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Résumé: 
Mécanismes d’assemblage des corps nucléaires 
PML et ciblage thérapeutique par l’arsenic : 
 

PML (ProMyelocytic Leukemia) est une protéine qui structure la coque d’organelles sans membranes, nommés 
corps nucléaires PML (CNP). Les CNP recrutent un grand nombre de protéines partenaires et contrôlent leurs 
modifications post-traductionnelles, en particulier leur sumoylation, régulant leur activité. La protéine PML est 
impliquée dans de nombreux processus biologiques, en particulier la sénescence, l'apoptose ou le métabolisme, mais 
le rôle des CNP en tant que tels reste à démontrer.  

Les CNP sont désorganisés par l’action de l’oncoprotéine PML-RARα dans un type de leucémie rare, la leucémie 
aiguë promyélocytaire (LAP). La combinaison d’acide rétinoïque et de trioxyde d’arsenic guérit les malades, sans 
chimiothérapie additionnelle. De façon déterminante, l’arsenic peut se lier directement à PML, induire le 
réassemblage des CNP et l’activation d’un programme de sénescence, bloquant l’auto-renouvellement des cellules 
leucémiques et conduisant à la guérison des patients. Cependant, le mécanisme par lequel la liaison de l’arsenic sur 
PML provoque cet assemblage demeure inconnu. Les CNP sont également perdus dans d’autres cancers et PML est 
impliquée dans certaines maladies neurodégénératives, ce qui en fait une cible thérapeutique de choix. Au cours de 
ma thèse, j’ai cherché à identifier les mécanismes régulant l’assemblage des CNP, en particulier en réponse à 
l’arsenic, et le lien entre la dynamique d’assemblage des CNP et leur fonction.  

Les résultats que j’ai obtenus indiquent que les CNP présentent des caractéristiques d’organelles sans 
membrane s’assemblant selon un processus de séparation de phase liquide-liquide, mais avec certaines spécificités, 
comme celle d’être très structurés en core-shell. L’étude d’un domaine doigt de zinc de PML, la boite B2, retrouvé 
muté chez les patients LAP résistants à l’arsenic, a révélé son rôle central dans la dynamique d’assemblage des CNP. 
Mon travail de thèse a permis de montrer, par différentes techniques et expertises que la boite B2 contrôle 
l’assemblage dynamique des CNP en formant des homo-trimères. Ces derniers sont coordonnés par des interactions, 
de type hydrophobe, faibles et réversibles grâce à une hélice α présente dans ce domaine. En outre, ces interactions 
positionnent au cœur du trimère une cystéine libre de l’hélice α qui joue un rôle central en contrôlant la dynamique 
d’assemblage des CNP. C’est sur cette triade de cystéines accessibles que l’arsenic vient se loger, transformant des 
liaisons faibles en liaisons covalentes. L’arsenic fige ainsi les trimères de boite B2, induisant une transition de phase 
des CNP vers des caractéristiques de type gel. Des résultats préliminaires montrent que la perte de l’auto-
renouvellement des cellules transformées par l’oncoprotéine PML-RARα induit par l’arsenic dépend de cette triade 
de cystéines. Ainsi, en reliant stéréo-sélectivité et dynamique intracellulaire, nous avons élucidé la toute première 
étape du mécanisme d’action ciblé de l’arsenic sur PML, ouvrant la voie au développement clinique de nouvelles 
molécules, basé sur la structure, pour activer la biogenèse des CNP. 

En collaborant au développement de corps nucléaires PML artificiels in cellulo, dont nous pouvons contrôler 
l’assemblage par séparation de phase liquide-liquide, nous cherchons à comprendre par des approches ascendantes 
les liens entre la structure en core-shell des CNP, leur dynamique d’assemblage et leurs fonctions de 
sumoylation/dégradation. Mon travail de thèse ouvre également de nouvelles perspectives pour comprendre 
comment les réactions redox régulent la biogenèse des CNP. L’ensemble de ces travaux présente un intérêt pour la 
mise au point de nouvelles thérapeutiques où l’induction de la formation des CNP et/ou de leur dégradation peut 
améliorer le pronostic. 

