx est cependant inconnu. Il requiert vraisemblable-
ment une interaction directe de Daxx avec un composant
viral, comme le suggere le fait que Daxx co-localise avec
les capsides de VIH-1 dans le cytoplasme des cellules infec-
tées. Etant donné que 1’immense majorité des partenaires
de Daxx est SUMOylée, les candidats possibles sont donc
a rechercher parmi les protéines virales sujettes a cette
modification post-traductionnelle. Dans le cas du VIH-1,
deux protéines ont été décrites comme étant conjuguées a
SUMO : I'intégrase [64] et p6 [65].

Il est intéressant de noter que c’est PML qui avait ini-
tialement été€ suspectée posséder une activité inhibitrice
lors des phases précoces de la réplication du VIH-1 [66].
L’extinction de I’expression de PML permet en effet une
meilleure efficacité de transduction de vecteurs dérivés du
VIH-1 [63, 66]. Cette observation peut étre expliquée par
le fait que I’extinction de I’expression de PML entraine
également une diminution importante de 1’expression de
Daxx, vraisemblablement due au fait que PML protege
Daxx d’une dégradation par le protéasome [47, 63]. I
est donc important de prendre en compte la corrélation
entre 1’expression de ces deux protéines, afin de ne pas
attribuer a PML des activités qui sont en fait portées par
Daxx.

Bien que plus parcellaire que dans le cas des herpesvirus
ou des adénovirus, les récentes observations liant Daxx
et rétrovirus laissent entrevoir un role central de cette
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Figure 4. Inhibition de la réplication des rétrovirus par Daxx.

Cette figure illustre de maniére schématique les étapes précoces de la réplication d’un rétrovirus, depuis I'entrée du virus jusqu’a I'intégration
de '’ADN proviral. Dans le cytoplasme, Daxx inhibe I'étape de rétro-transcription (RT). Dans le noyau, Daxx interagit avec 'intégrase (IN) du
virus et recrute des enzymes cellulaires impliquées dans les mécanismes épigénétiques, comme des ADN méthyltransférases (DNMTs)
et des histones déacétylases (HDACs). Ce recrutement aboutit a une répression épigénétique du promoteur viral (LTR [Long terminal

repeat]). Adapté de Shalginskikh et al. [59].

protéine cellulaire dans la restriction cellulaire a 1I’encontre
des infections rétrovirales. Nul doute que cette littérature
s’étoffera rapidement.

Daxx et les autres virus

Daxx a également été identifiée comme un ligand de la pro-
téine de capside (DEN-C) du virus de la dengue (DENV)
[67]. DENV est un virus a ARN simple-brin de pola-
rité positive, appartenant a la famille des Flaviviridae. Ce
virus induit une apoptose des cellules hépatiques infectées.
L’interaction de DEN-C avec Daxx a pu étre confirmée
en cellules humaines et une co-localisation des deux pro-
téines peut tre observée dans le noyau de cellules infectées.
La perte du NLS de DEN-C empéche sa translocation
dans le noyau et son interaction avec Daxx [67]. De plus,
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les cellules dans lesquelles I’interaction DEN-C-Daxx est
compromise sont moins sensibles a 1’apoptose médiée par
Fas, suggérant que DEN-C induit 1’apoptose des cellules
infectées via Daxx [68]. Il a plus récemment été pro-
posé que I'interaction de DEN-C avec Daxx empécherait
I’interaction entre Daxx et NF-kB. Libérée, NF-kB pour-
rait alors activer le promoteur de CD137, un membre de
la famille du TNF et ainsi induire 1’apoptose des cellules
infectées [69].

Les réovirus constituent un autre exemple de 1I’implication
de Daxx au cours d’une infection virale non pas liée a son
activité de répresseur transcriptionnel mais a son role dans
I’apoptose. Les virus de la famille des Reoviridae sont des
virus non enveloppés a ARN double-brin. Dans un modele
d’encéphalite virale consistant en 1’infection de tissu céré-
bral de souris avec des souches de réovirus neurotropes,
un rdle important de Daxx dans 1’apoptose des neurones
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infectés a pu étre mis en évidence [70]. Daxx cytoplas-
mique a été identifiée comme un médiateur de 1’apoptose
viro-induite via Fas. Ainsi, I’expression de mutants domi-
nants négatifs de Daxx qui lient Fas mais sont incapables
de relayer le signal de transduction inhibent 1’apoptose
induite par le réovirus. En revanche, 1’expression de Daxx
dans le noyau aurait quant a elle des conséquences anti-
apoptotiques. Ces données suggerent que la localisation
sub-cellulaire de Daxx modulerait I’apoptose des neurones
au cours d’une infection virale [70].

Sur la base d’interactions avec des protéines virales,
I’implication de Daxx a été évoquée dans le cadre d’autres
infections virales, mais des recherches plus approfondies
sont nécessaires pour évaluer son role exact. C’est le cas
du virus Puumala (PUUV), un hantavirus. Les hantavi-
rus sont des virus enveloppés a ARN de polarité négative,
appartenant a la famille des Bunyaviridae. Dans le cas du
PUUYV, c’est la protéine de capside, N, qui a été identifiée
comme un interactant de Daxx [71]. On peut également citer
I’exemple du phage ®C31, dont I'intégrase a été identi-
fiée comme interagissant avec Daxx [72]. L’intégrase de ce
virus procaryote est utilisée en thérapie génique, puisqu’elle
permet ’insertion de génes dans le génome au niveau de
sites spécifiques. L’interaction de Daxx avec I'intégrase de
®C31 conduit a une inhibition de 1’enzyme virale, illus-
trée par une diminution du taux de recombinaison [72].
Aucun mécanisme moléculaire n’a cependant été proposé
et d’autres études seront nécessaires pour confirmer cette
observation et déterminer le role de Daxx dans I’activité
enzymatique de cette protéine virale.

Perspectives et conclusions

Les cellules de mammiferes possedent tout un arsenal de
protéines dédiées a bloquer les infections virales. La plupart
de ces protéines sont induites par I’interféron, ce qui permet
de renforcer plus encore ces défenses. Les protéines MxA,
PKR et 2-5A synthétase/RNase L ont été les premieres
et certainement les plus étudiées des protéines antivirales
induites par I’interféron. La découverte de facteurs de res-
triction qui interferent spécifiquement avec la réplication
du VIH-1, comme APOBEC3G, TRIMS5«, Tetherin/BST2,
SAMHDI1 ou MxB a provoqué une véritable effervescence
de la recherche sur les mécanismes de I'immunité innée.
Outre ces « protéines stars », de trés nombreux autres fac-
teurs de restriction ont depuis été découverts et se sont
révélés capable d’inhiber un grand nombre de virus a diffé-
rentes étapes de leur cycle réplicatif. Cependant, force est
de constater que ces défenses cellulaires, si elles limitent
les infections virales, ne parviennent pas a les empé-
cher. Certains virus sont en effet parvenus a élaborer des
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stratégies d’évitement ou de détournement de ces défenses,
afin d’assurer leur propagation. L’exemple de Daxx illustre
bien le fait que des virus non apparentés puissent &tre
confrontés a la méme activité de restriction et y échappent
via différentes stratégies. De plus, certains virus, comme les
herpesvirus ou les rétrovirus ne parviennent pas seulement
a échapper a la répression transcriptionnelle imposée par
Daxx mais semblent pouvoir la détourner a leur avantage,
notamment afin d’enclencher un état de latence. La pro-
téine Daxx est une protéine complexe a étudier, en raison
de la multitude de ses interactants mais aussi des multiples
fonctions cellulaires dans lesquelles elle est impliquée et ce,
dans plusieurs compartiments cellulaires. Si son role dans
la réplication des virus & ADN est aujourd’hui plus clair, la
compréhension de son impact sur la réplication des virus &
ARN, et notamment les rétrovirus n’en est encore qu’a ses
débuts.

Liens d’intéréts : les auteurs déclarent ne pas avoir de lien
d’intérét en rapport avec cet article.
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Annexe 2 :

En plus de mon travail de these, j’ai également eu I'opportunité de participer a d’autres travaux menés
dans I'’équipe, qui ont fait I'objet d’'une publication en 2019. Sachant que de nombreuses protéines de
la famille TRIM sont capables de moduler la synthése d’interféron, cette étude s’est focalisée sur
I'implication de TRIM8 dans la régulation du facteur de transcription IRF7, responsable de la production

d’interféron dans les pDC.
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Plasmacytoid dendritic cells (pDCs) play a crucial role in antiviral innate immunity through their unique capacity
to produce large amounts of type | interferons (IFNs) upon viral detection. Tripartite motif (TRIM) proteins have
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recently come forth as important modulators of innate signaling, but their involvement in pDCs has not been
investigated. Here, we performed a rationally streamlined small interfering RNA (siRNA)-based screen of TRIM
proteins in human primary pDCs to identify those that are critical for the IFN response. Among candidate hits,
TRIM8 emerged as an essential regulator of IFN regulatory factor 7 (IRF7) function. Mechanistically, TRIM8
protects phosphorylated IRF7 (pIRF7) from proteasomal degradation in an E3 ubiquitin ligase-independent
manner by preventing its recognition by the peptidyl-prolyl isomerase Pin1. Our findings uncover a previously
unknown regulatory mechanism of type | IFN production in pDCs by which TRIM8 and Pin1 oppositely regulate

the stability of pIRF7.

INTRODUCTION

Type I interferons (IFNs) are the main orchestrators of the antiviral
innate immune response. Their expression is induced following the
recognition of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) by
several classes of pattern recognition receptors (PRRs), including Toll-
like receptors (TLRs) and RIG-I-like receptors (I). Intracellular
signaling pathways downstream of PRRs lead to the phosphorylation
of IFN regulatory factor 7 (IRF7) and IRF3, thus promoting their di-
merization and translocation to the nucleus where they activate the
transcription of type I IFN genes.

