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PCR : Polymerase Chain Reaction




PI3K : Phospatidyl-inositol-3-Kinase

PKA : Protein Kinase A

PRC : Polycomb Repressive Complex

P-TEFb : Positive Transcription Elongation Factor b
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ROS : Reactive Oxygen Species
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TAF : TBP-Associated Factor
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TBP : TATA box Binding Protein
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TFIID : Transcription Factor II D

TFIIH : Transcription Factor II H

TNF - a : Tumor Necrosis Factor alpha
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XPB : Xeroderma Pigmentosum group B
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Tableau 2 : Modifications post-traductionnelles de la protéine virale Tax

Tableau 3 : Voies de signalisation cellulaires activées par la protéine virale Tax

Tableau 4 : Voies de maintenance de I'ADN perturbées par la protéine virale Tax

Tableau 5 : résumé des modeles cellulaires utilisés lors de 1’étude

Tableau 6 : Résumé les anticorps utilisés lors de 1’étude

Tableau 7 : Séquences des amorces et sonde utilisées pour la détection des transcrits Tax et sSHBZ par
gPCR

Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées pour la détection des transcrits Gag et Env par gPCR

Tableau 9 : Séquences des amorces utilisées pour la détection des transcrits cellulaires

Annexe : « Human T-Cell Lymphotropic Virus Type 1 Transactivator Tax Exploits the XPB
Subunit of TFIIH during Viral Transcription » Martella et al, Journal of Virology, 2020.
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RESUME / ABSTRACT

Le Virus T Lymphotrope Humain de type 1 (HTLV-1), qui infecte principalement les
lymphocytes T CD4+, est responsable du développement de la leucémie T de 1’Adulte,
lymphoprolifération maligne des lymphocytes T infectés, et de la Paraparésie Spastique
Tropicale, pathologie inflammatoire du systéme nerveux central. Le génome du HTLV-1, seul
rétrovirus oncogéne chez ’Homme, code pour deux oncoprotéines : Tax (Transactivation of
pX), et HBZ (HTLV-1 b-Zip). Tax, dont I’expression est sous controle du LTR 5°, est un
puissant inducteur de la prolifération cellulaire et est également responsable de I’inhibition de
I’apoptose et de 1’augmentation de 1’instabilité génomique. L’oncoprotéine HBZ, codée en
antisens du génome, est le produit de différents transcrits sous controle du promoteur LTR 3°.
Un premier transcrit, initi€¢ a la jonction entre les régions R et US du LTR 3’, permet la synthése
de deux ARNm alternativement épissés codant pour sHBZ et SP2. Un second transcrit, initié a
704 pb de la région U3 du LTR 3’ permet la synthése de I’ARNm non épissé¢ usHBZ. Tax et
HBZ sont toutes deux impliquées dans la lymphomagenése induite par HTLV-1. Or, le stade
leucémique est caractérisé par une perte d’expression des transcrits sens, alors que 1’expression
de HBZ est conservée. La modulation de la balance Tax/HBZ semble donc étre un événement
clé pour la transition immortalisation / transformation, mettant en évidence 1’importance
d’étudier les mécanismes impliqués dans la régulation des deux LTR.

Au niveau viral, Tax est le transactivateur du promoteur LTR 5’ qui controle I’expression des
transcrits viraux sens, dont celle de Tax, mais pas celle de HBZ, codée en antisens. Tax est
connue pour recruter des co-facteurs spécifiques de la transcription par I’ARN polymérase II
au niveau du promoteur viral comme CBP/p300, mais aussi des facteurs généraux de la
transcription comme TFIIA et [ID, permettant ainsi la synthése et 1’¢longation de I’ARN viral.
Néanmoins, le lien potentiel entre Tax et le complexe TFIIH qui assure la transition entre
I’initiation et 1’¢longation n’a pas été étudiée en détails.

Dans un premier temps, 1’étude se concentre donc sur le role de TFIIH, en particulier de sa sous
sous-unit¢ XPB, dont l’activit¢ ATPase permet 1’ouverture du promoteur. Les résultats
montrent que Tax et XPB interagissent directement, forment un complexe dans un mode¢le de
lymphocytes T infectés par HLTV-1 et que XPB est recrutée au niveau du promoteur viral de
facon dépendante de Tax. De plus, la dégradation de XPB par un inhibiteur pharmacologique,
la Spironolactone (SP), réduit fortement la transactivation du promoteur viral par Tax dans des
lymphocytes T infectés par HTLV-1, effet compensé par la surexpression de XPB exogene. En
outre, un mutant de XPB défectif pour I’activité ATPase n’est pas capable de compenser 1’effet
de la SP, démontrant I’importance de 1’étape d’ouverture du promoteur dans la transactivation
du LTR 5’ par Tax. Ces résultats révelent que XPB est un nouveau co-facteur cellulaire,
détourné par la protéine virale Tax afin d’optimiser la transcription du HTLV-1.

Dans un second temps, 1’étude s’intéresse a un potentiel role de Tax, en tant que transactivateur
viral, dans la régulation de la transcription antisens du HTLV-1. Cet autre aspect a mis en
lumicre que I’inhibition de la transcription sens par la SP est associée a une diminution du
niveau de I’ARN usHBZ. De plus, la surexpression de la protéine Tax active la production de
I’ARN usHBZ dans un mode¢le de lymphocytes T infectés par HTLV-1. De fagon intéressante,
un mutant de Tax décrit comme défectif pour I’activation du LTR 5’ est toujours capable
d’induire I’expression de I’ARN usHBZ, suggérant un mécanisme de transactivation distinct
entre les deux LTR. Ces résultats préliminaires mettent en perspective un role de Tax encore
non décrit comme transactivateur du LTR 3’ pour la synthése de ’ARN usHBZ dans un
contexte proviral.

Mots clés : HTLV-1, transcription virale, LTR, Tax, TFIIH, XPB, HBZ
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Human T Lymphotropic Virus type 1 (HTLV-1), unique human oncoretrovirus, is responsible
for the development of Adult T cell Leukemia (ATL), a malignant lymphoproliferation of
CD4+ T cells, and Tropical Spastic Paraparesis, an inflammatory pathology of the central
nervous system. The HTLV-1 genome, encodes two oncoproteins: Tax (Transactivation of pX),
and HBZ (HTLV-1 b-Zip). Tax is a powerful inducer of cell proliferation and is involved in
apoptosis inhibition and genomic instability. The HBZ oncoprotein is encoded in antisense of
the genome and is the product of different transcripts whose expression is under the control of
the 3’ LTR promoter. A first transcript, initiated at the junction between the R and U5 regions
of 3° LTR, allows the synthesis of two alternatively spliced mRNAs encoding sHBZ and SP2.
A second transcript, initiated 704 bp upstream the 3’ LTR, leads to the synthesis of the
unspliced mRNA, usHBZ. Both Tax and HBZ are involved in HTLV-I-associated
lymphomagenesis. However, the ATL stage is characterized by a loss of expression of sense
transcripts, whereas the expression of HBZ, in antisense, is conserved. The modulation of the
Tax/HBZ balance therefore seems to be a key event in the immortalization / transformation
transition, highlighting the importance of studying the mechanisms involved in the regulation
of the two LTRs.

At the viral level, Tax acts as the transactivator of the 5> LTR promoter, which controls the
expression of viral sense transcripts, including that of Tax, but not that of HBZ, encoded in
antisense of the viral genome. Tax is known to recruit specific co-factors of RNA polymerase
IT onto the viral promoter such as CBP/p300, but also general transcription factors such as
TFIIA, and 1ID, thus allowing the synthesis and elongation of viral RNAs. However, the link
between Tax and TFIIH, which ensures the transition between the initiation step and the
elongation step, has not be studied in details.

First, the study addresses the possibility of a link between TFIIH and Tax, especially via its
XPB subunit which ATPase activity is responsible for the promoter opening step. The results
show that Tax and XPB interact directly, form a complex in a model of HLTV-1 infected T
lymphocytes, and that XPB is recruited onto the viral promoter in a Tax-dependent manner.
Furthermore, the degradation of XPB by a pharmacological inhibitor, Spironolactone (SP),
strongly reduces the transactivation of the viral promoter by Tax in HTLV-1 infected T cells,
an effect compensated by overexpression of exogenous XPB. In addition, an XPB mutant
deficient for the ATPase activity is no more able to compensate the effect of SP, demonstrating
the importance of the promoter opening step in this transcriptional mechanism. These results
reveal that XPB is a new cellular co-factor hijacked by Tax to optimize HTLV-1 transcription.
Second, the study focuses on a potential role of Tax, as a viral transactivator, in the regulation
of HTLV-1 antisense transcription. This other aspect highlighted that inhibition of sense
transcription by SP is associated with a decrease of usHBZ RNA level. In addition,
overexpressing Tax protein activates usHBZ RNA transcription in a model of HTL V-1 infected
T cells. Interestingly, a Tax mutant described as defective for the activation of 5> LTR is still
able to induce the expression of usHBZ RNA, suggesting a distinct transactivation mechanism
between the two LTRs. These preliminary results put into perspective a novel role of Tax as
transactivator of 3’ LTR to activate usHBZ mRNA expression in a proviral context.

Keywords: HTLV-1, viral transcription, LTR, Tax, TFIIH, XPB, HBZ
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I. INTRODUCTION

1. HTLV-1 — Généralités

1.1.Découverte

L’existence de rétrovirus oncogeénes a ¢ét¢ démontrée des le début du XXe siecle par la
découverte du virus de Sarcome de Rous (RSV, Rous et al, 1911), ou encore du Virus de la
Leucémie Murine (Gross et al, 1951). Or, la caractérisation de virus oncogenes chez ’Homme
a débuté plus tardivement. Les avancées technologiques notables permettant la détection
spécifique de I’activité de la transcriptase inverse propre au rétrovirus (Baltimore et al, 1970),
ainsi que la caractérisation de I’IL-2 (Morgan et al, 1976) ont rendu possible la culture de
lymphocytes humains in vitro. Ces nouvelles techniques ont permis a 1’équipe de Robert Gallo
de mettre en évidence ’existence d’un rétrovirus humain présent dans les cellules d’un patient
atteint d’un lymphome cutané a cellules T en 1981, virus baptis¢ Human T-Lymphotropic
Virus, HTLV (Revue dans Gallo et al, 2005).

Cette étude est a mettre en parallele avec les travaux de I’équipe de Kiyashi Takatsuki au Japon,
décrivant 1’existence d’une forme spécifique de prolifération lymphocytaire T touchant les
patients de la région de Kyush. Cette pathologie était retrouvée chez des adultes qui présentaient
les mémes symptomes, principalement des atteintes cutanées et la présence de cellules T avec
des noyaux polylobés (Uchiyama et al, 1977). Cela conduisit a la description d’une nouvelle
pathologie : la Leucémie T de 1’Adulte (Adult T cell leukemia, ATL).

La similitude de ces deux études conduisit a la conclusion que le rétrovirus HTLV nouvellement
décrit était 1’agent responsable du développement de la Leucémie T de 1’ Adulte. Suite a ces
découvertes, le rétrovirus HTLV-2 fut décrit (Kalyanaraman et al, 1982), remettant en cause la
nomenclature du HTLV vers HTLV-1. Les études phylogéniques ont permis de démontrer que
le HTLV-1 appartient a la famille des Retroviridae, a la sous-famille des Orthoretrovirinae et

au genre Deltaretrovirus (Van der Kuyl et al, 2012)
1.2.0Origine et Epidémiologie
Suite a la découverte du HTLV-1, des études menées sur des singes japonais montrérent leur

susceptibilité a étre infectés par ce virus (Miyoshi et al, 1982 a). Puis, des études sérologiques

plus importantes mirent en évidence que la majorité des singes japonais sont infectés par un
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virus apparenté a HTLV-1 (Myoshi et al, 1982 b). Plus précisément, il fut montré que les singes
de I’ancien monde et les Hominoidea, mais pas les singes du nouveau monde, sont infectés par
ce méme virus (Hayami et al, 1984), qui fit nommé Simien T Lymphotropic Virus, STLV-1
(Komuro et al, 1984 ; Watanabe et al, 1986). Cela permis de démontrer que le HTLV-1 est
apparu chez ’homme suite a une transmission interespéce du STLV-1 il y a environ 27 000 ans
en Afrique (Mossoun et al, 2017) et qu’il est toujours possible d’observer cette transmission

lors de morsures par des singes infectés (Kazanji et al, 2015).

Actuellement, on considére qu’environ 10 millions de personnes sont infectées par le HTLV-1
(Gessain et Cassar, 2012), avec de fortes zones endémiques comme 1’ Afrique sub-saharienne,
1’ Asie du Sud-Est et I’Amérique du Sud et les Caraibes (Figure 1). La forte endémie en Afrique
et en Asie s’explique par la possibilité¢ de transmissions interespeces avec les nombreux singes
porteurs du STLV-1 présents dans ces régions. Concernant I’ Amérique du Sud et les Caraibes,
I’hypothéese serait plutot que la présence du HTLV-1 est due aux mouvements migratoires

depuis I’ Afrique.

>510 , \ (9 !
> 108 o @
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> 104
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> 10 (A.Gessain and O.Cassar - 2012)

Figure 1 : Répartition mondiale des foyers d'infection majeurs par HTLV-1

Cette carte présente une estimation du nombre d’individus infectés par HTLV-1 basée sur I’étude de 1,5
milliards d’individus originaires de régions endémiques connues. Cette étude regroupe les données
épidémiologiques concernant les femmes enceintes, les donneurs de sang et différentes populations
d’adultes. (Gessain et Cassar, 2012).

En Europe, le principal foyer endémique est localisé en Roumanie avec une prévalence du

HTLV-1 de 0,05%. En France, la prévalence est d’environ 0,03%, avec une zone endémique
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importante localisée aux Antilles et en Guyane. HTLV-1 est aussi présent au Royaume-Uni, en
Espagne et au Portugal. La majorité des personnes infectées par HTLV-1 dans 1’ouest de
I’Europe sont originaires ou descendants d’immigrants (80%) venant des zones endémiques

fortes comme les Caraibes et 1’ Afrique (Gessain et Cassar, 2012).

1.3.Physiopathologie de I’infection par HTLV-1

1.3.1. La transmission du virus

La transmission du HTLV-1 entre un individu sain et un individu infecté a lieu par 1’échange
de fluides corporels et nécessite la présence de cellules infectées, les produits acellulaires étant
en effet trés faiblement infectieux (Revue dans Pique et Jones, 2012). Plus précisément, cela

implique les voies materno-feetale, parentérale et sexuelle.

1.3.1.1. La transmission verticale de la mére a ’enfant

La transmission verticale du HTLV-1 implique majoritairement 1’allaitement prolongé et
entraine une exposition continue du nouveau-né aux nombreux lymphocytes T infectés présents
dans le lait maternel. L’infection transplacentale par HTLV-1 n’est, elle, pas décrite, ce qui
s’explique par le faible nombre de cellules pouvant traverser la barriére placentaire (Revue dans
Fujino et al, 2000). Des études épidémiologiques réalisées au Japon ont mis en évidence une
séroconversion plus ¢levée chez des enfants allaités pendant plus d’un an par rapport a des
enfants nourris au biberon (Ando et al, 1987). La quantité de virus retrouvée dans le lait
maternel (appelée charge provirale) est un fort indicateur du risque de transmission du HTLV-
1 par la voie materno-feetale (Li et al, 2004). Suite a ces observations, I’ « ATLL Prevention
Program », programme japonais de lutte contre I’ATLL (4dult T cell Leukemia/Lymphomia), a
pris la décision en 1987 de limiter I’allaitement par les meres séropositives pour le HTLV-1
dans la région de Nagasaki, ce qui a permis une forte diminution de la transmission materno-

feetale de 20,3% a 2,5% (Hino et al, 1997).

1.3.1.2.  La transmission par voie sexuelle

La transmission par voie sexuelle a été montré comme étant efficace, particulicrement de
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I’homme vers les femmes, en lien avec la concentration de lymphocytes T infectés dans le

sperme par rapport aux sécrétions vaginales (Paiva et al, 2014).

1.3.1.3. La transmission parentérale

L’infection par HTLV-1 peut également avoir lieu suite a la transfusion de composants
cellulaires sanguins infectés vers une personne saine (Manns et al, 1992). Suite a ces
observations, certains pays développés comme le Japon et la France ont mis en place des tests
sérologiques systématiques en 1986 et 1991 respectivement (Laperche et al, 2009).

Le risque de transmission de I’infection par voie parentérale a également été décrite dans le cas
de consommateurs de drogues injectables, mettant en évidence une transmission via 1’utilisation

d’instruments contaminés (Futsch et al, 2017).
Des cas de développements rapides des pathologies associées a I’infection par HTLV-1 ont été

décrits suite a des transplantations d’organes solides issus de donneurs infectés par HTLV-1

non diagnostiqués (Gout et al, 1990 ; Taylor et al, 2018).

1.3.2. Pathologies associées a 1’infection par HTLV-1

1.3.2.1. LaLeucémie T de 1’Adulte

La leucémie T de I’Adulte (Adult T cell Leukemia, ATL) est une lymphoprolifération anormale
et incontrolée de lymphocytes T CD4+ infectés par HTLV-1. Apreés une période
asymptomatique pouvant durer plusieurs dizaines d’années, cette pathologie se développe dans
environ 5% des cas d’infection. Elle est associée a différents symptomes, généralement des
lymphadénopathie, hépatomégalie, splénomégalie, hypercalcémie, et lésions cutanées et
pulmonaires (Revue dans Hermine et al, 2018). L’ ATL est classée selon 2 groupes majeurs : (1)
les formes aigiies et lymphomateuses, qui constituent les formes les plus séveres et associées a
un trés mauvais pronostic (survie de quelques mois), (ii) puis les formes chroniques présentant
un bien meilleur devenir mais pouvant évoluer vers une forme aigue rapidement (Shimoyama

etal, 1991).
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Actuellement, aucun traitement ne permet la guérison totale des patients atteints d’ATL. La
majorité des études cliniques ayant été réalisées au Japon, il est nécessaire d’extrapoler les
résultats aux patients occidentaux. Or, 1’efficacité des traitements semble étre corrélé a la
population concernée mettant en évidence la nécessité de continuer les études cliniques en
Europe et aux USA (Revue dans Hermine et al, 2018).

Au Japon, les formes les plus agressives d’ATL sont traitées principalement grace a I’utilisation
de combinaisons de chimiothérapies conventionnelles, traitements associ€¢s a une faible
augmentation de I’espérance de vie des patients. Les formes chroniques d’ATL sont, quant a
elles, traitées par une greffe de moelle osseuse. Cette approche permet d’obtenir le meilleur
taux de survie, cependant le nombre de patients pouvant bénéficier de cette greffe reste faible
(Margais et al, 2013 ; Katsuya et al, 2015).

L’utilisation de combinaisons de chimiothérapies conventionnelles est [’approche
thérapeutique de référence pour traiter les formes aigiies d’ATL au Japon et aux USA, alors
qu’en France, 1’approche la plus plébiscitée est I’utilisation d’un inhibiteur de transcriptase
inverse des rétrovirus (Zidovudine, ou AZT) couplée a de I'interféron alpha. Ce traitement
montre des résultats positifs dans le cas de forme chroniques d’ATL mais est inefficace dans le
cas des formes lymphomateuses (Margais et al, 2013).

Une autre approche thérapeutique consiste a induire 1’apoptose des cellules tumorales ou
inhiber leur prolifération par [’utilisation d’une combinaison entre 1I’AZT, D’arsenic et
I’interféron alpha, malheureusement associée a des effets secondaires hématologiques (Kchour
et al, 2009).

Une nouvelle approche actuellement en développement est [’utilisation d’anticorps
monoclonaux dirigés contre des marqueurs moléculaires spécifique de I’ATL (Revue dans
Hermine et al, 2018). La plus prometteuse est I’utilisation du Mogamulizumab, un anticorps
monoclonal dirigé contre le récepteur aux chimiokines CCR4, surexprimé dans les lymphocytes
T infectés par HTLV-1, qui permet d’obtenir une certaine efficacité (Ishida et al, 2015). Des
essais cliniques sont en cours aux USA et au Japon, en complément ou non d’une

chimiothérapie classique (Motohashi et al, 2013 ; Sekiguchi et al, 2014)

1.3.2.2.  Paraparésie Spastique Tropicale

La Paraparésie Spastique Tropicale (TSP, Tropical Spastic Paraparesis) est une pathologie

inflammatoire spécifique du systéme nerveux central associée a des lésions de la moelle

épiniére conduisant a une destruction des gaines de my¢éline. Les conséquences sont une forte
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faiblesse, voire une paralysie des membres inférieurs ainsi qu’un dysfonctionnement de
I’intestin et de la vessie.

Le lien entre I’infection par le HTLV-1 et le développement de la TSP a été décrit pour la
premicre fois en Martinique en 1985 (Gessain et al, 1985). Il a été rapporté que cette pathologie
se développe chez 0,2 a 3,8% des personnes infectées par le HTLV-1 (Osame et al, 1986). La
présence de lymphocytes T infectés par HTLV-1 au niveau du systéme nerveux central entraine
la sécrétion de chimiokines pro-inflammatoires (Interferon y et TNF a) par les cellules
résidentes du systéme nerveux central. La conséquence est le recrutement de lymphocytes T
CD8+ spécifique des antigenes du HTLV-1, entrainant une inflammation locale prolongée
(Ozden et al, 2004). L’inflammation ainsi provoquée induit des dommages importants aux
tissus environnants (effet by stander) (Nozuma et al, 2020).

Les traitements actuels ciblent les symptomes et limitent 1’aggravation de la pathologie. La
réponse immunitaire pro-inflammatoire est régulée par I’utilisation d’anti-inflammatoires
majoritairement stéroidiens comme la Prednisolone, particuliérement lors des stages précoces
de la pathologie (Nozuma et al, 2020). De plus, I'utilisation d’antiviraux, comme le traitement
par I’interféron alpha, sont a I’étude et montre des résultats positifs a court terme (Bangham et
al, 2015).

Tout comme pour le traitement de I’ATL, les thérapies ciblant directement les cellules infectées
par HTLV-1 sont prometteuses. L’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant le récepteur
CCR4 au niveau de la surface des lymphocytes T infectés par HTLV-1 permettrait de réduire
le nombre de cellules infectées, et donc la sévérité des pathologies associées (Yamauchi et al,
2015). Actuellement en cours d’essai clinique, le Mogamulizumab présente une trés bonne
efficacité a court terme sans effets secondaires majeures associés au traitement (Sato et al,

2018).

1.3.2.3.  Autres pathologies

L’infection par le HTLV-1 est associée a de nombreuses pathologies inflammatoires touchant
différents organes comme des uvéites, des arthrites, des dermatites, etc ... (Revue dans Martin
et al, 2014). De plus, I’état immunologique des patients infectés par HTLV-1 est responsable
d’infections opportunistes telles que 1’infection par Strongyloides stercoralis (Gongalves et al,

2010).
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2. Déroulement du cvycle viral

2.1.0rganisation génomique

Sous forme intégrée dans le génome cellulaire (provirus), le génome du rétrovirus HTLV-1 se
présente sous forme d’un ADN double brin d’environ 9000 paires de bases (pb) encadré par
deux séquences terminales répétées (LTR pour Long Terminal Repeat) composés des ¢léments
de régulation de la transcription (promoteur viral et site de polyadénylation). Le génome est
compos¢ des phases ouvertes de lecture (ORF pour Open Reading Frame) classiques des
rétrovirus codant pour les geénes gag, pro, pol et env ainsi que d’une région spécifique des
Deltarétrovirus, appelée région pX. Cette région code pour les protéines virales dites
régulatrices (Tax et Rex), indispensables a la réplication du virus in vitro ainsi que les protéines
virales auxiliaires (p12, p30, HBZ), modulant I’expression virale et agissant ¢galement sur la

relation cellule/virus (Edwards et al, 2011 ; Fukumoto et al, 2013) (Figure 2).

2.1.1. Génes canoniques des rétrovirus

La transcription virale initiée depuis le LTRS’ donne naissance a des transcrits coiffés et
polyadénylés. Le virus produit des transcrits non ¢épissés et €pissés. L’ARN viral non épissé
couvrant I’intégralité du génome code pour les produits Gag/Pol et Gag/Pro/Pol : le précurseur
Gag/p55 (clivé par la suite en protéines de matrice MAp19, capside CAp24 et nucléocapside
NCpl5), la protéase, I’intégrase, et la transcriptase inverse. Cette grande flexibilité est due a
I’existence de deux changements de cadre de lecture lors de la traduction par glissement du
ribosome (Johnson et al, 2001). De la méme fagon, les glycoprotéines d’enveloppe sont
produites sous forme d’un précurseur (gp61) ensuite clivé en deux sous-unités, la protéine de
surface (SU/gp46) et la protéine transmembranaire (TM/gp21) et sont produites apres le clivage

du précurseur Env, (Figure 2 et Tableau 1).
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Figure 2 : Schéma représentant le génome du HTLV-1 et les transcrits viraux

Sous forme provirale, le génome viral est intégré dans celui de la cellule hote et se présente comme une
séquence d’ADN encadrée par des LTRs identiques composés des éléments de régulation de la transcription.
Le génome viral comporte les phases ouvertes de lecture classiques des rétrovirus (GAG, PRO, POL, ENV)
ainsi que par la région pX codant pour les protéines régulatrices et auxiliaires. Une phase ouverte de lecture
(HBZ) est également codée sur le brin antisens.

Un ARN non épissé de longueur totale du génome peut étre soit encapsidé dans les nouvelles particules
virales, ou étre utilisé pour la traduction protéines de capside, de matrice et des enzymes rétrovirales. L’ ARN
codant pour les protéines d’enveloppe est mono-épissé, alors que les ARN codant pour les protéines
régulatrices Tax, Rex et p30 et p12 sont doublement épissés. La transcription antisens depuis le LTR 3” donne
naissance a deux transcrits : un premier initi¢ dans la région U5 du LTR 3’ a I’origine de la synthése d’un
ARN ¢épissé (sHBZ), un second transcrit initi¢ en amont du LTR 3’ permettant la synthése d’un ARN non
¢épissé (usHBZ).
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Tableau 1 : Tableau résumant les précurseurs protéiques et protéines virales du HTLV-1

Précurseurs
polyprotéiques

Protéines

Fonctions

Références

ARN
génomique
viral

Gag-p55

pl9
p24
pl5

Protéine de matrice
Protéine de capside

Protéine de nucléocapside

Malik et al, 1988
Trentin et al, 1998

Koralnik et al,

Gag-Pro

Protéase (28 kDa)

Maturation de la particule virale

1994

Gag-Pro-Pol

Pol
(95kDa)

Transcriptase
inverse

Etape de rétrotranscription du génome
viral

Shuker et al, 2003

Intégrase

Intégration du génome viral sous
forme de provirus

Env-gp61

gp46 (SU) / gp21 (TM)

Entrée virale

Pique et al, 2011

ORF-I

p12/p8

[Nécessaire a l'infectiosité du virus

Modulation de I’homéostasie du Ca2+
(coopération avec p13)

Sarkis et al, 2019

ORF-II

pl3

Modulation de I’homéostasie du Ca2+
(coopération avec p12) et du K+

[Activation de la chaine respiratoire et
laugmentation de la production de ROS

Modulation de I’apoptose médiée par
Ras

Persistance de I’infection

Inhibition de la transactivation du LTR|
ar Tax

Omsland et al,
2020

p30

Essentielle pour I’infection in vivo

Régulation de la latence virale par
diminution de I’expression de Tax/Rex

Modulation des voies de réparation de
I’ ADN

[Moles et al, 2019

ORF-III

Rex

[nteraction avec les motifs RXRE
présents en amont du polyA
permettant 1I’export des ARNm viraux

Modulation de la machinerie du
métabolisme des microARN

D’ Agostino et al,
2019

ORF-1IV

Tax

Modulation des voies de 1’apoptose

Modulation des voies de réparation de
I’ADN

Activation de nombreuses voies de
prolifération lymphocytaire

Dérégulation du cycle cellulaire

Transactivateur de la transcription
virale

Mohanty et al,
2020

ARN
antisens

(2 ARNm : une forme
épissée / une forme non

HBZ

épissée)

Activation de voies de prolifération
lymphocytaire

[Activation de la télomérase hTERT
Transactivation du LTR 3’ via SP1

Ma et al, 2016
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2.1.2. Produits de la région pX

Concernant la région pX, quatre ORF sont connues et sont a 1’origine de la production de
différentes protéines régulatrices et auxiliaires du virus.

Les protéines régulatrices regroupent les protéines Tax et Rex qui sont traduites a partir de
transcrits doublement épissées codés par les ORF IV et III, respectivement (Fukumoto et al,
2013). Les protéines auxiliaires sont codées par I’ORF I et II. L’ORF I permet la production de
la protéine p12, et p8 par clivage interne de la p12. L’ORF II permet la synthése d’un ARN
doublement épissé a I’origine de la synthese des protéines p13 et p30, respectivement. (Figure

2 et Tableau 1).