 
Mots clefs: 
Corps nucléaires PML – Leucémie aigue promyélocytaire – Arsenic – Compartiments cellulaires sans membranes -  
Assemblage de complexes protéiques - Séparation de phase liquide-liquide – Sumoylation  
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Abstract: 
Mechanisms of PML nuclear body formation and 
therapeutic targeting by arsenic: 

 

PML (ProMyelocytic Leukemia) is the sole organizer of membrane-less organelles: the PML nuclear bodies (NBs). 
NBs recruit a wide variety of partner proteins and control their post-translational modifications, in particular their 
sumoylation, regulating their activity. The PML protein plays versatile roles in biological processes including 
senescence, apoptosis and metabolism, but the implication of NB formation in these processes remains elusive.  

PML NBs are disorganized in acute promyelocytic leukemia (APL) where a chromosomal translocation between 
PML and RARα leads to the production of the PML-RARα oncoprotein. A combination treatment of arsenic and 
retinoic acid induces APL cure without additional chemotherapy. Critically, arsenic can directly bind to PML and 
induce NB reformation and subsequent senescence activation, leading to the loss of leukemic stem cell self-renewing 
activity, responsible for APL cure. However, the mechanism by which arsenic binding onto PML induces NB assembly 
remains unknown. NBs are lost in other kinds of cancers and PML is involved in some neurodegenerative diseases, 
making it an interesting therapeutic target. During my PhD. I aimed at identifying the mechanisms underlying PML 
NB assembly, in particular upon arsenic treatment, and deciphering the link between NB formation and their 
biochemical functions. 

Our results show that NBs assembly follow some hallmarks of membrane-less organelles formed through liquid–
liquid phase separation but display some specificities like a highly organized core-shell structure. We focused on the 
B2 domain of PML, which is found mutated in arsenic-resistant APL patients and revealed its central role in basal PML 
NB assembly dynamics. Using various technical approaches and expertise, we determined that this domain controls 
PML dynamics at NBs through the formation of a homo-trimer. These multimers are coordinated by weak and 
reversible hydrophobic interactions between α-helixes in the B2 domain. Moreover, these interactions regroup three 
free cysteine residues at the core of the trimer which play a central role in controlling the assembly dynamics of NBs. 
Arsenic targets this cysteine triad, transforming weak transient interactions into covalent ones. This immobilizes B2 
monomers in a trimeric conformation and induces a liquid-like to gel-like transition of NBs. Preliminary data suggest 
that arsenic-induced loss of self-renewing activity in cells transformed by PML-RARα may also depend on this 
cysteine triad. Thereby, linking stereo-selectivity and intracellular dynamic, we solved the first step of the mechanism 
by which arsenic induces NB formation. These results pave the way for the development of new structure-based 
activators, which mimic arsenic and activate NB assembly. 

By collaborating to the development of artificial NBs in cellulo, where we can fine-tune assembly/disassembly 
by LLPS, we aim to interrogate the link between the core-shell structure of PML NBs, their dynamic assembly and 
their biochemical functions, in particular sumoylation and degradation of partner proteins. This project also gives 
new insights in the understanding of NB biogenesis’ regulation by redox reactions. Overall, this project opens new 
perspectives for the development of new therapeutic strategies in which the formation of NB and/or its 
degradation can improve the therapeutic outcome. 

 
Key words: 
PML nuclear bodies – Acute promyelocytic leukemia – Arsenic – Membrane-less organelles – Protein complexes 
assembly – Liquid-liquid phase separation – Sumoylation 
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1. Organisation du noyau 
1.1. Généralités 

Les cellules eucaryotes sont caractérisées par la présence d’un noyau contenant le matériel 

génétique sous la forme de chromosomes. Il est le lieu de réplication de l’ADN, de sa réparation, 

de la régulation de l’expression génique (notamment via les empreintes épigénétiques), de la 

fabrication des ARN et de l’assemblage des sous-unités ribosomales, deux éléments 

indispensables pour la synthèse protéique. Le noyau est entouré de deux membranes, la première 

dans la continuité du réticulum endoplasmique (RE) et la seconde faisant face à la chromatine. 

Ces deux membranes fusionnent au niveau des pores nucléaires qui régulent le transport de 

macromolécules entre le cytoplasme et le nucléoplasme. 