IRF3 and IRF7 share some structural and functional similarities,
but they hold widely distinct roles in the systemic response to infec-
tion. While the expression of IRF7 requires the previous activation of
IRF3 in most cell types, it is ubiquitously and constitutively expressed
in plasmacytoid dendritic cells (pDCs), a rare DC subtype that plays a
pivotal role in immunity (2, 3). Constitutive IRF7 expression allows
pDCs to rapidly produce large amounts of type I IFN in response to
viruses, making them a professional type I IFN—producing cell type
that accounts for most circulating type I IFN during an antiviral innate
immune response (2, 3).

pDCs are activated following the sensing of viral RNA or DNA by
TLR7 and TLRY, respectively. PAMP detection causes the adaptor
protein MyD88 to engage a multiprotein signaling complex composed
of IRAK1, IRAK4, TRAF6, and IKKo. The recruitment of IRF7 to this
complex triggers its phosphorylation, dimerization, and translocation
to the nucleus (4). These signaling pathways are tightly regulated at
multiple levels both by potent activators that implement a rapid and
robust IFN response following infection and by equally potent inhibi-
tors that prevent an exacerbated or prolonged activation that may lead
to adverse pathogenic effects (5, 6).
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Proteins of the tripartite motif (TRIM) family have recently emerged
as potentially important regulators of innate immune pathways.
TRIM proteins are a large family of E3 ubiquitin ligases that share
an N-terminal TRIM composed of a RING domain, one or two B boxes,
and a coiled coil domain (7, 8). Among the 75 human TRIM proteins,
some have been described as critical immunoregulatory proteins, acting
at multiple steps of signaling pathways (9-12). However, although the
implication of a few TRIM proteins has been extensively studied and
validated in appropriate primary cells and/or in mouse models, the
comparative profiling of all TRIM proteins in the relevant type I IFN-
producing cells in vivo has not been performed. We report here the
results of the first small interfering RNA (siRNA) screen performed in
human primary pDCs, which allowed us to identify TRIMS as an es-
sential positive regulator of the virus-induced IFN response.

RESULTS

TRIMS8, TRIM20, TRIM21, TRIM22, TRIM28, TRIM36, TRIM38,

TRIM46, and TRIM49 identified as potential regulators of IFN
response in human pDCs

Because human primary pDCs account for less than 0.5% of pe-
ripheral blood mononuclear cells (PBMCs), a comprehensive siRNA
screen of the entire TRIM protein family cannot be achieved on single
blood donors. Therefore, to perform a rationally streamlined screen of
TRIM proteins that could conceivably be implicated in TLR downstream
signaling cascade in pDC, we first determined which TRIM family mem-
bers are constitutively expressed in human pDCs. We purified primary
human pDCs from the blood of three healthy donors (fig. S1A) and per-
formed a systematic transcriptional profiling of all TRIM genes by re-
verse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
(Table 1). Our results indicated that, among the 75 known TRIM genes,
only 18 are expressed at detectable levels under steady-state conditions
(Fig. 1A). Among them, TRIMS8, TRIM22, and TRIM28 had the highest
constitutive expression in resting pDCs.

Next, we investigated which TRIM genes are induced in pDCs
following activation by RNA viruses and could thus be involved in a
feedback loop to control the signaling pathway leading to IFN produc-
tion. Primary pDCs were stimulated with HIV-1 or influenza A virus
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Table 1. List of the 114 transcripts simultaneously quantified by RT-qPCR profiling, including 6 housekeeping genes (1 to 6), 75 TRIM genes (7 to 81),
17 ISGs (82 to 98), 9 IFNs (99 to 107), and 7 inflammatory cytokines or chemokines (108 to 114). For each transcript, the official name, the alias name, if

any, and the RefSeq accession number are indicated.

Transcript Alias Ref Seq Transcript Alias Ref Seq Transcript Alias Ref Seq
1 SDHA NM_004168 39 TRIM35 NM_171982 77 TRIM74 NM_198853
2 TBP NM_003194 40 TRIM36 NM_018700 78 TRIM75P TRIM75 NG_016722
3 POLR2A NM_000937 41 TRIM37 NM_015294 79 CMYAS TRIM76 NM_153610
4 PPIA CypA NM_021130 42 TRIM38 NM_006355 80 TRIM77 NM_001146162
5 PPIB CypB NM_000942 43 TRIM39 NM_021253 81  TRIML1 NM_178556
6 B2M NM_004048 44  TRIM40 NM_138700 82 IFIT1 NM_001548
7 MID2 TRIM1 NM_012216 45 TRIM41 NM_201627 83 IFIT2 NM_001547
8 TRIM2 NM_015271 46 TRIMA42 NM_152616 84 IFIT3 NM_001549
9 TRIM3 NM_006458 47 TRIM43 NM_138800 85 IFITM1 NM_003641
10 TRIM4 NM_033017 48 TRIM44 NM_017583 86 IFITM2 NM_006438
11 TRIM5 NM_033093 49 TRIMA45 NM_025188 87 IFITM3 NM_021034
12 TRIM6 NM_058166 50 TRIM46 NM_025058 88 1SG15 NM_005101
13 TRIM7 NM_033342 51 TRIM47 NM_033452 89 1SG20 NM_002201
14 TRIM8 GERP NM_030912 52 TRIM438 NM_024114 90  EIF2AK2 PKR NM_002759
15 TRIMS NM_015163 53 TRIM49 NM_020388 91 Mx1 NM_001144925
16 TRIM10 NM_006778 54 TRIMS50 NM_178125 92 Mx2 NM_002463
17 TRIM11 NM_145214 55 SPRYD5 TRIM51 NM_032681 93  TNFSF10 TRAIL NM_001190942
18 TRIM13 NM_005798 56 TRIM52 NM_032765 94 APOBEC3A NM_145699
19 TRIM14 NM_014788 57 TRIM53AP TRIM53 NR_028346.1 95 APBEC3G NM_021822
20 TRIM15 NM_033229 58 TRIM54 NM_187841 96 BST2 Tetherin NM_004338
21 TRIM16 NM_006470 59 TRIM55 NM_184087 97 RSAD2 Viperin NM_080657
22 TRIM17 NM_016102 60 TRIMS6 NM_030961 98 DDX58 RIG-I NM_014314
23 MID1 TRIM18 NM_000381 61 TRIM58 NM_015431 99 IFNA1 NM_024013
24 PML TRIM19 NM_033238 62 TRIM59 NM_173084 100 IFNA2 NM_000605
25 MEFV TRIM20 NM_000243 63 TRIM60 NM_152620 101 IFNA4 NM_021068
26 TRIM21 Ro52 NM_003141 64 TRIM61 NM_001012414 102 IFNAS NM_002169
27  TRIM22 Staf50 NM_006074 65 TRIM62 NM_018207 103 IFNA8 NM_002170
28 TRIM23 NM_001656 66 TRIM63 NM_032588 104 IFNB1 NM_002176
29 TRIM24 NM_003852 67 TRIM64 XM_061890 105 IFNL1 1L29 NM_172140
30 TRIM25 NM_005082 68 TRIM65 NM_173847 106 IFNL2 IL28A NM_172138
31 TRIM26 NM_003449 69 TRIM66 NM_014818 107 IFNG NM_000619
32 TRIM27 NM_006510 70 TRIM67 NM_001004342 108 IL1B NM_000576
33 TRIM28 NM_005762 71 TRIM68 NM_018073 109 L4 NM_000589
34 TRIM29 NM_012101 72  TRIM69 NM_182985 110 IL6 NM_000600
35 TRIM31 NM_007028 73 TRIM16L TRIM70  NM_001037330 111 IL10 NM_000572
36 TRIM32 NM_012210 74 TRIM71 NM_001039111 112 TNF NM_000594
37 TRIM33 NM_015906 75 TRIM72 NM_001008274 113 CXCL8 IL8 NM_000584
38 TRIM34 NM_021616 76  TRIM73 NM_198924 114 CXCL10 IP-10 NM_001565

(IAV), which potently activate pDCs through TLR7 within endo-
somes (13, 14). The triggering of the TLR7/IRF7 signaling pathway
was monitored by measuring both intracellular (Fig. 1B) and secreted
(Fig. 1, Cand D) type I IFNs, which indicated that both viruses achieved
comparable levels of activation at the doses of inoculum used. As pre-
viously reported, activated pDCs produce large amounts of type I IFNs
but no IFN-y (Fig. 1C) (3). We then performed the transcriptional pro-
filing of all 75 TRIM genes in HIV- or IAV-activated pDCs purified
from the blood of three individual donors. We quantified simulta-
neously the expression of 114 genes, including 6 housekeeping genes,
17 IFN-induced genes (ISGs), 16 virus-induced cytokines and chemo-
kines, and the 75 human TRIM genes (Table 1). As shown in Fig. 1E,
while most tested cytokines, chemokines, and ISGs were highly induced
by both viruses, less than half of TRIM transcripts were up-regulated by
either HIV-1 or IAV, and only a handful were induced by both. Among

Maarifi et al., Sci. Adv. 2019;5:eaax3511 20 November 2019

them, TRIM20, TRIM36, TRIM46, and TRIM49 had the strongest ac-
tivation profiles, ranging from 6-fold (TRIM49) to 107-fold (TRIM20)
increase upon HIV-1 infection and from 9-fold (TRIM46) to 44-fold
(TRIM20) increase following IAV detection (Fig. 1E and fig. S1B).
These profiling experiments allowed us to streamline our analysis
to seven key TRIM proteins that were either expressed at high consti-
tutive levels (TRIMS, TRIM22, and TRIM28) or induced following
viral activation (TRIM20, TRIM36, TRIM46, and TRIM49) in human
pDCs. These TRIM proteins identified as the most relevant to pDC
biology could constitute potential regulators of IFN production in
virus-activated pDCs. On the basis of the abundant literature on TRIM
proteins, we added two other candidates to our short list, TRIM21 and
TRIM38, which were moderately up-regulated by both viruses, by
four- and twofold, respectively (Fig. 1E). Although their function
was not investigated in pDCs, their mode of action suggests that they

2 of 15

0202 ‘1€ 1snbny uo /610 Beweousios seouepe//:diy wolj papeojumoq



SCIENCE ADVANCES | RESEARCH ARTICLE

>

14 4
12

104

IR A

1234567 891011131415161718192021222324252627282931323334353637383940414243444546474849505152535455565859606162636465666768697071727374757677L1