2.1.3. Les transcrits antisens viraux

La transcription du brin antisens du génome du HTLV-1 a ét¢ caractérisée dans les lymphocytes
T de patients infectés (Larocca et al, 1989). L’étude de la traduction de ces transcrits a permis
la caractérisation de la prot¢ine HBZ (HTLV-1 b-Zip Factor) (Gaudray et al, 2002). Plus
précisément, cette transcription, dite antisens, permet la synthése de deux transcrits distincts.
Un premier transcrit initi¢ dans la région U5 du LTR 3’ est a ’origine d’un ARNm ¢épissé appelé
sHBZ (ou HBZ-SP1). Un autre transcrit, lui, initi¢ en amont du LTR 3’, permet la synthése
d’un ARNm non épissé appelé usHBZ (Barbeau et Mesnard, 2015). De ces deux transcrits
antisens sont issues deux protéines différant de 7 acides aminés dans leur partie C-terminale.
Cette différence confeére une demi-vie supérieure a sHBZ par rapport usHBZ (Ma et al, 2016).
(Figure 2 et Tableau 1).

2.2.Cycle Viral

2.2.1. Phase précoce de I’infection :

Cette phase va de I’entrée du virus dans la cellule cible a I’intégration du génome viral dans le

génome de la cellule hote.
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La particule virale

La particule virale du HTLV-1 est caractéristique d’une particule de rétrovirus de type C, de 73
nm de taille en moyenne. Elle est enveloppée d’une membrane bi-lipidique acquise lors du
bourgeonnement des particules néoproduites au niveau de la membrane cellulaire. Les
glycoprotéines d’enveloppe virales, SU (gp46) et TM (gp21), y sont ancrées. L’enveloppe est
¢galement associée aux protéines de matrice (p19) via une interaction entre gp21 et p19 (Pique
et Jones, 2011). Au centre se trouve la capside, composée de protéines p24 et présentant une
forme icosaédrique. Celle-ci contient le génome viral composé de deux copies d’ARN simple
brin de polarité positive, associées aux protéines de la nucléocapside (pl5) ainsi qu’a
I’intégrase, la protéase virale et la transcriptase inverse, formant le complexe

ribonucléoprotéique (Figure 3).

Tropisme et entrée de la particule virale

Invivo, le virus HTLV-1 posséde préférentiellement un tropisme pour les lymphocytes T CD4+
(Richardson et al, 1990). De fagon minoritaire, le virus peut aussi infecter des lymphocytes T
CD8+, des lymphocytes B, des monocytes (Koyanagi et al, 1993), ainsi que des macrophages,
des cellules dendritiques, my¢loides et plasmacytoides (Grant et al, 2002).

L’entrée des rétrovirus dans les cellules cibles est gouvernée par I’interaction entre les
glycoprotéines de 1’enveloppe virale et un ou des récepteur(s) cellulaire(s). Dans le cas du
HTLV-1 (revue dans Jones et al, 2011), I’interaction de la sous-unité SU avec les héparanes
sulfate du protéoglycane permet 1’adhérence du virus a la cellule cible, puis de faciliter le
contact avec la neuropiline 1 (NRP-1), le récepteur cellulaire de liaison. Cela entraine un
changement conformationnel de SU permettant 1’interaction du complexe HSPG-SU-NRP-1
avec une seconde protéine cellulaire, le transporteur de glucose GLUT-1, agissant comme
récepteur de fusion. A I’inverse de HSPG et GLUT-1, exprimés de fagon ubiquitaire dans les
différents types cellulaires, le tropisme du HTLV-1 pour les lymphocytes T CD4+ et CD8+
s’explique par I’expression de NRP-1, exprimée apres leur activation (revue dans Pique et
Jones, 2012). Suite a ces évenements de liaison puis fusion, la capside virale est relachée dans
le cytoplasme de la cellule cible. S’y déroule alors 1’étape de transcription inverse du génome
ARN simple brin viral permettant de générer une molécule d’ADN double brin. L’ADN
néoformé s’associe avec des protéines cellulaires et virales, comme l’intégrase virale, pour

former le complexe de pré-intégration (Figure 3).
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Intégration du génome viral sous forme de provirus.

Le complexe de préintégration du HTLV-1, n’ayant pas la capacité de franchir la membrane

nucléaire, sera au contact de la chromatine lors d’événements mitotiques associ€és a une

désorganisation de la membrane nucléaire. Le génome viral est ensuite intégré dans le génome

cellulaire grace a la présence des LTR et de 1’intégrase virale. Le site d’intégration du génome

viral dans le génome cellulaire est relativement aléatoire (Derse et al, 2007). Cependant, le site

I’intégration du provirus semble associé a des régions activement transcrites et au niveau des

sites d’initiation de la transcription, donc de régions présentant des marques €pigénétiques

activatrices (Niederer et Bangham, 2014) (Figure 3).

N Traduction

génomique viral \
Fusion et entrée ' See—— \ 5l ®
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2.2.2. Phase tardive de I’infection
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Figure 3 : Cycle viral simplifié du
rétrovirus HTLV-1

Les particules virales matures se
fixent a la surface de la membrane
plasmique cellulaire par
I’intermédiaire des récepteurs du
virus (HSPG, NRP-1, GLUT-1) ce
qui  entraine la fusion de
I’enveloppe viral avec la membrane
plasmique cellulaire. La capside
contenant le génome viral est ainsi
libérée dans le cytoplasme, suivi
par la décapsidation et la
transcription inverse du génome
viral en ADN double brin qui est
intégré dans le génome cellulaire
grace aux LTR et a l’activité de
I’intégrase virale. L ’expression du
génome viral permet la synthése des
ARNm viraux, qui sont ensuite
traduits en protéines structurales et
non structurales. L’ARN
génomique viral ainsi que les
protéines virales sont acheminés a
la membrane cellulaire afin de
former de nouvelles particules
virales par bourgeonnement a la
membrane plasmique.

Adapté de Lairmore et al, 2014

Cette phase va de la synthese des transcrits viraux jusqu’au bourgeonnement des néoparticules

virales.
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Sous forme de provirus, le génome viral se comporte comme une entité cellulaire et est transcrit
par I’ARN polymérase II (voir partie sur la transcription virale). Son expression résulte en la
production des transcrits viraux précédemment décrits a 1’origine de la synthése d’un nouvel
exemplaire d’ARN génomique viral ainsi que des ARN messagers viraux permettant la
synthése des protéines virales. Or, dans les cellules eucaryotes, I’export des ARNm vers le
cytoplasme est associé a leur épissage. Dans le cas du HTLV-1, ’export des ARN viraux est
régulé par la protéine virale Rex synthétisée a partir d’un ARN doublement épissé transcrit en
premier. La protéine Rex, capable de faire la navette entre le noyau et le cytoplasme, prend en
charge ’export des ARNm viraux non épissés ou mono-¢pissés (Hidaka et al, 1988). Grace a
sa séquence d’import nucléaire NLS (Nuclear Localisation Signal), Rex posséde une
localisation nucléaire lui permettant d’interagir avec les ARNm viraux via leur séquence RxRE
(Rex Responsive Element) localisée au niveau de leur extrémité 3°. Le complexe ainsi formé
confere une meilleure stabilité aux ARNm viraux non et mono-¢€pissés (Grone et al, 1996). Rex,
sous forme d’oligomeres associés aux ARNm viraux, interagit avec 1’exportine 1 (ou CRM1,
Chromosome Region Maintenance interacting protein 1) grace a son signal d’export nucléaire
NES (Nuclear Export Signal), ce qui permet la translocation des ARNm viraux non et mono-

¢épissés au niveau du cytoplasme (Hakata et al, 1998).

Les différents ARNm viraux transcrits sont ensuite traduits par la machinerie cellulaire
permettant la synthése des précurseurs polypeptidiques précédemment décrits. Le précurseur
Env est produit au sein du réticulum endoplasmique, puis clivé au niveau de 1’appareil de Golgi,
libérant ainsi les sous-unités de la protéine d’enveloppe SU et TM. Elles sont alors exportées
au niveau de la membrane plasmique ou elles s’assemblent sous forme de triméres (Pique et al,
1992). Les précurseurs Gag, Gag/Pol et Gag/Pro/Pol, associés a ’ARN génomique viral, sont
quant a eux, transportés au niveau de la face interne de la membrane plasmique au sein de
laquelle sont ancrées les protéines d’enveloppe SU et TM. Le recrutement d’une machinerie
cellulaire de bourgeonnement par le précurseur Gag permet ensuite la libération de particules
virales immatures (Blot et al, 2004 ; Heidecker et al, 2004). Suite a la libération des virions hors
de la cellule héte, la maturation des particules virales se déclenche sous 1’action de la protéase
virale qui clive les différents précurseurs polyprotéiques Gag/Pro/Pol, entrainant la

réorganisation des protéines virales et la formation des particules virales matures.
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2.3.Evolution de Pinfection in vivo

Les individus infectés par HTLV-1 présentent peu de particules virales libres dans le (Revue
dans Pique et Jones, 2012). Cela est a corréler avec la faible infectiosité des particules libres in
vitro, mettant en évidence que le HTLV-1 se propage par d’autres mécanismes : la transmission

de cellule a cellule, ainsi que 1’expansion clonale.

2.3.1. Transmission cellule-cellule des particules virales HTLV-1

La transmission cellule-cellule du virus HTLV-1 a lieu lorsqu’un lymphocyte T infecté par
HTLV-1 entre en contact avec un autre lymphocyte T sain. Au niveau de la zone de contact,
une synapse virologique se forme, associée a un réarrangement du cytosquelette des deux
lymphocytes T et a une accumulation des protéines de capside, d’enveloppe et d’ARN viral au
niveau de la zone de contact (Igakura et al, 2003). Ce mécanisme permet de fortement
concentrer les particules virales libérées par le lymphocyte T infecté dans 1’espace inter-
synaptique, donc d’augmenter la probabilit¢ de rencontre entre les particules virales et les
récepteurs spécifiques a son entrée sur la membrane du lymphocyte T cible (Revue dans Pique
et Jones, 2012).

L’existence de conduits cellulaires entre un lymphocytes T infecté par HTLV-1 et un second
sain permet ¢galement I’échange de particules virales et I’infection du lymphocyte T sain
(Prooyen et al, 2010).

En outre, la transmission du virus a ¢té associée a la formation de biofilms viraux a la surface
des cellules. Composés de différentes protéines dont la tétherine et de sucres complexes, ce
biofilm retient les particules virales au niveau de la membre plasmique et permet leur transfert
vers la cellule saine dans le cas d’un contact cellule-cellule (Pais-Correia et al, 2010).

Ces mécanismes de transmission inter-cellulaires mettent en évidence la possibilité pour le
HTLV-1 d’infecter de nouvelles cellules de fagon tres efficace en minimisant la détection des

particules virales par le systéme immunitaire (Rizkallah et al, 2015).

2.3.2. Propagation par expansion clonale

Lors de la phase précoce de I’infection, le virus infecte les cellules voisines via les mécanismes

d’infection précédemment décrits, dépendants de la formation et de la transmission de nouvelles
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particules, ce qui est a I’origine de la formation du réservoir viral. Puis, durant la période dite
de phase chronique, le virus va étre répliqué sous forme de provirus : son génome est dupliqué
en méme temps que I’ADN cellulaire lors de la phase S, et transmis aux deux cellules filles,
lors de la mitose. Ce mécanisme, dénommé expansion clonale, permet de générer des
populations de lymphocytes T infectés portant le méme site d’intégration, appelées clones
(Wattel et al, 1995).

L’expansion clonale est rendue possible par la capacit¢ de la protéine Tax a induire
I’immortalisation du lymphocytes T infecté. Le systéme immunitaire met ensuite en place une
réponse humorale composée des immunoglobulines IgM puis IgG et IgA, dirigée
majoritairement contre les protéines virales Env, Gag, et Tax (Kira et al, 1992). Une réponse
immunitaire cytotoxique est également déployée impliquant des lymphocytes T CD8+
reconnaissant majoritairement la protéine Tax, fortement immunogene (Goon et al, 2004). Ces
mécanismes créent une balance entre la prolifération et la suppression des cellules infectées par
HTLV-1. Cette réponse immunitaire ne permet pas 1’éradication des lymphocytes T infectés
par HTLV-1 mais, au contraire, exerce une pression de sélection sur les clones entrainant la
survie des clones les moins immunogenes (faible expression de Tax) mais conservant une
capacité pro-proliférative. Lors de cette phase, un clone pré-leucémique majoritaire peut
émerger, pouvant étre a 1’origine du développement de I’ATL (Bangham et al, 2014). De plus,
I’abondance des clones est associée a la pathologie développée : alors que les individus
asymptomatiques ou atteints de TSP présentent généralement une répartition homogene de
I’abondance des clones infectés, dans la majorité des cas d’ATL, un clone leucémique dominant
est détecté, associé la présence d’autres clones minoritaires d’abondance variable, formant une

répartition oligoclonale des lymphocytes T infectés (Watanabe et al, 2017).

3. L’oncogenése associée au HTLV-1: les oncoprotéines Tax et

HBZ

Les protéines virales Tax et HBZ sont considérées comme les deux oncoprotéines du HTLV-1,

responsable de ’apparition de la Leucémie T de 1’ Adulte.
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3.1.L’oncoprotéine Tax

En plus de son role dans I’expression des génes viraux (voir chapitre 4.2.3), Tax est impliquée
dans la modulation de nombreuses voies de signalisation cellulaires et de 1’expression de geénes
cellulaires. Cette adaptabilité est permise grace a la présence de différents domaines et
modifications post-traductionnelles, impliqués dans D’interaction entre Tax et différents

partenaires cellulaires.

Sécrétion
extracellulaire
Facteurs
CBP/p300 KKy p300 ATE CREB
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N E Contact E E‘ NF-kB é 5‘ E C
1 50 81 116 127 189 213 248 289 312 350
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Figure 4 : Schéma de la structure de la protéine virale Tax

A : Schéma des domaines fonctionnels de la protéine Tax. La protéine Tax possede des signaux d‘import
et d'export nucléaire lui conférant une localisation nucléaire ou cytoplasmique. Un peptide responsable
de sa sécrétion extracellulaire est présent a I'extrémité C-terminale de la protéine. Les domaines « leucine
zipper » permettent la dimérisation de la protéine, nécessaire a son fonctionnement. Le domaine Tax
Speckles structures Localisation Signal (TSLS) permet I’adressage de Tax au sein de corps nucléaires.
Les différents domaines fonctionnels lui permettent d’interagir avec de nombreux partenaires cellulaires
et lui offrent la possibilité d'interférer avec de nombreuses voies cellulaires.

B : Schéma présentant les modifications post-traductionnelles connues de la protéine Tax. Tax possede
plusieurs résidus qui peuvent subir des phosphorylations, acétylations, ubiquitinylations et sumoylations.
Ces modifications sont impliquées dans la régulation de la localisation subcellulaire de Tax, ainsi que
dans sa capacité a interagir avec les partenaires cellulaires.

Adaptée de Shirinian et al. 2013

Localisation de la protéine Tax

Tax est une protéine de 40 kDa possédant 353 acides-aminés. Sa partie centrale présente deux
domaines « leucine zipper » qui permettent son homodimérisation. De plus, Tax possede un
signal de localisation nucléaire (NLS) dans sa partie amino-terminale (Revue dans Smith et

Green, 1992) et un signal d’export nucléaire (NES) (Alefantis et al, 2003). Ces séquences
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mettent en évidence un mécanisme de navette nucléo-cytoplasmique de la protéine Tax,
permettant d’adapter la localisation de la protéine en fonction de la fonction souhaitée en
réponse a différents stimuli ou modifications post-traductionnelles (Burton et al, 2000) (Figure

4).

Lorsque Tax possede une localisation nucléaire, elle forme des amas nommés corps nucléaires
(Semmes et al, 1996), au sein desquels sont présents des €léments impliqués dans la machinerie
de transcription, d’épissage, ainsi que différents ARNSs et protéines p5S0 et RelA de la voie NF-
kB (Bex et al, 1997). La localisation de Tax au sein de ces complexes a été expliquée par la
présence d’un signal de localisation permettant I’adressage de Tax au sein des corps nucléaires,
appelés Tax Speckles structures Localisation Signal (TSLS).

Dans le cytoplasme, Tax est principalement associée au réticulum endoplasmique et I’appareil
de Golgi (Marziali et al, 2017). Tax possede aussi la capacité d’étre sécrétée dans le milieu

extracellulaire (Alefantis et al, 2005).

Modifications post-traductionnelles

La protéine Tax est sujette a de nombreuses modifications post-traductionnelles telles que des
phosphorylations, acétylations, ubiquitinylations, et Sumoylations, qui, seules ou en
combinaison, sont impliquées dans la régulation de son activité¢ et la modulation des voies
cellulaires. Le détail de ces modifications et des résidus impliqués sont présentés dans le

Tableau 2.

Tableau 2 : Modifications post-traductionnelles de la protéine virale Tax

Modifications
Post- Sites accepteurs Impliqué dans Références
Traductionnelles
Ser-300 et Ser-301 forment le site majeur de
phosphorylation
3 Sérines ) ) )
(positions 300, 301, et 336) Au moins un résidu phosphorylé nécessaire a
la localisation de Tax dans les corps
Phosphorylation nucléaires Shllrlg:)an;t
.. al, 201
3 Thréonines Interaction avec l'acétylase p300
(positions 48, 184 et 215)
Modulation de la voie NFkB
Stabilité de la protéine
Acétylation |Lysine 346 Activation de la voie NFxB Lodewick et
al, 2009
Localisation subcellulaire Nasr et al
Ubiquitination |Lysine 189, 197, 263, 280, 284 Modulation de la voic NFxB 2006
SUMOylation |Lysine 280 et 284 Localisation subcellulaire Pege(:) f‘t‘ al,
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Immortalisation des lymphocytes T par Tax

La capacité oncogénique du HTLV-1 a tout d’abord été attribuée a la région pX. La transduction
d’un vecteur codant pour la région pX du génome du HTLV-1 dans des lymphocytes T humains
activés a permis leur immortalisation (Grassmann et al, 1989). Des études, utilisant un mode¢le
in vivo de souris transgéniques exprimant uniquement Tax ont permis ensuite d’observer le
développement de tumeur et de symptomes comparables a ceux observés chez des patients
atteints de I’ATL, symptomes associés a une activation constitutive la voie NFxB (Hasegawa
et al, 2006). Plus récemment, 1’équipe du Dr Nicot est parvenue a immortaliser des PBMC
humains par I’insertion d’un vecteur permettant uniquement 1’expression de la protéine Tax,
bien que ce soit un événement rare (Bellon et al, 2010). Il semble donc que I’expression seule
de Tax permette I’immortalisation des lymphocytes T primaires mais n’est pas suffisante pour

induire leur transformation.

Les mécanismes complexes impliqués dans la capacité d’immortalisation de Tax restent a
compléter. La principale voie de prolifération modulée par Tax est la voie NF-kB. L’importance
de I’activation de cette voie dans le processus d’immortalisation a été¢ démontré par I’utilisation
d’un mutant de Tax, Tax M22 défectif pour I’activation de la voie NF-xB, qui n’est plus capable
d’immortaliser les lymphocytes T dans un mode¢le d’infection in vitro (Revue dans Robek et
Ratner, 1999).

Tax induit également 1’activation constitutive des voies MAP (Mitogen Associated Protein)
kinase, PI3kinase, AP-1 et Wnt, ainsi que la transcription dépendante des SRF (Serum
Responsive Element) (données résumés dans le Tableau 3).

Indépendamment de ’activation de la voie NF-xB, Tax inhibe 1’activité¢ de la protéine p53,

régissant I’entrée en apoptose (Mahieux et al, 2000 ; Mulloy et al, 1998).
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Tableau 3 : Voies de signalisation cellulaires activées par la protéine virale Tax

Responsive Factor)

Augmentation de la liaison de SRF a
I’ ADN

Activation des genes cellulaires c-fos, c-
Jun, JunD, Fral...

Voies de
Cibles de Tax Conséquences Références
signalisation
Voie canonique :
Favorise la translocation nucléaire de
O L o Schwob et al,
RelA/p50 par l'activation de IKK et la Activation de la transcription de genes
NF-xB dégradation protéasomale des protéines  fimpliqués dans I’inhibition de la mort 2019 ; Revue
IkB via son interaction avec p62 cellulaire et favorisant la prolifération des | dans Harhaj et
'Voie non-canonique : lymphocytes T Giam. 2018
Favorise le clivage de p100 en 52, ainsi
que la translocation nucléaire de p52/RelB
Activation de TAK1 par Tax permet Saggioro et al
MAPkinase | 2ctivation de la voie JNK Inhibition de 'apoptose et induction de la. | 01 ; §uzuk et
Interaction Tax-RasGTP permet prolifération cellulaire al. 2007
I’activation de la voie Raf/MEK/Erk ’
Winter et
SRF (Serum

Marriott et al,

2007

/Activation de PI3 kinase par son
interaction avec sa sous-unité p85

Inhibition de I’apoptose, activation de

Peloponese et al,

d’activer la voie canonique Wnt

Forte prolifération cellulaire

PI3kinase Inhibition de la phosphatase PTEN hTERT 2006
entrainant une activation constitutive de
Akt
AP-1 Modulation de I’activité des facteurs AP-1 |Augmentation de la transcription des génes Gazon et al,
et de leur liaison a I’ADN cibles de AP-1 2017
What Interaction entre Tax et DAPLE permettant Ma et al, 2013

Ces effets permettent une forte prolifération et un haut taux de survie des lymphocytes T

infectés ainsi qu’une inhibition de I’entrée en apoptose (Taylor et Nicot, 2008). Or,

I’hyperactivation de la voie NF-kB par Tax entraine 1’induction de la sénescence des cellules

(Ho et al, 2012), mettant en évidence que I’expression de Tax seule ne permet pas la survie a

moyen et long terme des lymphocytes T immortalisés infectés par HTLV-1 (Bellon et al, 2010).

Cycle cellulaire et instabilité génétique

Les lymphocytes infectés par HTLV-1 ont rapidement été démontré comme étant sujet a de

profonds changements génétiques (Maruyama et al, 1992). L’augmentation de ’instabilité
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génétique est principalement associée a I’expression de la protéine Tax. En effet, Tax module
la progression du cycle cellulaire, ainsi que les voies de réparations de I’ADN, en faveur d’une
prolifération accrue associée a une forte accumulation de modifications génétiques (Mohanty

et al, 2000).

La modulation du cycle cellulaire par Tax s’illustre par sa capacité a cibler de nombreux acteurs
impliqués dans son établissement. D’une part, Tax accélere la progression du cycle cellulaire
en favorisant la formation de plusieurs complexes activateurs Cycline/CDK. Tax inhibe ainsi
Chk1/Chk2 entrainant la formation du complexe Cycline B/CDK1, ce qui permet 1’entrée en
phase G1 du cycle. Puis, Tax stabilise le complexe Cycline D/CDK4 et favorise la formation
du complexe Cycline E/CDK2 par la dégradation de la protéine Rb, libérant ainsi le facteur e2F
ce qui permet une accélération de la progression en phase G1 du cycle. Ensuite, Tax augmente
I’expression de I’inhibiteur p21 ciblant la formation des complexes Cycline D/CDK4 et Cycline
E/CDKZ2, induisant la transition G1/S. Tax est également capable d’inhiber I’expression de la
cycline A permettant de réaliser plusieurs réplications successives durant la phase S, favorisant
ainsi I’aneuploidie des cellules infectées par HTLV-1. De plus, Tax inhibe les points de contrdle
des transitions entre les différentes phases du cycle afin d’en accélérer son déroulement (Revue

dans Marriott et Semmes, 2005).

L’instabilité génétique des lymphocytes T infectés s’explique €¢galement par la capacité de Tax
a perturber les voies de maintenance de I’ADN. Tax inhibe les voies de réparation par excision
de base, de nucléotide, ainsi que la réparation par recombinaison homologue et de
reconnaissance des jonctions d’extrémité non homologue. Ces mécanismes sont présentés dans
le Tableau 4. En plus d’inhiber la réparation de I’ADN, Tax augmente les dommages qui lui
sont causés par I’augmentation de la production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS). Cela

a pour conséquence une augmentation du stress oxydant (Takahashi et al, 2013).

Ces perturbations du cycle cellulaire et de la machinerie de réparation de I’ADN sur une longue
période d’infection favorisent I’accumulation de mutations au sein du génome cellulaire des
clones infectés. Ces modifications peuvent cibler différentes voies de prolifération des
lymphocytes T, entrainant leur activation constitutive, ce qui permet a certains clones infectés

de fortement proliférer.
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Tableau 4 : Voies de maintenance de I'ADN perturbées par la protéine virale Tax

Voies de maintenance de

Action de Tax Conséquences Références
I’ADN
Base Excision Repair 1hipition de I’expression de I’ADN |Défaut de la réparation des Jeang et al,
(BER) polymérase 3 mésappariements 1990

Augmentation de 1’expression de

Nucleotide Excision Repair Kao et

PCNA permettant le fonctionnement|{Augmentation de 1’incorporation
(NER) de I’ADN polymérase & malgré la  |de nucléotides erronés Marriott, 1999
présence de 1ésion de ’ADN

Séquestration des facteurs de la voie Diminution de la réparation des |Baydoun et al,
Recombinaison homologue 3y niveau de foci non associés a des |cassures double brin par

. . 2012
cassures double brin de I’ADN recombinaison homologue
Non Homologous End Répression de I'expression de Kugo [P minution de la reconnaissance Ducu et al,
X u .
Joining (NHEJ) P P de cassure d’ADN double brin 2011

3.2.L’oncoprotéine HBZ

L’oncoprotéine HBZ (HTLV-1 bZIP) a été caractérisée par sa capacité a interagir avec le
facteur de transcription CREB2, expliqué par le fait qu’elle contient également un domaine de
type bZIP (Gaudray et al, 2002).

Le produit protéique issu du transcrit non épissé€, appelé usHBZ, est supposé étre peu stable et
négligeable par rapport au produit protéique issu du transcrit épissé, sHBZ, et son existence
sous forme de protéine divise encore la communauté. La majorité des études sur les propriétés
et activités de HBZ concerne le produit de I’ARNm ¢épissé sHBZ (Yoshida et al, 2008). Les

fonctions ainsi développées dans cette partie correspondent donc a sHBZ.

Généralités

HBZ a la capacité d’étre homologue aux facteurs bZIP grace la présence d’un domaine leucine
Zipper, composé de résidus hydrophobe formant une hélice a. Cette structure secondaire
permet la dimérisation de HBZ avec les facteurs bZIP cellulaires. Le domaine bZIP de HBZ est

riche en résidus Arginine lui conférant une forte activité basique, ce qui permet une meilleure
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liaison a I’ADN. La présence, a son extrémité amino-terminale, d’un domaine d’activation de

la transcription compléte ses fonctions (Ma et al, 2016) (Figure 5).

Interaction avec le protéasome

(sous-unité 26S) Localisation nucléaire

Interaction avec CBP

Hétérodimérisation avec
Activation de la voie TGF-f3 Activation Foxp3 les facteurs b-ZIP cellulaires

!

] |

=
2
=
Z izl Z
—

Figure 5 : Schéma de la structure de la protéine virale HBZ

Représentation schématique des domaines de la protéines HBZ. La protéine HBZ se compose de trois
domaines fonctionnels distincts. A l'extrémité N-terminale se situe le domaine d'activation qui intervient
dans l'interaction avec la sous-unité 26S du protéasome et avec le domaine KIX de CPB via deux motifs
LXXLL. Ce domaine est également nécessaire pour l'activation de la voie TGF-B. Le domaine central
est composé de trois signaux de localisation nucléaire (NLS) et participe a l'activation de Foxp3. A
I’extrémité C-terminale est localisé le domaine b-Zip permettant 'hétérodimérisation de HBZ avec les
facteurs b-Zip cellulaires régulant ainsi leurs activités.

Adaptée de Ma et al, 2016

HBZ possede trois signaux de localisation nucléaire (NLS) au niveau de son domaine central
(Hivin et al, 2005). Les études d’imagerie, permises grace au développement d’anticorps dirigés
contre HBZ, ont mis en évidence son accumulation au niveau du noyau, potentiellement au sein
de structures granulaires (Shiohama et al, 2016). De plus, la distribution cellulaire de HBZ
semble varier en fonction de la pathologie développée : HBZ posseéde une localisation nucléaire
dans les cellules de patients ayant développés une ATL, alors que sa localisation est
cytoplasmique dans les cellules de patients ayant développés une TSP (Baratella et al, 2017).
Cela met en évidence un role de la localisation de HBZ dans le développement des pathologies,

potentiellement en régulant son activité au sein de la cellule.