L’une des problématiques fondamentales de la biologie est d’organiser l’espace cellulaire afin 

de permettre le contrôle spatial et temporel des réactions biochimiques. L’une des manières 

d’effectuer cette régulation spatiotemporelle consiste à réguler la localisation cellulaire des 

différentes biomolécules en créant des compartiments subcellulaires. Cette 

compartimentalisation des fonctions biologiques est ubiquitaire chez les organismes vivants et 

permet de faciliter ou d’inhiber les réactions en concentrant ou ségrégant les molécules. Dans le 

cytoplasme, cette compartimentalisation des fonctions est assurée par des organelles délimitées 

par des membranes lipidiques équipées de systèmes de transport spécialisées permettant de 

réguler leur composition interne. Il est possible de citer les mitochondries permettant la 

production d’énergie sous forme d’ATP, l’appareil de Golgi lieu de la maturation et du tri des 

protéines, les lysosomes ou les peroxysomes, deux organelles de détoxification, dépourvues de 

matériel génétique, ou encore l’endosome permettant notamment l’internalisation d’ADN viral. 

A l’inverse du cytoplasme, le noyau est dépourvu d’organelles délimitées par des membranes 

nécessitant des stratégies de compartimentalisation différentes. 

 

Les organelles sans membranes ont été décrites pour la première fois dans le noyau de 

cellules neuronales dans les années 1830. Cette observation fait référence à ce qui sera plus tard 
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reconnu comme le nucléole (Wagner, Rudolph, 1835; Valentin G, 1836). Les organelles sans 

membranes nucléaires, également appelés corps nucléaires (CN), sont des structures 

micrométriques qui se forment dans le nucléoplasme, dans des régions pauvres en chromatine. 

Les CN répondent aux caractéristiques suivantes : 1) ils forment des structures visibles au 

microscope, a minima, durant certaines phases du cycle cellulaire, 2) ils concentrent des 

biomolécules nucléaires (protéines et/ou ARNs), 3) ils échangent constamment avec le 

nucléoplasme qui les entoure, ce qui les différencie des simples agrégats protéiques. Ces types 

de structures sont également retrouvés dans le cytoplasme (P-bodies, granules de stress…) où ils 

assurent des fonctions spécialisées, qui ne seront pas traitées dans le cadre de ce manuscrit. 

 

1.2. Organisation et assemblage des organelles sans 

membranes 
1.2.1. Une diversité de compartiments nucléaires 
Une grande diversité d’organelles sans membranes sont retrouvées dans le noyau. Ces CN 

assurent la régulation de fonctions biologiques essentielles, souvent en lien avec la régulation de 

l’expression génique. Ces fonctions sont assurées de manière complémentaire, voire redondante 

entre les différents corps nucléaires, signe de leur importance. Pami eux sont retrouvés : le 

nucléole, lieu de la transcription des ARN ribosomaux et de l’assemblage des sous-unités 

ribosomiques (Stochaj and Weber, 2020), les corps de Cajal qui permettent l’assemblage et la 

modification de petites ribo-nucléoprotéines (Nizami et al., 2010) ou encore les nuclear speckles, 

paraspeckles et les corps associés aux locus d’histones impliqués dans la production et l’export 

des ARN messagers (ARNm) (Fox et al., 2018; Nizami et al., 2010; Spector and Lamond, 2011). 

Enfin, les corps nucléaires PML (ProMyelocytic Leukemia, CNP), au cœur de mon travail de thèse, 

font partie de ces organelles et régulent de nombreuses fonctions biologiques (Lallemand-

Breitenbach and De Thé, 2010) (Figure 1).  