TRIM transcript relative expression (275

AA A AA A AA AAAA A A A A A A
TRIM transcripts
B D
i - 0.05 i
No virus :m . W 20,000 4
| 08 m
e o e T = B v
£ 15,000 -
] o B B av
3 3 = STING-37
HIV i 5 2
G £ 10,000 4 30,000
i : = =
& 4 S £ 25,000
0 5K 100K 150K 200K 250K 0 0t w0t 0 g 2
S = 20,000
. o Z 5000 A s
frs £ 15,000
200x- g .3 & =3
1AV " B 10,000
; o
ol & : o = 5000
< Iw IFN-c2 IFN-B IFN-y =
Q 0 SK 100C 150K 200 250
&FSC A / HIV 1AV
E ISGs Cytokines/chemokines
v  HNEETEETTEEEN B ol [ [ [ [ [ ] ] 0
A HHEE EEYTTENEE B o [ [ [ [ [ ][] | [ |
%\‘”«@é‘:(&“;éi&&ﬁ&& P &%&ﬁi&’(’&,@lﬁ @%“%@y@g}@i&@o«&*eo FIF édg;@@
‘?? ¥
TRIM transcripts
HYV i  Em m =
IAV 0 =] . | ‘ | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
| |
HIV [ | i il = ‘ [ | -5 0 5
1AV N Em | [ | m [

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 L1

Fig. 1. Constitutively expressed and virus-induced TRIM genes in human primary pDCs. (A) Systematic analysis of constitutive expression of all human TRIM genes
in pDCs by RT-gPCR analysis. Data represent the mean + SD of independent experiments performed in duplicate on purified pDCs from three different blood donors.
Red arrows point to TRIM genes that are constitutively expressed at detectable levels above the geometric mean of the six different housekeeping genes (274 > 1).
(B) Purified pDCs were stimulated overnight with HIV-1 MN AT-2 or influenza A virus (IAV). Cytokine secretion was blocked for 12 hours using BFA at 1 ug/ml. Intracellular IFN-o.
was measured by fluorescence-activated cell sorting (FACS) after fixation and saponin permeabilization. (C and D) IFN secreted in the culture medium by virus-activated pDCs
was titrated using two different techniques: The concentration of IFN-a.2, IFN-B, and IFN-y was quantified by the multiplex bead-based immunoassay LEGENDplex (BioLegend)
(Q), or global (type | and type II) IFN activity was quantified using the STING-37 reporter cell line, which expresses luciferase under the control of five IFN-stimulated response
elements (ISRE) (D). (E) Purified pDCs from three donors were activated with HIV-1 MN AT-2 or IAV for 16 hours, and the transcriptional profiles of 114 genes [6
housekeeping genes, 17 IFN-induced genes (ISGs), 16 virus-induced cytokines and chemokines, and the 75 human TRIM genes] were analyzed simultaneously by
RT-qPCR. The expression of each transcript was normalized to the geometric mean of a set of stably expressed reference genes (SDHA, PPIB, TBP, POLR2A, PPIA,
and B2M). Data represent the mean of three independent experiments performed in duplicate on purified pDCs from different blood donors. Values were converted
to log, and represented as heat maps. Raw data are shown in fig. S1B.
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Fig. 2. Effect of TRIM gene silencing on virus-induced IFN response in human primary pDCs. (A to C) Purified pDCs from three donors were transfected with
nontargeting siRNA (C) or with siRNA targeting selected TRIM transcripts (TRIM8, TRIM20, TRIM21, TRIM22, TRIM28, TRIM36, TRIM38, TRIM46, or TRIM49) or IRF7 as a
control. After 24 hours, pDCs were activated with HIV-1 MN AT-2 or IAV for 16 hours before the expression of type | IFN was determined both at the transcript level by
RT-gPCR (A and B) and at the protein level in the culture medium (C). The relative expression of IFN-a2 and IFN-B transcripts in activated pDCs is represented as mean
values + SD, with each bar representing a single donor (A) and as mean fold change of all donors relative to control siRNA (B). (C) For the quantification of IFN in the
culture medium, STING-37 cells were incubated for 24 hours with the supernatant of activated pDCs or with known concentrations of recombinant IFN-a2. Statistical
significance (P value) was calculated by one-way analysis of variance (ANOVA). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ns, not significant. (D) Schematic model of TRIM
proteins identified as positive (in green) and negative (in red) regulators of TLR7-dependent IFN response in human pDCs. The putative compartment (cytoplasm or

nucleus) where TRIM proteins act is based on their known subcellular localization (8).

could be relevant negative regulators of IFN response. In particular,
TRIM21 was described as a negative regulator of IRF7 (15), whereas
TRIM38 was found to promote TRAF6 degradation (16).

TRIMS, TRIM20, TRIM22, TRIM28, and TRIM36 are regulators
of IFN response in virus-activated human pDCs
To determine the role of the selected TRIM proteins on innate sig-
naling pathways downstream of TLR7, we performed an siRNA-based
screen using a robust method that we published previously (17). Pu-
rified pDCs from three blood donors were transfected with each TRIM-
specific siRNA pool and treated with HIV-1 or IAV to trigger an IFN
response. An siRNA directed against IRF7 was used as control, because
IRF7 silencing abolishes IFN production in pDCs (17). All targeted
transcripts were knocked down, with mean efficiencies ranging between
60 and 75% (fig. S1C).

We first evaluated the effect of TRIM knockdown on type I IFN
transcription by RT-qPCR. While TRIM21, TRIM46, and TRIM49
knockdowns did not affect the transcription of type I IFN genes, silenc-

Maarifi et al., Sci. Adv. 2019;5:eaax3511 20 November 2019

ing of TRIM20, TRIM22, TRIM28, and TRIM36 led to a significant
increase in IFN response in response to both HIV-1 and IAV (Fig. 2,
A and B). TRIMS knockdown virtually abolished IFN-a and IFN-
transcription to the same extent as IRF7 silencing (Fig. 2, A and B).
These results were confirmed at the protein level by titrating IFNs in
the culture supernatant of virus-activated pDCs (Fig. 2C). Together,
our siRNA screen led to the identification of TRIM20, TRIM22,
TRIM28, and TRIM36 as negative regulators of IFN response in hu-
man pDCs, whereas TRIM8 was the only positive regulator identi-
fied. These results are summarized in Fig. 2D.

TRIMS is a nuclear protein that is required for pIRF7-induced
IFN production in pDCs

The fact that TRIM8 knockdown almost completely abolished IFN
production was notable and suggested that TRIM8 could act as an
essential positive regulator of the antiviral response. To gain under-
standing of the components of the signaling cascade that TRIMS
might engage with, we first examined its subcellular localization in
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Fig. 3. TRIM8 knockdown inhibits IFN secretion through a decrease of pIRF7 in human primary pDCs. (A) Subcellular localization of TRIM8 and IRF7 or pIRF7 was
visualized by immunofluorescent confocal microscopy on naive pDCs (NS) or pDCs stimulated for 6 hours with IAV. (B) Raw intensity density per cell of TRIM8 and pIRF7
staining was measured using ImageJ software. Data represented by box and whiskers with median + min to max represent the analysis of 30 cells from nine different
fields. *P < 0.05, by Mann-Whitney test. (C) Expression of pIRF7 and IRF7 in IAV-stimulated pDCs was assessed by Western blot. (D) Mander’s coefficients were
determined using the ImageJ JACoP plug-in to evaluate the colocalization between IRF7 and TRIM8 or between pIRF7 and TRIM8 in unstimulated or IAV-stimulated
cells, respectively. The analysis was performed on 30 cells from nine different fields. **P < 0.01, by Mann-Whitney test. (E to G) Human pDCs were transfected with
nontargeting siRNA (CTR) or with a TRIM8-specific siRNA and activated 24 hours later with IAV for 16 hours. (E) The concentration of IFN-02 and IFN-B secreted in the
culture medium by IAV-activated pDCs was quantified with the multiplex bead-based immunoassay LEGENDplex (BioLegend). (F) TRIM8 expression was verified by
RT-gPCR. To quantify the amount of pIRF7 by flow cytometry, cells were fixed, permeabilized, and labeled with mouse Alexa Fluor 488 anti-IRF7 (pS477/pS479)
antibody. (G) Representative flow cytometry histogram of pIRF7 expression in nonactivated control (dotted line), IAV-stimulated control (gray), or TRIM8 knockdown
pDCs (green). (H) pDCs were transfected with nontargeting siRNA (siCTR) or with a TRIM8-specific (siTRIM8) siRNA and activated for 16 hours with R848 (5 ug/ml).
Activated pDCs were then cocultured with autologous PBMCs at a ratio of 1:10. After 24 hours of coculture, PBMCs were mock-infected (/) or infected with 2.5 x 10* PFU/
well of the IAV nanoluciferase-expressing reporter virus for 24 hours before nanoluciferase activity was measured on an Infinite F200 Pro (Tecan) plate reader. As controls,
PBMCs were cultivated without pDCs and were either left untreated (/) or treated with 1000 IU of IFN-0.2 before challenged with the same dose of IAV reporter virus. Data
represent the mean + SD of one experiment performed in triplicate, representative of two independent experiments performed on cells from two blood donors. (I and J) Human
pDCs were activated with HIV-1 MN or IAV, and TRIM8 expression was determined by RT-qPCR (I) and Western blot (J) 6 or 24 hours after stimulation, respectively.

primary human pDCs. We observed that TRIMS8 is predominantly
expressed in the nucleus in both resting and IAV-stimulated pDCs,
suggesting that viral activation does not induce its relocalization
(Fig. 3, A and B). Because the signaling cascade leading to the activa-
tion of IRF7 takes place exclusively in the cytoplasm, the nuclear lo-
calization of TRIMS suggested that it might be involved in nuclear
steps following the nuclear translocation of phosphorylated IRF7
(pIRF7) dimers and before the nuclear export of type I IFN transcripts
(18). Stimulation of pDCs with IAV led to IRF7 phosphorylation