Activation de la prolifération lymphocytaire

L’expression de HBZ est nécessaire a la survie des lymphocytes T infectés par HTLV-1. Cette
implication a ét¢ démontrée in vitro par I’utilisation de shARN (short-hairpin RNA) ciblant
I’ARNm de HBZ, traitement qui se traduit par une forte diminution de la viabilité et de la
prolifération des lymphocytes T infectés (Arnold et al, 2008). De fagon surprenante, 1’activité
pro-proliférative de HBZ semble étre portée par I’ARNm sHBZ, plutot que par la protéine.
L’ARNm de sHBZ possede une structure appelée tige-boucle (stem-loop) qui serait a 1’origine

de sa capacité d’interagir avec le facteur E2F 1, permettant la modulation de 1’expression de ses
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geénes cibles et la progression de la phase de transition G1/S lors de 1’établissement du cycle

cellulaire (Satou et al, 2006).

Augmentation de l’instabilité génomique

HBZ possede également la capacité de cibler des microARN (miR) cellulaires impliqués dans
la prolifération et la survie des lymphocytes T CD4+. Via une action post-transcriptionnelle,
HBZ augmente ’expression des miR17 et 21, impliqués dans la maintenance du génome,
favorisant ainsi I’apparition d’anomalies génétiques (Vernin et al, 2014).

En outre, HBZ cible directement certaines voies de réparation de I’ADN. HBZ interagit, par
I’intermédiaire de son domaine bZIP, avec Ku70 et Ku80, protéines impliquées dans la voie du
NHE]J, entrainant une diminution de I’efficacité de réparation des cassures double brin (Rushing
et al, 2018). HBZ, au méme titre que Tax, participerait donc a I’augmentation de 1’instabilité

génomique des lymphocytes T infectés.

Modulation de I’apoptose

Initialement, HBZ a ét¢ montré comme capable d’augmenter 1’expression de la télomérase,
complexe ribonucléoprotéique qui prolonge les télomeres, protégeant ainsi ’extrémité des
chromosomes. Cette enzyme est normalement inactive dans la majorité des cellules humaines
différenciées. Le raccourcissement des télomeres est un facteur entrainant la mort cellulaire
programmeée, et I’activation de la télomérase est souvent associée au développement de cancer
car favorisant ’immortalisation des cellules (Revue dans Hahn et Meyerson, 2001). HBZ active
I’expression du facteur de transcription JunD, et induit la formation d’un dimére HBZ/JunD.
Le géne codant pour la sous-unité catalytique de la télomérase fait partie des cibles de JunD,
I’activation de I’expression de la télomérase ayant lieu par le recrutement du complexe
HBZ/JunD/Sp1 au niveau des sites de fixation de Sp1 du promoteur du géne (Kuhlmann et al,
2007). Cela permet un échappement a la mort cellulaire programmée, et implique HBZ dans le
processus d’immortalisation associée a I’infection par HTLV-1.

HBZ module également le processus d’apoptose. HBZ a ét¢ démontré comme étant capable
d’interagir avec le facteur de transcription FoxO3a, résultant en une diminution de son
recrutement au niveau de I’ADN. Cela se traduit par une diminution de la transcription des
genes Bim, FasL, et TRAIL, inhibant ainsi leur activité pro-apoptotique (Tanaka-Nakanishi et
al, 2014).

HBZ est également impliqué dans I’inhibition de I’apoptose dépendante de p53 induite par le

facteur ATF3. ATF3 posséde un role de modulateur de I’apoptose en fonction de son niveau
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d’activation : ATF3 est considéré comme un suppresseur de tumeur par sa capacité d’induire
I’apoptose et, a la fois, comme un oncogene par sa capacité pro-proliférative. HBZ inhibe la
capacit¢ de ATF3 a induire I’entrée en apoptose, tout en conservant son activité pro-
proliférative (Hagiya et al, 2011).

De plus, I’activité pro-apoptotique de p53 est régulée par son acétylation par CBP/p300, et
HBZ, via son interaction avec CBP/p300, inhibe la capacit¢ de p53 a induire I’entrée en

apoptose, mimant I’action de Tax (Wright et al, 2016).

Cependant, la modulation de 1’apoptose par HBZ peut également favoriser 1’entrée des cellules
dans le processus de mort programmeée. Ces réles opposés peuvent s’expliquer par des activités
propres a la forme ARN ou protéique de HBZ. Méme s’ils possédent un role commun
d’activateur de la prolifération lymphocytaire, le role inhibiteur de 1’apoptose est conféré
préférentiellement a I’ARN. L’induction de la prolifération des lymphocytes T par la protéine
est associée a une réduction de I’apoptose, apoptose inhibée par 1’activité¢ de ’ARN de HBZ.
Cela met en évidence un équilibre entre le role protecteur de I’ARN de HBZ vis-a-vis du rdle

pro-prolifératif de la protéine (Mitobe et al, 2015).

Roéle immunomodulateur de HBZ

Un autre role majeur de la protéine HBZ est la modulation de la réponse immunitaire.
L’expression de HBZ dans des lymphocytes T CD4+ est associée a un changement de
phénotype vers des lymphocytes T de type régulateurs (T Reg). Cette modification est causée
par la modulation de la voie du TGF-B par HBZ, entrainant 1’induction de I’expression du
facteur FoxP3 (Satou et al, 2011).

Il a également été mis en évidence que HBZ induit I’expression de la protéine TIGIT (7 cell
immunoglobulin and ITI domain) a la surface des lymphocytes T infectés par HTLV-1. TIGIT
est une immunoglobuline co-inhibitrice et sa présence a la surface cellulaire est associée a
I’expression de la cytokine IL-10, ayant une activité anti-inflammatoire (Yasuma et al, 2016).
Ce role immunomodulateur est également illustré par la capacit¢ de HBZ a diminuer
I’expression des cytokines de type Thl comme I’IL-2, I'IFNy, ou le TNF-a, effet
transcriptionnel dépendant de la signalisation NFAT et AP-1 contrdlées par HBZ (Sugata et al,
2012).
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Interférence entre HBZ et Tax

Méme si HBZ posséde certains roles homologues a ceux de Tax, HBZ antagonise nombres de
ces actions.

Au niveau cellulaire, HBZ s’oppose a I’hyperactivation de la voie canonique NF-kB exercée
par Tax, ce qui permet de limiter I’entrée en sénescence des lymphocytes T infectés (Zhi et al,
2011). Pour ce faire, HBZ module I’activit¢ de la protéine RelA/p65. HBZ a la capacité
d’interagir avec p65, empéchant son recrutement sur I’ADN. De plus, par I’induction de son
ubiquitinylation par la protéine PDLIM (PDZ and LIM domain proteins), HBZ induit la
dégradation de p65 (Fochi et al, 2018). Ces actions ont pour conséquence une diminution de
I’activation de I’expression des geénes cibles de la voie NF-kB canonique.

La voie Wnt activée par Tax est également ciblée par HBZ. L’interaction entre HBZ et LEF1
(lymphoid enhancer-binding factor 1), coactivateur des genes cibles de la voie Wnt, diminue

son recrutement au niveau de ses geénes cibles, résultant en une diminution de leur expression

(Ma et al, 2013).

D’autre part, HBZ active la voie du TGF-f, initialement réprimée par Tax, par I’augmentation
de I’expression des facteurs SMAD2/3/4. Cette activation permet une diminution de 1’activation

des lymphocytes T CD4+, et participe a la persistance de I’infection (Zhao et al, 2011).

Un autre aspect est la capacit¢ de HBZ a agir directement sur 1’activité des facteurs de
transcription c-Jun et JunB, activés par Tax. Grace a son domaine bZIP, HBZ interagit avec les
facteurs CREB et AP-1, entrainant leur séquestration dans des corps nucléaires, empéchant
ainsi leur recrutement au niveau du promoteur des genes codant pour c-Jun et JunB, donc leur
expression. De plus, la protéine HBZ issue de la forme non épissé (usHBZ) pourrait faciliter la
dégradation de c-Jun par son ancrage au niveau de la sous-unité 26S du protéasome (Terol et
al, 2017). A I’'inverse, il a récemment ét¢ montré que la protéine HBZ issue de I’ARNm épissé
sHBZ stabilise le facteur c-Jun (Polakowski et al, 2020), interrogeant sur des possibles rdles
opposés dans la modulation de la transcription entre les 2 formes d’HBZ.

Au niveau du virus, un des premiers roles démontrés de HBZ est I’inhibition de la
transactivation du LTR 5’ viral par Tax, via une compétition avec les facteurs de transcription

CREB. Ce point sera détaillé dans la suite de cette introduction.
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Modifications post-traductionnelles de la protéine HBZ

HBZ ayant été caractérisée plus tardivement que les autres protéines virales, I’étude de ses
modifications post-traductionnelles est encore superficielle. Peu d’entre elles ont pu étre
associées a la régulation de ses fonctions (Dissinger et al, 2014). Récemment, HBZ a été
démontré comme capable d’interagir avec 1’ubiquitine ligase UBRS et son ubiquitinylation

semble directement li¢ a la régulation de sa propre stabilité (Panfil et al, 2018).

On voit donc que HBZ contréle la prolifération lymphocytaire, la mort cellulaire, 1’instabilité
génomique, et module I’environnement immunitaire des lymphocytes infectées. Associées a
son action sur la télomérase, ces fonctions lui conférent la capacit¢ d’immortaliser les

lymphocytes infectés par HTLV-1 (Revue dans Bellon et Nicot, 2015).

3.3.Bilan des fonctions respectives de Tax et HBZ

Les oncoprotéines Tax et HBZ ont donc a la fois des roles communs et opposés. Toutes deux
activent la prolifération lymphocytaire, inhibe la mort cellulaire programmeée, et augmente
I’instabilit¢ génomique. Or, ’expression de Tax seule n’est pas suffisante pour permettre
I’immortalisation des lymphocytes infectés : la forte activation de la prolifération cellulaire
associée a I’inhibition de I’apoptose entraine la sénescence des cellules infectées. C’est dans ce
contexte qu’intervient HBZ, qui permet de compenser cet effet de Tax et donc d’augmenter

I’apparition de lymphocytes T infectés immortalisés.

La co-expression prolongée des oncoprotéines Tax et HBZ dans les lymphocytes T infectés par
HTLV-1 est associée a une forte prolifération, une inhibition de 1’apoptose et a 1’apparition de
nombreuses anomalies génétiques et épigénétiques. Les différents clones infectés accumulent
de nombreuses modifications génétiques et épigénétiques pouvant entrainer 1’activation
constitutive des voies de prolifération lymphocytaires. En résulte 1’apparition de clones infectés
immortalisés majoritaires qui peuvent étre a 1’origine, apres une longue période d’infection, de
la génération du clone transformé, associé au développement de I’ATL (Watanabe et al, 2017).
Cependant, de facon surprenante, dans la majorité des cas d’ATL, les clones transformés
présentent une perte d’expression de la transcription sens, se traduisant par une perte de la
protéine Tax, alors que la protéine HBZ est toujours détectable (Revue dans Matsuoka et Jeang,

2007 ; Kataoka et al, 2015). Cela met en évidence I’importance d’étudier précisément la
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régulation de la transcription virale afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la

transition entre I’immortalisation et la transformation des lymphocytes T.

4. Détournement de la machinerie de transcription cellulaire par le

HTLV-1

Pour permettre sa transcription, le HTLV-1 exploite la machinerie de transcription des génes
cellulaires de classe II impliquant I’ARN polymérase II et ses co-facteurs spécifiques. Avant
de présenter les mécanismes régissant la transcription virale, il est nécessaire de présenter le

déroulement de la transcription cellulaire (Partie résumée par la Figure 6).

4.1.Transcription cellulaire des génes de classe 11

4.1.1. En amont de ’initiation : levée de la répression transcriptionnelle

Dans son état réprim¢, un promoteur est dans un état dit compacté. Cela est di a la conformation
de ’ADN sous forme de chromatine, ¢’est a dire associ¢ a des protéines histones. Les histones
sont des protéines basiques riches en acides aminés lysine et arginine dont les charges positives
a pH physiologique vont interagir avec les charges négatives des phosphates de I’ADN assurant
une association forte pour former les nucléosomes. Les histones ont une extrémité N-terminale
dépassant du nucléosome et donc accessible a des enzymes de modification. C’est au niveau de
cette extrémité que vont se faire les modifications post-traductionnelles comme des
acétylations, phosphorylations, méthylations, ubiquitinylations ou sumoylations. Ces
changements perturbent I’interaction entre I’ADN et les histones et jouent sur le recrutement
d’enzymes de remodelage de la chromatine, élément de régulation clé de I’expression des genes

(Revue dans Bannister et Kouzarides, 2011).

I1 est nécessaire de moduler la localisation et la conformation de ces nucléosomes afin de rendre
les séquences promotrices accessibles aux facteurs de transcription. Dans ce contexte, I’éviction
des nucléosomes est régie principalement par la poly(ADP-ribose) polymérase 1 (PARP-1),
impliquée dans la régulation de ’expression de nombreux genes cellulaires nécessaires a la

réparation de I’ADN, ’homéostasie et I’apoptose (Hou et al, 2019). Ce mécanisme implique
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¢galement le complexe NAP-1 (Nucleosome Assembly Protein 1) (Revue dans Sharma et
Nyborg et al, 2008). Le remodelage des histones est lui assuré par le complexe SWI/SNF
(Switching defective/sucrose non fermenting), composé principalement de 2 sous-complexes :
BAF (BRG-1 or BRM Associated Factor) et PBAF (Polybromo-associated BAF). 1ls portent
tous deux une activit¢ ATPase grace aux sous-unités BRG1 (Brahma-Related Gene 1) et/ou
BRM (Brahma), nécessaires a la relocalisation des histones. Ces activités peuvent avoir des

effets positifs ou négatifs en fonction des genes ciblés (Revue dans Roberts et Orkin, 2004).

La queue N-terminale des histones est sujette en particulier a des acétylations. Cette
modification est régie par les protéines possédant une activité Histones Acétyl Transférase
(HAT). L’acétylation des histones est généralement associée a un é€tat actif du promoteur. Les
complexes CBP (CREB Binding Protein) /p300 et P/CAF (p300/CBP Associated Factor)
portent une activité HAT. Ils sont nécessaires a la transcription des génes cellulaires, mettant
en évidence I’importance de ’acétylation des histones dans une transcription processive depuis
le promoteur (Nagy et al, 2007).

La méthylation des histones aux niveaux des résidus lysine est une marque €pigénétiques tres
représentée. En fonction de I’histone et du résidu lysine ciblé, la modification sera considérée
comme activatrice ou répressive. Par exemple, la tri-méthylation de la lysine 9 de I’histone H3
induit la compaction de la chromatine sous forme d’hétérochromatine, limitant ainsi 1’acces aux
complexes cellulaires de transcription et réprimant donc I’expression génique (Becker et al,
2016). Afin de permettre une initiation processive de la transcription, la chromatine doit étre
dans un état dit ouvert associé a la présence de marques activatrices, telle que la tri-méthylation

de la lysine 4 de I’histone H3 et a une faible abondance de marques répressives.

L’ADN est sujet a des méthylations des cytosines en 5-méthylcytosine, réalisées par des
méthylases. Ces marques épigénétiques sont directement déposées sur I’ADN au niveau de
structure appelées ilots CpG et sont considérées comme responsables de la plus forte répression
de la transcription des genes. Ce niveau de méthylation peut étre réduit par des déméthylases,
principalement de la famille TET, afin d’induire la lever de cette répression transcriptionnelle

épigénétique (Revue dans Wu et Zhang, 2017).
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4.1.2. Etape de Pré-initiation

La décompaction de la chromatine a pour conséquence principale une augmentation de
I’accessibilité des séquences promotrices aux facteurs spécifiques de la transcription de la
classe des facteurs a domaine bZIP, impliquant principalement des facteurs des familles ATF
(Associated Transcription Factor) /| CREB (cAMP Response Element-Binding protein).
L’exemple du facteur spécifique de transcription CREB va étre ici développé.

La protéine CREB est impliquée dans la transcription des geénes présentant des ¢léments de
réponse cellulaire & ’AMP (adenosine monophosphate) cyclique de séquence consensus
TGACGTCA, généralement localisée en amont du site d’initiation de la transcription. La
présence du domaine bZIP au sein de la protéine permet sa dimérisation, rendant alors possible
son recrutement au niveau de la séquence consensus. La reconnaissance seule de cette s€quence
ne permet pas son association avec I’ADN : il est nécessaire que le domaine KID (kinase-
inducible domain) de CREB soit phosphorylé au niveau de la Serine 133 afin de permettre une
interaction directe avec le domaine KIX (KID interacting domain) de CBP/p300. Cette
phosphorylation, médiée par la protéine kinase A (PKA), est associée a une activation de la
voie AMPc (Johannessen et al, 2004). Ce mécanisme permet la formation d’un complexe tres
stable ADN — CREB — CBP/p300, considéré comme la forme primaire du complexe de pré-
initiation (PIC).

Les étapes suivantes font intervenir des co-facteurs de I’ARN polymérase de type II, nommés
facteurs généraux de transcription (GTF) (Sainsbury et al, 2015). Ceux-ci sont recrutés par le
complexe ADN — CREB — CBP/p300 initialement formé, et vont constituer la forme active du
complexe de pré-initiation. Sont d’abord recrutés le complexe « Transcription Factor (TF) IID »
et sa sous-unité « TATA Binding Protein » (TBP), par la fixation de TBP au niveau de la boite
TATA (TATA box) localisée 30 pb en amont du site d’initiation de la transcription (TSS) et qui
possede la séquence consensus suivante : TATAWAWR (Basehoar et al, 2004). CREB possede
un domaine CAD (CREB activation domain) qui interagit directement avec la sous-unité
hTAFII135/TAF4 (TAF, TBP associated factors) de TFIID (Quinn et al, 2002). Cette fonction,
nécessaire au bon déroulement de 1’étape de pré-initiation de la transcription, est régulée par
les protéines TORCs (Target Of Rapamycin Complex 1), via un contact avec CREB au niveau
de son domaine bZIP. La présence des TORCs au sein du complexe CREB — TFIID permet une
forte augmentation de ’affinit¢ de TFIID pour I’ADN au niveau du promoteur (Conkright et
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al, 2003). TFIID est un complexe transcriptionnel composé de la sous-unité TBP et de 14 TAFs.
En cas d’absence de séquence consensus TATA box, TBP peut se fixer sur des ¢éléments
comparables d’un point de vue structural et permettre 1’initiation des promoteurs sans boite
TATA (Revue dans Rhee et Pugh, 2012). La présence de la boite TATA est détectée dans
environ 20% des promoteurs des geénes du génome humain, montrant la capacité¢ de la
machinerie de transcription a ceuvrer en son absence (Yang et al, 2007). La fixation de TBP sur
I’ADN permet d’ancrer TFIID au niveau du promoteur et de former ainsi un complexe stable
entre le promoteur, CREB, CBP/p300 et TFIID, correspondant au complexe de pré-initiation

actif.

Les protéines TAFs associées a TFIID sont impliquées dans le remodelage du promoteur et la
régulation de la pré-initiation de la transcription (Baumann et al, 2010). Plus précisément,
TAF1 porte une activité HAT (acétylation de 1’histone H3 sur les lysines 9 et 14) alors que
TAF7 est un inhibiteur de I’étape d’¢longation de la transcription via 1’inhibition de I’activité
kinase de CDK7 et de CDK9 (CDK : Cyclin Dependent Kinase) (voir partie sur [’élongation).
Cette activité inhibitrice est présente seulement lorsque TAF1 et TAF7 sont en contact,
associées a TFIID dans une conformation non liée & ’ADN. Or, lorsque TFIID se lie avec
I’ADN via TBP, un changement conformationnel du complexe a lieu résultant en un
réarrangement de ses sous-unités. Cela permet la phosphorylation de TAF7 par TAFI,
entrainant la libération de TAF7 du complexe TFIID, bloquant en retour son activité inhibitrice
sur 1’¢longation de la transcription. Cette temporisation de 1’assemblage de la machinerie de
transcription permet le bon déroulement des étapes suivant la pré-initiation de la transcription.
Ces données mettent en évidence une boucle d’autorégulation entre 1’étape de pré-initiation et
1’étape d’¢élongation, afin de permettre un assemblage efficace des nombreux facteurs impliqués

dans la transcription (Revue dans Gegonne et al, 2017).

4.1.3. Etape de formation du PIC

Afin d’atteindre un niveau de transcription maximal, les complexes protéiques formés sur
I’ADN doivent étre le plus stable possible. Cela implique des facteurs de transcription non
nécessaires a la transcription basale mais cruciaux pour des niveaux de transcription élevés,

permettant de former un complexe de pré-initiation complet, extrémement stable.
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C’est le cas du complexe TFIIA, hétérodimere composé de 2 sous-unités alpha/beta (GTF2A1)
et gamma (GTF2A2). Il se fixe en amont de la boite TATA sans perturber le complexe TFIID
- ADN, et stabilise I’interaction TFIID - ADN permettant une transcription optimale a haut
niveau (Imbalzano et al, 1994). L’affinité du complexe TFIIA — TFIID - ADN dépend de la
séquence de la boite TATA, plus précisément, de la structure du promoteur (définition d’un
promoteur faible / fort) (Stargell et al, 2001). Le polypeptide TFIIB se fixe en amont et en aval
de la boite TATA au niveau de la séquence « B recognition Element » (BRE) grace a son
domaine B linker (Juven-Gershon et al, 2008). Il permet un ancrage optimal de la matrice ADN
dans le site catalytique de I’ARN Polymérase II (Kostrewa et al, 2008).

Ces ¢tapes menent a la formation du complexe de pré-initiation complet, formant ainsi la bulle

de transcription.

La stabilisation de la bulle de transcription est ensuite permise par I’implication d’autres
facteurs de transcription généraux, généralement non nécessaires a la transcription basale de la
majorité des genes cellulaires (Rani et al, 2004).

TFIIF est un hétérodimere composé de TFIla (également appelé RAP74) et TFIIB (¢galement
appelé RAP30). Il empéche I’interaction non spécifique entre TFIIB et I’ADN (Conaway et al,
1991) et stabilise 1’établissement du PIC (Tan et al, 1995).

Le complexe TFIIH (Revue dans Compe et Egly, 2012 ; et Coin et Egly, 2015) est composé de
10 sous-unités réparties en 3 modules. Il possede a la fois un réle dans la réparation de I’ADN
(réparation par excision de nucléotide) et est aussi impliqué dans la transcription impliquant
I’ARN polymérase II. Le premier module comprend 6 partenaires : XPD (Xeroderma
Pigmentosum complementation group D, activité hélicase ATP-dépendante 5° -> 3”), p62, p52,
p34, p8 et p44. Ce module est principalement impliqué dans la réparation de I’ADN via
I’ouverture du double brin d’ADN (Coin et al, 2007). Cette activité est dépendante de I’hélicase
XPD. Ce module permet également la bonne structuration du complexe TFIIH. Le second
module est compos¢é de [I’hélicase/translocase XPB (Xeroderma  Pigmentosum
complementation group B, activité hélicase/translocase ATP-dépendante 3’-> 5°). XPB est
impliquée dans I’initiation de la transcription, plus précisément dans 1’ouverture du promoteur
permettant le recrutement de I’ARN polymérase II, ceci grace a son activité ATPase (Revue
dans Guzman et Lis, 1999). XPB est maintenant considérée comme une hélicase non
conventionnelle car recrutée en aval du PIC. Son activité hélicase se résume en fait & une
activité de type translocase par la mise en place d’une torsion de I’ADN (molecular wrench),

créée par le maintien de I’ADN figé en raison de la forte interaction TFIID - ADN. Cette torsion
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entraine un changement conformationnel de I’ ADN rapprochant ainsi la queue C-terminale (C-
terminal domain, CTD) de I’ARN polymérase II du module kinase de TFIIH.

Le module kinase de TFIIH est composé des protéines Cycline H, Ménage-a-trois 1 (MAT-1),
et CDK7. L’activité kinase est portée par CDK7 qui cible le CTD de ’ARN polymérase II.
CDKY7 phosphoryle la sérine 5 du CTD, entrainant le déplacement de I’ ARN polymérase II vers
le nucléosome +1 (déplacement de 30-50 nt) et induisant un état de pause (Coin et al, 2015).
Comme expliqué précédemment, TAF7 inhibe I’activité¢ kinase de CDK7 permettant une
temporisation de I’assemblage de la machine transcriptionnelle.

Le complexe TFIIE est également un hétérodimere composé des sous-unités TFIIEa et TFIIE.
TFIIE stabilise le recrutement de TFIIH par sa double fixation a ’ARN polymérase II et a
TFIIH (Maxon et al, 1994). Ceci lui permet de stimuler 1’activit¢ ATPase (XPB) et kinase
(CDK?7) de TFIIH (Ohkuma et al, 1994) et donc de faciliter I’ouverture du promoteur et I’entrée
en phase d’¢longation.

L’initiation de la transcription in vitro requiere la présence d’au moins un des facteurs de
transcription suivant : TFIIF, TFIIE ou TFIIH. Cependant, elle ne peut avoir lieu si aucun

d’entre eux n’est présent au niveau du promoteur (Pan et al, 1994).

4.1.4. Elongation

Pause de I’ARN polymérase 11

Lorsque I’ARN polymérase II est positionnée au niveau du nucléosome +1, elle est associée au
facteurs DSIF (DRB Sensitivity-Inducing Factor), un hétérodimeére des protéines hSpt4 et
hSpt5, et a NELF (Negative Elongation Factor), I’ensemble permettant de mettre I’ARN
polymérase II en état de pause (Yamaguchi et al, 1999 et Yamada et al, 2006). Cet état est

maintenu tant que ces deux protéines ne sont pas ciblées par des phosphorylations spécifiques.

Sortie de [’état de pause

La sortie de 1’état de pause de I’ARN polymérase II est permis grace a 1’implication du
complexe « Positive Transcription Elongation Factor b » (P-TEFb), le facteur d’¢longation
spécifique de I’ARN polymérase II. De par ce role, P-TEFD est particuliérement important afin
d’obtenir une transcription processive.

P-TEFDb est composé de 3 cyclines : T1, T2 et H (Peng et al, 1998) et de la kinase CDK9 (Fu et
al, 1999). CDKJ9 catalyse la phosphorylation de la Sérine 2 du CTD de I’ARN polymérase II.
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De plus, il réalise la phosphorylation de NELF, entrainant sa libération du nucléosome +1 et
son décrochement de I’ARN polymérase 1, ainsi que la phosphorylation de la sous unité hSpt5
de DSIF au niveau de la thréonine 4 (Yamada et al, 2006). Contrairement a NELF, DSIF
phosphorylé reste associ¢ a I’ARN polymérase II, signe de 1’activation de I’ARN polymérase
II. De par ce role, CDK9 permet la sortie de I’état de pause, permettant ainsi 1’¢longation
processive de I’ARN polymérase II (Coin et al, 2015). P-TEFb joue donc un role majeur dans
I’¢longation de ’ARN polymérase II et c’est pourquoi il est sujet & une régulation de son
activité. Lorsque P-TEFb est inactif, il est complex¢é avec les sous unités répressives suivantes :
HEXIM1, 7SK snRNA. A I’inverse, la forme active de P-TEFb est associée a Brd4, qui permet
le recrutement de P-TEFb au niveau d’histones acétylés (Bres et al, 2008).

CDKO9 est ¢galement inhibé par la sous-unit¢ TAF7 de TFIID comme expliqué précédemment.
Ces mécanismes de régulations négatives exercés sur 1’initiation de la transcription permettent
d’une part une augmentation de la stabilité des complexes impliqués et d’autre part de s assurer
de la présence ou absence de tous les complexes, permettant d’obtenir une transcription la plus

efficace possible.

P-TEFb
CDK7 pSS
ClID DSIF
TFUIH
TFIIB NELE
ATF/CREB TBP TFIIF XPB- RNA pol IT —]>
A 000
El-Q g o boite TATA
réponse i1
5" 'ARNm

Figure 6 : Schéma simplifié de l'initiation de la transcription des promoteurs cellulaires de classe II

La transcription débute par le recrutement de facteurs de transcription spécifiques au niveau d’éléments
de réponses localisés en amont de la boite TATA (TATA box). Cette étape permet le recrutement au
niveau de la boite TATA du complexe de pré-initiation de la transcription (PIC), composé des facteurs
généraux de transcription : TFIIA, TFIID, TFIIB. Le recrutement des autres facteurs généraux de
transcription TFIIF, TFIIE et TFIIH permet ensuite la stabilisation de la bulle de transcription. La
formation du PIC assure le recrutement de I’ARN polymérase II au niveau du promoteur, associée aux
facteurs répresseurs DSIF et NELF qui maintiennent I’ARN polymérase II dans un état de pause. Gréce
a I’activité translocase de la sous-unité XPB de TFIIH, la sous-unité CDK7 de TFIIH est rapprochée du
domaine C-terminal de I’ARN polymérase II ce qui permet la phosphorylation de la Sérine 5 de I’ARN
polymérase II par CDK7. Suite au recrutement du facteur P-TEFb, sa sous-unit¢ CDK9 phosphoryle la
Sérine 2 du domaine C-terminal de I’ARN polymérase II ainsi que les facteurs DSIF et NELF. Leur
phosphorylation par CDK9 entraine la libération de NELF, et permet 1’activation de I’ ARN polymérase
II, associée a une transcription processive.
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4.2.Mécanisme de la transcription du HTLV-1

Dans le contexte de la transcription du HTLV-1, le promoteur viral est localisé au sein du LTR.
Il possede des ¢léments de réponses a différents facteurs de transcription et posséde une
séquence consensus TATA box, permettant d’assimiler le promoteur viral a un promoteur
cellulaire de classe I1, dont la transcription est régie par I’ARN polymérase II et ses co-facteurs

spécifiques.