Les corps nucléaires ont une composition variée et complexe en protéines et la majorité 

d’entre eux sont associés à des acides nucléiques. Le nombre de protéines retrouvées dans ces 
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structures est très variable. En effet, une quarantaine de protéines ont été identifiées aux 

paraspeckles (Naganuma et al., 2012) et des études de protéomique ont identifié plus de 4500 

protéines au nucléole (Ahmad et al., 2009). Certaines protéines sont retrouvées dans plusieurs 

corps nucléaires comme par exemple la coiline qui est retrouvée aux corps associés aux locus 

d’histones et aux corps de Cajal (Frey and Matera, 1995) ou la protéine des paraspeckles PSPC1 

(paraspeckles protein 1) initialement identifiée par spectrométrie de masse dans le nucléole (Fox 

et al., 2002). Les protéines composant les CN peuvent avoir des rôles opposés dans l’assemblage, 

comme c’est le cas dans les nuclear speckles dont certaines protéines favorisent la formation du 

corps alors que d’autres la déstabilisent (Dopie et al., 2020; Ilik et al., 2020; Rivera et al., 2021; 

Tripathi et al., 2012).  

L’association des protéines aux CN est dynamique et une multitude d’études de FRAP (retour 

de fluorescence après photoblanchiment) ont démontré que de nombreuses protéines 

Figure 1 : Représentation schématique de la diversité des corps nucléaires (tiré de Mao et al., 2011b). 

Le noyau est entouré par l’enveloppe nucléaire, une double membrane qui permet de séparer physiquement le 
nucléoplasme du cytoplasme. Le transport de matériel entre le cytoplasme et le nucléoplasme est assuré par les 
pores nucléaires. A l’interphase, le matériel génétique organisé au sein des chromosomes est retrouvé dans des 
territoires chromosomiques distincts. La compartimentalisation des fonctions du noyau est assurée par des 
organelles sans membranes possédant des fonctions spécialisées : les corps nucléaires. 
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retrouvées aux CN s’échangent rapidement avec le nucléoplasme, permettant une régulation 

dynamique de leur composition (Mao et al., 2011b). Ces structures peuvent être sensibles au 

stress qui peut induire leur assemblage et modifier leur composition. 

Les corps nucléaires ont une organisation tridimensionnelle interne. Il a été proposé que cette 

dernière régule les fonctions qui leur sont associées. L’exemple le plus saisissant est le nucléole 

où la synthèse des ribosomes résulte d’un mécanisme vectoriel. En effet, le nucléole est constitué 

de trois compartiments : un centre fibrillaire, une composante fibrillaire dense et une 

composante granulaire. Il est entouré de chromatine péri-nucléolaire composée de régions 

chromosomiques inactives (Németh et al., 2010). Les gènes codant pour des protéines 

ribosomiques sont concentrés au centre fibrillaire (Correll et al., 2019). La transcription des ARNr 

est initiée par l’ARN polymérase I, à la jonction entre le centre fibrillaire et la composante 

fibrillaire dense. La maturation des ARNr, impliquant leurs modifications post-transcriptionnelles 

et leur clivage sur des sites spécifiques, est réalisée par plus d’une centaine de protéines durant 

leur transit depuis la frontière entre le centre fibrillaire et la composante fibrillaire dense vers la 

composante granulaire. Enfin la synthèse des sous-unités ribosomales à partir des ARNr est 

réalisée dans la composante granulaire (Hernandez-Verdun and Louvet, 2004).  

Du fait de la complexité des CN, les mécanismes qui maintiennent et régulent leur structure, 

contrôlent leur composition et modulent leur(s) activité(s) biochimique(s) en l’absence d’une 

barrière physique les isolant du nucléoplasme, restent flous. 

 

 

1.2.2. La séparation de phase liquide-liquide 

1.2.2.1.  Principes de la séparation de phase liquide-liquide 

 La séparation de phase liquide-liquide (LLPS) décrit le processus passif par lequel une 

solution, contenant un solvant et un soluté, évolue vers un système non-homogène qui contient 

au moins deux phases liquides distinctes (une phase dense en soluté et une phase pauvre en 

soluté) par « démixtion ». Dans ce système, les molécules seront miscibles jusqu’à ce qu’elles 

atteignent une concentration saturante « [Csat] ». A ce stade, les interactions soluté-soluté 
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seront suffisamment fortes pour permettre leur agrégation et la formation de deux phases 

liquides distinctes (ex : l’huile dans l’eau). A l’équilibre, le LLPS permet de maintenir des 

concentrations en soluté différentes dans deux compartiments distincts, dont la composition est 

dynamique et sans apport d’énergie. Le LLPS propose donc une hypothèse de travail intéressante 

dans la compréhension des mécanismes d’assemblage de structures qui ne sont pas délimitées 

par des barrières physiques comme les organelles sans membranes.  