Maarifi et al., Sci. Adv. 2019;5:eaax3511 20 November 2019

(Fig. 3C) and translocation into the nucleus (Fig. 3A), where it was
found to colocalize with TRIM8 with a Mander’s coefficient of 0.7 +
0.2 (Fig. 3D). Furthermore, while the amount of IFN-a and IFN-
secreted by IAV-activated pDCs was markedly inhibited (Fig. 3, E
and F), TRIM8 knockdown also led to a profound decrease of the
amount of pIRF7 (Fig. 3G), further suggesting that TRIM8 might
stabilize pIRF7 in the nucleus. In the organism, pDCs can protect
surrounding cells from viral infections through the secretion of type
I TENs. Because TRIM8 knockdown causes a marked decrease of IFN
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was evaluated by Western blot. (D) Whole-cell lysates obtained from HEK293T cells expressing Flag-pmIRF7 and transfected with increasing amounts of V5-TRIM8 for
48 hours were subjected to Western blot analysis using anti-Flag or anti-V5 antibodies. (E) Flag-pmIRF7-expressing HEK293T cells were transfected with V5-TRIM8.
After IP using anti-Flag antibodies, TRIM8 was detected using anti-V5 antibodies. (F) HEK293T cells expressing Flag-pmIRF7 were transfected with either a non-
targeting siRNA (CTR) or an siRNA targeting TRIM8 for 48 hours. Six hours before cell extraction, cells were treated with MG132 to block proteasomal degradation.
Expression of Flag-pmIRF7 and TRIM8 was assessed by Western blot using anti-Flag and anti-TRIM8 antibodies, respectively. (G) Lysates from HEK293T cells co-
transfected with Flag-pmIRF7, V5-TRIM8, and empty vector (EV), HA-Ub (wt), HA-Ub (K48), or HA-Ub (K63) plasmids were subjected to IP with anti-Flag antibody
followed by Western blot analysis with anti-Flag, anti-V5, or anti-HA antibodies. (H) HEK293T were cotransfected with Flag-pmIRF7 and HA-Ub (K63) or HA-Ub (K48)
plasmids and with nontargeting control (CTR) or TRIM8-specific siRNA. After 48 hours, whole-cell lysates were subjected to IP with anti-Flag antibody followed by
Western blot analysis with anti-Flag, anti-TRIM8, and anti-HA antibodies. (I) Flag-pmIRF7-expressing HEK293T cells were transfected with V5-TRIM8 wt, V5-TRIM8
mutant C155/C185/C355/C38S (V5-TRIM8 C4S), or empty vector. After 48 hours, cell extracts were subjected to Western blot analysis using anti-Flag or anti-V5
antibodies. All panels show typical results representative of at least two independent experiments.

production by activated pDCs, it is also likely to inhibit their antiviral
functions. To formally demonstrate this, we showed that pDCs trans-
fected with a nontargeting siRNA and activated with the TLR7 agonist
R848 can protect autologous PBMCs from IAV infection, whereas
TRIM8-silenced pDCs cannot (Fig. 3H).

While TRIMS8 appears essential for IFN response in pDCs, we al-
so found that its expression was down-regulated following viral ac-
tivation (Fig. 1E). We further confirmed this observation by showing
that TRIMS expression is diminished upon activation of pDCs with

Maarifi et al., Sci. Adv. 2019;5:eaax3511 20 November 2019

either HIV or IAV both at the mRNA (6 hours after stimulation;
Fig. 3I) and at the protein level (24 hours after stimulation; Fig. 3]),
thus suggesting that TRIMS8 expression is regulated by a negative
feedback loop.

TRIMS stabilizes pIRF7 through an E3 ubiquitin
ligase-independent mechanism

To obtain mechanistic insight into the regulatory role of TRIMS, we
took advantage of a simpler and more versatile cell model, human
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embryonic kidney (HEK) 293T cells, in which TRIMS8 was also iden-
tified as an enhancer of innate immune signaling (11). Although
IRF7 is not constitutively expressed in HEK293T cells, its expression
can be induced to pDC levels by pretreatment with IFN-a (19) or by
transfection of an expression plasmid. Because HIV-1 and IAV either
do not trigger a sufficiently robust IFN response or induce cytotoxicity
in this cell type, activation of innate immune pathways was achieved
by infection with a defective-interfering Sendai virus (SeV) (Fig. 4A)
(20). In this model, TRIMS silencing strongly reduced the amount of
pIRF7 following SeV infection (Fig. 4A), confirming the phenotype
observed in pDCs upon HIV-1 and IAV treatment. Furthermore, be-
cause SeV specifically activates RIG-I (20), these results indicate that
the effect of TRIMS8 on pIRF?7 is independent of the upstream pathway
that leads to its activation. Next, we evaluated the effect of TRIM8
expression on a phosphomimetic IRF7 mutant (Flag-pIRF7
S477D/S479D), which is constitutively active and can thus stimulate
IFN expression in the absence of viral infection (21). TRIMS silencing
also led to a lower expression of phosphomimetic IRF7 (Fig. 4B),
confirming that TRIMS is likely to act directly on the activated form
of IRF7 that translocates to the nucleus upon PAMP detection. Con-
versely and as expected, TRIMS8 overexpression increased the propor-
tion of phosphorylated form of endogenous IRF7 upon SeV infection
(Fig. 4C) as well as the amount of phosphomimetic IRF7 (Fig. 4D). In

contrast, TRIMS8 overexpression did not increase the amount of pIRF3,
thus pointing out the specificity of TRIMS for pIRF7 (Fig. 4C).

Having confirmed that TRIMS increases the amount of pIRF7 in
both pDCs and HEK293T cells, we addressed how this is achieved.
First, we showed that TRIMS8 and pIRF7 can be efficiently coimmu-
noprecipitated (Fig. 4E), indicating that the nuclear colocalization of
TRIMS and pIRF7 (Fig. 3B) corresponds to a physical interaction
between the two proteins. Next, we demonstrated that the decrease
in pIRF7 expression following TRIM8 knockdown could be reversed
by a proteasome inhibitor, indicating that TRIMS stabilizes pIRF7 by
preventing its degradation (Fig. 4F).

Because most regulators of innate immune signaling pathways of
the TRIM protein family act through the E3 ubiquitin ligase activity
of their RING domain (10), we addressed whether the stability of
pIRF7 might be regulated by ubiquitination. We therefore tested
the propensity of pIRF7 to be ubiquitinated by K48-linked polyubi-
quitination, which typically targets proteins for proteasomal degra-
dation, or by K63-linked polyubiquitination, which tends to promote
stability and activity (22, 23). HEK293T cells overexpressing exoge-
nous pIRF7 were transfected with ubiquitin mutants K48 and K63,
which contain arginine substitutions of all lysine residues except at
positions 48 and 63, respectively (Fig. 4G). The appearance of ubiquitin
chains was assessed specifically on immunoprecipitated pIRF7.
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Fig. 5. pIRF7 is a Pin1 substrate. (A) HEK293T cells were transfected with HA-Pin1 together with or without Flag-tagged phosphomimetic IRF7 (Flag-pmIRF7).
Following IP with anti-HA antibodies, pmIRF7 was revealed using an anti-Flag antibody. (B) HEK293T cells were transfected with Flag-pmIRF7 and with nontargeting
(CTR) or Pin1-specific siRNA, as indicated. Pin1 and pIRF7 expression was assessed by Western blot using anti-Pin1 or anti-Flag antibodies, respectively. To follow the
phosphorylation of endogenous IRF3 as an internal control, cells were also infected with SeV for 6 hours before preparing the extracts, and the expression of IRF3 and
pIRF3 was assessed by Western blot. (B) and (C) show typical results representative of at least two independent experiments. (C) Pin1 expression was silenced in
HEK293T cells using siRNA, while endogenous IRF7 expression was induced by 1000 IU of IFN-a2. Cells were then infected with SeV for 6 hours, and the amount
of pIRF7 was evaluated by flow cytometry. Graph shows the mean of three independent experiments + SD. Statistical significance (P value) was determined by Stu-
dent’s t test. *P < 0.05. (D) HEK293T cells were transfected with a nontargeting (CTR) or a Pin1-targeting siRNA. IRF7 expression was induced by a 16-hour treatment with
1000 IU of IFN-02, and activation of IRF7 was triggered by SeV infection. The expression levels of pIRF7, IRF7, and Pin1 were assessed by Western blot at different time
points after infection, as indicated. (E) Human pDCs from two different donors were transfected with nontargeting siRNA (CTR) or with a Pin1-specific siRNA. Twenty-
four hours after transfection, cells were stimulated with HIV-1 for 16 hours, and IFN-0.2 and IFN-B mRNA was quantified by RT-qPCR. The results shown are mean + SD.
Statistical significance (P value) was determined by Student’s t test. ***P < 0.001. Data are representative of three independent experiments.
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Fig. 6. TRIM8 interferes with the recognition of pIRF7 by Pin1. (A) HEK293T cells expressing Flag-tagged phosphomimetic IRF7 (Flag-pmIRF7) were transfected with
increasing quantity of the V5-TRIM8 plasmid. Following IP with anti-Flag antibodies, the presence of Pin1, V5-TRIM8, and Flag-pmIRF7 was assessed by Western blot.
(B) Flag-pmIRF7-expressing HEK293T cells were transfected with a nontargeting (CTR) or a TRIM8-specific siRNA. Flag-pmIRF7 was pulled down using anti-Flag
antibodies, and Pin1 was detected by Western blot. (C) Flag-pmIRF7-expressing HEK293T cells were transfected with empty vector, Myc-tagged full-length TRIM8
(wt), or TRIM8 deleted from one domain [RING (R), B box (B), coiled coil (CC), or C-terminal domain (Ct)] in the presence of MG132 to prevent pmIRF7 degradation.
Following pull-down with anti-Myc antibodies, the presence of pmIRF7 was revealed by Western blot using anti-Flag antibodies. (D) HEK293T cells expressing Flag-pmIRF7
were transfected with wt or ARING (R) Myc-tagged TRIM8. TRIM8 and pmIRF7 expression was assessed by Western blot using anti-Myc or anti-Flag antibodies, respectively.
(E) Primary human monocyte-derived dendritic cells (MoDCs) were treated for 16 hours with 1000 IU of IFN-02 to induce endogenous IRF7 expression and infected or not
with SeV for 3 hours to induce its phosphorylation. Following IP with anti-Pin1 or anti-IRF7 antibodies, the presence of pIRF7, IRF7, Pin1, and TRIM8 was assessed by
Western blot, as indicated. (F) Primary MoDCs were transfected with a nontargeting (CTR) or a TRIM8-specific siRNA, treated for 16 hours with 1000 IU of IFN-02, and
infected or not with SeV for 3 hours. Forty-eight hours after transfection, expression levels of TRIM8, pIRF7, IRF7, and Pin1 were assessed by Western blot. Following IP with
anti-Pin1 antibodies, the presence of Pin1, pIRF7, and TRIM8 was assessed by Western blot.