4.2.1. Structure des LTRs

Les LTRs sont deux séquences identiques conservées de 757 pb, divisées en 3 régions : U3 (353
pb), R (228 pb) et U5 (176 pb) flanquant le génome viral. Le LTR porte plusieurs éléments
permettant la régulation de la transcription virale.

Le site d’initiation de la transcription (Transcription Start Site, TSS) viral est localisé a la
jonction entre les régions U3 et R : la région U3 est considérée comme le promoteur viral et
présente une séquence consensus boite TATA en amont du TSS (Lever et al, 2010). Le signal
de polyadénylation est localisé¢ dans la région U5 et est inactif pour les transcrits initiés depuis
le méme LTR (Hanly et al, 1989 ; Cavanagh et al, 2006).

D’autres ¢léments de régulations de la transcription, dits ¢léments de régulations accessoires,

sont localisés dans les régions R et US.

La région U3 du LTR contient des éléments de réponse a différents facteurs de transcription
qui varient selon le type d’activation, basale ou en présence du transactivateur viral Tax. Les
¢léments de réponse a Tax (Tax Responsive Element, TxRE) sont répartis en 2 groupes. Le
TxRE de type 1 (TXRE1) est composés de trois éléments « enhancers » semi-conservés de 21
pb appelés viral Cyclic AMP Response Element (VCRE). On distingue le vCRE distal localisé
a -242 du TSS, le vCRE central localisé a -193 du TSS et le vCRE proximal localisé a -94 du
TSS (Figure 7). Chaque séquence vCRE est subdivisée en trois sous-domaines, A, B et C
(Figure 7). Le domaine B (appelé vCRE core) présente une s€quence proche du site consensus
de réponse a CREB et est donc responsable du recrutement de multiples complexes de la famille
de facteurs de transcription ATF/CREB. Les domaines A et C sont des séquences riches en G-

C permettant le recrutement de Tax (région d’interaction avec Tax) (Kim et al, 2007).
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Le TxRE de type 2 (TXxRE2) est, lui, unique. Il est localisé a -140 bases du TSS entre le vCRE
central et le vCRE proximal (Figure 7), et est composé d’un ¢élément de réponse au sérum
(Serum Responsive Element, SRE) (Winter et al, 2007). Le SRE contient un ¢élément consensus
de type boite CArG, présent dans les promoteurs cellulaires associés a des sites de fixation du
facteur de transcription Ets, ainsi que d’un site de liaison au facteur de transcription Spl
(Specific Protein 1), appelé vSpl (viral Sp1).

Ces différents ¢léments de régulation jouent un role dans la transcription basale et/ou la

transcription induite par Tax.
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4.2.2. Transcription basale du virus en absence de la protéine Tax

En absence de la protéine Tax, la transcription basale du virus est régie par différents facteurs
de transcription cellulaires de la classe des bZIP (Partie résumée par la Figure 8).

Les facteurs de transcription cellulaire de AP-1 (Activator Protein 1) sont des hétérodimeres
composés des facteurs des familles Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2)
(Revue dans Eferl et Wagner, 2003). AP-1 est impliqué dans la reconnaissance des séquences
vCRE core ayant une séquence similaire a la séquence consensus cellulaire (TGAGTCA)

(Jeang et al, 1991). Un autre facteur de classe bZIP, le facteur XBP-1, interagit avec les
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séquences VCRE du TxREI1, permettant le recrutement de TBP au niveau de la boite TATA

virale et donc I’initiation de la transcription basale (Ku et al, 2008).

Le facteur Spl se lie préférentiellement au niveau du TxRE2 (vSpl), ainsi qu’au niveau du
vCRE proximal qui présente également un site de réponse a Spl (Barnhart et al, 1997) par
interaction avec la région riche en G-C (site mineur par rapport au TxRE2) (Wierstra et al,
2008). Le facteur Sp3 se lie également au niveau du site Sp1 localisé dans le vVCRE proximal,
mais en revanche, posséde un rdle inhibiteur de la transcription basale induite par Sp1 (Yao et
al, 2000).

La présence de sites SRE permet le recrutement du facteur « Serum Responsive Element »
(SRF) qui intervient dans la transcription des geénes a expression précoce (immediate early
genes) en réponse a la stimulation par des facteurs de croissance. La présence de domaines
d’interaction et de dimérisation, appelés boites MADS, permet la formation d’homodimeére qui
s’associent avec I’ADN via les éléments consensus boites CArG des SRE (Niu et al, 2007). La
protéine Elk-1 est un cofacteur important de SRF : elle permet la formation d’un complexe
ternaire entre SRF, Elk-1 et I’ADN, au niveau du SRE, augmentant ainsi la transcription basale

du HTLV-1 (Winter et al, 2007).

TRP RNApolll [+

5 vCRE vCRE vCRE TATA box I
distal central proximal

‘ TXRE-2 ‘ N

u3 R us
TXRE-1 5

’ mRNA
Figure 8 : Schéma des éléments de transcription cellulaires impliqués dans la transcription basale du
promoteur du HTLV-1

Les éléments vCRE composant le TXRE-1 permettent le recrutement des facteurs de transcription
AP-1. Le TXRE-2 posséde un site de réponse au facteur SRF ainsi qu’au facteur Sp1l. Le recrutement
de Spl est inhibé sous 1’action compétitive du facteur inhibiteur Sp3. Le recrutement d’au moins un
de ces facteurs permet 1’établissement de la transcription virale a un niveau trés faible, mais suffisant
pour une production minimale des transcrits viraux sens, a 1’origine de la production de la protéine
Tax, le transactivateur viral.

Le recrutement d’au moins un de ces facteurs entraine le recrutement du complexe TBP au
niveau de la boite TATA. Cela permet d’enclencher I’initiation de la transcription par I’ARN
polymérase II, mais a un niveau trés faible. Cependant, ce mécanisme est suffisant pour

permettre une production minimale des transcrits sens viraux doublement épissé€s en absence
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de Tax, dont ceux codant Tax, permettant ensuite de mettre en place le mécanisme

d’amplification par le transactivateur viral.

4.2.3. Transcription induite par Tax

La protéine Tax est impliquée a différents niveaux dans 1’établissement de I’initiation de la
transcription afin d’assurer un haut niveau de transcription, donc une forte production virale

(Partie résumée par la Figure 9).

4.2.3.1. En amont de I’initiation : Levée de la répression transcriptionnelle

Le génome des rétrovirus, intégré dans le génome de la cellule hote, est sujet a des répressions
transcriptionnelles médiées par les mécanismes de défense cellulaire, cela afin d’empécher
I’expression des transcrits viraux. Ces mécanismes impliquent une répression par la
méthylation de I’ADN et des histones (Ellis et al, 2005). Afin d’obtenir un niveau d’expression
viral nécessaire a I’¢établissement du cycle viral, des mécanismes viraux sont mis en place afin

de supprimer cette répression épigénétique.

Il a été montré que I'infection par HTLV-1 et I’expression de Tax entraine une diminution du
niveau général des histones dans les lymphocytes T lors de la division cellulaire. Ceci augmente
le niveau de transcription général de la cellule, dont la transcription virale (Bogenberger et al,
2008). Il a également été observé que la concentration en nucléosomes et histones H1
répresseurs est diminuée au niveau du promoteur (Lemasson et al, 2002 ; Lemasson et al, 2006).
L’éviction des nucléosomes répresseurs a été démontré comme étant médiée par des facteurs
cellulaires : PARP-1 (Anderson et al, 2000), NAP-1 et p300 (Sharma et al, 2008). De plus, au
niveau du promoteur viral, les histones H3 et H4 possédent des marques d’acétylation
activatrices (Lemasson et al, 2002 ; Lemasson et al, 2006). Or, le role direct de Tax et d’autres

protéines dans ces mécanismes n’est, a ce jour, pas décrit.

De nombreuses régions contenant des ilots CpG, sites de la méthylation de I’ ADN, sont présents
sur le génome viral : 5S’LTR-Gag (1-1,360 pb) ; pol (3,876-4,509 pb) ; env (5,648-6,166 pb) ;
env-pX (6,446-7,561 pb) et pX-3’LTR (8,212-9,045 pb) (Taniguchi et al, 2005). La protéine

Tax est cependant capable d’induire la transcription depuis un promoteur hyperméthylé (Ego
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et al, 2005) impliquant I’interaction entre Tax et la protéine MBD2 (methyl-CpG-binding

domain protein 2) via le domaine C-terminal de MDB2.

Le promoteur viral est recouvert par des enzymes déacétylant les histones (HDACs 1/2/3),
réprimant la transcription. Il a été démontré que Tax interagit directement avec les HDAC 1/2/3
pour les extraire du promoteur (Ego et al, 2005 ; Lu et al, 2002 ; Villanueva et al, 2006). Tax a,
en outre, la capacité d’interagir et de recruter de nombreux activateurs transcriptionnels pour
permettre une transactivation efficace du LTR. De plus, Tax est capable d’interagir avec la
protéine CARM1 (Coactivator-associated ARginine Methyltransferase 1), responsable de la
méthylation des résidus Arginine 2 des histones H3 (H3R2me3). Ces marques activatrices sont
nécessaires a une transactivation efficace (Jeong et al, 2006).

Ces données mettent en évidence une balance entre des mécanismes d’activation ou de

répression de la transcription virale par Tax (Lemasson et al, 2004).

Comme expliqué précédemment (voir chapitre 4.1.1), le complexe SWI/SNF a un rdle
important dans 1’activation de promoteurs cellulaires. Ce complexe est également impliqué
dans la transactivation par Tax. Tax est capable d’interagir avec les sous-unités BAF-53, BAF-
57 et BAF-155 de ce complexe (Wu et al, 2004). A 1’état basal, les sous-unités BRG1 et BRM
sont associées au promoteur viral et I’expression de Tax conduit a I’exclusion de BRG1 et BRM
hors du promoteur permettant le déplacement des nucléosomes hors du promoteur viral
(Lemasson et al, 2006). Cela résulte en I’ouverture de la chromatine au niveau du promoteur

viral, la rendant accessible aux cofacteurs de I’ARN polymérase II.

4.2.3.2. Formation du complexe de pré-initiation

La présence de I’histone acétyl transférase (HAT) CBP/p300 au niveau du LTR est corrélée
avec I’acétylation activatrice des histone H3 et H4 (Lemasson et al, 2002). Le recrutement de
p300 et de CBP par Tax se fait de fagon directe et coordonnée (Kwok et al, 1996), via les
domaines C/HI1, KIX et CR2 de CBP (Lemasson et al, 2001). Au niveau du LTR, I’acétylation
des résidus lysines des histones H3 et H4 par CBP/p300 ouvre la chromatine et rend accessible
la séquence promotrice a la machinerie de transcription (Lu et al, 2002 ; Georges et al, 2002).
La présence de I’histone H1 au niveau du LTR inhibe I’activit¢ HAT de p300. Or, la présence

de Tax a été¢ montrée comme responsable de la levée de cette inhibition (Konesky et al, 2006).
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Tax recrute également les protéines de la famille TORC au niveau des vCRE du LTR (Siu et
al, 2006). Tax interagit directement avec les protéines TORC1/2/3 via leurs domaines « coiled-
coil » pour activer le LTR de fagon dépendante du recrutement de CBP/p300 (Siu et al, 2006).
Or, la localisation nucléaire des protéines TORCs est nécessaire a leur activité transcriptionnelle
: leur translocation nucléaire a lieu lors de I’activation de la voie AMPc ou de la voie de
signalisation du calcium (Bittinger et al, 2004). Tax, mais également la protéine p12 du HTLV-
1, activent la voie de réponse au calcium (Ding et al, 2002), compensant ainsi 1’absence
d’activation de la voie de I’AMPc. En outre, Tax interagit directement avec la protéine
p300/CBP associated factor (P/CAF), formant ainsi un complexe p300/CBP — Tax — vCRE in
vitro, qui est impliqué dans la transactivation du LTR (Harrod et al, 2000). De facon
surprenante, un mutant de P/CAF défectif pour son activité HAT conserve sa capacité¢ a
transactiver le LTR, mettant en évidence un mécanisme indépendant de la fonction HAT et du

recrutement de CBP/p300 (Jiang et al, 1999).

Le recrutement du complexe Tax — CBP/p300 — P/CAF se fait de fagon synchrone avec le
recrutement des facteurs ATF/CREB au niveau des vCRE, ce qui a pour conséquence la
stabilisation du complexe de pré-initiation Tax — CBP/p300 - P/CAF — ATF/CREB (Giebler et
al, 1997 ; Lenzmeier et al, 1998). Le recrutement des facteurs ATF/CREB au niveau des vCRE
est rendu possible grace a la capacité de Tax d’interagir avec différents facteurs de transcription
de cette famille. Tax interagit directement avec CREB, CREM, CREB-2, ATF-1 (Revue dans
Boxus et al, 2008), et forme un complexe endogeéne avec la protéine XBP-1, autre membre de
la famille ATF (Ku et al, 2008). Ces membres de la famille ATF sont présents au niveau du
promoteur viral (Lemasson et al, 2002). Cependant, 1’événement central de I’étape de pré-
initiation médiée par Tax est le recrutement de CREB au niveau des vCRE (Zhao et al, 1992 ;
Brauweiler et al, 1995). Tax seule possede une trés faible affinité pour les TXRE du LTR (Giam
et al, 1989), ce qui explique la nécessité de la formation du complexe CREB/ATF — Tax —
TxRE. Sous forme dimérique, Tax facilite la dimérisation de CREB (Wagner et al, 1993), ce
qui augmente I’affinité du complexe Tax - CREB pour les vCRE et stabilise son recrutement
(Anderson et al, 1994). Cette stabilisation implique le contact entre le complexe Tax — CREB
et les régions riches en G/C localisée de part et d’autre des VCRE (Lenzmeier et al, 1998).

A la différence du modéle cellulaire selon lequel CREB et CBP/p300 interagissent via leur
domaine KID et KIX respectivement, Tax interagit avec le domaine bZIP de CREB. Puis, Tax
et CREB interagissent tous deux avec le domaine KIX de CBP/p300 aux niveaux de deux sites

différents, ce qui permet la formation d’un complexe extrémement stable, indépendamment de
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I’activation de la voie de ’AMPc (Geiger et al, 2008). Tax forme donc un pont entre CREB,
CBP/p300 et le vCRE.

La présence de la forme phosphorylée Sérine 133 de CREB est nécessaire au recrutement du
complexe CBP/p300 (Parker et al, 1996) ce qui permet de stabiliser le complexe CREB - Tax -
CBP/p300 - vCRE. Tax augmente la phosphorylation de CREB et un niveau ¢élevé de CREB
phosphorylé est observé dans les lymphocytes T infectées par HTLV-1 (Kim et al, 2007). Cette
observation est a mettre en parallele avec I’activation des TORCs par la modulation de la voie
de signalisation du calcium : Tax imite ainsi I’effet de I’activation de la voie de I’AMPc¢ (Kim
et al, 2007). De plus, Tax augmente le niveau de O-GlcNAcylation de CREB, modification
post-traductionnelle impliquée dans la régulation de son activité¢, afin d’augmenter la
transactivation du LTR (Groussaud et al, 2017).

Le complexe Tax - CREB/ATF est également impliqué dans 1’activation de genes cellulaires
par Tax et est donc associé a sa capacité oncogénique. A I’inverse, ce complexe est également
impliqué dans la répression des génes cellulaires comme p53 (De La Fuente et al, 2006).
Certains ATF posseédent une faible affinité de liaison aux promoteurs. Lorsque Tax interagit
avec ces derniers, cela empéche leur recrutement au niveau du promoteur ce qui résulte en
I’inhibition de la transcription. Ce mécanisme a également été observé pour la cycline D3 et

I’ADN polymérase a (Kibler et al, 2001).

En conclusion, Tax a la capacité de recruter différents facteurs et cofacteurs de transcription
cellulaires et additionnent leurs activités pour obtenir la meilleure efficacité de transcription.
Cela permet d’utiliser la machinerie de régulation transcriptionnelle disponible en fonction de

I’environnement cellulaire.

4.2.3.3. Initiation de la transcription : Détournement des GTF par Tax

La transcription depuis le LTR du HTLV-1 a pu étre reconstituée in vitro par 1’utilisation de
protéines purifiées TFIID, TFIIA, TFIIE, TFIF, TFIIH et de I’ARN polymérase II (Piras et al,
1994 ; Duvall et al, 1995 ; Anderson et al, 2000). Ces données montrent I’implication de la
machinerie de transcription de I’ARN polymérase II dans la transcription du HTLV-1 sans pour
autant informer sur les rdles respectifs de ces différents complexes.

Suite a ces études, TFIID et TFIIA ont été montrés comme étant nécessaire a la transactivation

par Tax du LTR (Duvall et al, 1995). Plus précisément, I’extinction de TFIIA inhibe la
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transactivation du LTR par Tax et il a ét¢ montré que Tax recrute directement le complexe
TFIIA via sa sous-unité de 35 kDa (Clemens et al, 1996).

TBP seul permet la transcription basale mais le complexe TFIID, incluant sa sous-unit¢ TBP,
est nécessaire a la transactivation par Tax (Duvall et al, 1995). De plus, Tax est capable
d’interagir directement avec TFIID via TBP (Caron et al, 1993) et hTAFII28 (Caron et al,
1997), et leur surexpression augmente la transcription virale (Caron et al, 1997). La formation
du complexe Tax — TFIID permet ainsi une augmentation de I’affinit¢ de TBP pour la boite

TATA virale (Ching et al, 2004).

Contrairement a TFIID et TFIIA, TFIIB ne semble pas nécessaire a la transactivation du LTR
par Tax. Sa surexpression a en effet peu d’impact sur le niveau de transcription virale (Caron

et al, 1993).

Méme si d’autres facteurs de transcription comme TFIIE, TFIIF, et TFIIH, nécessaires dans les
modeles cellulaires a I’ouverture du promoteur, semblent étre impliqués dans la transactivation
du LTR (Piras et al, 1994 ; Duvall et al, 1995 ; Anderson et al, 2000), leur réle précis et leur
lien avec Tax n’ont pas été étudiés de facon approfondie. De plus, les études concernant la
transcription cellulaire ont montré la nécessité de la présence d’au moins un de ces trois
complexes pour permettre une transcription efficace.

D’autres virus possédant un transactivateur viral recrutent le complexe TFIIH. Ainsi, la protéine
EBNAZ2 du virus Epstein-Barr recrute le complexe TFIIH via sa sous-unité p62 pour augmenter
la transcription virale (Tong et al, 1995). De plus, I’équipe dans laquelle j’ai réalis¢ ma theése a
mis en évidence que la sous unité XPB de TFIIH est impliquée dans la transactivation par Tat
du LTR5’ du VIH-1 (Lacombe et al, 2016),

Ces données semblent faire de TFIIH un candidat pertinent pour un role possible lors de 1’étape
d’ouverture du promoteur du HTLV-1. Dans cette optique, CDK7, sous-unité de TFIIH, a été
détectée au niveau du LTR du HTLV-1 (Zhou et al, 2006). Or, Tax n’interagit pas avec CDK7
(Cho et al, 2007). Il serait donc possible que TFIIH soit recruté au niveau du LTR par Tax via

une autre sous-unite.
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4.2.3.4. Elongation de la transcription

Comme expliqué précédemment (Chapitre 4.1), 1’étape d’¢longation de I’ARN est régie par le
complexe d’¢élongation P-TEFb qui permet a I’ ARN Polymérase II de sortir de son état de pause
transcriptionnelle.

Le complexe P-TEFD est détecté au sein du complexe de pré-initiation de la transcription du
HTLV-1 in vivo, et sa sous unit¢ CDK?9 est recrutée au niveau du promoteur viral. L inhibition
de CDK9 (par I’utilisation de siRNA ou inhibition enzymatique de son activité kinase) inhibe
la transactivation du LTR par Tax (Zhou et al, 2006), mettant en évidence un réle majeur de P-
TEFb dans la transcription virale. Tax entre en compétition avec Brd4 afin de libérer P-TEFb
de son complexe répresseur (Cho et al, 2010). De plus, Tax interagit directement avec la sous-
unit¢ Cycline T1 de P-TEFb afin de le recruter au niveau du LTR (Cho et al, 2007). Le
recrutement de P-TEFb par Tax au niveau du promoteur viral permet 1’activation de ’ARN

polymérase II, et donc une élongation processive de la transcription virale.

De fagon surprenante, Tax posséde également un role répresseur de 1’¢longation de la
transcription. Sa présence dans le complexe P-TEFb entraine I’autophosphorylation de CDK9
au niveau de sa thréonine 29, résultant en un blocage de son activité kinase et donc une
inhibition temporaire de la phosphorylation du CTD de I’ARN polymérase II par CDK9 (Zhou
et al, 2006), maintenant 1’état de pause de I’ARN polymérase II. Cela met en évidence un rdle
de Tax dans 1’équilibre entre 1’activation et 1’inactivation de P-TEFb, c’est a dire dans la
temporisation entre les étapes de pré-initiation et d’¢élongation de la transcription. Ce rdle
rappelle fortement celui de la protéine TAF7 du complexe TFIID, régulant négativement
I’¢longation de I’ARN polymérase II dans le contexte cellulaire, processus nécessaire au bon
déroulement de I’assemblage des complexes transcriptionnels, afin d’obtenir un haut niveau de
transcription par I’ARN pol II (Gegonne et al, 2013). Ces points de contrdle « check-point »
semblent nécessaires au bon déroulement de I’initiation de la transcription et Tax prend

également en charge cette fonction afin d’optimiser la transcription virale.
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Figure 9 : Schéma résumant les principaux facteurs impliqués dans la transactivation du LTR par Tax

Tax forme un complexe avec les facteurs et co-facteurs de transcription CREB, CBP/p300 et P/CAF.
Ce complexe, recruté au niveau des TXRE-1, permet la pré-initiation de la transcription virale. S’en suit
I’¢tape de formation de complexe de pré-initiation (PIC), durant laquelle Tax recrute les facteurs
généraux de transcription TFIID et TFIIA : Tax recrute TFIID au niveau de la TATA box virale via son
interaction avec les sous-unités TBP et TAFII28 ; Tax recrute TFIIA afin de stabiliser I’interaction entre
TFIID et I’ADN. La formation du PIC permet ensuite le recrutement de I’ ARN polymérase II. La sous-
unité CDK7 du complexe TFIIH phosphoryle le domaine C-terminal de I’ARN polymérase II au niveau
de la Sérine 5. L’ARN polymérase 11, associée aux facteurs DSIF et NELF, est dans un état de pause.
Pour lever cette répression, Tax recrute le complexe P-TEFb, qui, grace a sa sous-unit¢ CDK9,
phosphoryle la Sérine 2 du domaine C-terminal de I’ARN polymérase 11, mais aussi les facteurs DSIF
et NELF. Ces phosphorylations permettent la libération du facteur NELF et la levée de I’état de pause
de I’ARN polymérase 11, se traduisant par une transcription processive.

4.2 .4. Répression de la transcription virale

La transcription du HTLV-1 peut étre réprimée via différents mécanismes cellulaires ou viraux.

Facteurs cellulaires

La méthylation des ilots CpG est impliquée dans la répression de la transcription depuis le
LTRS’ (Saggioro et al, 1991). Dans le cas des cellules ATL, le LTR 5’ est souvent hyperméthylé
(associé avec la perte de la transcription sens) alors que le LTR 3’ est hypométhylé (maintien
de I’expression de HBZ) (Koiwa et al, 2002). En outre, la séquence du gene tax peut étre
également hyperméthylée alors que le LTRS’ est, lui, encore partiellement actif (Tanigushi et

al, 2005).

Nous avons vu que les HDACs ont un role répresseur de la transcription virale (Ego et al, 2002).
Le traitement de lymphocytes T provenant de patients atteints de TSP/HAM avec des
inhibiteurs de HDACs (Valproate) augmente la transcription virale et le niveau d’acétylation

de I’histone H4 (Lemasson et al, 2002), mimant 1’action de Tax lors de la levée de la répression
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transcriptionnelle. Or, Tax est capable d’interagir avec différentes HDACs, renforcant le
modele d’une balance entre activation de la transcription et répression par Tax (Lemasson et al,

2004).

De nombreux facteurs bZIP cellulaires sont impliqués dans la régulation de la transactivation
par Tax du LTR, comme la famille CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBP). Le membre
C/EBP interagit avec Tax pour activer la transcription depuis le LTR (Hivin et al, 2004), alors
que C/EBPa, C/EBPE forment un hétérodimere avec CREB-2 (Grant et al, 2006), et réduisent
la transactivation du LTR 5°. De plus, le facteur ATFx est recruté au niveau des vCRE, ce qui
entraine la répression de la transactivation par Tax (Forgacs et al, 2005). C’est également le cas

du facteur cAMP early repressor (ICER) (Newbound et al, 2000).

Répression de la transactivation du LTRS5’ par Tax par les autres protéines virales.

La protéine HBZ, via son domaine bZIP, forme des hétérodiméres avec de nombreux facteurs
de transcription cellulaires. Plus précisément, la protéine issue de la forme épissée de I’ARN
de HBZ, sHBZ, interagit avec c-Jun entrainant une diminution de la transcription basale du
LTR 5’ (Basbous et al, 2003, Cavanagh et al, 2006). De plus, HBZ interagit avec CREB,
bloquant son recrutement au niveau des TRE du LTR 5’ lors de la transactivation par Tax
(Lemasson et al, 2007). HBZ interfére également avec le recrutement de CBP/p300. Via le
motif LXXLL en position N-terminale, HBZ entre en compétition avec Tax pour la liaison du
domaine KIX de CBP/p300 (Clerc et al, 2008), ce qui inhibe son activit¢ HAT nécessaire a
I’activation du LTR (Wurm et al, 2012).

La protéine auxiliaire virale p30 posséde un role régulateur de la transactivation par Tax. A
faible concentration, p30 semble stimuler la transactivation par Tax du LTR, alors qu’en cas de
fortes concentration, p30 entre en compétition avec Tax pour le recrutement de CBP/p300

(Zhang et al, 2001).

De fagon surprenante, Tax, elle-méme, posséde un rdle répresseur de sa propre transcription.
Au niveau épigénétique, la triméthylation de lysine 9 de I’histone H3 (H3K9m3), marque
épigénétique répressive, est assurée par différentes histones lysine méthyltransférases (KMT),
dont la protéine Suv39hl. Tax interagit directement avec Suv39hl et la recrute sur le LTR,
diminuant le niveau d’activation du LTR (Kamoi et al, 2006). La triméthylation de la lysine 27

de I’histone H3 (H3K27me3) est ¢galement une marque répressive. Cette marque est déposée
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par le complexe PRC2 (Polycomb repressive complex 2) dont ’activité catalytique est portée
par la sous-unité Ezh2 (Enhancer of Zeste Homolog 2). Tax est capable d’interagir avec Ezh2,
et un chevauchement entre les régions de liaison de Tax au sein du génome cellulaire et celle
présentant un fort recrutement de Ezh2 a été observé (Fujikawa et al, 2016). Cela met en
¢évidence un potentiel mécanisme de répression des LTRs viraux par Tax. En outre, I’expression
de Bcl-3, membre de la famille IkB, est induite par Tax via 1’activation de la voie NF-xB. Or,
il a été montré que Bcl-3 inhibe la transactivation du LTR 5’ par Tax par son incorporation dans
le complexe Tax — CREB - TORC3; ce qui entraine le recrutement de HDAC-1 et la
désacétylation des histones menant a une inhibition de la transcription. (Hishiki et al, 2007).

Ces derniers points mettent en évidence une boucle d’autorégulation négative, potentiellement
impliquée dans la temporisation de la transcription virale, qui peut étre mis en lien avec la

capacité fortement immunogene de Tax.

4.2 .5. Effet de Tax surle LTR 3’

I1 est nécessaire de rappeler que les deux LTR viraux présentent la méme séquence et possedent
donc les mémes éléments de régulation (Lemasson et al, 2004). Des études chez plusieurs
rétrovirus ont initialement suggérées que le LTR 3’ est bloqué lorsque le LTR 5’ est actif
(Cullen et al, 1984). Pourtant, I’expression du transcrit antisens HBZ, contrdlé par le LTR 3’
du HTLV-1, a été caractéris¢ dans des cellules présentant une transcription sens active
(Gaudray et al, 2002). Cela met en évidence la possibilité d’avoir une transcription active a la
fois depuis le LTR 5’ et le LTR 3°.