Dans un système biologique, le soluté renvoie à une protéine ou à un acide nucléique et 

le solvant au cytoplasme ou au nucléoplasme. A l’équilibre, les macromolécules peuvent 

s’assembler en condensats biomoléculaires par l’établissement d’interactions multiples et 

réversibles de faible intensité aboutissant à l’agrégation des différents composants. Ces 

interactions peuvent s’établir à partir de domaines modulaires (Banani et al., 2016; Li et al., 2012) 

et de domaines intrinsèquement désordonnés (IDR) ou de faible complexité (LCD) (Lin et al., 2017; 

Uversky, 2017). En fonction de la force de l’interaction entre les différentes macromolécules du 

condensat ainsi que de leur concentration, des condensats avec diverses propriétés matérielles 

peuvent être assemblés (Figure 2). Ainsi le LLPS permet de former des structures de type liquide 

(haute fluidité, interactions réversibles) jusqu’à des structures solides ou des fibres (aucune 

fluidité, irréversible).  

Figure 2 : Diagramme de phase présentant l’évolution des propriétés matérielles des condensats biomoléculaires 
(tiré de Shin and Brangwynne, 2017). 

La force de l’interaction entre les macromolécules et leur concentration peuvent modifier les propriétés matérielles 
des condensats biomoléculaires qu’ils forment.  
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De nombreux travaux réalisés par un grand nombre d’équipes se sont intéressés au rôle 

du LLPS dans l’assemblage des organelles sans membranes et ont posé les bases de ce qui 

caractérise une structure s’assemblant par LLPS dans un système biologique (revu dans Banani et 

al., 2017), à savoir : 

1) Une sphéricité de la structure résultant de la minimisation de la tension de surface, 

2) Une capacité à fusionner/fissionner, 

3) Un assemblage dépendant de la concentration des différents composants, 

4) Une grande mobilité des composants au sein de la structure et un échange permanent 

avec le milieu environnant. 

 

1.2.2.2. LLPS et corps nucléaires 

Depuis l’émergence de cet axe de recherche, tous les CN ont été en partie revisités avec le 

spectre de la séparation de phase liquide-liquide. Le nucléole est le CN qui a été le plus étudié 

sous cet angle. 

Le nucléole a une structure sphérique, a la capacité de fusionner avec un nucléole voisin 

(Brangwynne et al., 2011), présente un assemblage dépendant de la concentration en protéines 

(Berry et al., 2015; Weber and Brangwynne, 2015) et les protéines qui le composent sont 

dynamiquement échangées entre le corps nucléaire et le nucléoplasme (Feric et al., 2016; L. Zhu 

et al., 2019). 
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Des études approfondies ont été menées sur des protéines particulièrement abondantes au 

nucléole : la nucléophosmine principalement retrouvée dans la composante granulaire et la 

fibrillarine retrouvée dans le centre fibrillaire et la composante fibrillaire dense. Ces deux 

protéines ont la capacité de s’assembler en gouttelettes liquides par LLPS in vitro et in cellulo à 

partir d’une multiplicité d’interactions de faible énergie entre leurs domaines non structurés 

(Feric et al., 2016; Mitrea et al., 2016; Weber and Brangwynne, 2015). Lorsque la nucléophosmine 

et la fibrillarine sont mises en présence in vitro ou in cellulo, les deux protéines s’assemblent en 

condensats biomoléculaires mutuellement exclusifs selon un processus de séparation de phase 

multiple (Figure 3). Ce processus aboutit à la formation de condensats de nucléophosmine 

contenant des condensats de fibrillarine, évocateurs de la distribution de ces protéines dans le 

nucléole (Feric et al., 2016). L’ARN est également impliqué dans la formation du nucléole par LLPS 

et favorise la séparation de phase in vitro et in cellulo (Berry et al., 2015; Falahati et al., 2016; Yao 

et al., 2019). Considérés dans leur ensemble, ces résultats suggèrent un assemblage du nucléole 

par LLPS. 