Results suggested that pIRF7 can undergo both K48 and K63 poly- The E3 ubiquitin ligase activity of TRIM proteins is conferred by
ubiquitination, leading to its degradation and stabilization, respectively.  their RING domain. Therefore, to further demonstrate that the pre-
Overexpressing TRIMS led to a markedly increased amount of pIRF7  sumed E3 ubiquitin ligase activity of TRIMS is not implicated in the
in all conditions (Fig. 4G, Input), as anticipated, and as a consequence,  stabilization of pIRF7, we tested a mutant of TRIMS8 in which four of
the amount of K48- and K63-linked ubiquitin upon pIRF7 immuno-  seven cysteine residues that constitute the RING finger domain have
precipitation (IP) was higher (Fig. 4G, IP: Flag). This suggested that been mutated (TRIM8 C4S mutant). As anticipated from the above
TRIMS stabilizes pIRF7 independently of its ubiquitination status.  ubiquitination experiments, the TRIM8 C4S mutant was still able to
Likewise, TRIM8 knockdown triggered pIRF7 degradation in K63-  stabilize pIRF7, thus indicating that TRIMS acts through an E3 ubiquitin
Ub-overexpressing cells (Fig. 4H, Input), and this led to an apparent  ligase-independent mechanism (Fig. 41).

decreased level of K63-linked ubiquitination of pIRF7 (Fig. 4H, IP:

Flag). In cells expressing K48-Ub, which favors pIRF7 degradation, TRIM8 prevents Pin1-induced degradation of pIRF7

the lower expression of pIRF7 was not further reduced upon TRIM8  Although it is unusual to identify a TRIM protein that regulates in-
knockdown, and no obvious difference in ubiquitination level was ob-  nate immune signaling independently of its E3 ubiquitin ligase ac-
served. Together, these results suggested that pIRF7 polyubiquitination  tivity, alternative mechanisms have been reported for TRIM21 (24)
is unlikely to be mediated by TRIMS. and TRIM19 (25), which enhance type I IFN expression by preventing
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the recognition of pIRF3 by Pinl (26). Pinl is a peptidyl-prolyl cis/
trans isomerase that specifically recognizes phosphorylated Ser/Thr-
Pro motifs and catalyzes the isomerization of the peptide bond, thus
affecting the fate of phosphoproteins and, in consequence, the ampli-
tude and duration of biological responses (27).

Because IRF7 has not been described as a Pinl substrate, we fo-
cused on determining whether Pinl can bind to pIRF7 in cells and
how this interaction affects pIRF7 function. First, we found that pIRF7
coimmunoprecipitated with Pinl when both proteins were overex-
pressed in HEK293T cells, suggesting that pIRF7 could be a Pinl
substrate (Fig. 5A). This was further confirmed by functional experi-
ments, because the knockdown of Pin1 led to a marked accumula-
tion of pIRF7 in cells transfected with the phosphomimetic mutant
(Fig. 5B) and increased the amount of endogenously IFN-induced
pIRF7 following SeV infection (Fig. 5, C and D). Last, we showed
that Pinl silencing also potentiated the expression of IFN-o and
IFN-B transcripts in HIV-stimulated primary pDCs (Fig. 5E). To-
gether, these results suggested that Pinl can promote a shutdown of
IEN expression by inducing pIRF7 degradation, as previously de-
scribed for pIRF3 (26).

Having established that pIRF7 is a Pinl substrate, we tested whether
TRIMS might stabilize pIRF7 by preventing its Pin1-induced degrada-
tion. Because we showed that both TRIMS (Fig. 4E) and Pin1 (Fig. 5A)
can bind to pIRF7, we first asked whether these can attach simulta-
neously or rather compete with each other for binding to pIRF7. We
performed competition experiments between TRIMS8 and Pin1 to bind
pIRF7 by transfecting increasing amounts of TRIM8 in Pinl- and
pIRF7-expressing HEK293T cells. Increasing TRIMS8 predictably in-
tensified the pIRF7 band but diminished the amount of Pinl that was
coimmunoprecipitated with pIRF7 (Fig. 6A), while silencing of TRIM8
allowed a better interaction between Pinl and pIRF7 (Fig. 6B), which
combined indicated that TRIMS interferes with the ability of Pinl to
associate with pIRF7.

To determine which domain of TRIM8 was implicated, we tested
a series of TRIMS8 deletion mutants for the ability to pull down pIRF7.
All mutants maintained the capacity to bind pIRF7 and Pin1 with the
notable exception of the TRIM8 ARING mutant, indicating that the
RING domain was implicated in its interaction with pIRF7 (Fig. 6C).
Accordingly, the ARING mutant lost the ability to stabilize pIRF7 in
cotransfection experiments, confirming that the propensity of TRIMS8
to bind pIRF7 is responsible for its ability to stabilize it (Fig. 6D).

Last, to confirm the mechanism of action of TRIM8 in more
physiologically relevant cells, we investigated the fate of pIRF7 in
primary monocyte-derived DCs (MoDCs) upon SeV infection. We
show that, whereas Pinl and TRIMS interact in inactivated cells, this
interaction is lost upon viral-induced phosphorylation of IRF7 in
favor of a pIRF7-TRIMS interaction (Fig. 6E). Furthermore, as already
shown in HEK293T cells, we confirm in MoDCs that TRIMS8 knock-
down diminished the amount of pIRF7 but favored its interaction with
Pinl (Fig. 6F). These observations performed on endogenous proteins
in primary cells further confirm that TRIMS protects pIRF7 from Pin1
recognition and subsequent degradation.

TRIM8 knockdown diminishes the IFN response in a
zebrafish model of chikungunya virus infection

To confirm the role of TRIMS in an in vivo context, we turned to
zebrafish using the chikungunya virus (CHIKV) infection model, which
has been shown to induce a strong type I IFN response (28). In the
absence of a functional adaptive immune system during the first week

Maarifi et al., Sci. Adv. 2019;5:eaax3511 20 November 2019

of embryonic development, the immune protection of zebrafish larva
exclusively relies on innate immunity, which makes them a model of
choice to study antiviral innate immunity. Furthermore, zebrafish
have orthologs of both IRF7 and Pin1 (29, 30). To facilitate the quan-
tification of IFN responses in this model host, we generated a new
transgenic reporter zebrafish line, with a membrane-targeted mCherry
under the control of the zebrafish MXA promoter.

The zebrafish genome contains two TRIM8 co-orthologs named
trim8a and trim8b (31). To assess them functionally, we designed
antisense morpholinos (MOs) targeting essential splice sites. Injection
of either of these MOs to one-cell stage had no visible impact on larval
development, yet efficient knockdown was achieved for both genes
(fig. S2).

We injected Tg(MXA:mCherry) reporter larvae with either trim8-
specific MOs and infected them with CHIKV-GFP (green fluores-
cent protein) at 3 dpf (days postfertilization). Imaging larvae after
48 hours revealed the expected strong induction of the MXA reporter,
particularly in the liver and gut, consistent with previous ISG expres-
sion patterns (Fig. 7A) (28). While trim8a-depleted larvae showed a
response of the same magnitude as controls, the reporter induction
was reduced by half in trim8b-depleted larvae (Fig. 7, A and B). Be-
cause the IFN response is required for zebrafish larvae to resist CHIKV
infection (32), we measured disease scores at 72 hours after infection.
We observed that trim8b morphants, but not trim8a morphants, were
significantly sicker than controls (Fig. 7C).

Viral burden, as measured by qPCR or GFP fluorescence, tended
to be higher in trim8b morphants, but this did not reach statistical
significance. We reasoned that this could be due to a compensatory
effect, as zebrafish larvae express two type I IFN genes in response to
CHIKYV, ifnphil and ifnphi3 (28). We found that trim8b knockdown
preferentially affected ifnphil mRNA levels compared to ifnphi3
(Fig. 7D), thus suggesting that ifnphi3-null zebrafish mutants would
provide a more appropriate background to test the impact of trim8b
knockdown on viral infection. We therefore injected control or trim8b
MOs in homozygous ifnphi3-null zebrafish mutant and infected
them with CHIKV-GFP. While ifnphi3 ™~ fish injected with a control
MO still resisted the infection, the trim8b-depleted ones had a signif-
icantly higher disease score (Fig. 7E), reminiscent of IFNR-deficient
larvae (32), and a significantly higher viral burden, as measured by
GFP fluorescence (Fig. 7, F and G) or RT-qPCR (Fig. 7H). These
results indicate that in vivo, in the developing zebrafish, TRIM8B pos-
itively regulates type I IFN responses and contributes to resistance to
viral infection.

DISCUSSION

Over the past decade, an abundant literature described the involve-
ment of various TRIM proteins as positive or negative regulators of
innate signaling pathways, leading to the expression of IFNs and in-
flammatory cytokines (9, 10, 12). Very few studies, however, evaluated
their implication in relevant human primary innate immune cells (11).

To evaluate whether some TRIM proteins are key regulators of the
IFN response in vivo, we decided to investigate the consequences of
their knockdown on the most relevant cell type, namely, pDCs, which
are professional type I IFN producer cells.

We conducted a systematic transcriptional profiling of 75 TRIM
genes in human primary pDCs in steady-state conditions and upon
viral activation, and performed an siRNA screen on relevant can-
didates. The expression profiles that we obtained revealed that only
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Fig. 7. trim8b positively regulates type I IFN responses in zebrafish. (A) MXA reporter zebrafish embryos were injected at the one-cell stage with control, trim8a-
targeting, or trim8b-targeting morpholinos (MOs) and, at 3 dpf, inoculated or not with CHIKV. After 48 hours, larvae were imaged with a fluorescence microscope. Images
are of the lateral view, dorsal to top, anterior to left, and merge of transmitted light image (gray) with red fluorescence (magenta). The red signal in the lens is due to the
secondary cryaa:DsRed reporter to identify transgene carriers. Scale bar, 1 mm. (B) Corresponding quantification of MXA reporter signal. Mean red fluorescence in-
tensity (MFI) was measured posterior to the eyes; average background fluorescence from control larvae was subtracted before plotting the data. (C) Disease score
assessed 3 days after CHIKV inoculation. (D) RT-gPCR measurement of type | IFN gene expression in MO-injected, CHIKV-infected wt larvae 40 hours after infection,
displayed as fold induction over uninfected control larvae. (E to H) Outcome of CHIKV-GFP infection in MO-injected ifnphi3i"7/i”7 larvae: (E) disease score 3 days after
infection; (F) infection level 3 days after infection, quantified by GFP fluorescence, with two representative images shown in (G) as a merge of transmitted light and
green fluorescence; (H) RT-gPCR assessment of CHIKV-ET transcripts 40 hours after infection. Means + SD are provided over individual data points. A.U., arbitrary units. (B
and C) ANOVA with Sidak’s multiple comparisons test was performed. (D to F and J) Unpaired t tests were performed. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

a small fraction of TRIM genes are expressed in resting pDCs. Simi-
larly, although a large proportion of TRIM genes were reported to be
induced by IFNs in immune cells (33, 34), here we found that only a
limited number of them were actually turned on by RNA viruses in
primary pDCs. Hence, the profiling of TRIM expression patterns in
pDCs allowed us to better appreciate which family members might
be implicated in the IFN response in vivo. In particular, we identified
five TRIM proteins that potently regulated IFN response in pDCs by
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either suppressing signaling downstream of TLR7 (TRIM20, 22, 28,
and 36) or promoting IFN production (TRIMS).