L’utilisation d’une construction permettant la transcription bidirectionnelle a partir de chacun
des LTR (en contexte plasmidique et intégré) a mis en évidence 1’absence d’interférence
transcriptionnelle entre les LTR 5’ et 3’ dans le cas du HTLV-1 (Laverdure et al, 2014). En
présence de Tax, la transcription antisens depuis le LTR 3’ est maintenue, voire augmentée. De
plus, Tax est détectée au niveau de la région U3 du LTR 3’ (Lemasson et al, 2004), mettant en
évidence que les vVCRE du LTR 3’ semblent étre fonctionnels et comparables a ceux du LTR
5°. Ce point est confirmé par le recrutement de CREB au niveau des TXxRE du LTR 3’ lors de
la surexpression de Tax, qui a pour conséquence une augmentation de la transcription antisens
(Landry et al, 2009). Un autre mode¢le confirme cette observation : la transfection d’un plasmide
codant pour la luciférase sous contréle du promoteur de la forme usHBZ, associé¢e a la

surexpression de la protéine Tax, met en évidence une activation du promoteur de usHBZ par
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la protéine Tax dépendante des TXRE du LTR 3’, effet non observé avec le promoteur de sHBZ
(Yoshida et al, 2008).

Le complexe NCoR contenant HDAC3 est préférentiellement recruté au niveau du LTR 3’ par
rapport au LTR 5° (Lemasson et al, 2004). Ceci met en évidence le recrutement de différents
HDAC au niveau des LTR 5 et 3 bien qu’ils soient identiques, soulevant I’hypothése d’une

régulation différentielle des deux LTR impliquant d’autres mécanismes restant a définir.

La présence d’un site de fixation a la protéine CTCF (CCCTC binding factor) sur le génome
viral permet la formation de boucle chromatinienne dans I’ADN génomique, rapprochant ainsi
des régions génomiques distantes (Revue dans Ghirlando et Felsenfeld, 2016). Cela a pour
conséquence la possibilité d’avoir des profils épigénétiques différents entre les extrémités 5° et
3’ du génome (Satou et al, 2016). Ceci permet une régulation épigénétique différentielle des
LTR 5’ et LTR 3’ (Satou et al, 2016), ce qui est cohérent avec 1’observation que les histone
activateurs H3 et H4 localisées au niveau du LTR 3’ présentent des marques activatrices comme
des acétylations et également di et tri méthylations de H3K4 (Yoshida et al, 2008) alors que le
LTRS’ est réprimé.

5. Problématique du travail de these

Tax est un puissant transactivateur des TxRE localisés dans la région U3 des LTR 5 et LTR
3’. Cette capacité est permise grace a I’aptitude de Tax a recruter de nombreux de co-facteurs
régissant les différentes étapes de ’initiation de la transcription virale. Cependant, I’implication
de Tax dans I’étape d’ouverture du promoteur n’a pas été caractérisée, alors que cette étape est
nécessaire a une transactivation optimale. Le complexe TFIIH, étant connu pour étre ciblé par
d’autres virus lors de 1’établissement de leur transcription, pourrait étre ciblé par Tax. La
premiére partie de cette étude concernera donc 1’étude de I’implication de la sous-unité XPB

de TFIIH dans la transactivation du LTR 5> du HTLV-1 par Tax.

Apres avoir étudié plus précisément le mécanisme contrdlant la transcription virale depuis le
LTR 5’, I’attention se porte sur le LTR 3°, de séquence identique. Le complexe Tax/CREB,
déclencheur de 1’étape de pré-initiation de la transcription virale, est présent au niveau de la

région U3 a la fois sur les LTR 5° et LTR 3’. Cela souléve 1’hypothése d’un rdle de Tax dans
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la modulation de la transcription depuis le LTR 3’ dépendante des TxREs, hypothése appuyée
par I’observation que la protéine Tax, dans un mode¢le transitoire, posséderait un role activateur
du promoteur de usHBZ, mais pas du promoteur de sHBZ. La transcription de ’ARNm de
sHBZ est sous contrdle des sites de réponse au facteur de transcription Spl localisé dans la
région U5 du LTR 3’ (Yoshida, 2008), alors que le site d’initiation de ’ARNm de usHBZ se
situe en amont de la région U3 du LTR 3’ (Yoshida, 2008). Ainsi, en antisens, le site d’initiation
de usHBZ se localise en aval des TxREs de la région U3 du LTR 3°, permettant de s’interroger
sur le role de Tax et des éléments TxRE dans la transcription de usHBZ. La seconde partie du
travail porte donc sur 1’étude des effets de la protéine Tax sur les niveaux d’expression des

transcrits antisens du HTLV-1 (Figure 10).
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Figure 10 : Hypothése de la régulation de la transcription virale par Tax

Le mécanisme de transactivation du LTR 5’ par Tax est bien documenté : Tax recrute différents co-facteurs
spécifiques de I’ARN polymérase Il mais des informations complémentaires concernant I’implication de certains
d’entre eux, comme le complexe TFIIH, sont requises afin de comprendre précisément les détails du mécanisme
impliqué. A I’inverse, le role du Tax dans 1’établissement de la transcription antisens du HTLV-1 est trés mal
connu. Des études préliminaires supposent que Tax posséde un effet sur la transcription antisens mais sa nature
fait débat dans la communauté scientifique, d’ou la nécessité de documenter le role de Tax dans la transcription
depuis le LTR 3°.
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II. MATERIELS ET METHODES

Seuls les matériels et méthodes utilisés lors de la partie 2 sont décrits ci-dessous. Les

informations concernant la partie 1 sont détaillés dans I’article joint.

1. Matériels

Lignées cellulaires

Tableau 5 : résumé des modéeles cellulaires utilisés lors de 1’étude

Lignées Origine Type Virion LTR actif Réf.
Patient Leucémique non
Jurkat HTLV-1 LT CD4+ - - ATCC TIB-152
Patient Leucémique , .
TL-oml HTLV-1 LT CD4+ Non LTR 3 Koiwa et al, 2002
Patient Leucémique , .
MTI1 HTLV-1 LT CD4+ Non LTR 3 Koiwa et al, 2002
C8166 Patient Leucémique LTCD4+ | Non | LTRS +LTR3' | Bhatetal, 1993
HTLV-1
MT4 Patient Leucémique LT CD4+ Oui | LTR5 +LTR3’ | Dattactal, 2001
HTLV-1
Patient Leucémique PBMC . s ,
CIB HTLV-1 immortalisés Oui LTR 5"+ LTR 3 )

Les lignées humaines de LT CD4+ sont cultivées en milieu RMPI (Roswell Park Institut, Life
Technologies) complémenté avec 10% de SVF, 200 mM de glutamine et de
pénicilline/streptomycine (50 pg/mL). Les cellules de la lignée C8166 possedent des génomes
proviraux défectifs pour les phases ouvertes de lecture Gag et Pol, ainsi qu’un défaut d’export
d’ARN viraux par Rex et ne produisent donc pas de particules virales (Tableau 1). Les cellules
de la lignée TL-oml possédent un seul provirus intégré dans lequel le LTR 5 est réprimé
(absence de transcription sens) et produise donc uniquement les protéines HBZ. Les cellules de
la lignée MT1 possédent des génomes proviraux sauvages dans lequel le LTR 5° est
épigénétiquement réprimé se traduisant par un niveau de transcription sens trés faible, non
suffisant a la production des protéines virales. Les cellules de la lignée MT4 possedent des
génomes proviraux sauvages présentant une transcription sens et antisens actives associées a
une production de particules virales. Les PBMC infectés par HTLV-1 immortalisés (CIB) ont
¢été obtenus depuis un patient atteint de TSP et sont cultivés en présence d’IL-2 exogene. Toutes

les lignées cellulaires sont cultivées a 37°C en atmosphére 5% CO?2.
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Anticorps

Tableau 6 : Résumé les anticorps utilisés lors de 1’étude

Dilution pour

Types Protéine cible Origine Espéces Western-Blot
Monoclonaux Tax Santa Cruz sc-57872 Sour%s 1/1000
GAPDH Santa Cruz sc-32233 (6C5) Souris 1/1000
Protéines Sérum de patients infectés
Polyclonal d’HTLV-1 dont Humain 1/3000
Tax par HTLV-1

2. Méthodes

Transfection de lignées cellulaires

Les lignées de lymphocytes T sont transfectées avec le réactif commercial DMRIEC
(Thermofisher). Les plasmides sont ajoutés a 250 pL. de milieu sans sérum (OptiMEM, Life
Technology) puis 250 pL de OptiMEM + 5 pL de DMRIEC sont additionnés a ce mélange
apres 15 min d’incubation a température ambiante. L’ensemble est incubé 45 min a température
ambiante puis 200 pL du mélange final est distribué dans les puits de culture (plaque 24 puits)
et les cellules sont ensuite ajoutées (3x10° cellules dans 20 uL de OptiMEM). Aprés une

incubation de 5 h a 37 °C, 2 mL de RMPI complet sont finalement ajoutés.

Western-Blot

Apres récolte par centrifugation (300g/min pendant 5 min), les cellules sont lysées dans du
tampon RIPA (50 mM Tris HCI pH=8, 150 mM NaCl, NP40 1%, désoxycholate de sodium
0,5%, SDS 0,1%) additionné d’inhibiteurs de protéases, phosphatases et benzonase (Thermo
Fisher Scientific) pendant 30 min sur roue a 4°C. Les protéines totales sont ensuite dosées par
colorimétrie a 1’aide du coffret BCA Protein Assay (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit,
ThermoFisher Scientific). Pour la quantification, une gamme de BSA (Bovine Serum Albumin)
de 0 a 2 mg/mL est réalisée dans le tampon RIPA. L’absorbance est mesurée a 560 nm apres
30 minutes d’incubation a 37°C.

30 ug de lysat protéique est mélangé avec une solution dénaturante et réductrice (Laemmli 5X)
et le mélange est incubé 5 min a 95°C puis déposé dans un gel de polyacrylamide pré-coulé
(gradient 4-15%, Mini-PROTEAN TGX Stain Free Gels, BIORAD). La migration a lieu dans
un tampon Tris-Glycine pH=8,5, SDS 0,1% a voltage constant (250 V). Apres la migration, les

protéines séparées sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 0.45 uM (Millipore) et
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le transfert est réalis¢ grace a I’appareil Transblot Turbo Transfer System (BIORAD) et au
coffret Trans-Blot Turbo RTA Mini Transfer Kit (BIORAD).

Lors des étapes de révélation, les sites de fixation non spécifiques de la membrane sont d’abord
bloqués par incubation dans une solution de saturation (TBS, Tris Buffer Saline [Tris 0,5 mol/L
+ NaCl 1,5 mol/L] + Régilait écrémé 5%) pendant 1h a température ambiante. La membrane
saturée est ensuite incubée avec les anticorps primaires dilués dans la solution de saturation
additionnée de 0,1% de Tween 20 pendant une nuit a 4°C sous agitation douce. La membrane
est lavée 3 fois 5 minutes dans du TBS Tween 0,1%, puis les anticorps secondaires couplés a
la péroxydase sont incubés sur la membrane pendant 1 heure a 20°C sur agitation douce. La
révélation se fait par addition du substrat de la péroxydase de la gamme Immobilon (Millipore).
L’image des signaux révélés est obtenue par la caméra FUSION FX (Vilber Loumat) et la

quantification de I’intensité des bandes est réalisée via le logiciel Imagel.

Extraction des ARN cellulaires et viraux

Cette extraction se fait a partir de 5x10° a 10° cellules. Les cellules sont centrifugées 5 min a
300g/min et lavées 2 fois en PBS (Phosphate Buffer Saline, Thermofisher). Les ARNs totaux
sont extraits a partir du culot sec grace au coffret NucleoSin Extract II (Macherey-Nagel). Un
traitement a la DNase est réalisé¢ afin d’¢éliminer les traces d’ADN libérés pendant la lyse. La
quantit¢ des ARN extraits est évaluée par absorbance a 260 nm grace a un spectrophotometre

(NanoDrop).

Détection spécifique des transcrits sens et antisens viraux

La détection spécifique des transcrits épissés Tax et sSHBZ est réalisée par I’utilisation de sondes
Tagman localisées a la jonction entre les exons associées a des amorces, dont les séquences
sont présentées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Séquences des amorces et sonde utilisées pour la détection des transcrits Tax et sHBZ par
gPCR

Transcrits | Amorce sens Amorce antisens Sonde
Tax ATCCCGTGGAGACTCCTCAA | CCAAACACGTAGACTGGGTATCC | TCCAACACCATGGCCCACTTCCC
SsHBZ AGAACGCGACTCAACCGG TGACACAGGCAAGCATCGA TGGATGGCGGCCTCAGGGCT

Les transcrits sens non épissés sont détectés par I’utilisation d’amorces choisies dans une région
non chevauchante avec la transcription antisens dont les séquences sont présentées dans le

tableau &
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Tableau 8 : Séquences des amorces utilisées pour la détection des transcrits Gag et Env par gPCR

Transcrits Amorce sens Amorce antisens Position sur le génome
HTLV-1
Gag : ARN viral | CAGAGGAAGATGCCCT | GTCAACCTGGGCTTTAAT | 2037-2202
. . CCTATT TACG
génomique

Env: Tous les | GCTAGTTCTGCCCAGT | TTGGTGGTCTTTTTCTTT | 5100-5179

. GGAT GG
transcrits sens

Afin de détecter spécifiquement le transcrit usHBZ, on réalise une transcription inverse avec
un oligonucléotide composé d’une séquence reconnaissant le second exon d’HBZ (en position
70 du second exon soit en position 7220 sur le génome HTLV-1) et d’une séquence neutre
« Tag » (surlignée) :

5’-GGCAGTATCGTGAATTCGATGCTCCAAGGATAATAGCCCGTCCA-3".

Cette transcription inverse (RT) est effectuée sur 1ug d’ARN a I’aide de I’enzyme Maxima
H-minus (Thermo Fisher Scientific) selon le protocole du fabricant. Aprés une étape de
digestion par une DNase, spécifique de I’ADN double brin, et une pré-incubation avec les
oligonucléotides et les ANTPs, la reverse transcription est réalisée a 65°C, pendant 30 minutes,
et suivie d’une inactivation de I’enzyme pendant 5 minutes a 85°C. La PCR permettant la
détection du transcrit usHBZ est ensuite réalisée avec un oligonucléotide sens spécifique de
usHBZ : CAGTAGGGCGTGACGATGTA et un oligonucléotide antisens spécifique de la
séquence Tag : GGCAGTATCGTGAATTCGATGC en présence de SYBR Green (Roche)
incorporé dans I’ADN amplifié.

Les résultats sont normalisés sur deux transcrits provenant de génes de ménage, EEF1G et
HPRT, dont les amorces sont détaillées dans le tableau 9.

Tableau 9 : Séquences des amorces utilisées pour la détection des transcrits cellulaires

Transcrits Amorce sens Amorce antisens
EEF1G AGATGGCCCAGTTTGATGCTAA GCTTCTCTTCCCGTGAACCCT
HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Les valeurs présentées, appelées NQ, sont obtenues selon le calcul suivant :

NQ = 2(¢P EEF1G6+ CPHPRT)/2 ~ CDgene drintéret
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Tests statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 7. La comparaison
entre deux groupes a ¢été effectuée a l'aide du test t jumelé et de 1'analyse de groupes multiples

avec le test unidirectionnel (one way ANOVA Test)
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III. RESULTATS

1. Présentation de I’Article : « Human T-Cell Lymphotropic

Virus Type 1 Transactivator Tax Exploits the XPB Subunit of
TFIIH during Viral Transcription » (Martella et al, JVI,

2020).

Comme détaillé précédemment, Tax est un puissant transactivateur du LTR du HTLV-1. Tax
intervient a différents niveaux dans la mise en place de la machinerie de transcription du LTRS’.
Lors de premicre phase de la transcription virale, Tax recrute les facteurs et co-facteurs
spécifiques de I’ARN polymérase II au niveau des TxRE localisés dans la région U3 du LTR
5’. Tax est aussi connu pour recruter des facteurs généraux de la transcription cellulaire,
permettant ainsi la formation du complexe de pré-initiation (PIC) de la transcription virale afin
de réaliser la synthése et I’¢longation des ARNs viraux. Parmi ces facteurs généraux de
transcription cellulaire, Tax recrute TFIIA, et IID, impliqués dans la formation du PIC, et le
facteur P-TEFb, nécessaire a 1’¢longation processive de I’ARN polymérase I1. Des données in
vitro suggere que le complexe TFIIH, impliqué dans I’ouverture de la chromatine et dans
I’échappement de I’ARN polymérase II du promoteur, semble nécessaire a la transcription
virale par Tax. Cependant, son importance dans [’établissement de la machinerie de
transcription au niveau du LTR lors de sa transactivation par Tax, et le potentiel réle de Tax
dans son recrutement, n’ont pas été étudiés.

Ceci nous a conduit a étudier le lien potentiel entre Tax et TFIIH. Je me suis en particulier
intéress¢ a XPB dans la mesure ou notre équipe a déja montré que cette protéine est impliquée
dans la transactivation du LTR5’ d'un autre rétrovirus, le virus de I’immunodéficience humaine
(Lacombe, 2016). Nous nous sommes appuyés sur les propriétés de la Spironolactone (SP), un
antagoniste compétitif de 1’aldostérone également capable d’induire la dégradation de la sous-
unité XPB du complexe TFIIH sans pour autant déstabiliser le complexe (Alekseev et al, 2014).
Dans cette étude, nous avons montré que les protéines Tax et XPB interagissent directement in
vitro, forment un complexe dans un modéle endogeéne de lymphocytes T infectés par HLTV-1,
et que XPB est recruté au niveau du promoteur viral de facon dépendante de Tax. De plus, la
dégradation de XPB par la SP est associée a une forte diminution de la transactivation du

promoteur viral médiée par Tax dans des lymphocytes T infectés par HTLV-1, effet compensé
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par la surexpression de XPB exogene. Cette approche nous a permis de montrer qu’un mutant
de XPB, défectif pour I’activité ATPase nécessaire a ’ouverture du promoteur lors de
I’initiation de la transcription, n’est pas capable de compenser I’effet du traitement SP, mettant
en ¢évidence I’'importance de [’activit¢ ATPase dans ce mécanisme transcriptionnel. Les
résultats obtenus dans cette étude révélent que XPB est un nouveau co-facteur cellulaire

détourné par la protéine virale Tax pour augmenter la transcription du HTLV-1.

Annexe : « Human T-Cell Lymphotropic Virus Type 1 Transactivator Tax Exploits the XPB
Subunit of TFIIH during Viral Transcription » Martella et al, Journal of Virology, 2020.
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Human T-Cell Lymphotropic Virus Type 1 Transactivator Tax
Exploits the XPB Subunit of TFIIH during Viral Transcription
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ABSTRACT Human T-cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) Tax oncoprotein is re-
quired for viral gene expression. Tax transactivates the viral promoter by recruiting
specific transcription factors but also by interfering with general transcription factors
involved in the preinitiation step, such as TFIIA and TFIID. However, data are lacking
regarding Tax interplay with TFIIH, which intervenes during the last step of preinitia-
tion. We previously reported that XPB, the TFIIH subunit responsible for promoter
opening and promoter escape, is required for Tat-induced human-immunodeficiency
virus promoter transactivation. Here, we investigated whether XPB may also play a
role in HTLV-1 transcription. We report that Tax and XPB directly interact in vitro and
that endogenous XPB produced by HTLV-1-infected T cells binds to Tax and is re-
cruited on proviral LTRs. In contrast, XPB recruitment at the LTR is not detected in
Tax-negative HTLV-1-infected T cells and is strongly reduced when Tax-induced
HTLV-1 LTR transactivation is blocked. XPB overexpression does not affect basal
HTLV-1 promoter activation but enhances Tax-mediated transactivation in T cells.
Conversely, downregulating XPB strongly reduces Tax-mediated transactivation. Im-
portantly, spironolactone (SP)-mediated inhibition of LTR activation can be rescued
by overexpressing XPB but not XPD, another TFIIH subunit. Furthermore, an XPB
mutant defective for the ATPase activity responsible for promoter opening does not
show rescue of the effect of SP. Finally, XPB downregulation reduces viability of Tax-
positive but not Tax-negative HTLV-1-transformed T cell lines. These findings reveal
that XPB is a novel cellular cofactor hijacked by Tax to facilitate HTLV-1 transcription.

IMPORTANCE HTLV-1 is considered the most potent human oncovirus and is also
responsible for severe inflammatory disorders. HTLV-1 transcription is undertaken by
RNA polymerase Il and is controlled by the viral oncoprotein Tax. Tax transactivates
the viral promoter first via the recruitment of CREB and its cofactors to the long ter-
minal repeat {LTR). However, how Tax controls subseguent steps of the transcription
process remains unclear. In this study, we explore the link between Tax and the XPB
subunit of TFIIH that governs, via its ATPase activity, the promoter-opening step of
transcription. We demonstrate that XPB is a novel physical and functional partner of
Tax, recruited on HTLV-1 LTR, and required for viral transcription. These findings ex-
tend the mechanism of Tax transactivation to the recruitment of TFIIH and reinforce
the link between XPB and transactivator-induced viral transcription.

KEYWORDS retrovirus, oncoprotein, transcription, TFIIH, promoter opening

uman T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is the etiologic agent of adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATL), a very aggressive malignant proliferation of CD4+ T
lymphocytes (1, 2). In addition, HTLV-1 is associated with various inflammatory disor-
ders, notably HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic paraparesis (HAM/TSP) (3).
The HTLV-1 genome encodes structural, enzymatic, regulatory, and auxiliary pro-
teins. Among them, the regulatory protein Tax is a major player for disease develop-
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ment (4, 5). Indeed, Tax is an oncoprotein able to induce leukemia or lymphoma in
transgenic mice (6) as well as immortalization of primary human CD4+ T cells in vitro
(7). Tax is also the transactivator of the viral promoter located in the 5’ LTR, thereby
controlling its own production as well as that of all sense HTLV-1 transcripts (8).

Transcription is an ordered process that proceeds through multiple stages, including
binding of specific transcription factors to the promoter, assembly of the preinitiation
complex (PIC), promoter opening and escape, RNA polymerase Il (Pol Il) pausing,
elongation, and termination (reviewed in references 9 and 10). Tax controls the first
step by recruiting the specific transcription factor CREB as well as transcription cofac-
tors such as CPB/p300 at viral CREB-response elements (vCRE) located in the U3 region
of the 5’ LTR (8, 11). This event was initially believed to be the only mechanism by
which Tax achieved maximal transcription. However, further data pointed toward
additional key roles of Tax on the subsequent steps of transcription (12). Indeed, Tax
was also shown to recruit to the LTR the general transcription factors (GTF) TFIIA and
TFIID (TBP and TAF28) (13-15), involved in PIC assembly, as well as the elongation factor
PTEF-b (16, 17). TFIIH, which ensures transition between preinitiation and elongation,
was also suggested to be required for LTR transactivation by Tax in an in vitro system
(15). However, whether TFIIH subunits interact with Tax and/or are required for viral
transcription in HTLV-1-infected T cells remains to be investigated.

TFIIH is a complex playing a dual role in DNA repair and transcription. It consists of
five nonenzymatic proteins, the CDK-activating kinase (CAK) (cyclin H, CDK7, and Mat1),
and the XPD and XPB enzymes (18). Within TFIIH, the ATPase and translocase xero-
derma pigmentosum type B (XPB) plays a key role in transcription (19). XPB acts as a
molecular wrench able to melt double-stranded DNA, allowing opening and insertion
of the sequence around the transcription start into the active site of Pol Il (19-22). The
ATPase activity of XPB is critical for the DNA opening while the translocase activity is
committed to promoter escape (23-25). The ATPase activity of XPB is carried out by the
helicase domain 1 motif | and is regulated by other regions of the protein, notably the
helicase domain 1 R-E-D motif (24, 26, 27).

XPB plays a complex role in transcription that has only been clarified recently.
Indeed, Alekseev et al. demonstrated that XPB causes a regulatory block during
preinitiation, imposed by its translocase/helicase activity, then subsequently relieved by
its own ATPase activity (21, 28). Strikingly, this mechanism appears to be dispensable
for basal transcription while, in contrast, transcription induced by transretinoic acid or
cytokines was shown to be sensitive to XPB downregulation (29, 30). This elucidation
of XPB function has been greatly facilitated by the use of a drug, spironolactone (SP),
originally described as an aldosterone antagonist and later identified as a compound
able to induce rapid degradation of XPB (30). Of note, the ability to induce XPB
degradation is not related to aldosterone signaling, since the SP derivative eplerenone
(EPL) antagonizes aldosterone signaling like SP but has no impact on XPB (30).
Strikingly, SP is believed to induce the degradation of XPB within preformed TFIIH
complexes, removing XPB while preserving TFIIH integrity (21, 30). A recent study
showing that SP-induced XPB degradation depends on its prior phosphorylation by the
other TFIIH subunit CDK7 provides the molecular explanation for this selectivity (31).

In a previous study, we demonstrated that XPB is required for Tat-mediated human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) promoter activation (32). This prompted us to
investigate the possibility that XPB could also contribute to HTLV-1 transcription. In this
study, we investigated the potential interaction between Tax and XPB as well as the
impact of XPB on HTLV-1 promoter transactivation and viral transcription.

RESULTS

XPB binds to Tax. Since Tax was previously shown to interact directly with certain
GTFs (13-15), we performed glutathione S-transferase (GST) pulldown assays to exam-
ine whether it may also interact directly with XPB. GST and GST-Tax proteins purified
from bacterial extracts were incubated with recombinant XPB produced by in vitro
transcription/translation (TnT). A GST protein fused to the HIV-1 capsid protein CAp24
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FIG 1 XPB binds to Tax. {A) GST-pulldown assay performed with GST, GST-CA, and GST-Tax (wt and M47
mutant) and in vitro transcribed/translated (TnT) XPB. Binding of XPB to the GST constructs was analyzed
by immunoblot using an anti-XPB antibody. Protein inputs were determined by taking UV images of the
SDS-PAGE gel before transfer. {B) Coimmunoprecipitation of Tax and endogenous XPB in 293T cells. Cells
were transfected with a control or Tax plasmid and total proteins prepared 24 h posttransfection were
analyzed by immunoblot before (lysates) or after anti-Tax immunoprecipitation (IP Tax). (C) Coimmuno-
precipitation of Tax and overexpressed XPB in 293T cells. Cells were cotransfected with a control or XPB
plasmid together or not with the Tax plasmid and proteins were analyzed as in (B). (D) Coimmunopre-
cipitation of endogenous Tax and XPB produced in HTLV-1-transformed C8166 T cells. Immunoprecipi-
tated proteins (IP Tax, upper) or total proteins obtained before (input) or after {flowthrough) IP (lower)
were analyzed by immuncblot. lg, signal corresponding to immunoglobulins used for the IP. Each panel
corresponds to one representative experiment out of two or three performed.
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(GST-CA) was also used as a specificity control. XPB was pulled-down by GST-Tax but
not by either GST or GST-CA (Fig. 1A), demonstrating a direct and specific interaction
between Tax and XPB. Interestingly, XPB was also pulled-down by TaxM47, a mutant
deficient in HTLV-1 transcriptional activation (33) (Fig. 1A). That XPB binds to Tax in vitro
in the absence of the LTR and still interacts with TaxM47 suggests that the Tax/XPB
interaction does not required assembly of the Tax-dependent transcription complex at
the LTR.

Whether Tax and XPB also interact in cells was then investigated by coimmunopre-
cipitation experiments. Human 293T cells were transfected with a control or Tax
expressor {(endogenous XPB) or cotransfected with both Tax and XPB plasmids (over-
expressed XPB). Immunoprecipitation of Tax allowed recovery of both endogenous {Fig.
1B) and overexpressed XPB (Fig. 1C). The same experiment was repeated in HTLV-1-
infected C8166 T cells that endogenously produce Tax and XPB. Anti-Tax antibody
precipitated XPB while only background signal was found with control IgG (Fig. 1D).

These data demonstrate that Tax and XPB directly interact, leading to the formation
of intracellular Tax/XPB complexes in both overexpressed and endoegenous conditions.