Le lien entre l’assemblage de condensats biomoléculaires par LLPS et la fonction qui leur 

est associée reste à démontrer (Lu et al., 2021; Lyon et al., 2021). Des études récentes réalisées 

avec des systèmes artificiels in vitro et in cellulo suggèrent un lien entre la régulation de leur 

composition, la dynamique d’assemblage des protéines et leur fonction (Frottin et al., 2019; 

Simon et al., 2019; L. Zhu et al., 2019). Il a été proposé que les condensats biomoléculaires 

Figure 3 : Assemblage du nucléole par séparation de phase multiple (adapté de Feric et al., 2016) 

La fibrillarine et la nucléophosmine se comportent comme deux liquides non miscibles. Une fois mélangés in vitro ou 
in cellulo, ces deux protéines forment des compartiments mutuellement exclusifs du fait de leur immiscibilité. 

 



24 
 

puissent réguler les réactions biochimiques de plusieurs façons (Figure 4): 1) en augmentant la 

cinétique de réaction en concentrant des enzymes et des substrats spécifiques à l’intérieur du 

condensat, 2) en inhibant l’activité biochimique de certaines molécules en séquestrant une 

enzyme ou son substrat, 3) en séquestrant certains régulateurs négatifs au condensat (Lyon et 

al., 2021). En retour, les réactions biochimiques réalisées au sein des condensats biomoléculaires 

pourraient réguler le LLPS. 

 

1.2.2.3. Limites du LLPS 

Bien que le LLPS constitue un modèle élégant pour expliquer l’assemblage des corps 

nucléaires, certains CN ne s’assemblent pas selon ce mécanisme. C’est par exemple le cas pour 

les paraspeckles. 

Les paraspeckles sont des corps nucléaires core-shell (cœur-coque) localisés à l’inter-

chromatine ayant une forme de cylindre arrondi aux extrémités, s’opposant à leur formation par 

un mécanisme de LLPS classique (Souquere et al., 2010; West et al., 2016). Ils sont composés 

d’ARN et d’une quarantaine de protéines possédant toutes des domaines permettant de lier 

l’ARN (Naganuma et al., 2012). Les paraspeckles s’assemblent aux sites de transcription d’un long 

ARN non codant de 27kb nommé NEAT1, qui fait office de protéine d’échafaudage (nuclear 

enriched abundant transcript 1) (Mao et al., 2011a). De manière intéressante, la transcription de 

NEAT1 doit être active pour permettre la formation des paraspeckles et l’augmentation de sa 

Figure 4 : Représentation schématique des modèles de régulation des réactions biochimiques par des condensats 
biomoléculaires 
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quantité induit une élongation des paraspeckles, contredisant la théorie du LLPS qui prévoit la 

formation de structures sphériques (Barra et al., 2020). 

Le modèle d’assemblage par LLPS, ne permet pas d’expliquer de façon universelle la formation 

des CN. De nouveaux modèles d’assemblage des CN ont été proposé ces dernières années. Cela 

montre la complexité de ce type d’études et reflète la diversité d’assemblage et de fonction des 

CN dans le noyau. Dans la suite du travail de thèse restitué dans ce mémoire, il convient donc de 

considérer la participation du LLPS à la formation des CNP tout en envisageant des modèles 

d’assemblage alternatifs. 
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2. Les corps nucléaires PML 
La protéine PML (ProMyelocytic Leukemia) forme le squelette organisateur d’organelles sans 

membranes nucléaires sensibles au stress: les corps nucléaires PML (CNP) (Hsu and Kao, 2018; 

Lallemand-Breitenbach and De Thé, 2010) (Figure 5). Les CNP sont des structures multiprotéiques 

à la structure « core-shell » et dont la biogenèse est séquentielle, impliquant un assemblage 

dynamique de PML pour former la coque des CNP, suivi de la modification post-traductionnelle 

de PML par SUMOylation [conjugaison à des groupements SUMO (small ubiquitin-like modifier)] 

(Sahin et al., 2014). Une fois modifiée, en particulier sur son résidu K160, la coque de PML recrute 

une grande variété de protéines partenaires aux cœurs des CNP, où elles seront elles-mêmes 

SUMOylées (Sahin et al., 2014; Tessier et al., 2022). Ainsi, les CNP pourraient moduler l’activité 

des protéines qui y sont recrutées. PML est impliquée dans la régulation de nombreuses fonctions 

biologiques comme la transcription, l’apoptose, la sénescence ou le métabolisme cellulaire, mais 

le rôle des CNP en tant que tels reste à démontrer. 