Some hits that were obtained here corroborate previous results
obtained in cell lines. For instance, TRIM28 was previously found to
inhibit IRF7 by promoting its SUMOylation in HEK293T cells (35).
However, neither TRIM38, which was found to promote TRAF6
degradation in murine macrophages (16), nor TRIM21, which was
involved in the inhibition of IRF7-driven IFN-o induction in HEK293T
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(15), was identified as negative regulators of IFN expression in our
pDC screen. Conversely, none of the four TRIM proteins that we iden-
tified as potent negative regulators in pDCs (TRIM20, 22, 28, and 36)
were found to regulate innate immune response when overexpressed
in HEK293T cells (11). The different cell types or stimulations that
were used might explain the discordant phenotypes, and experiments
in human pDCs may more closely reflect the IFN response in vivo.

TRIMS8 was the only TRIM protein that we found to act as a pos-
itive regulator of innate immune signaling in human pDCs. IFN re-
sponse in TRIM8-silenced cells was reduced at comparable levels to
IRF7 knockdown cells, thus suggesting that TRIMS is not only a pos-
itive regulator but also an essential cofactor of IRF7. Thus, our results
identified TRIMS as the first TRIM protein whose expression is crucial
for pDCs to mount an efficient antiviral innate response. Despite the
recent profusion of research on TRIM proteins, the only other exam-
ple of a TRIM family member playing an essential role on an innate
immune pathway is TRIM25, a key regulator of RIG-I signaling (36).

TRIMS, also known as GERP, for glioblastoma-expressed RING
finger protein (37), is a highly conserved protein implicated in many
biological processes, including carcinogenesis and inflammation
(38-41). In particular, TRIM8 was found to regulate various signaling
pathways through direct interaction with key effectors including
SOCS-1 (42), PIAS3 (43), or TAK1 (41). TRIMS8 knockout mice were
recently shown to exhibit exacerbated innate immune and inflamma-
tory responses following TLR3 or TLR4 activation, thus suggesting
that TRIMS could also play a negative role on TLR3/4 downstream
signaling pathways (44).

Using a zebrafish model of CHIKV infection, we showed here that
the human TRIMS ortholog TRIMSB is also an important mediator of
IFN response in a teleost fish. Our in vivo loss-of-function approach
corroborates previous findings based on in vitro overexpression assays
in another fish species (45). This role of TRIMS is thus evolutionary
ancient, highlighting its significance. Although IRF7 has a unique
ortholog in fish, the existence of pDCs in adult fish is still uncertain
(29). They are known to be absent in larvae, where their key IFN-
expressing role is taken up by neutrophils (32). ifuphil-expressing
zebrafish larval neutrophils express irf7 at a high level, whereas
ifnphi3 is preferentially induced in nonhematopoietic cells (32). The
fact that the impact of trim8b knockdown is stronger on ifuphil than
on ifnphi3 induction is consistent with an irf7-dependent function of
TRIMSB, although further work will be required to formally deter-
mine whether TRIMS expression and activity is restricted to specific
IFN-expressing cell types in fish.

In primary human pDCs, we showed that TRIM8 knockdown
inhibits virus-induced type I IFN gene expression by reducing the
amount of the activated form of IRF7, pIRF7. Because TRIMS is al-
most exclusively nuclear, we therefore hypothesized that it may act
directly on pIRF7 in the nucleus. We confirmed that TRIM8 colocalizes
with pIRF7 in the nucleus of activated pDCs, and further showed that
TRIMS8 binds to pIRF7 and protects it from proteasomal degradation in
HEK293T cells. Surprisingly, although most of the TRIM proteins act
through their capacity to promote K48- or K63-linked polyubiquitina-
tion of proteins (46), we determined that pIRF?7 stabilization by TRIM8
was independent of its putative E3 ubiquitin ligase activity. Our results
show that TRIMS rather protects pIRF7 from degradation by preventing
its recognition by Pinl.

Pinl specifically recognizes phosphorylated Ser/Thr-Pro motifs and
catalyzes the isomerization of the peptide bond, thus affecting the
function and/or the stability of target proteins (27). Pinl was identified

Maarifi et al., Sci. Adv. 2019;5:eaax3511 20 November 2019

as a “molecular switch” that modulates the fate of phosphoproteins and
therefore the amplitude and duration of a biological response (27). Al-
though many cellular substrates have been reported for Pinl, particu-
larly oncogenes and tumor suppressor proteins involved in cell cycle
regulation, this is a demonstration that pIRF7 is also a Pinl substrate.

Some interesting parallels with pIRF3 may be derived from our
understanding of pIRF7 regulation and are consistent with the high
structural homology shared by the two IRF proteins. Our results showed
that Pin1 regulates the stability of pIRF7 by promoting its degrada-
tion by the proteasome. Similarly, Pin1 also targets pIRF3 (26) and is
thought to bring about changes in its conformation that induce its
ubiquitination and subsequent degradation by the proteasome (26).
Furthermore, our data revealed that the negative regulation of pIRF7
by Pinl is kept in check by TRIMS, which competes with Pinl for
binding to pIRF7, hence promoting the stability and activity of pIRF7,
as shown in HEK293T as well as in primary MoDCs. Likewise,
TRIM19 (promyelocytic leukemia protein, or PML) and TRIM21 were
both shown to prevent pIRF3 recognition by Pinl, thus preventing its
degradation (24, 25). TRIM19 sequesters Pinl within PML nuclear
bodies (25), whereas the mode of action of TRIM21 may involve
preventing the interaction between Pinl and pIRF3 (24) or promoting
the K48 polyubiquitination of pIRF3 (47, 48). Although Pin1 can bind
both pIRF3 and pIRF7, the effect of TRIMS is IRF7 specific and does
not promote the stabilization of pIRF3.

As the master regulator of type I IFN response, IRF7 expression
and activation are tightly regulated by diverse mechanisms acting
on multiple steps of the signaling cascade (18). First, IRF7 is not
constitutively expressed in most cell types but only induced upon viral
infections. Second, unlike its closest relative IRF3, IRF7 has a very
short half-life (49). The only cells that constitutively express high levels
of IRF7 are pDCs, but they are very rare and also have a short half-life
(50). Last, IRF7 is subjected to multiple layers of regulation, including
transcriptional, translational, and posttranslational (18). In particular,
phosphorylation, ubiquitination, SUMOylation, and acetylation of
IRF7 have been described as possible controls of its activity and sta-
bility (18). However, no mechanism had been identified to regulate the
stability of the active form of IRF7, pIRF7, to either promote or shut
down its activity. Our work identified Pin1 as a terminator of pIRF7-
driven type I IFN production and TRIMS as a Pinl competitor that
protects pIRF7 from Pinl-induced degradation, thus introducing a
new mode of regulation to IRF7-dependent IFN production. While
TRIMS8 emerged as a necessary mediator of virus-induced IFN re-
sponse in pDCs, our results show that its expression is eventually
down-regulated following viral activation, thus suggesting that TRIM8
is regulated by a negative feedback loop. The complexity of the molec-
ular mechanisms developed by cells to regulate IFN expression high-
lights the fact that a tight control of IFN production is crucial for the
organism (6). Given the key role of IRF7 in IFN response and the
unique potency of pDCs to secrete large amounts of IFNs in response
to viral infections, it is not surprising to find particularly effective and
complex regulation mechanisms in these cells.

MATERIALS AND METHODS

Plasmids

pRKS5 plasmids encoding hemagglutinin (HA)-tagged ubiquitin
wild-type (wt), K48, and K63 were provided by T. Dawson (Addgene
plasmids #17605, #17606, and #17608) (51). Flag-tagged IRF7 wt
was purchased from GenScript, and the phosphomimetic Flag-IRF7
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(S477D/S479D) was from John Hiscott Pasteur Laboratories (Istituto
Pasteur Fondazione Cenci Bolognetti, Rome, Italy) (21). HA-Pinl-
expressing plasmid was provided by H.-Y. Kao (Research Institute
of University Hospitals of Cleveland, Cleveland, OH). Human full-
length TRIMS8 complementary DNA (cDNA) was isolated from human
cDNA library using standard PCR techniques and was subsequently
cloned into pcDNA3.1D/V5-His-TOPO plasmid (Invitrogen). The
TRIM8 RING mutant C155-C18S-C35S-C38S was generated by site-
directed mutagenesis using the GeneArt Site-Directed Mutagenesis
System (Thermo Fisher Scientific). Myc-GFP-tagged TRIMS deletion
mutants were provided by G. Meroni (Department of Life Sciences,
University of Trieste, Trieste, Italy).

Viruses

Inactivated AT-2 HIV-1 MN was provided by J. D. Lifson (SAIC-NCI,
Frederick, MD) (52) and was used at p24 CA equivalent (60 ng/ml) to
activate 5 x 10* human pDCs. Infectious human influenza A/Victoria/
3/75 (H3N2) virus was used at 1 plaque-forming unit (PFU)/cell to
activate pDCs. For IAV infection of human PBMC:s (Fig. 3G), we used
the IAV Victoria-NanoLuc reporter virus, which has been previously
described (53). Briefly, the porcine teschovirus P2A sequence and the
NanoLuc luciferase gene were introduced in the A/Victoria/3/75 poly-
merase acidic protein gene. IAV challenges of PBMCs were performed
using 2.5 x 10* PFU/well of virus (corresponding to a multiplicity
of infection of 0.28). Defective-interfering H4 SeV was provided by
D. Garcin (Department of Microbiology and Molecular Medicine,
University of Geneva, Geneva, Switzerland) and used at 50 hemag-
glutination units (HAU)/ml (20).