XPB is recruited at the proviral LTR. Whether XPB is recruited at the HTLV-1 LTR
was examined by chromatin immunoprecipitation (ChIP) experiments conducted in
either Tax-positive (C8166) or Tax-negative/low (TL-Om1, MT-1) HTLV-1-transformed T
cell lines. TL-Om1 T cells do not express Tax (34), while MT-1 T cells were recently shown
to produce Tax only in a fraction of cells and in a transient manner (35). ChIP
experiments were also performed on CB-CD4/HTLV-1-immortalized T cells generated
upon in vitro activation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from
a HAM/TSP patient (36). Importantly, CB-CD4/HTLV-1 T cells remain dependent on
exogenous IL-2 and present the same Tax or HTLV-1 basic leucine zipper factor (HBZ)
intracellular distributions as fresh PBMC from HAM/TSP patients (37).
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Foliowing chromatin immunoprecipitation with a control (IgG) or anti-XPE antibody,
recovered DNA fragments were subjected to PCR using primers amplifying the R region
of both the 5" and 3" LTRs or the U5 region of the 5' LTR, each located downstream of
the transcription start site. The IxBw (NFKBIA) promoter region, at which XPB was shown
to be recruited (29), was amplified as a positive control. In addition, the nonrelated
w-satellite region was amplified as a negative control.

in both €8166 and CB-CD4/HTLY-1 T cells, XPB recruitment was observed at the R
and U5 LTR regions {Fig. 2A). In contrast, no LTR-specific signal {R or U5 region) was
detected for either TL-Om1 or MT-1 T cells (Fig. 2B), strongly suggesting that XPB
recruitment to the LTR depends on Tax. ChiP experiments were validated by the fact
that for al! T cell lines, positive XPB signals were found at the |kBa promoter but not
at the a-satellite region (Fig. 2A and B). Of note, Tax-nagative HTLVY-1-transformed T
cells were shown to maintain permanent NF-kB activation despite the absence of Tax
(38), explaining the positive XPB signal found at the ixBe promoter for both TL-Om1
and MT-1 T ceils.

If XPB is recruited to the LTR in the course of HTLV-1 transcription, blocking LTR
transactivation by Tax should lower the amount of XPB bound to the promoter. To
address this hypothesis, we tried to deplete Tax via small interfering RNA (sIRNA} in
8166 T cells, but obtained only a small decrease in global Tax levels (data not shown).
Instead, we used chaetocin, an HSP0 inhibitor {39), since such inhibitors were previ-
ously shown to induce rapid Tax degradation (40). Treating C8166 T cells with chaetocin
massively reduced Tax protein levels while having only a minor impact on XPB {Fig. 20).
Levels of total or phospho-CREB Ser133 were also not affected by chaetocin, while the
amounts of (BP and p300 were reduced by 40% and 30%, respectively (Fig. 2.
Chaetocin treatment coincided with a statistically significant reduction of the level of
XPB bound to the HTLV-1 LTR (Fig. 2D, left). In contrast, XPB was detected at the same
level at the ikBa promoter {Fig. 2D, right), showing that chaetocin did not prevent XPB
recruitrnent at chromatin in a general manner.

Collectively, these findings show that XPB recruitment at the proviral LTR depends
on the transcriptional action of Tax and/or its cofactors.

XPB is invoived in Tax-mediated but not basal LTR activation in T cells. To
directly assess the role of XPB in LTR activation, luciferase assays were performed in
Jurkat T cells. We used an approach described by Elinoff al,, based on XPB overexpres-
sion in cells treated with spironolactane (SPj in order to allow rapid XPB degradation
(29). Morecver, to discriminate between endogenous and overexpressed XPB, an
XPB-GFP construct was used and its impact compared to that of XPD-GFP. importantly,
fusion to green fluorescent protein (GFP) was previously shown to preserve incorpo-
ration intc TFIIH and activities of both XPB and XPD (31, 41). In additicn, we found that
XPB-GFP retained the ability to coprecipitate with Tax (Fig. 3B).

Jurkat T cells were transfected with the HTLV-T U3R-Luc reporter construct and
pRL-TK normalization plasmid together with a control {basal) or Tax (transactivation)
plasmid and with the XPD-GFP or XPB-GFP expressor, and then treated with dimethyl
sulfoxide {DMSQ), EPL, or SP for 24 h. Cotransfection with either XPD-GFP or XPB-GFP
reduced the leval of transfected Tax, presumably due to plasmid competition {Fig. 3A,
lower, lanes 13 to 18). However, because the amount of Tax was not limiting in the
experiment, this did not lower the level of LTR activation. Neither SP treatrnent nor
XPB-GFP or XPD-GFP overexpression affected basal U3R-Luc activation (Fig. 3A, upper,
bars 1 to 9). In contrast, Tax-mediated U3R-Luc activation was increased in the presence
of XPB-GFP (Fig. 3A, upper, bars 10 and 16), while XPD-GFP had no effect (bars 10 and
13). Compared to DMSO-treated cells, Tax-mediated L TR activation was reduced by 60%
in SP-treated cells (Fig. 3A, upper, bars 10 and 12). The level of transfected Tax was
similar in the presence of either DMSO or SP (Fig. 3A, lower, lanes 10 and 12), indicating
that SP neither blocked Tax production from a cytomegalovirus (CMV) promoter nor
altered Tax stability. Strikingly, while overexpressed XPB-GFP was still sensitive to SP in
the absence of Tax (Fig. 3A, lower, lanes 7 and 9), it was no more downregulated upon
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FIG 2 Endogenous XPB is recruited at the proviral LTR in a Tax-dependent manner. (A and B) ChIP experiments to detect
XPB recruitment at various genomic loci. Sonicated chromatins prepared for Tax-positive C8166 and CB-CD4/HTLY-1 (A) or
Tax-negative/low MT-1 and TL-Om1 HTLV-1-infected T cells (B) were amplified by PCR before (input) or after immuno-
precipitation with control IgG or anti-XPB antibody. PCRs were performed using primers specific for the R or the 5’ LTR U5
region of the HTLV-1 LTR or for the |kBe promoter (positive control) and the «-satellite regions (negative control). PCR
amplification of the chromatin (input) gave positive signals for both R and the 5" LTR U5 regions in the four T cell lines
(18 to 22 PCR cycles compared to 37 to 45 for water), confirming that they all carried integrated HTLV-1 genomes. Data
correspond to means = SEM of two independent experiments performed in triplicate. (C) Effect of chaetocin on XPB, Tax,
and Tax cofactor expression levels, C8166 T cells were treated with 100 nM chaetocin for 24 h and the levels of endogenous
p300, CBP, XPB, CREB, and Tax were analyzed by immunoblots {one representative experiment out of two). (D) Effect of
chaetocin treatment on XPB recruitment to either the LTR or the IkBa promoter. ChIP analysis was performed as in (A). Data
correspond to means = SEM of one experiment performed in triplicate out of two. Statistical significance: ns, not
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FIG 3 XPB is involved in Tax-mediated LTR activation. (A) Effect of XPB overexpression on HTLV-1 LTR activation in Jurkat T cells. Cells were
transfected with the LTR U3R-Luc and pRL-TK reporter plasmids along with the control (basal) or Tax (transactivation) plasmids and with the
XPB-GFP or XPD-GFP construct and then treated with DMSO or with EPL or SP at 10 uM for 24 h. Upper panel: relative luciferase activity calculated
by normalizing firefly/renilla ratios to that of DMSO-treated Tax-transfected cells (set to 1). Data are means * SEM of three independent
experiments performed in duplicate. Lower panel: protein expression levels detected by immunoblots. Level of each band was normalized to the
level of DMSO-treated control cells (lane 1). Data are from one representative experiment out of three. (B) XPB-GFP interaction with Tax. Human
293T cells were transfected with a control plasmid or with the Tax plasmid together with a plasmid encoding the untagged or GFP-fused version
of XPB. Total (lysates) or anti-Tax immunoprecipitated (IP) proteins were blotted with the anti-XPB or anti-Tax antibody. {C) Effect of untagged
XPB overexpression on HTLV-1 LTR activation in Jurkat T cells. Cells were transfected with the LTR U3R-Luc and pRL-TK reporter plasmids along
with the Tax and XPB constructs and then treated with DMSO or with EPL or SP at 10 uM for 24 h. Left panel: relative luciferase activity calculated
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SP treatment in Tax-exprassing cells (Fig. 3A, lower, lanes 16 and 18}. Importantly, this
resistance to SP coincided with complete rescue of the inhibitory effect of SP, inde-
pendently of the Tax level (Fig. 3A, uppet, bars 12 and 18). In contrast, no rescue was
found for XPD-GFP (bars 12 and 15} despite that XPD-GFP was expressed at a higher
level than XPB-GFP (Fig. 3A, lower, lanes 13 and 16). Anti-XPB immunoblotting showed
srall amounts of XPB-GFP compared to endogenous XPB (Fig. 3A, lower, lanes 16 to
18). This is expected since transfected cells (around 20% of the total population) are
diluted by nontransfected cells, leading to underestiration of the level of XPB-GFP. We
also noticed that XPB-GFP was barely detected in control cells (Fig. 3A, lower, lanes 7
to 9) while its level strongly increased upon Tax expression. Since higher expression,
althaugh less pronounced, was also observed for XPD-GFP cloned in the same vector,
this effect may be due 1o an effect of Tax on the plasmid’s promoter. Importantly,
overexpressing untagged XPB also compensated the negative effect of SP on Tax-
mediated LTR activation {Fig. 3}, indicating that the rescue activity of XPB-GFP is
indeed linked to XPB activity.

As a complementary approach to assess the roie of XPB, XPB knockdown was
performed in Jurkat T cells using a doxycycline-inducible control or an XPB short hairpin
RNA (shRNA) vector. After induction (with dox) or not, cells were transfected with the
reporter plasmids along or not with the Tax plasmid. XPB was downregulated by 60%
in Jurkat-shXPB producing Tax, compared to Jurkat-shCont (Fig. 3D, left). Importantly,
this coincided with a 55% reduction in Tax-mediated LTR activation despite that similar
levels of transfected Tax were produced in the two conditions (Fig. 3D, right).

All together, these findings show that XPB is required for Tax-induced HTLV-1 LTR
activation in both transfected and HTLV-1-infected T cells. In addition, the ability of
overexpressed XPB to rescue SP inhibition confirms that 5P acts on promoter transac-
tivation in an XPB-dependent manner, which validates this drug as a relevant tool to
analyze the impact of XP8 downregulation on transcription.

The R-E-D domain of XPB is required for LTR transactivation and endogenous
Tax production. To address the role of XPB on transcription from integrated viral
genomes, luciferase assays were performed in C8166 T cells that produce Tax endog-
enously. Presumably because of toxicity of the shXPB, we were unable to efficiently
knock down XPB in (8166 T cells. Therefore, we used the SP approach validated in
Jurkat T cells. Treating C8166 T cells with SP for 24 h massively reduced the level of XPB
but not of the other TFIlH subunits XPD, cdk?, and p62 {Fig. 4A}. This coincided with
lower Tax production (Fig. 4A), suggesting that XPB downreguiation affected viral
expression from the proviral LTR. In contrast, SP did not alter expression of total or
phospho-CREB, specific protein 1 (Sp1), or CPB/p300, known to modulate Tax-induced
or basal LTR activation {42} (Fig. 44). SP, but not EPL, reduced U3R-Luc transactivation
by more than 70% (Fig. 4B, upper, bars 1 and 3). Consistent with data obtained in
Tax-positive Jurkat T cells, overexpressed XPB-GFP was not downregulated upon SP
treatment (Fig. 4B, lower, lanes 7 and 9) and rescued SP-mediated inhibition of LTR
transactivation (Fig. 4B, upper, bars 3 and 9), while no rescue was observed with
XPD-GFP (bars 3 and 8).

We then took advantage of rescue by overexpressed XPB to characterize which XPB
activity is required for transactivation of the proviral LTR by Tax. XPB centains various
functional domains (25). In particular, the R-E-D motif (Fig. 4C, upper) was shown to be
required for optimal ATPase activity and promoter opening (26). We then used un-
tagged XPB either as a wild-type (wt) form or carrying one of three mutations: F99S or

FIG 3 Legend (Continued)

Journal of Virology

by nermalizing firefly/renilla ratios to that of DMSO-treated Tax-transfected cells {set to 1). Data are means * SEM of three independent
experiments performed in duplicate. Right panel: protein expression levels detected by immunoblots. Level of each band was normalized to the
level of DMSO-treated Tax-transfected cells (lane 1). Data are from one representative experiment out of two. (D) Effect of XPB knockdown on
LTR activation by Tax. RFP positive-sorled Jurkat T cells producing the control of XPB shRNA were induced {dox+} or not (dox-} and transfected
with the U3R-Luc and pRL indicator plasmids with or without the Tax plasmid. Left panel: expression of Tax and XPB analyzed by immuncblets,
[ata correspond to one representative experiment out of three. Right panel: luciferase production. Data are means + SEM of three independent

experiments performed in duplicate. Statistical significance: *, P <. 0.05; **, £ < 0.01.
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FIG 4 The R-E-D domain of XPB is required for proviral LTR transactivation and endogenous Tax production. (A) Expression levels of LTR-regulating factors or
TFIIH components in C8166 T cells treated with SP. (B) Capacity of XPB-GFP or XPD-GFP to rescue SP-mediated inhibition of LTR transactivation or endogenous
Tax production. HTLV-1-transformed C8166 T cells were transfected with the LTR U3R-Luc and pRL-TK reporter plasmids and either the XPB-GFP or XPD-GFP
construct and were then treated with DMSO or with EPL or SP at 10 uM for 48 h. Upper panel: relative luciferase activities calculated by normalizing firefly/renilla
ratios to that of DMSO-treated control cells (bar 1), Data are means * SEM of three independent experiments performed in duplicate, Lower panel; Tax,
XPB-GFP, or XPD-GFP expression levels detected by immunoblotting. Data are from one representative experiment out of three. (C) Interaction of Tax with the
XPB mutants. Upper panel: schematic representation of the XPB protein and position of the XPB mutations. Lower panel: interaction of Tax with wild-type XPB
or XPB mutants. Human 293T cells were cotransfected with one of the XPB constructs along with a control or Tax expressor. Total proteins prepared 24 h
posttransfection were analyzed before (lysates) or after the anti-Tax immunoprecipitation {IP Tax). Data correspond to one representative experiment out of
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T119P that do not perturb transcriptional activity but reduce (F295) or maintain (T119P}
DNA repair activity (27), or the R-E-D motif mutant XPB-E473A. Importantly, these three
mutant proteins were previously shown to be properly incorporated within the TFIIH
complex (26, 27). Moreover, coimmunoprecipitation experiments performed in cotrans-
fected 293T cells demenstrated that each mutant form remains capable of interacting
with Tax (Fig. 4C, lower).

Luciferase assays were then performed in HTLV-1-infected (8166 T cells transfected
with the reporter plasmids and one of the XPB constructs in the presence of BDMSO, EPL,
or SP. A strong reduction in LTR transactivation was found in the SP-treated control cells
(Fig. 4D, upper, bar 3). Overexpressing wt XPB, XPB-F995, or XPB-T119P reversed the
effect of SP on LTR activation by Tax (Fig. 4D, upper, bars 6, 9, and 12). In contrast,
despite XPB-E473A being capabile of increasing the level of total XPB similarly to wt XPB
and the two other mutants (Fig. 4D, lower, lane 15}, this mutant was unable to rescue
LTR transactivation in SP-treated cells (Fig. 4D, upper, bar 15). Immunoblot analysis
showed that overexpressing wt XPB, XPB-F99S, or XPB-T119P increased the level of
endogenous Tax in SP-treated C8166 T cells (Fig. 4D, lower, lanes 6, 9, and 12). In
contrast, no such increase was observed for XPB-E473A (Fig. 4D, lower, compare lane
15 to lane 1.

These results show that the R-E-D domain of XPB, needed for its optimal ATPase
activity, is involved in Tax-induced LTR transactivation as well as endogenous Tax
production in HTLV-1-infected T cells.

SP-mediated XPB downreguiation inhibits viral transcription. We next directly
investigated the impact of XPB downregulation on HTLV-1 mRNA production by
reverse transcriptase guantitative PCR (RT-gPCR) experiments. C8166 and MT-4 HTLV-
1-transformed T cells, as well as CB-CD4/HTLVY-1-immortalized T cells, were treated with
DMSQ, SP, or EPL for 24 h, Of note, (8166 T cells exhibit a defect in viral RNA export and
therefore do not produce Gag proteins but still generate Gag at the mRNA level (43).
In (8166 T cells, SP treatment inhibited the production of Gag (Fig. 5A, upper). Tax
mRNA production was also reduced in the presence of 5P, confirming immunoblot data
(see Fig. 4A). In MT-4 T cells, Tax and Gag production were also reduced at both the
mMRNA and protein levels in the presence of SP (Fig. 5A, middle). Of note s that lower
production of Tax and Gag mRNA upon SP treatment was also found in CB-CD4/HTLV-1
T celis {Fig. 54, lower). Consistent with a recent study (37), we found the level of Tax
produced in CB-CD4/HTLV-1 T ceils was quite low, preventing us from assessing the
effect of SP on the Tax protein level in these cells.

To further study the link between XPB and HTLV-1 RNA production, the level of
HTLV-1 Gag mRNA was quantified in the course of SP treatment. C8166 T cells were
treated with DMSO, EPL, or 5P up to 6 h. In agreement with previous data (30), a
decrease in XPB levels can already be seen 30 min postireatment, with a maxirnal
reduction at 120 min (Fig. 5B). Reduction of Gag mRNA was already apparent at 30 min
(Fig. 5C, left), coinciding with the beginning of XPB downregulation (Fig. 5B). Moreover,
a solid positive correlation was found between the level of Gag mRNA and the amount
of XPB protein over the course of SP treatment {Fig. 5C right). Importantly, no
significant variation in the level of HPRT or EEF1G housekeeping gene mRNAs was
observed (Fig. 5D), confirming that SP does not act as a general inhibitor of Pol
ll-mediated transcription.

S5P-mediated XPB downreguiation inhibits growth of Tax-positive HTLV-1-
infected T cells. We at last studied the effect of XPB downregulation on the growth of
HTLV-1-infected T cells. Cells were treated every day with DMSO or with EPL or SP and

FIG 4 Legend (Continuedj

Journal of Virology

two. {D} Capacity of wt or mutated XPB proteins to rescue SP-mediated inhibition of LTR transactivation or endogenous Tax production. HTLV-1-transformed
(8166 T cells were transfected with the LTR U3R-Luc and pRL-TK reporter plasmids and cne of the XPB constructs and were then treated with DMSO or with
EPL or SP at 10 p for 48 h. Upper panel: relative luciferase activity calculated by normalizing firefiy/renilla ratios to that of DMSO-treated controt cells (bar 1}
[ata are means + SEM of five independent experiments performed in duplicate. Lower panel: Tax and XPB expression levels detected by immunoblotting. Data

are from one representative experiment out of three. Statistical significance: ns, not significant; *, F <2 0.05; **, P <X 0.01; ****, P < 0.0001.
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FIG 5 XPB downregulation inhibits viral transcription. {A) C8166 and MT-4 HTLV-1-transformed T cells or
HTLV-1-immortalized CB-CD4/HTLV-1 T cells were treated with DMSO or with SP or EPL at 10 uM for 24 h. The level
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FIG 6 XPB downregulation reduces viability of Tax-positive HTLV-1-infected T cells. C8166 (A), MT-4 (B),
TL-om1 {C), MT-1 (D), Jurkat transformed T cells (E), and HTLV-1 immeortalized CB-CD4/HTLV-1 cells (F)
were treated every day with DMSQ (0) or with EPL or SP at the indicated concentrations and cell viability
was determined by the MTT method after 3 days of culture. The viability values for SP or EPL were
normalized to that of DMSO-treated cells (set as 100%). For each cell line, viability results correspond to
two independent experiments performed in triplicate. Ns, not significant; **, P << 0.01; ***, P < 0.001, ****,
P < 0.0001,

the number of living cells were quantified by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) method after 72 h of culture. Compared to DMSO
and EPL, SP reduced the viability of C8166 (Fig. 6A) and MT-4 (Fig. 6B) T cells in a
dose-dependent manner. The same treatments were applied on Tax-negative/low
HTLV-1-infected T cells {MT-1, TL-Om1) and uninfected T cells (Jurkat). Neither SP nor
EPL impacted viability of TL-Om1 (Fig. 6C) or Jurkat {Fig. 6E) T cells. Interestingly, SP at

FIG 5 Legend (Continued)

of Gag or Tax mRNA was quantified by RT-gPCR and normalized to the level of housekeeping genes (NQ). For MT-4
and CB-CD4/HTLV-1 T cells, the level of Gag protein (p19) was also analyzed by immunaoblotting. Data correspond
to one representative experiment out of two or three. (B) Time-course experiment to quantify the level of Gag
mRNA over the course of SP treatment. 8166 T cells were either untreated (NT) or treated with DMSO or with
SP or EPL at 10 M. The level of XPB was analyzed at indicated times by immunoblotting in half of the cells. At
each time point, the intensity of the XPB signal in EPL- or SP-treated cells was compared to that of DMSO-treated
cells {set to 1). Data correspond to one representative experiment out of three. (C) The other half of the cells was
used to quantify the level of Gag mRNA. Left panel shows the SP/DMSO ratios calculated from the level of RNA
normalized to the level of housekeeping genes (NQ). Right panel shows the correlation between the level of XPB
protein quantified from (B) and the SP/DMSO ratios shown in the left panel. (D} Effect of SP on the levels of
housekeeping gene mRNAs. Data show the SP/DMSO ratios for EEF1G or HPRT calculated from relative quantities
using the formula: Q = 2—2%, Data correspond 1o one representative experiment performed in triplicate out of
three. Statistical significance: *, P << 0.05; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001.
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10 uM slightly decreased viability of MT-1 T cells (Fig. 6D), in agreement with the
transient expression of Tax by this cell line (35). Importantly, SP treatment also reduced
viability of CB-CD4/HTLV-1 T cells in a dose-dependent manner (Fig. 6F), demonstrating
that its cytotoxic effect also occurred for HTLV-1-immortalized primary T cells.

These data show that the effect of XPB downregulation on HTLV-1 RNA production
translates into inhibition of proliferation of Tax-positive HTLV-1-infected T cells, rein-
forcing the link between XPB and Tax expression.

DISCUSSION

As emphasized in recent reviews, HTLV-1 is considered the most potent cancer-
associated virus and still remains a significant threat to human health (44, 45). Deci-
phering the mechanisms by which the HTLV-1 transactivator Tax regulates HTLV-1 gene
expression is therefore a central issue for both fundamental and therapeutic aspects. In
this study, we describe a novel physical and functional interaction between Tax and the
XPB subunit of the general transcription factor TFIIH.

First, we showed that GST-Tax is able to pull down in vitro-synthesized XPB, proving
a direct interaction. That Tax produced in bacteria interacts with XPB also strongly
suggests that the posttranslational modifications of Tax are not required for XPB
binding. Similar data were obtained for TBP, TFIIA, and the cdk9 subunit of pTEFb (13,
16, 46), suggesting that the same unmodified Tax form may associate with the
preinitiation and elongation complexes. In addition, we documented that Tax copre-
cipitates with endogenous XPB in 293T cells as well as in HTLV-1-infected T cells. Next,
we showed that endogenous XPB is bound to the HTLV-1 LTR in Tax-positive but not
Tax-negative HTLV-1-tranformed T cells, suggesting that XPB recruitment to the LTR
depends on Tax. Importantly, XPB recruitment at the LTR was also observed in HTLV-
1-immortalized T cells generated from PBMC from a HAM/TSP patient. The requirement
of Tax-mediated LTR transcription for XPB recruitment at the LTR was further docu-
mented by data showing that inducing degradation of Tax and/or its transcriptional
cofactors upon chaetocin treatment significantly reduced the amount of XPB bound to
the LTR. Of note, we checked that chaetocin treatment used to induce Tax degradation
has only little impact on XPB production. Furthermore, chaetocin did not prevent XPB
recruitment at a cellular promoter, showing that XPB functionality was preserved. All
together, these data provide direct evidence that XPB is a novel direct partner of Tax
recruited at the LTR of integrated viral genomes during active transcription in both
HTLV-1-transformed T cells and in vivo-infected T cells.

To explore the impact of XPB on HTLV-1 transcription, we took advantage of the
ability of spironolactone (SP) to induce XPB degradation. Indeed, as previously shown
by Alekseev et al. (30) and confirmed in this study, SP is a very effective tool to
manipulate XPB as it induces almost complete XPB downregulation in less than 2 h.
Moreover, the effect of SP can be compared to that of the SP derivative eplerenone
(EPL), which blocks aldosterone binding to the mineralocorticoid receptor in the same
way as does SP but does not induce XPB degradation (30, 32). We found that inducing
XPB degradation using SP significantly reduced Tax-mediated LTR transactivation in
Jurkat T cells with no impact on Tax stability. SP-mediated XPB downregulation also
inhibits LTR transactivation by endogenous Tax in HTLV-1-transformed T cells, while the
levels of Tax cofactors or other TFIIH subunits were not affected. Importantly, no
significant change in Tax-mediated LTR transactivation was observed upon treatment
with EPL, arguing against a role of aldosterone signaling modulation in LTR inhibition.
To further substantiate the role of XPB, we examined the impact of shRNA-mediated
depletion of XPB on Tax-induced LTR activation. Of note, as pointed out in reference 21,
si/shRNAs are not considered an adequate tool to study the role of XPB in transcription.
The reason is that XPB is a core subunit of TFIIH (47), such that blocking XPB production
by si/shRNA alters TFIIH assembly. This is not observed with SP since this drug targets
XPB proteins already incorporated within TFIIH (31), allowing the study of XPB-minus
TFIIH complexes. We nevertheless studied the effect of an shRNA directed to XPB using
an inducible vector and found that, compared to the control shRNA, XPB shRNA
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significantly reduces Tax-mediated U3R-Luc activation in T cells, confirming the role of
TFIIH/XPB in transactivation of the HTLV-1 LTR.

Further strong evidence for a key role of XPB in HTLV-1 LTR activation came from
rescue experiments. Indeed, overexpressing an XPB-GFP protein is sufficient to reverse
the negative effect of SP on Tax-induced LTR transactivation in either transfected Jurkat
T cells or HTLV-T-infected C8166 T cells. Importantly, rescue was not observed with
overexpressed XPD-GFP, underlying the specific role of XPB. Complete rescue was also
found when untagged XPB was overexpressed, ruling cut a role of the GFP fusion in the
rescue property of XPB-GFP. Interestingly, we found that XPB-GFP and untagged XPB
were, respectively, no more (Fig. 3A) or less (Fig. 3C) degraded upon 5P treatment in the
presence of Tax. Of note, both untagged XPB and XPB-GFP were still downregulated
upon SP treatment in the absence of Tax, even though XPB-GFP appears less sensitive
that the untagged form, as previcusly observed (30). In contrast, we ohserved that XPB
is properly degraded by SP in HTEV-1-infected T cells that express Tax (Fig. 4 and 5).
Therefore, Tax appears to protect overexpressed but not endogenous XPB from SP-
induced degradation. Since transfection results in a high level of expression per cell
and since Tax increased XPB-GFP production from the plasmid, this resistance to
degradation could be due to an improper ratio between overexpressed XPB and the
cellular proteins mediating SP-induced XPB degradation. Whatever the mechanism
invelved, SP resistance in the presence of Tax provides the molecular explanation
for the ability of overexpressed XPB and XPB-GFP to rescue inhibition of Tax-
induced LTR activation by SP.

The rescue property of overexpressed XPB also gave us the opportunity to identify
the domain of XPB involved in Tax-mediated HTLV-1 transcription. We found that
wild-type XPB and two XPB mutants defective for DNA repair but retaining transcrip-
tional activity, fully compensated SP-mediated XPB downregulation in (8166 T cells. In
contrast, no compensation was achieved with a mutant bearing a mutation in the R-E-D
domain regulating XPB ATPase activity (26). This strongly suggests that the ATPase-
dependent activity of XPB, necessary for the promoter opening activity, is indeed the
one cooperating with Tax during HTLV-1 transcription.

Importantly, we also provide evidence that inducing XPB dagradation had major
consequerices on viral RNA expression and the viability of HTLV-T-infected T cells.
Indeed, we showed that SP reduces the production of HTLY-1 Gag and Tax mRNA and
there is a solid correlation between the level of Gag mRNA and the level of XPB.
Moreover, we found that compared to EPL, SP inhibits the proiiferation of both
HTLV-1-transformed and HTLV-1-immortalized T cells, proving that the effect of XPB
downregulation is not restricted to HTLV-1-transformed T cell lines. In contrast, SP had
no effect on either uninfected T cells or Tax-negative HTLV-1-infected T cells. This
reinforces the functional link between XPB and Tax and confirms the key role of Tax in
the survival of Tax-positive HTLV-1-infected T celis (48). These findings also reveal that
via its ability to downregulate XPB, SP is a potent inhibitor of Tax-induced HTLV-1 gene
expression as well as Tax-driven T cell proliferation.