Les CNP ont été découverts dans une forme rare de leucémie nommée leucémie aiguë 

promyélocytaire (LAP). Dans cette pathologie, PML est associé au récepteur de l’acide rétinoïque 

RARα à la suite d’une translocation chromosomique qui conduit à l’expression d’une 

oncoprotéine de fusion PML-RARα qui désorganise les CNP. La combinaison d’acide rétinoïque et 

Figure 5 : Corps nucléaires PML dans des cellules normales ou LAP et effet de l’arsenic (tiré de de Thé et al., 2012). 

Analyse par microscopie confocale de la distribution de PML dans le noyau. Dans les cellules normales (gauche), 
PML est distribué dans le noyau sous forme nucléoplasmique diffuse et sous forme assemblée aux CNP. La flèche 
rouge indique un CNP analysé par microscopie électronique. Barre d’échelle : 1µm. L’analyse par microscopie 
électronique du marquage réalisé avec des anticorps anti-PML couplés à des billes d’or révèle que PML forme la 
coque du CNP. Barre d’échelle : 0,5µm. Dans les cellules LAP, l’expression de la protéine PML-RARα induit la 
désorganisation des CNP (centre). Le traitement avec du trioxyde d’arsenic induit l’assemblage de PML et de PML-
RARα en CNP dans les cellules normales et LAP associée à une diminution de la fraction nucléoplasmique (centre et 
droite). Analyses réalisées dans des cellules CHO exprimant de manière stable PML ou PML-RARa et traitées avec 
1µM de trioxyde d’arsenic durant une heure. 
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de trioxyde d’arsenic (ATO) guérit les malades, sans chimiothérapie additionnelle (de Thé et al., 

2017). De façon déterminante, l’arsenic peut se lier directement à PML, induire le réassemblage 

des CNP et l’activation d’un programme de sénescence, bloquant l’auto-renouvellement des 

cellules leucémiques et conduisant à la guérison des patients. PML a ensuite été impliquée dans 

la réponse anti-virale (Maul et al., 1993) et plus récemment le traitement de maladies 

neurodégénératives (Guo et al., 2014). Les CNP sont également altérés dans d’autres formes de 

cancers (Hsu and Kao, 2018).  

La compréhension des mécanismes de formation des CNP présente donc un intérêt dans la 

compréhension d’un mécanisme de biologie fondamentale et dans le développement de 

thérapeutiques les ciblant. 

. 

2.1. Structure et domaines de la protéine PML 
2.1.1. Généralités sur les TRIM 

PML appartient à la famille des TRIM (tripartite motif). Cette famille regroupe des 

protéines comportant des motifs tripartites ayant la capacité de former des homo-multimères 

(Reymond, 2001).  Ces protéines partagent une structure appelée RBCC (RING, B-box de type 1 

ou 2 et domaine coiled-coil), suivie d’un domaine C-terminal variable (Figure 6). Les différences 

principales proviennent du nombre de boite B et de la nature du domaine C-terminal. Au cours 

de l’évolution, les TRIM sont retrouvées à partir du taxon des métazoaires, bien que des boites B 

(B-box) soient retrouvées chez les plantes et les eucaryotes unicellulaires.  

 

Plus de 70 TRIM ont été identifiées chez l’Homme. Elles sont exprimées de manière 

constitutive et ubiquitaire et de nombreuses TRIM possèdent une fonction d’ubiquitine E3 ligase, 

Figure 6 : Représentation schématique de la protéine PML (séquence humaine, isoforme I). 
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catalysant le transfert de la petite protéine ubiquitine depuis l’enzyme E2 vers la protéine ciblée, 

à laquelle l’ubiquitine sera liée covalemment sur une lysine (Meroni and Desagher, 2022). Cette 

famille de protéines est impliquée dans de nombreux processus cellulaires comprenant la 

progression du cycle cellulaire, la différenciation, le développement, l’oncogenèse et l’apoptose. 