Antibodies

Primary antibodies used in Western blot and IP experiments were rat
anti-HA clone 3F10 (Sigma-Aldrich), mouse anti-Flag clone M2
(Sigma-Aldrich), mouse anti-V5 Tag (Thermo Fisher Scientific),
mouse anti-TRIM8 (Santa Cruz Biotechnology, sc-398878), mouse
anti-IRF7 clone G-8 (Santa Cruz Biotechnology, sc-74472), rabbit anti-
pIRE7 (Ser*””) clone D7EIW (no. 12390, Cell Signaling), rabbit anti-
ubiquitin (linkage-specific K63) clone EPR8590-448 (Abcam), rabbit
anti-Pinl (no. 3722, Cell Signaling), and mouse anti-B-actin (Sigma-
Aldrich). Secondary antibodies used were anti-mouse, anti-rat, and
anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP)-conjugated (GE Healthcare
Life Sciences).

For immunofluorescence and flow cytometry, we used Alexa Fluor
488 mouse anti-IRF7 (pS477/pS479) clone K47-671 (BD Biosciences),
mouse anti-IFN-o phycoerythrin (PE) clone LT27:295 (Miltenyi Biotec),
mouse allophycocyanin (APC) anti-BDCA-4 clone REA380 (Miltenyi
Biotec), mouse fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-CD123 clone
AC145 (Miltenyi Biotec), and rabbit anti-TRIM8 (Thermo Fisher Sci-
entific) antibodies. Secondary antibody (for TRIMS labeling) was
Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit (Thermo Fisher Scientific).

Immunoprecipitations

Cells were lysed in IP lysis buffer containing 50 mM tris-HCl (pH 7.4),
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, EDTA-free protease
inhibitor cocktail (Roche), and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride.
Cell lysates were incubated overnight at 4°C with anti-Flag M2, anti-
HA, or anti-c-Myc agarose affinity gel antibody (Sigma-Aldrich) or
anti-IRF7 or anti-Pinl antibodies and protein G Sepharose beads
(Thermo Fisher Scientific). Beads were washed three times and eluted
with 2x SDS loading buffer. For immunoblotting, proteins were re-

Maarifi et al., Sci. Adv. 2019;5:eaax3511 20 November 2019

solved by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred
onto a nitrocellulose membrane.

Blood samples, isolation, and culture of human primary cells
Blood from healthy HIV-1-seronegative blood donors was obtained
from “Etablissement Frangais du sang” (EFS Pyrénées-Méditerranée,
convention #21PLER2016-0083, and EFS Cabanel, convention #07/
CABANEL/106). PBMCs were isolated by density centrifugation
with Lymphoprep medium (STEMCELL Technologies). pDCs were
purified by negative selection using the Human Plasmacytoid DC
Enrichment Kit (STEMCELL Technologies). Cells were cultured in
RPMI 1640 (Gibco) containing 10% fetal bovine serum (Gibco). After
purification, purity of pDCs was higher than 90%.

For experiments on MoDCs, monocytes were isolated from PBMCs
using CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec). Usual purity was >95%
CD14". Human MoDCs were generated by incubating purified mono-
cytes in Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) supple-
mented with 10% fetal calf serum (FCS), 2 mM L-glutamine, penicillin
(100 IU/ml), streptomycin (100 ug/ml), 10 mM Hepes, 1% non-
essential amino acids, 1 mM sodium pyruvate, and cytokines GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) (500 IU/ml) and
IL-4 (interleukin-4) (500 IU/ml) (both from Miltenyi Biotec). The ob-
tained immature MoDCs were harvested at days 5 and 6 and pheno-
typed by flow cytometry before experimental use.

RNA silencing

All siRNAs were purchased from Dharmacon as pools of four individ-
ual siRNAs (ON-TARGETplus SMARTpool). Transfections of pDCs
with siRNA were performed using DOTAP (Sigma-Aldrich), as pre-
viously described (17). Transfections of siRNA into HEK293T cells
were performed using HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen),
according to the manufacturer’s instructions. Transfection of MoDCs
with siRNA was performed using INTERFERin (Polyplus-transfection),
according to the manufacturer’s recommendations.

Quantification of secreted IFN

Total IFN secreted by pDCs was titrated on STING-37 reporter
cells, which correspond to HEK293 cells stably expressing an
IFN-stimulated response element (ISRE)-luciferase reporter gene
(54). A standard curve was established by applying known titers
of recombinant human IFN-02a (R&D Systems) onto STING-37 cells.
Luciferase induction in STING-37 cells was determined using the
Bright-Glo reagent (Promega), according to the manufacturer’s re-
commendations. Quantification of individual IFN subtypes (IFN-
02, IFN-B, IFN-y, IFN-A1, and IFN-A2/3) was performed using the
LEGENDplex Kit from BioLegend (human antivirus response panel),
according to the manufacturer’s recommendations.

Cell culture and transfections

HEK293T cells were obtained from the American Type Culture Col-
lection. HEK293T and STING-37 cells were cultured at 37°C and
5% CO, in Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 10% FCS, sup-
plemented with 1% penicillin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific).
Transient plasmid transfections were performed using FuGENE 6
(Promega), following the manufacturer’s instructions.

Immunofluorescence
Purified pDCs were washed in ice-cold 0.2% phosphate-buffered saline-
bovine serum albumin (PBS-BSA), plated on poly-p-lysine-coated
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slides, and fixed with 4% paraformaldehyde. Cells were permeabilized
with 90% ice-cold methanol for 5 min at —20°C and, after washing,
incubated with Alexa Fluor 488 mouse anti-IRF7 (pS477/pS479) and
rabbit anti-TRIMS8 antibody in saturation buffer PBS-BSA (0.5%) for
1 hour. Cells were then washed in saturation buffer and incubated with
secondary antibody anti-mouse-AF488 and anti-rabbit-AF546 for
30 min at 4°C. Last, slides were washed in PBS and mounted in
Fluoromount-G with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) medi-
um (Thermo Fisher Scientific). Images were acquired using a Zeiss
LSM 710 confocal microscope equipped with a PL APO 63x/1.4 oil
objective. All analyses were performed using the Image] software
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Mander’s coef-
ficients were calculated using the JACoP plug-in in Image].

RT-qPCR profiling

We designed custom RT? Profiler PCR arrays (Qiagen) to quantify
simultaneously the expression of 75 human TRIM genes, 33 control
genes (including IFNs, known ISGs, cytokines, and chemokines), and
6 housekeeping genes. The complete list of the 114 screened tran-
scripts is shown in Table 1.

Briefly, total RNA from pDCs isolated from three blood donors and
incubated or not for 16 hours with either HIV-1 or IAV was reverse-
transcribed using the RT? First Strand Kit (Qiagen). PCRs were per-
formed using the RT> Realtime SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen),
following the manufacturer’s instructions on a LightCycler 480 in-
strument (Roche Diagnostics). Relative expression of each target tran-
script was normalized to the geometric mean of the six housekeeping
genes (SDHA, PPIB, TBP, POLR2A, PPIA, and B2M) and following
the 274" method.

Other RT-qPCR analyses

Total RNA was extracted using an RNeasy Micro kit and submitted
to deoxyribonuclease (DNase) treatment (Qiagen), following the
manufacturer’s instructions. RNA concentration and purity were eval-
uated by spectrophotometry (NanoDrop 2000c, Thermo Fisher Scien-
tific). RNA (500 ng) was reverse-transcribed with both oligo dT and
random primers using the PrimeScript RT Reagent Kit (Perfect Real
Time, Takara) in a 10-ul reaction. Real-time PCRs were performed in
duplicate using Takyon Rox SYBR MasterMix dTTP Blue (Eurogentec)
on an Applied Biosystems QuantStudio 5 instrument. Transcripts
were quantified using the following program: 3 min at 95°C followed
by 35 cycles of 15 s at 95°C, 20 s at 60°C, and 20 s at 72°C. Values for
each transcript were normalized to expression levels of RPL13A (60S
ribosomal protein L13a) using the 2™**“* method. Primers used for
quantification of transcripts by real-time qPCR were indicated as
follows: RPL13A, 5'-AACAGCTCATGAGGCTACGG-3’ (forward)
and 5'-TGGGTCTTGAGGACCTCTGT-3’ (reverse); IFN-02, 5'-
CTTGACTTGCAGCTGAGCAC-3’ (forward) and 5'- GCTCACC-
CATTTCAACCAGT-3' (reverse); IFN-B, 5'-TGCTCTCCTGTTGTG-
CTTCTC-3’ (forward) and 5'-CAAGCCTCCCATTCAATTGCC-3’
(reverse); TRIMS, 5'-CTGCCGTGCAAACACAACTTC-3’ (forward)
and 5'-TCCACGATGTTGGTGAGCTTC-3’ (reverse); Pinl, 5'-GAGA-
AGATCACCCGGACCAA-3' (forward) and 5-AAAGTCCTCCTC-
TCCCGACT-3’ (reverse).

RT-qPCR in zebrafish: Each point in Fig. 7 (D and H) corresponds
to an individual larva. Expression levels of each transcript were nor-
malized to expression levels of Efla. The following primer sequences
were used, as previously described in (32): Efla, 5'-GCTGATCGTTG-
GAGTCAACA-3' (forward) and 5'-ACAGACTTGACCTCAGTGGT-
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3’ (reverse); Ifnphil (secreted isoform), 5'-TGAGAACTCAAATGT-
GGACCT-3’ (forward) and 5'-GTCCTCCACCTTTGACTTGT-3’
(reverse); Ifnphi3, 5'-GAGGATCAGGTTACTGGTGT-3’ (forward)
and 5-GTTCATGATGCATGTGCTGTA-3’ (reverse); CHIKV-E1
(degenerate to be indifferent to silent mutations), 5'-AARTGYGC-
NGTNCAVTCNATG-3’ (forward) and 5'-CCNCCNGTDATYTT-
YTGNACCCA-3' (reverse).