Since XPB belongs te a complex of general transcription factors, one could
assume that its downregulation would block transcription in &2 general manner.
However, the role of XPB is more complex. Indeed, while XPB appears to be
dispensable for basal transcription, it is required for transcription induced by certain
stimuli. In good agreement with this, TFilH was shown to be at least partially
dispensable in the case of promoters with preformed transcription bubbles (49),
while the promoter-opening step, controlled by XPB, is considered an important
regulatory step for inducible promoters (50). We found here that SP-mediated
degradation of XPB impacts Tax-mediated but not basal HTLV-1-LTR activity in
Jurkat T ceils. Noteworthy, we previously reported that SP inhibits Tat-dependent
but not basal transcription of the HIV-1 LTR (32). Our data therefore provide new
evidence for a role of XPB in inducible viral transcription by showing that XPB is also
involved in HTLV-1 RNA production.

Our dermonstration that Tax interacts with XPB raises the issue of whether XPB could
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also directly interact with Tat to accomplish its function on the HIV-1 LTR promoter. In
this line, it would also be of interest to study the recruitment of XPB to the HIV-1 LTR
sequence. Both HIV-1 Tat (51) and HTLV-1 Tax (16} interact with pTEF-b but, in contrast
to Tat, Tax is able as well to recruit TFIIA and TFIID to the promoter. These findings,
along with our present data, support a model in which Tax not only recruits specific
transcription factors to the promoter but also contrels subsequent steps of the tran-
scription process by successively recruiting at least one subunit of each GTF complex
acting together with RNA Pol 1l (Fig. 7). This provides another example of the powerful
ability of Tax to manipulate cellular machineries.

In conclusion, this study demonstrates that XPB is a member of the Tax-dependent
transcription complexes assembled at the HTLV-1 LTR in the course of viral transcrip-
tion. Our data also suggest that the promoter-opening step of transcription plays a key
role in HTLV-1 gene expression. These findings provide new insights on the molecular
players governing HTLV-1 transcription and may open new avenues of research for the
development of therapeutic interventions targeting HTLV-1 transcription.

MATERIALS AND METHODS

Cells and transfection. HEK-293T (American Type Culture Collection number CRL-3216) were grown
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal calf serum (Dutcher), 2 mM
glutamine, 1mM pyruvate, and antibiotics (Invitrogen) and were transfected using the phosphate
calcium procedure. CD4+ Jurkat T-cells (kindly provided by S. Emiliani, Institut Cochin, France) were
grown in RPMI 1640 medium supplemented as above. The HTLV-1-infected CD4~ T cell lines C8166 and
MT-4 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, USA), TL-Om1, and MT-1 (kindly provided by
Edward Harhaj, Johns Hopkins School of Medicine, Baltimore, USA) were grown in supplemented RPMI
1640 containing also 25 mM glucose, 20 mM HEPES, and 5 ml of 100X nonessential amino acid solution
(Invitrogen). T cell lines were transfected using the DMRIE-C reagent (Roche). HTLV-1-immortalized
CB-CD4/HTLV-1 T cells generated from peripheral blood mononuclear cells of a TSP/HAM patient have
been described (36). These cells were grown in supplemented RPMI medium in the presence of 50 U/ml
of IL-2 (Roche).

Plasmids. The pSG5M empty vector and the pSG5M-Tax plasmids have been described (52). The
PGEX-2T and pGEX-2T-Tax (wt and m47) plasmids were kindly provided by V. Mocquet (ENS, Lyon,
France) and the pGEX-2T-p24 (GST-CA) was previously described {53). The U3R-Luc {Firefly} plasmid was
kindly provided by A. Kress {Institute of Clinical and Molecular Virology, Erlangen, Germany). The
normalization plasmid pRL-TK (Renilla) was obtained from Promega. The pTRIPZ-shRNA control and
PTRIP-shRNA ERCC3/XPB (RHS4696-200709382) constructs harboring a doxycycline-inducible promoter
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driving both RFP and shRNA expression were obtained feom Horizon, The peGFP-N2-XPD (XPD-GFP) and
peGFP-N1-XPB (XPB-GFP) constructs (54, 55) were kindly provided by W. Vermeulen (FRASMUS MC,
Rotterdam, The Netherlands). To generate the pcDNA3-XPB plasmid, human XPB cDNA was cloned
from total RNA extracted frem Jurkat T cells by using the RNeasy minikit (Qiagen). One pg of total
RNA was subjected to reverse transcription using the Maxima reverse transcriptase (Thermo Fisher
Scientific). PCR amplification was performed on a fraction of RT products with the high fidelity
Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen) using the cligonucleotides XPB-BamHI Fw (5-GCGCCT
CGAGGATCCACCATGGGCAAAGAGACCGAGGC-3") and XFB Nhei Rev {5-GCGCACGCGTGCGGCCGCT
AGCTCATTTCCTAAAGCGCTIGAAG-3'). Products were then cloned into the pCR-Blunt 1i-TOPO vector
{Invitrogen). The XPB insert was then digested with BamHI and Nhel and cloned into the pcDNA3
vector (Invitrogen). XPB mutagenesis was performed on the pcDNA3-XPB piasmid by PCR amplifi-
cation with the high fidelity proofreading Pfu Turbo DNA polymerase {Stratagene) using primers as
follows: F29S (forward 5 -CAAATATGCCCAAGACTCCTIGGTGGLTATTGE-3" and reverse 53'-GCAATA
GCCA CCAAGGAGTCTTGGGCATATTTG-3"); T119P (forward 5 -CATGAGTACAAACTA CCTGCCTACTCCT
TG-37 and reverse 5 -CAAGGAGTAGGCAGGTAGTTITGTACTCATG-3'); E473A (forward 5'-GCGACCCTC
GTCCGCGCAATGACAAARATTGTG-3" and reverse 5'-CACAATTTTGT CATCTGCGCGGA CGAGGGTCGC-
3'). Sequencing of the wt and mutated plasmids showed that the XPB CORF was identical in each
cDNA except for the presence of the introduced mutation.

Antibodies and reagents. The anti-XPB monoccional antibody from Novusbio (NB10061060) was
used for ChIP experiments, The other primary antibodies used in immuncblots were as follows: anti-p300
(Bethyl Laboratories, A300-358A); anti-CBP (Invitrogen, PA5-27369); anti-XPD (Cell Signaiing, 11963);
anti-p62 (Invitrogen, PA5-§3832); anti-CDK7 (Bethyl Laboratories, A700-008-T); anti-XPB (Santa Cruz, s19);
anti-CREB (Sigma-Aldrich, 17-600); anti-phospho-CREB-5er133 (Millipore, CS5 204400); anti-Sp1 (Abcam
ab13370); anti-GAPDH (Santa Cruz, sc32233); anti-y-tubulin (Abcam ab16504); anti-lamin A/C (Cell
signaling, 20325); anti-clathrin (SCBT, s¢-12734) and anti-lgG rabhit (Millipore PP64B). Horse radish
peroxidase (HRP}-conjugated anti-humarn, anti-mouse, and anti-rabbit 1gG (Promega) were used as
secondary antibodies. Spironolactone (SP), eplerenone (EPL), and chaetocin (all from Sigma) were diluted
in dimethy! sulfoxide (DM50} as 10 mM stock solutions,

XPB knockdown. Stable shRNA transfectants were generated by transfecting Jurkat T cells (2 X 100
cells in 6-wel! plates) with 4 pg of inducible pTRIPZ-RFP-shRNA constructs. After 48 h, 0.5 ug/ml of
puremycin was added to the medium to select transfected cells. Puromycin-resistant cells were then
treated with doxycycline (2 pg/ml) for 3 days and RFP-positive cells were sorted using a MoFlo Astrios
sorter,

Luciferase assays. T cells (3 X 105/24 well in duplicate} were cotransfected using the DMRIE-C
reagent (Roche) with 100 ng of the U3R-Luc plasmid, 10 ng of pRL-TK, and 250 ng of the control, Tax, or
XPB plasmid/well. After 48 h, cells were lysed in 100 ul of passive lysis buffer (Promega). Luciferase
activities were quantified using the dual luciferase assay system {Promega) and firefly activity values were
normalized to that of renilla activity.

GST pulldown. G5T proteins were produced using BL21-DE3 Escherichia cofi cells (Promega) trans-
formed with the pGEX plasmids and induced with iscpropyl B-b-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 0.1 mM)
at 20°C. overnight. Bacteria pellets corresponding to 500 mil of culture were incubated with 10 mi of lysis
buffer (Tris HCl 50 mM pH 7.5; KCl 150 mM; Triton 10%) and then sonicated {30 sec ON/3Dsec OFF;
amplitude 70%) during 5 min. Lysates were then incubated for 2 h at 4°C with 200 ul of dry glutathione
sepharose 4B beads {GE Healthcare) in 20 ml reaction volume and beads were washed 3 times with cold
binding buffer (Tris HCI 50 mM pH 7.4; EDTA 1 mM; NaCl 250 mN; NP-40 0,1%). XPB was synthesized in
vitro from the pcDNA3-XPB plasmid using the T7-TnT coupled reticulocyte lysate system (Promega). TnT
reaction mixtures (15 wl) were incubated with 10 ug of GST-fusion protein for 1 h at room temperature,
Beads were then washed 5 times with cold binding buffer before elution with 50 ul of elution buffer (0.3
M Tris-HCl pH 6.8, 10% 5DS, 20% glycerol, 0.04% bromophenol blue, and dithiothreitol [DTT] 100 mM)
and proteins resolved by SDS-PAGE were analyzed by immunaoblotting. UV images of the gels were taken
before transfer to determine the inputs.

Immunoprecipitation and immurnoblotting. Human 29371 cells (1.5 X 10 cells in a 10-cm dish)
were transfected with 6 pg of the control, Tax, or XPB plasmid and lysed 48 h postiransfection.
Fransfected 2937 cells or C8166 T cells {5 X 10°) were lysed in 500 pl of radioimmunoprecipitation assay
{RIPA) buffer (50 mM Tris-HC! pH 8, 1% NP-40, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, and 150 mM Nall)
supplemented with protease inhibiter and benzonase nuclease {Sigma). The lysates {500 jug) were
incubated overnight with 3 pg of primary antibodies at 4°C and 10 ug of the lysates were used for
Western blot analysis. Immunocomplexes were then captured on protein A/G-agarose beads {Thermo-
scientific 20421) 1 h at 4°C. Beads were then washed 5 times in wash buffer (120 mM Nadl, 20 mivl
Tris-HCl pH 8, 0.2 mM NaF, 0.2 mM EGTA, 0.2% deoxycholate, 0.5% NP-40} before elution in 50 ul of
Laemmli buffer {0.3 M Tris-HCl pH 6.8, 10% SDS, 20% glycerol, 0.04% bromophenol biue, DTT 100 mM).
Immunoprecipitated proteins or total cell lysates were separated on 4 to 15% 5D5-PAGE precast gels
{Bio-Rad), transferred to nitrocellulose membranes (045 pm), and blotted with specific antibodies,
Images were acquired using a Fusion Fx camera (Vilber Lourmat). Band quantification was performed
with the Image J software after subtraction of the background.

RNA extraction and RT-qPCR. Total RNAs were prepared with the Nucieospin RNAIl kit (Macherey-
Nagel, France) and 1 ;g was reverse transcribed using the Maxima first strand ¢DNA synthesis kit
{Thermo Fisher Scientific, France). Real-time PCR were performed on 1/10 of the reverse transcription
reaction. HTLY-1 genomic BNA (gRNA} and housekeeping control RNAs were amplified using the Sybr
green reagent {Roche) with the following primers: unspliced Gag mRNA (region 2,036 to 2,224, forward
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5'-CAGAGGAAGATGCCCTCCTATT-3" and reverse 5'-GTCAACCTGGGCTTTAATTACG-3'); EEF1G (forward
5'-AGATGGCCCAGTTTGATGCTAA-3" and reverse 5'-GCTTCTCTTCCCGTGAACCCT-3'); HPRT (forward 5'-T
GACACTGGCAAAACAATGCA-3' and reverse 5'-GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT). Tax mRNA was quantified
using the TagMan method using the primers forward 5'-ATCCCGTGGAGACTCCTCAA-3’ and reverse
5'-GGATACCCAGTCTACGTGTTTGG-3’ and a probe encompassing the spliced junction 5’-TCCAACACCA
TGGCCCACTTCCC-3". PCR conditions were as followed: preincubation 95° 5 min; amplification (45 cycles);
denaturation 95° 10 sec; annealing 60° 20 sec; extension 72° 10 sec; acquisition, melting curve, cooling.
The normalized quantity (NQ) of each mRNA was determined by normalizing their level to that of the
housekeeping genes EEF1G and HPRT according to the following formula: NQ = 2~ (cp—(cpEEF1G+cpHPRT)/2)),
ChIP experiments. Before the experiment, 107 cells were cross-linked using 1.1% formaldehyde
(Electron Microscopy Sciences) for 8 min at room temperature. Chromatin was then sheared using a
Bioruptor Pico sonicator (Diagenode) to obtain fragments of around 300 bp. Immunoprecipitations were
performed using the ChIP-IT high sensitivity kit (Active motif) on 10 ug of chromatin using 4 ug of
specific or control antibodies and 10% of chromatin was kept for inputs. gPCR was conducted with the
following primers: a-sat (forward 5'-CTGCACTACCTGAAGAGGAC-3’ and reverse 5'-GATGGTTCAACACTC
TTACA-3'); IkBax (SimpleChIP human IkBa promoter primers number 5552, Cell Signaling Technology);
LTR R region (forward 5-CGCATCTCTCCTTCACGCGC-3" and reverse 5 -CGGTCTCGACCTGAG-3'); or
LTR U5-Gag region (forward 5'-GACAGCCCATCCTATAGCACTC-3’ and reverse 5'-CTAGCGCTACGGG
AAAAGATT-3').
Cell viability assays. Cell viability was quantified by measuring the rate of mitochondrial reduction
of yellow tetrazolium salt MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma) to
insoluble purple crystals. Cells were cultured for 72 h with DMSO, EPL, or SP and MTT solution (25 ul of
a solution at 5 mg/ml) was added to each well for 2 h. The supernatant was then removed and 50 ul of
DMSO added to dissolve formazan crystal. Optical densities (OD) were measured at 590 nm with a Tecan
infinite Pro 2000 spectrophotometer.
Statistical analysis. Statistical analyses were conducted with the GraphPad Prism 6 software.
Two-group comparison was done using the paired t test and multiple-group analysis with the one-way
ANOVA Tukey's multiple-comparison test. Correlation analysis was done using the Pearson test. Statistical
significance was defined for P values < 0.05.
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2. Effets de la protéine Tax sur D’expression des transcrits

antisens du HTLV-1

2.1. Préambule

La transcription antisens du HTLV-1 est a I’origine de différentes formes de la protéine HBZ :
sHBZ (ou HBZ-SP1), SP2 et usHBZ (Cavanagh et al, 2006 ; Murata et al, 2006 ; Satou et al,
2006). Un premier transcrit, initi¢ a la jonction entre les régions R et U5 du LTR 3’, permet la
syntheése de deux ARNm alternativement épissé€s codant pour sHBZ et SP2 (Cavanagh et al,
2006 ; Murata et al, 2006) grace a la présence de sites donneurs d’épissage, respectivement
localisés a 367 et 227 du site d’initiation du transcrit (numérotation antisens), a I’origine de
sHBZ et SP2. Le site accepteur d’épissage est lui commun et est localisé a 1594 du site
d’initiation du transcrit. Un second transcrit, initi¢ a 704 pb de la région U3 du LTR 3’ permet
la synthése de I’ARNm non ¢épissé usHBZ (Yoshida et al, 2008). Ces différents transcrits

posseédent tous un site de polyadénylation commun (Figure 11).

I[TR 5’ ITR 3’
| 03 | R Us A [ s | R | U5 |
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Figure 11 : Schéma des transcrits antisens du HTLV-1

La transcription antisens du HTLV-1 permet la synthése de plusieurs ARN a I’origine de différents
variants de la prot¢éine HBZ. Un premier transcrit, initié¢ a la jonction entre les régions R et U5 du LTR
3’ est a ’origine de deux ARNm alternativement épissés codant pour sHBZ et SP2. Sa transcription
semble étre sous contrdle du facteur cellulaire SP1. Un second transcrit, initié¢ a 704 pb de la région U3
du LTR 3’, permet la synthése d’'un ARNm non épissé codant pour usHBZ.

La numérotation est antisens, avec pour début I’extrémité 3> du LTR 3°.

Les ARNm sHBZ et usHBZ sont tous deux détectés dans des lignées de lymphocytes infectés
par HTLV-1, a 'inverse de la forme SP2 qui semble indétectable. De plus, aucun codon
initiateur AUG n’est détecté pour I’ARN SP2, remettant en cause 1’existence d’une protéine
associée (Cavanagh et al, 2006). Pour ces raisons, 1’isoforme SP2 n’est que treés peu étudiée et

I’étude de la transcription antisens du HTLV-1 se résume a I’étude des ARNm sHBZ et usHBZ.
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L’existence de sites d’initiation de la transcription radicalement différents entre ces 2 transcrits
suppose une régulation de la transcription spécifique a chacun de ces deux ARN.

La transcription de sHBZ semble étre controlée par la région U5 du LTR 3°, contenant des sites
de liaison au facteur de transcription cellulaire Spl, qui régule positivement le niveau
d’expression de sHBZ dans un mod¢éle in vitro (Yoshida et al, 2008) (Figure 11). La
transcription de usHBZ pourrait, elle, étre controlée par la région U3 du LTR 3’ possédant les
¢léments de réponse a Tax (Yoshida et al, 2008) (Figure 11). Cette hypothése est appuyée par
la présence de Tax, CREB et CBP/p300 au niveau de la région U3 du LTR 3’ (Lemasson et al,
2004). Tax semble donc avoir un role crucial dans la régulation de la transcription de usHBZ.
Cependant, un tel mécanisme mis en évidence par une approche impliquant la transfection de
plasmides indicateurs n’a pas ¢été étudi¢ dans le contexte des génomes viraux intégrés
(provirus). C’est pourquoi il est nécessaire d’étudier plus précisément les potentiels effets de la
protéine Tax sur la modulation de la transcription des ARNm de sHBZ et usHBZ a partir de
provirus intégrés dans des lymphocytes T infectés par le HTLV-1.

2.2, L’inhibition de la transcription sens est associée a une

modulation des niveaux d’ARNm de usHBZ et de sHBZ

Afin d’étudier si la protéine Tax possede un effet régulateur de la transcription antisens du
HTLV-1, j’ai utilis¢ la stratégie mis en place précédemment : 1’utilisation de la Spironolactone
(SP) en tant qu’inhibiteur de la transcription sens du HTLV-1.

Pour ce faire, j’ai utilisé plusieurs modeles cellulaires de lymphocytes T infectés par HTLV-1 :
les lignées C8166 et MT4 qui présentent une transcription sens et une transcription antisens
active ; la lignée MT1 qui, tout en conservant une transcription antisens active, posseéde une
transcription sens quasiment inexistante, avec uniquement une production de Tax au niveau
ARNm, et les CB-CD4/HTLV-1, PBMC infectés et immortalisés par HTLV-1, obtenus d’un
patient ayant développé une TSP.

Ces différentes cellules ont été traitées avec 10 uM de SP ou d’Eplérénone (EPL), homologue

de la SP incapable d’induire la dégradation de XPB, pendant 24h. A la fin du traitement, les
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MT4 C8166

CB-CD4 HTLV-1

MT1

cellules ont été récupérées pour la réalisation des expériences de RT-qPCR, présentant les

niveaux d’ARN d’intérét.
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Figure 12 : L'inhibition de la transcription sens par la SP influence les niveaux d'ARN de usHBZ et sHBZ

Des lignées de lymphocytes T infectés par HTLV-1 (C8166, MT4, MT1) et des PBMC immortalisés par
HTLV-1 (CB-CD4 HTLV-1) ont été traités avec 20 uM de SP ou de EPL pendant 24h. Les cellules ont
ensuite été lysées pour extraction des ARN totaux et réalisation des RT-qPCR. Les résultats présentent
les niveaux des transcrits viraux GAG, Tax, usHBZ et sHBZ normalisés en fonction des génes cellulaires
EEF1G et HPRT selon la démarche présentée dans la partie Matériels et Méthodes. NS : non significatif’;
** p<0.01 ; *** p<0.001 ; **** p<0,0001 ; Test statistique comparaison multiple one way ANOVA

Tout d’abord, intéressons-nous aux lignées C8166 et MT4, qui possédent une transcription sens
et antisens actives. Comme démontré dans I’étude précédente, le traitement par la SP, mais pas
I’EPL, entraine une diminution des niveaux des ARN de Gag et Tax (Figure 12). De fagon
surprenante, cette inhibition est associ¢e a une diminution du niveau d’ARN de usHBZ, alors

que le niveau d’ARN de sHBZ lui augmente (Figure 12). Ces résultats sont confirmés avec les
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cellules immortalisées CB-CD4/HTLV-1, avec cependant un effet plus faible concernant
I’augmentation du niveau d’ARN sHBZ (Figure 12).

Concernant la lignée MT1, ne possédant pas une transcription sens assez ¢levée pour permettre
la synthése de la protéine Tax, aucune variation significative lors de traitement a la SP des

niveaux d’ARN de usHBZ et de sHBZ n’est observée.

Ces résultats montrent que I’inhibition de la transcription sens est associée a une diminution du
niveau d’ARN de usHBZ et a une augmentation du niveau d’ARN de sHBZ dans les lignées
transformées. Cela permet d’émettre I’hypothese que la protéine Tax aurait un rdle régulateur
de la transcription antisens, spécifique a chaque transcrits antisens.

Dans les LT immortalisés, un effet sur usHBZ de méme ampleur que dans les lignées

transformées est observé alors que 1’effet sur sHBZ est beaucoup moins net.

2.3. La surexpression de Tax WT et du mutant Tax M47 induit le
transcrit usHBZ

Afin de tester directement le role de Tax sur 1’expression des transcrits antisens usHBZ et
sHBZ, j’ai choisi I’approche de la surexpression de Tax par transfection dans des lymphocytes

T infectés par HTLV-1 de la lignée MT1, possédant une transcription sens trés peu active.

Ces cellules ont ét¢ transfectées avec un plasmide contrdle, ou avec des plasmides codants pour
la protéine Tax. De plus, une construction codant pour le mutant Tax M47, qui n’est plus
capable de recruter le complexe transcriptionnel P/CAF empéchant ainsi la transactivation du
LTR 5°, a ¢été utilisée (Smith and Greene, 1990 ; Jiang et al, 1999). Les cellules ont été
récupérées 72h apres la transfection pour la réalisation des expériences de RT-qPCR et de

Western-Blot.

Grace au Western Blot réalisé, il est clairement observé que les protéines Tax WT et Tax M47
sont tous deux exprimées correctement (Figure 13, A). Puis, I’étude présente les niveaux des
ARN sens (Gag et Tax) et des ARN antisens sHBZ et usHBZ en condition de surexpression de
Tax ou non (Figure 13, B).

Tout d’abord, la surexpression de Tax WT, mais pas de Tax M47, est associée a une forte

augmentation du niveau des ARN sens (Gag et Tax), traduisant une réactivation de la
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transcription sens. Cela est permis grace a la fonction de transactivateur du LTR 5” portée par
Tax, non observée avec I’utilisation du mutant Tax M47 qui est défectif pour le recrutement de
P/CAF au niveau des TXRE, nécessaire a une transactivation efficace du LTR 5°.

Concernant les transcrits antisens sHBZ et usHBZ, la surexpression de Tax WT est associée a
une augmentation du niveau d’ARN de usHBZ, sans pour autant faire varier le niveau d’ARN
de sHBZ. De fagon inattendue, le méme effet est observé lors de la surexpression de Tax M47

(Figure 13, B).
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Figure 13 : Tax sauvage et le mutant M47 induisent I’expression de I’ARN usHBZ

Des lymphocytes T infectés par HTLV-1 de la lignée MT1 ont été transfectés avec des plasmides contrdle
(pSG5M), codant pour Tax sauvage (Tax WT) ou un mutant de Tax ne pouvant pas transactiver le LTR 5°
(Tax M47), puis les cellules sont récupérées 72h post-transfection et séparées pour la réalisation du Western-
Blot contrdlant I’expression des protéines exogeénes (A) et pour I’extraction des ARN totaux et la réalisation
de la RT-gPCR (B). Les résultats présentent les niveaux des transcrits viraux GAG, Tax, usHBZ et sHBZ
normalisés en fonction des geénes cellulaires EEF1G et HPRT selon la démarche présentée dans la partie
Matériels et Méthodes. Moyenne de 2 expériences réalisées en triplicats. NS : non significatif ; **** p<
0,0001 ; Test statistique comparaison multiple one way ANOVA
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Ces résultats mettent en évidence un role de Tax dans I’augmentation de la production de I’ARN
usHBZ, effet également observé avec un mutant de Tax ne pouvant pas transactiver le LTR 5°.
Cela permet de poser I’hypothése que Tax serait un activateur de la transcription de usHBZ,
potentiellement via les TXRE du LTR 3’, impliquant cependant un mécanisme transcriptionnel
différent de celui impliqué dans la transactivation du LTR 5°. Or, il faut noter que la
surexpression de Tax dans la lignée MT1 est associée a une réactivation de la transcription sens,
méme si le niveau obtenu ne permet pas la production des protéines virales. Afin de vérifier si
I’augmentation du niveau d’ARN de usHBZ est spécifiquement due a la surexpression de Tax,
mais pas a la réactivation de la transcription sens du provirus, j’ai souhaité réaliser la méme

expérience dans un autre modele cellulaire possédant un provirus modifié.

24. L’augmentation du niveau d’ARN de usHBZ est associée a la

surexpression de Tax, et non a la réactivation de la transcription sens.

Afin de confirmer I’hypothese précédemment émise, j’ai souhaité surexprimé Tax WT et Tax

M47 dans une lignée de Jurkat possédant un provirus modifié (Figure 14).

Cette lignée Jurkat CMV-Env-LTR a présenté au fur et a mesure de sa culture une répression
presque totale du promoteur CMV, phénoméne fréquemment observé pour les transgeénes sous
controle de ce promoteur (Revue dans Reeves, 2010). Elle présente donc I’avantage de pouvoir
étudier la transcription antisens sans faire varier le niveau de transcription sens. La méme
expérience, réalisée précédemment dans la lignée MT1, est réitérée dans cet autre modele

cellulaire.
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Figure 14 : Schéma du provirus HTLV-1 modifié CMV-Env-LTR3'

Le mini génome, appelé CMV-Env-LTR, permet I’expression des transcrits Env, Tax, Rex, ainsi que des
transcrits permettant la synthése de p12/p8 et p30/p13 sous contrdle d’un promoteur CMV. Les transcrits
sHBZ et usHBZ sont eux aussi exprimés et sous controle du LTR 3°, comme dans le provirus sauvage.
Le niveau de transcription sens étant faible, le niveau d’expression des transcrits n’est pas suffisant a la
synthése des protéines virales.

Le Western-Blot présenté permet d’observer que les niveaux de Tax WT et Tax M47
surexprimeés sont satisfaisants (Figure 15, A). Puis, I’étude du niveau des ARN par RT-qPCR
montre tout d’abord que la surexpression de Tax WT et Tax M47 entraine une faible
augmentation du niveau de transcription sens dépendante du promoteur CMV, expliqué par
I’effet de Tax sur ce promoteur (Suzuki et al, 2018), mais n’est pas associ¢ a la production des
protéines virales endogenes (Figure 15, B). Concernant les niveaux d’ARN de usHBZ et sHBZ,
la surexpression de Tax WT, mais aussi de Tax M47, entraine une augmentation du niveau
d’ARN de usHBZ, sans faire varier le niveau d’ARN de sHBZ, reproduisant donc les résultats
obtenus dans la lignée MT1 (Figure 15, B).

L’ensemble de ces résultats mettent en évidence que la protéine Tax possede un effet activateur
de I’expression de ’ARN de usHBZ, effet conservé avec le mutant Tax M47, malgré son
incapacité a recruter I’histone acétyltransférase P/CAF au niveau des TxRE, nécessaire a la
transactivation du LTR 5°. Cette observation permet d’émettre I’hypothése que Tax pourrait
influencer I’expression de usHBZ via les TxREs du LTR 3’, en recrutant une machinerie de

transcription différente de celle impliquée dans la transactivation du LTR 5°.
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Figure 15 : Tax active la transcription de ' ARN usHBZ dans la lignée Jurkat CMV-Env-LTR

Des lymphocytes T de la lignée Jurkat, possédant le mini-génome CMV-Env-LTR 3, ont été transfectés avec
des plasmides contréle (pSG5M), codant pour Tax sauvage (Tax WT) ou codant pour un mutant de Tax ne
pouvant pas transactiver le LTR 5’ (Tax M47). Les cellules sont récupérées 72h post-transfection et séparées
en 2 fractions : une lysée pour la réalisation du Western-Blot contrélant 1’expression des protéines exogenes
(A) ; une lysée pour I’extraction des ARN totaux et la réalisation de la RT-qPCR (B). Les résultats présentent
les niveaux des transcrits viraux GAG, Tax, usHBZ et sHBZ normalisés en fonction des génes cellulaires
EEF1G et HPRT selon la démarche présentée dans la partie Matériels et Méthodes. Moyenne de 2 expériences
réalisées en triplicats. NS : non significatif ; **** p<0,0001 ; Test statistique comparaison multiple one way
ANOVA
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IV. DISCUSSION

Le développement des pathologies associées a I’infection par HTLV-1 est li¢ a I’expression de
ses deux oncoprotéines Tax et HBZ, respectivement sous controle du LTR 5” et du LTR 3°,
mettant en évidence I’importance de la compréhension des mécanismes impliqués dans la
régulation de leur expression. Les mécanismes régulant I’expression des transcrits sens sont
bien décrits, principalement la transactivation du LTR 5’ par Tax, méme si certains mécanismes
restent encore mal compris. Cependant, les mécanismes régissant la transcription antisens du
HTLV-1, a I’origine de la production des transcrits HBZ, font débat car encore faiblement

documentés.

PARTIE 1 : XPB, un nouveau co-facteur de la transcription virale médiée par Tax du

HTLV-1

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux mécanismes impliqués dans la
transactivation du LTR 5° par Tax. Dans cette premiere €tude, nous avons montré que la
protéine Tax et la sous-unit¢ XPB du complexe de transcription TFIIH interagissent
directement in vitro, forment un complexe dans un modele endogene, et que XPB est recruté
au niveau du promoteur viral de fagon dépendante de Tax. De plus, nous avons mis en évidence
un role important de XPB dans la transactivation par Tax : la dégradation de XPB est associé¢e
a une forte diminution de la transactivation du promoteur viral médiée par Tax dans des
lymphocytes T infectés par HTLV-1, effet compensé par la surexpression de XPB exogéne.
Cette approche nous a permis de montrer qu’un mutant de XPB, défectif pour I’activité ATPase
nécessaire a I’ouverture du promoteur lors de I’initiation de la transcription, n’est pas capable
de compenser le défaut de XPB endogeéne, mettant en évidence 1I’importance de I’activité
ATPase dans ce mécanisme transcriptionnel viral. Les résultats obtenus dans cette étude
révelent que XPB est un nouveau co-facteur cellulaire détourné par la protéine virale Tax pour

augmenter la transcription du HTLV-1.

XPB interagit avec la protéine virale Tax et est recruté au niveau du promoteur du
HTLV-1

L’hypotheése d’une interaction entre Tax et XPB nous a posé la question d’une interaction

directe entre ces deux protéines. C’est pourquoi nous avons démontré, par la technique du GST-
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pull down, que Tax et XPB interagissent de facon directe. En effet, Tax est connue pour
interagir directement avec plusieurs facteurs cellulaires de la transcription par ’ARN
polymérase Il comme TBP (Caron et al, 1993), TFIIA (Clemens et al, 1996), et CDK9 (Zhou
et al, 2006), découvertes obtenues par la méme approche technique. Tax, ayant ét¢ produite
dans un systéme bactérien, ne posséde pas de modifications post-traductionnelles, mettant en
¢vidence que ces modifications de Tax ne semblent pas nécessaires a son interaction avec les
complexes impliqués dans I’initiation de la transcription.

Pour aller plus loin, nous avons démontré, par la technique d’immunoprécipitation que Tax et
XPB forment un complexe, aussi bien dans un modele de surexpression, que dans des
lymphocytes T infectés par HTLV-1, transformés mais aussi seulement immortalisés. Cela pose
I’hypothése que XPB serait recruté au niveau du LTR 5° du HTLV-1 de fagon dépendante de
Tax. Nous avons donc montré que le recrutement de XPB au niveau du LTR 5’ dans des
lymphocytes T infectés par HTLV-1 est aboli lorsque la protéine Tax est dégradée par la
Chaetocine. Cet inhibiteur de la protéine chaperonne Heat Shock Protein 90 (Song et al, 2015)
n’a qu’un faible impact sur le niveau de protéine XPB et son recrutement au niveau du
promoteur du gene cellulaire IkBa est maintenu (Elinoff et al, 2017), ¢loignant un possible
biais du traitement Chaetocine sur I’abolition du recrutement de XPB au niveau du LTR 5° du
HTLV-1. Ces résultats mettent en évidence que XPB est une cible de Tax, potentiellement

impliquée dans 1’établissement de I’initiation de la transcription virale.

XPB est impliqué dans la transactivation du LTR 5’ par Tax

L’hypothese que XPB posse¢de un réle majeur dans I’initiation de la transcription du HTLV-1
est renforcée par des travaux précédents ayant montré que le complexe TFIIH semble étre
nécessaire a la transcription du HTLV-1 in vitro (Anderson et al, 2000). De plus, TFIIH est
connu pour étre impliqué dans la transcription de certains virus : XPB a été montré comme
nécessaire a la transactivation du LTR 5’ du Virus de I’'Immunodéfience Humaine de type 1
(VIH-1) par la protéine virale Tat (Lacombe et al, 2016), mais aussi impliqué dans la
transactivation des génes lytiques du Virus Epstein Barr (EBV) par la protéine virale SM
(Verma et al, 2020).

Afin d’étudier le role de XPB dans la transcription du HTLV-1, nous avons mis a profit
’utilisation de la Spironolactone (SP), une drogue précédemment décrite comme étant capable
d’induire la dégradation spécifique de la sous-unité XPB de TFIIH au sein du complexe sans

perturber son intégrité¢ (Alekseev et al, 2014). Il a récemment ¢été¢ montré que la SP stimule la
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phosphorylation de la Sérine 90 de XPB par CDK7, ce qui permet la reconnaissance de XPB
par le complexe SCF'™XL8 E3 ligase (SKPI:CULI:RBXI1:FBXLIS), entrainant sa
polyubiquitination et sa dégradation par le protéasome (Ueda et al, 2018). La SP est un
inhibiteur pharmacologique de la voie des minéralocorticoides, par compétition avec
I’aldostérone pour ces récepteurs spécifiques. Afin de s’affranchir d’un potentiel effet
secondaire di a cette activité, nous avons utilisé en tant que contréle un homologue de la SP,
I’Eplérénone (EPL), qui posséde la méme activité pharmacologique, mais n’a pas la capacité
d’induire la dégradation de XPB (Alekseev et al, 2014).

Tout d’abord, dans un modele de lymphocytes T non infectés (Jurkat), nous avons montré que
le traitement par la SP n’a pas effet sur la stabilité¢ de la protéine virale Tax, ainsi que sur la
transcription basale virale. Cependant, ceci est associ¢ a une forte diminution de la
transactivation du LTR 5’ par Tax. Les mémes observations ont été faites dans un modele de
lymphocytes T infectés par HTLV-1 exprimant Tax de facon endogene. Cette technique de
transfection d’une plasmide indicateur U3R-Luc nous a permis de développer I’approche de
compensation de la dégradation de XPB par 1’expression exogéne de la protéine XPB. L’effet
inhibiteur de la dégradation de la protéine XPB endogeéne sur I’activation du promoteur viral
est compensé par la surexpression de la protéine XPB, mais pas par celle de la protéine XPD,
autre hélicase membre du complexe TFIIH. Cette approche par compensation nous a permis
d’utiliser plusieurs mutants de la protéine XPB, mettant en évidence que la protéine XPB
portant une mutation dans son domaine R-E-D, donc défective pour 1’activité ATPase, n’est
plus capable de compenser 1’effet de la dégradation de la protéine endogeéne sur la transcription
du HTLV-1. Le domaine R-E-D de la protéine XPB, portant I’activité requise pendant I’étape
d’ouverture du promoteur lors de la pré-initiation de la transcription, est donc nécessaire a la
transactivation du LTR 5’ par Tax, confirmant I’implication de XPB dans la transactivation du

LTR 5* du HTLV-1 par Tax.

La dégradation de XPB par la SP bloque la transcription virale

Pour compléter les données obtenues par la transfection des plasmides indicateurs, nous nous
sommes intéressés au role de XPB dans la transcription virale sens depuis un provirus intégré.
Nous avons donc utilisé différents modeles cellulaires de lymphocytes T infectés par HTLV-1,
traités a la SP ou a I’EPL. Les résultats ont montré que la dégradation de XPB par la SP réduit
fortement 1’expression du transcrit codant pour la protéine Tax, mais aussi des autres transcrits

sens, présentant une forte corrélation entre le niveau d’ARN viral Gag et la quantité de protéine
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XPB. De plus, la dégradation de XPB induite par la SP diminue fortement la viabilité des
lymphocytes T transformés ou immortalisés par HTLV-1. A I’inverse, les lymphocytes T non
infectés par HTLV-1, ou infectés mais n’exprimant pas Tax, ne sont pas sensibles au traitement
a la SP, confirmant le lien étroit entre Tax et XPB, ainsi que I’importance de la protéine Tax
dans la survie des lymphocytes T infectés par HTLV-1. Ces résultats identifient la SP comme

un puissant inhibiteur de la transcription virale et de la prolifération induite par Tax

XPB, un co-facteur de la pathogénese virale ?

En tant que co-facteur de transcription par I’ARN polymérase II, la déplétion de XPB est
supposée entrainer des conséquences sur le niveau global de transcription cellulaire. Or, lors de
nos expériences, nous avons remarqué que la dégradation de XPB n’a pas d’effet sur la
transcription basale du HTLV-1, mais seulement sur la transcription induite par Tax. L’absence
d’effet de la dégradation de XPB sur la transcription basale peut étre surprenante, mais le role
de XPB dans I’établissement de la transcription est complexe. En effet, XPB ne semble pas étre
nécessaire a la transcription basale, mais, dans le cas d’induction de la transcription d’un géne
en réponse a un stimuli, la présence de XPB, pendant I’étape d’ouverture du promoteur lors de
I’initiation de la transcription, est requise ; cela afin d’obtenir un haut niveau transcriptionnel
(Hahn et al, 2004 ; Kouzine et al, 2013 ; Alekseev et al, 2017). Notre étude, associée aux autres
découvertes sur le role de XPB dans la transcription du VIH-1 et de EBV, présentent XPB
comme étant la cible de plusieurs virus afin d’optimiser leur propre transcription virale
(Lacombe et al, 2016 ; Verma et al, 2020).

Cependant, la protéine Tax posseéde un role d’activateur transcriptionnel de certains promoteurs
cellulaires codants pour différents facteurs impliqués dans la transcription, la prolifération, et
la survie des lymphocytes T infectés (Yoshida et al, 1995 ; Boxus et al, 2008). Ce point souléve
I’hypothése d’une possible implication de XPB dans la transcription de genes cellulaires
modulés par Tax. Afin de tester cette hypothese, il serait intéressant de réaliser un séquengage
aléatoire du transcriptome entier (RNAseq) de lymphocytes T infectés par HTLV-1 traitées a la
SP. Cela permettrait d’observer de fagon spécifique les conséquences de la dégradation de XPB
sur le niveau d’expression de genes cellulaires connus pour étre modulés par Tax comme le
geéne codant pour la chaine a du récepteur a I’'IL2 (Inoue et al, 1986), I'IL6 (Yamashita et al,
1994) ou le CMH de classe 1 (Sawada et al, 1990). Les résultats apportés permettraient de
définir précisément le réle de Tax et XPB dans la transcription de geénes inductibles par Tax

ayant un rdle dans le développement des pathologies associées a I’infection par HTLV-1.
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XPB est un membre du complexe de transcription TFIIH, ayant des fonctions a la fois dans
I’initiation de la transcription par I’ARN polymérase II, mais aussi dans la réparation de I’ADN
par excision de nucléotide (NER) (Revue dans Rimel et Taatjes, 2018). L’étude ici réalisée s’est
focalisée sur la sous-unité XPB et non sur le complexe TFIIH entier, et seulement dans le cadre
de ces fonctions transcriptionnelles.

Méme si le role de XPB dans la transcription du HTLV-1 est a présent décrit, le role du
complexe TFIIH dans I’établissement de la transcription virale nécessite d’étre étudié. Il serait
ainsi intéressant d’observer si les autres membres de TFIIH sont eux aussi recrutés de fagon
comparable a XPB, par la mise au point d’immunoprécipitation de chromatine ciblant les
principales autres sous-unités XPD, CDK7 ou p62. De plus, le recrutement de XPB semble étre
dépendant de la présence de la protéine virale Tax. Cette observation, associé¢e aux résultats
montrant que Tax et XPB interagissent directement, permettent d’émettre 1’hypothése d’un
recrutement synchrone du complexe Tax-XPB au niveau du promoteur du HTLV-1. Afin de
tester cette hypothese, il serait judicieux de mettre au point des immunoprécipitations de
chromatine successives des protéines Tax et XPB.

La protéine virale Tax possede la capacité de moduler différentes voies de réparation de I’ADN,
dont la voie par excision de nucléotide, favorisant I’accumulation d’erreurs génétiques (Kao et
Marriott, 1999). Cette voie de réparation implique le complexe TFIIH, qui permet 1’ouverture
du double brin d’ADN au niveau du site de réparation grace a 1’activité hélicase portée par les
sous-unités XPD et XPB (Kokic et al, 2019). En faisant le parall¢le entre le role de XPB comme
co-facteur de Tax pour la transactivation du promoteur du HTLV-1, et son role dans la
réparation de I’ADN, nous pouvons nous demander si le détournement de XPB par Tax, lors
de I’établissement de la transcription virale, entraine également un défaut de réparation de
I’ADN par TFIIH. Pour tester cette hypothese, il serait nécessaire d’utiliser des lymphocytes T,
exprimant Tax et/ou XPB, irradiés par un rayonnement UV induisant des cassures de ’ADN,
prises en charge par la machinerie du NER. L’efficacité de réparation des cassures induites peut
étre mesurée soit par la technique Unscheduled DNA Synthesis (UDS), déja utilisé lors de
I’é¢tude du lien entre Tax et la voie NER (Kao et Marriott, 1999), ou la technique Single Cell

Gel Electrophoresis assay (SCGE), aussi appelée Comet assay (Azqueta et al, 2014).
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PARTIE 2 : Tax module la transcription antisens du HTLV-1

La compréhension des mécanismes impliqués dans la transcription depuis le LTR 5° du HTLV-
1 est relativement avancée en regard de celle des mécanismes impliqués dans la transcription
depuis le LTR 3°. Comme I’oncoprotéine Tax, produit de la transcription sens, I’oncoprotéine
HBZ, codée en antisens du génome et dont I’expression est sous contréle du LTR 3°, possede
un réle majeur dans le développement des pathologies associées a I’infection par HTLV-1. Bien
que les LTR 5’ et 3° soient identiques (Lemasson et al, 2004), la régulation de 1’expression des
protéines Tax et HBZ n’est pas homogene. En effet, dans le cas des cellules ATL, I’expression
de HBZ est conservée alors que celle de Tax est majoritairement perdue, mettant en évidence
une régulation différentielle de I’expression de ces deux protéines, et donc des LTR 5 et 3. A
la vue du role de Tax en tant que transactivateur du LTR, nous nous sommes naturellement
demandé si la protéine Tax posséde un effet sur la transcription des ARN codant pour HBZ.
Dans cette nouvelle étude, nous avons obtenu des résultats préliminaires suggérant que Tax
possede un réle activateur de la transcription de I’ARN de usHBZ, et impliquant une machinerie

de transcription différente que celle impliquée dans la transcription depuis le LTR 5°.

Tax serait un activateur transcriptionnel de usHBZ dans un contexte proviral

Le premier point abord¢ est 1’effet de I’inhibition de la transcriptions sens sur les niveaux des
transcrits sHBZ et usHBZ. Nous avons précédemment démontré que la SP est un inhibiteur de
la transactivation du LTR 5° du HTLV-1 par Tax. Nos résultats mettent, en outre, en évidence
que, dans des lymphocytes T infectés par HTLV-1, I’inhibition de la transcription sens par la
SP est également associée a une diminution du niveau d’ARN usHBZ et, de fagon surprenante,
a une augmentation du niveau d’ARN sHBZ. Il faut noter que 1I’hypothése d’un effet direct de
la SP sur les niveaux d’ARN de usHBZ et de sHBZ est contrée par I’absence d’effet du
traitement SP dans la lignée MT1, dont la transcription sens est fortement réprimée. Ce résultat
confirme que les effets observés lors du traitement SP sont spécifiquement dus a I’inhibition de
la transcription sens et non a un effet secondaire de la SP, effet ¢galement observés lors de
I’utilisation de PBMC immortalisés et infectés in vivo par HTLV-1.

Cette observation nous a permis de faire I’hypothése qu’un élément, dont I’expression est sous
controle du promoteur LTR 5°, posséde une activité régulatrice de I’expression des ARN

usHBZ et sHBZ. Suite a la premicre étude réalisée sur la protéine Tax comme transactivateur
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du promoteur du HTLV-1, notre attention s’est naturellement focalisée sur un possible effet de
Tax sur I’expression des transcrits antisens du HTLV-1.

Cette hypotheése nous a amené a étudier les conséquences de la surexpression de Tax dans des
lymphocytes T infectés par HTLV-1 sur les niveaux des ARN de usHBZ et sHBZ. Le premier
modele utilisé est la lignée MT1 de lymphocytes T infectés par HTLV-1 ayant la particularité
de présenter une transcription sens virale quasi indétectable, alors que la transcription antisens
est conservée. Puis, afin de s’affranchir de tout effet causé par la réactivation de la transcription
sens lors de la surexpression de Tax dans les MT1, nous avons utilisés un second mod¢le, la
lignée de lymphocytes T Jurkat possédant un mini génome CMV-Env-LTR3’ (Figure 11) dans
lequel le LTR 5°, ainsi que la région GAG, PRO/POL, ont été remplacé par un promoteur CMV
et dont le niveau de transcription est trop faible pour permettre la synthése des protéines virales.
Ce faible niveau de transcription depuis le promoteur CMV est associ¢ a une forte répression
du promoteur CMV contrélant I’expression de transgeéne, phénomene fréquemment décrit
(Revue dans Reeves, 2010). Dans ces deux modéles cellulaires, la surexpression de Tax est
associée a une augmentation du niveau d’ARN de usHBZ, alors qu’aucun effet n’est observé
sur le niveau d’ARN de sHBZ. Ce résultat place Tax comme un potentiel activateur de la
transcription de I’ARN usHBZ, sans pour autant influencer le niveau d’ARN sHBZ. Mis en
parallele avec les résultats obtenus suite au traitement SP des différentes lignées de lymphocytes
T infectés par HTLV-1, I’effet positif du traitement SP sur le niveau d’ARN sHBZ semble étre
indépendant de Tax car aucune conséquence de sa surexpression n’est observée sur le niveau
d’ARN sHBZ. Pour ce qui est du transcrit usHBZ, on peut supposer que sa diminution suite au
traitement SP est liée a la diminution de la production de Tax endogéne, ne pouvant ainsi plus
stimuler la transcription de usHBZ en antisens. Le fait que le site d’initiation de I’ARN de
usHBZ soit en amont (orientation antisens) des séquences de réponse a Tax au niveau du LTR
3’ (Figure 11) supporte I’hypothése que Tax pourrait €tre un activateur de la transcription de
usHBZ. Ces données représentent la premiére démonstration de 1I’importance de Tax sur
I’expression du transcrit usHBZ dans le contexte de génomes viraux intégrés dans des
lymphocytes T infectés par HTLV-1. Cela rejoint les découvertes réalisées en 2008 par
Yoshida et al. montrant que, dans un mod¢le de transfection transitoire de plasmides indicateurs
luciférase sous controle de différentes régions du LTR 3°, Tax activerait le promoteur de usHBZ
sans faire varier le niveau d’activation du promoteur de sHBZ (Yoshida et al, 2008). Les travaux
réalisés par Lemasson et al. ont mis en évidence que la protéine Tax est recruté au niveau de la
région U3 du LTR 3’, région incluant des séquences de réponse a Tax (Lemasson et al, 2002).

Mis en commun avec nos résultats, ces informations permettent de supposer que Tax induit
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I’expression de I’ARN usHBZ via son recrutement au niveau des TXxRE localisés dans la région

U3 du LTR 3’, définissant ainsi Tax comme étant également transactivateur du LTR 3°.

Les mode¢les cellulaires précédemment présentés, permettant la surexpression de Tax, nous
offrent la possibilité¢ d’exprimer le mutant M47 de Tax, qui ne peut pas transactiver le LTR 5°.
Ce défaut est expliqué par la perte d’interaction entre Tax M47 et P/CAF, HAT dont le
recrutement par Tax au niveau du LTR 5’ est nécessaire a la mise en place de la machinerie de
I’initiation de la transcription virale (Smith and Greene, 1990 ; Jiang et al, 1999). De fagon
surprenante, la surexpression de Tax M47 entraine une augmentation du niveau d’ARN usHBZ
comparable a celle observée suite a la surexpression de Tax WT. Cette observation permet de
supposer que Tax activerait la transcription de usHBZ par une machinerie différente de celle
impliquée dans la transcription depuis le LTR 5°. Or, 1’étude réalisée par Yoshida et al. montre
que la surexpression de Tax M47 ne permet pas I’activation du promoteur de usHBZ. 1l faut
noter que dans notre étude, nous utilisons un modele de provirus intégré, a I’inverse de celle
réalisée par Yoshida et al, basée des promoteurs transfectés. L’effet activateur de Tax M47 sur
la transcription de usHBZ semble donc nécessiter une intégration de la séquence virale, que ce
soit sous forme d’un génome complet (lignée MT1) ou partiel (lignée Jurkat CMV-Env-LTR).
Cette information permet d’émettre I’hypothese d’un effet en cis de la transcription sens sur la
transcription antisens. L’existence d’une transcriptions sens au sein du provirus, méme a un
faible niveau, permettrait de maintenir I’ADN dans une conformation accessible aux facteurs
de transcription, et cela le long du provirus, jusqu’au site de polyadénylation localis¢ dans la
région R du LTR 3’. Cela dispenserait du recrutement des facteurs remodelant 1’accessibilité
de ’ADN au niveau du LTR 3’comme la HAT P/CAF, ce qui expliquerait ’activité du mutant
Tax M47 sur I’activation de la transcription antisens de usHBZ.

Cependant, il faut garder en mémoire que Tax possede la capacité de controler de nombreuses
voies de prolifération et d’activation des lymphocytes T, impliquées dans la modulation de
I’expression de nombreux facteurs cellulaires. L’une des principales voies modulées par Tax
¢étant la voie NF«B, il ne faut pas négliger I’hypothése que les effets activateurs de Tax sur le
niveau d’ARN usHBZ pourraient étre associés a la modulation de la voie NFxB. En effet, le
mutant Tax M47 conserve, au méme titre que Tax WT, ses capacités d’induction de cette voie
de prolifération. Afin d’éclaircir plus précisément le mécanisme responsable de I’augmentation
du niveau d’ARN usHBZ par Tax, il est nécessaire d’¢tudier les effets de la modulation de la
voie NF«B sur la transcription antisens du HTLV-1. Afin de tester cette hypothése, 1’utilisation

d’inhibiteur de la voie couplée a la surexpression de Tax dans les lignées MT1 et Jurkat CMV-
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Env-LTR3’ permettrait d’observer si ’augmentation du niveau d’ARN de usHBZ est corrélée

a la surexpression de Tax indépendamment de I’activation de la voie NFkB.

Afin de permettre la meilleure expression possible du génome viral, la protéine virale Tax cible
de nombreux facteurs de transcription et les détourne au niveau de son promoteur afin d’obtenir
le niveau de transcription le plus élevé possible. En outre, la protéine Tax est aussi connue pour
influencer la stabilité des ARN. Tax a ét¢ démontré comme étant capable d’interagir avec le
facteur UPF1 (Up-Frameshift Suppressor 1 Homolog), impliqué dans 1’activation du
mécanisme de nonsense-mediated mRNA decay (NMD). L’interaction entre Tax et UPFI
entraine une diminution de I’affinit¢ de UPF1 pour les ARN et permet donc d’inhiber leur
dégradation par NMD (Fiorini et al, 2018), assurant ainsi une meilleure production des
protéines virales. Dans le contexte de notre étude, cette information est importante car, la
technique de RT-qPCR, informant seulement sur la quantité finale d’ARN, ne permet pas de
discriminer un effet transcriptionnel d’un effet post-transcriptionnel. Il serait donc important
d’étudier cet aspect par la réalisation de la technique du Nuclear Run On qui permet d’observer
la néotranscription des ARN totaux in vitro, sans qu’ils soient ensuite soumis aux différents
processus de maturation (Roberts et al, 2015). L’approche de surexpression de Tax dans les
deux modéles MT1 et Jurkat CMV-Env-LTR3’ pourra étre conservé afin de réaliser la
technique du Nuclear Run On et ainsi observer si, en absence d’éveénement post-
transcriptionnels, Tax conserve son habilité¢ a augmenter le niveau d’ARN usHBZ, confirmant
I’implication d’un mécanisme transcriptionnel et non post-transcriptionnel. De plus,
’utilisation de cette technique avec des lymphocytes T infectés par HTLV-1 traités a la SP
pourrait nous informer sur le mécanisme impliqué dans I’augmentation du niveau d’ARN sHBZ

lors de I’inhibition de la transcription sens, qui reste actuellement sans explication.

La SP, un antiviral efficace contre ’infection par HTLV-1 ?

La SP est une drogue couramment utilisée dans le traitement de I’hypertension artérielle et elle
est associée a tres peu d’effets indésirables, en faisant un bon candidat thérapeutique (Lainscak
et al, 2015). Cependant, la concentration utilisée afin d’induire la dégradation de la protéine
XPB in vitro est largement supérieure a la concentration pharmacologique utilisée dans le cas
du traitement de I’hypertension artérielle. De plus, 1’absence ou la perte d’activité de la protéine

XPB in vivo est associée a la pathologie Xeroderma Pigmentosum, qui consiste en un défaut de
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réparation de ’ADN cassés a la suite de dégats causés par une exposition aux UV (Sijbers et
al, 1996). Or, un haut niveau de dégradation de XPB est nécessaire afin d’inhiber I’expression
du HTLV-1, ce qui signifie que I’utilisation physiologique de la SP pour cette fonction aurait
des effets secondaires majeurs rejoignant la pathologie Xeroderma Pigmentosum. Cependant,
la voie de réparation impliquant la protéine XPB permet aussi la réparation des dommages a
I’ADN causés par les approches thérapeutiques par chimiothérapies et radiothérapies dans le
traitement de cancer. L’ utilisation de la SP en amont de ces traitements permettrait d’inhiber la
réparation des dommages a I’ADN y étant associés et ainsi augmenter la sensibilité des cellules
cancéreuses a ces derniers (Gabbard et al, 2020). Dans le cas des traitements des formes aigiies
d’ATL, il serait intéressant d’étudier si le pré-traitement a la SP, en amont des chimiothérapies
conventionnelles, serait associ¢ a une meilleure éradication des cellules leucémiques,
augmentant ainsi 1’efficacité des traitements existants.

Indépendamment des effets cytotoxiques associés a la dégradation de XPB, nous avons
néanmoins pu observer que 1’inhibition de la transcription sens par la SP est associée a une
induction de la production de I’ARN sHBZ. Il est nécessaire de rappeler que dans le cas des
cellules ATL, la transcription sens, dont la protéine Tax, est inexistante alors que I’expression
de HBZ est maintenue. Ce profil d’expression des oncoprotéines Tax et HBZ, spécifique aux
cellules ATL, n’est pas sans rappeler celui obtenu dans le cas des lymphocytes T infectés par
HTLV-1 a la suite du traitement a la SP, comparable aux cellules ATL. Il semble donc plut6t
dangereux d’utiliser la SP pour bloquer I’infection par HTLV-1 puisque ceci pourrait favoriser
’apparition de clones infectés par HTLV-1 ayant un profil d’expression des oncoprotéines Tax

et HBZ semblables aux clones leucémiques retrouvés dans les cas d’ATL.
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Les deux études présentées dans ma these documentent le role de Tax en tant que
transactivateur du LTR du HTLV-1. Dans un premier temps, nous avons caracterisé XPB
comme étant un cofacteur de la transactivation du LTR 5’ par Tax, nécessaire a l’établissement
de l'initiation de la transcription virale. Puis, dans un second temps, nous avons mis en lumiere
un nouveau role de Tax comme étant un inducteur de la synthese de I’ARN de usHBZ, mettant
en perspective un role encore non décrit de Tax comme transactivateur du LTR 3’ dans un

contexte proviral.
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Figure 16 : Modéle proposant Tax comme transactivateur du LTR 5’ et du LTR 3’

Dans un premier temps, nous avons montré que XPB est un nouveau co-facteur de la transcription du
HTLV-1 détourné par Tax afin d’optimiser la transcription virale.

Dans un second temps, nous avons mis en évidence un role activateur de la protéine Tax sur la
transcription de I’ARN usHBZ, permettant de supposer un nouveau role de Tax en tant que
transactivateur du LTR 3’, via une machinerie différente que celle impliquée dans la transactivation du
LTR S’
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