Flow cytometry

For surface staining of BDCA-4 and CD123, pDCs were washed
with PBS and incubated for 30 min at 4°C with a viability stain
(Zombie Aqua Fixable Viability Kit, BioLegend). Cells were washed
with magnetic-activated cell sorting (MACS) buffer (PBS, 2% fetal
bovine serum, and 2 mM EDTA) and incubated for 30 min at 4°C
with the appropriate antibodies or with the corresponding isotype
control antibodies (5 mg/ml each) in MACS buffer containing Fc re-
ceptor blockers (BD Biosciences, San Jose, CA).

For intracellular IFN staining, cells were treated with brefeldin A
(BFA) at 1 pg/ml for the last 12 hours. Cells were fixed using 2% para-
formaldehyde for 10 min at room temperature. After washing the cells
with MACS buffer containing 0.1% saponin (Sigma-Aldrich), cells were
stained for 1 hour at 4°C in MACS buffer containing 0.1% saponin.

For intranuclear pIRF7 staining, cells were fixed with Fix Buffer I
and permeabilized with Perm Buffer IIT (BD Biosciences), following
the manufacturer’s instructions. After washing the cells with MACS
buffer, cells were stained for 1 hour at 4°C.

Flow cytometry analyses were performed on a BD FACSCanto II
flow cytometer using flow cytometry (Diva software, BD Biosciences,
San Jose, CA). Flow]Jo software (Tree Star, Ashland, OR) was used to
analyze data.

Generation of transgenic MXA reporter zebrafish

The zebrafish MXA promoter used to drive the specific expression of
membrane-targeted mCherry in cells responding to type I IFN
signaling was amplified using the upstream primer zMXAP1 (5'-
CTAAGATCGAAGCCATCAAGCA-3') and the zZMXAEIN primer
matching the start codon of the MXA gene (5'-ATAAGCGGCC-
GCTCTCCATCCTTAATAATGTCCAA-3’). The 4.4-kb amplified
fragment was digested by Not I and ligated to the coding phase of
the farnesylated mCherry protein so that the MXA AUG is in phase
with the downstream mCherry-F open reading frame on a I-Sce I
meganuclease and Tol2-derived vector pTol2crystDsRedBNmCEF,
which includes an a-crystallin promoter-driven DsRed transgene to
facilitate identification of transgene carriers. The resulting plasmid
was injected, together with I-Sce I meganuclease (55), into embryos
at the one-cell stage. Three independent transgenic lines from distinct
founders were selected on the basis of red fluorescent protein (RFP)
expression in lenses. When injected with recombinant zebrafish type I
IFN (IFN¢1), all three lines responded in a dose-dependent manner
with a similar, gut-preponderant pattern of mCherry expression, al-
though one line displayed a distinctly mosaic expression even at the
F2 generation (not shown). We selected the line with the strongest
homogeneous reporter expression for further studies to obtain the
TG(cryaa:DsRed/MXA:mCherry-F)"™ transgenic line.

Generation of ifnphi3 mutant zebrafish

The first exon of the ifnphi3 gene was edited using CRISPR technology.
A guide RNA targeting the sequence TGGACCTTCACCGTGTGGC-
C(TGG) and recombinant CAS9 protein (both from TACGene, France)
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were coinjected in one-cell stage eggs of wt AB zebrafish. FO animals
were raised to adulthood and backcrossed to AB. One FO founder was
found to transmit a mutated allele of ifnphi3 in which the sequence
tcaga(ATG)GACCTTCACCGTGTGG, encompassing the predicted
start codon of ifnphi3 (in parenthesis), was replaced with ATT. This
results in the loss of the first 31 amino acids of the predicted protein,
including its leader peptide and the first cysteine involved in a disulfide
bridge key for the cytokine structure (56). One F1 fish bearing this
allele, designated ifnphi3*’, was backcrossed to AB, and heterozy-
gous F2 males and females were incrossed to generate homozygous
ifnphi3®*”""?” F3 fish. These developed normally and grew in viable
and fertile adults. F4 ifnphi3*”"?” mutants were used to produce the
eggs used in that study.

Production and infection of trim8 knockdown larvae

We followed previously described methods (57). Briefly, MXA reporter
adults were outcrossed with wt AB zebrafish and eggs were injected at
the one-cell stage with 1 nl of a 0.5 mM solution of MO (Gene Tools),
targeting a trim8a or trim8b splice site (fig. S2) or a control MO with no
known target. Eggs were then bleached and incubated in Volvic water at
24° or 28°C, according to the desired speed of development. One day
later, 0.003% 1-phenyl-2-thiourea (Sigma-Aldrich) was added to pre-
vent pigmentation; this was kept for all further steps. When the larvae
had reached the 3-dpf stage, they were dechorionated if needed, anes-
thetized with tricaine (Sigma-Aldrich, A-5040), and inoculated intra-
venously by targeting the large vessels caudal to the cloaca, with
~200 PFU of CHIKV-GFP, as described in (32). After a rinse, these
larvae were maintained at 28°C in individual wells of a 24-well plate
and inspected at least daily with a stereomicroscope. Quantitative
assessment of the clinical status, performed 3 days after inoculation,
was based on a precise list of criteria, as previously described (32).
Briefly, clinical signs were assessed blindly, yielding a disease score
ranging from 0 (no disease sign) to 15 (dead or terminally ill). The
signs evaluated included the following: ability to maintain equilibri-
um, response to touch, body shape, blood flow, cardiac rhythm, pres-
ence of edema, inflation of the swim bladder, and opacity of the yolk.

Quantitative fluorescence imaging of zebrafish

MXA reporter: 2 days after virus inoculation, anesthetized larvae were
positioned laterally, left flank toward the objective, and imaged with an
EVOS FL Auto microscope (Thermo Fisher Scientific) using a 2x plana-
chromatic objective (numerical aperture, 0.06), allowing capture of the
entire larva in a field. Transmitted light and fluorescence (Texas red cube)
images were taken. They were further processed (superposition of chan-
nels, rotation, crop, and fluorescence intensity measure) using Fiji. A rect-
angular region of interest (ROI) encompassing all body regions posterior
to the eyes was defined to measure transgene-associated fluorescence.
CHIKV-GFP infection: 3 days after virus inoculation, larvae were
mounted as above and imaged with EVOS using transmitted light and
GFP fluorescence cubes and processed as described above. The percent-
age of GFP-positive pixels was determined with Fiji by setting a threshold
of intensity yielding <0.02% positive pixels in uninfected controls.

SUPPLEMENTARY MATERIALS

Supplementary material for this article is available at http://advances.sciencemag.org/cgi/
content/full/5/11/eaax3511/DC1

Fig. S1. TRIM expression and silencing in human primary pDCs.

Fig. S2. Verification of knockdown efficiency in zebrafish.

View/request a protocol for this paper from Bio-protocol.
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Inhibition de la transcription inverse du VIH-1 par la protéine Daxx

Daxx (Death domain-associated protein 6), est une protéine multifonctionnelle exprimée de fagon
ubiquitaire majoritairement dans le noyau des cellules, ou il se trouve associé aux corps nucléaires
formés par la protéine PML. En 2015, I'équipe a identifié Daxx comme un facteur de résistance a
certains rétrovirus, dont le VIH-1. Daxx cible plus précisément la transcription inverse du VIH-1, une
étape essentielle et spécifique du cycle de réplication des rétrovirus, au cours de laquelle le génome
viral sous forme ARN est converti en un ADN double brin capable de s’intégrer au génome de I’'hote.
Les travaux que nous avons entrepris avaient pour but d’élucider le mécanisme de restriction imposé
par Daxx, notamment en identifiant les partenaires impliqués dans cette activité antivirale. Nous avons
d’abord montré que la région SIM localisée en C-terminale de Daxx, un domaine qui lui permet
d’interagir avec des protéines SUMOylées, était nécessaire a sa fonction inhibitrice. Apres différentes
mises au point, un crible protéomique complété d’expériences d'immunoprécipitation ont montré que
Daxx s’associe aux particules virales entrantes par I'intermédiaire d’une interaction avec la cyclophiline
A dépendante de la région SIM de Daxx. Cette interaction est a I'origine de la formation d’'un complexe
multiprotéique également constitué de TRIM5a, TRIM34 et TNPO3. Sachant que certains de ces
facteurs influencent la stabilité de la capside d’une part, et que la transcription inverse est étroitement
liée a I'étape de décapsidation, nous nous sommes interrogés sur I'implication de Daxx dans la stabilité
des capsides. Nous avons ainsi montré que Daxx stabilise les capsides virales de maniere SIM-
dépendante. Nos résultats suggerent que Daxx, en s’associant a la CypA liée aux capsides entrantes
par I'intermédiaire de son motif SIM, recrute d’autres partenaires comme TRIM5a, TRIM34 ou TNPO3,
ce qui provoque la stabilisation des capsides et empéche la décapsidation et la transcription inverse.

Daxx-mediated inhibition of HIV-1 reverse transcription

Daxx is a multifunctional ubiquitously expressed protein, mainly found in the nucleus, where it
associates with nuclear structures called PML nuclear bodies. In a previous study, the team showed
that antiviral effect of PML was not direct and identified Daxx as a novel restriction factor which
interferes with an early step of HIV-1 and other retroviruses replication cycle. Daxx indeed targets the
reverse transcription, an essential step responsible for the RNA viral genome conversion in a double
stranded DNA that can integrate in the cellular host genome. In order to decipher the mechanism
underlying Daxx-mediated inhibition of HIV-1 reverse transcription, we sought to identify Daxx’s
partners involve in this antiviral activity. We first showed that the C-terminus domain of Daxx called
SIM, for SUMO-interacting motif, was required for its antiviral activity. A proteomic screen combined
with biochemical approaches showed that Daxx associates with incoming viral cores in a SIM-
dependant interaction with cyclophilin A (CypA). Daxx is found in a multiprotein complex associated
with incoming viral particles and containing TRIM5a, TRIM34 and TNPO3. Knowing that some of these
factors influence HIV-1 core stability, we investigated the effect of Daxx on the fate of incoming viral
particles, and showed that Daxx interferes HIV-1 uncoating in a SIM-dependant manner. Altogether,
our findings suggest that Daxx interacts with CypA associated with viral capids to recruit a multiprotein
complex containing TRIM5a, TRIM34 and TNPO3 in order to stabilize the viral cores thus preventing
uncoating and reverse transcription.