 

2.1.2. Le domaine RING finger 
 Le domaine RING (Really Interesting New Gene) finger de la protéine PML est un domaine 

de type doigt de zinc et avec une séquence canonique : 

C-X(2)-C-X(9-39)-C-X(1-3)-H-X(2-3)-C-X(2)-C-X(4-48)-C-X(2)-C (où X est un acide aminé).  

Les cystéines et histidines coordonnatrices maintiennent la structure tridimensionnelle en 

liant deux atomes de zinc, ce qui induit un repliement globulaire. 

 Contrairement au RING des autres TRIM qui s’associent en dimères pour interagir avec 

des E2 ubiquitines ligases, celui de PML s’associe en tétramère et lie l’enzyme E2 de conjugaison 

à SUMO, UBC9 (Duprez et al., 1999; Wang et al., 2018). Plus précisément, le RING de PML (Figure 

7) est structuré autour du zinc, coordonné par des acides aminés conservés au cours de 

l’évolution (en gras et en noir). L’équipe a montré que le RING multimérise via des interactions 

hydrophobes entre les résidus du sous-domaine SD1 et certains présents à la surface du domaine 

doigt de zinc SD2 (notés en gras et en vert) (Wang et al., 2018). Le SD1 est très conservé au cours 

de l’évolution (un orthologue est retrouvé chez la tortue), mais il est également spécifique de 

PML puisqu’il n’est présent dans aucun RING des autres TRIM (Wang et al., 2018). Aussi, la 

tétramérisation du RING finger est une spécificité de PML parmi les TRIM. Des tests en double 

hybride dans un système de mammifère ont démontré que cette tétramérisation favorise 

l’interaction d’UBC9 sur le RING de PML. Une enzyme fixée sur un des monomères du tétramère 

permettrait une modification en trans des autres monomères de PML. Cette observation est à 

mettre en regard du rôle des CNP dans le contrôle de la SUMOylation, quand les RING des autres 

TRIM jouent un rôle dans l’activité E3 ligase contrôlant l’ubiquitination. Il a été proposé que 

l’arsenic se fixe à PML au niveau du RING en venant remplacer l’un des atomes de zinc (Zhang et 

al., 2010). 
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2.1.3. Les domaines boites B (B-box) 
Les boites B sont des domaines à doigts de zinc organisées de façon croisée, identifiées au 

début des années 1990 pour les protéines PML et TIF1 (Reddy et al., 1992; Reddy and Etkin, 1991). 

Les boites B1 ont comme séquence canonique :  

C-X(2)-C-X(6_1 7)-C-X(2)-C-X(4_8)-C-X(2YC/H-X(3_4)-H-X(5_I O)-H [C5(C/H)H2]),  

Alors que les boites B2 ont une séquence canonique de type : 

C-X(2_4)-H-X(7_l O)-C-X(1 _4)-D/C(4_7)-C-X(2)-C-X(3_6)-H-X(2_5)-H [CHC(D/C)C2H2].  

Les TRIM portent toutes une boite B2, mais seulement un quart des TRIM humaines 

présentent des B-box en tandem avec une boite B1 en N-terminal (Short and Cox, 2006). Les 

fonctions des B-box sont encore floues, mais elles pourraient être impliquées dans la régulation 

de l’interaction protéine-protéine et dans la régulation de l’ubiquitination des protéines (Massiah, 

2019; Reymond, 2001). 

 

Les analyses par résonance magnétique nucléaire et cristallographie ont démontré que la 

boité B1 de PML a la capacité de former des homo-oligomères in vitro avec une préférence pour 

les formes dimériques et tétramériques (Li et al., 2019). Les interfaces entre les différents 

monomères sont composées d’acides aminés spécifiques à PML et non conservés dans les autres 

protéines TRIM. De manière intéressante, tout comme pour l’association tétramérique du RING, 

Figure 7 : Représentation schématique du domaine RING de PML (séquence humaine). 

Les astérisques représentent la conservation de ce domaine au cours de l'évolution. Les acides aminés en gras et en 
noir sont impliqués dans la coordination du zinc. Les acides aminés en gras et en vert sont impliqués dans la 
multimérisation du domaine. Les abréviations SD1 et SD2 (subdomain 1 et 2) correspondent aux deux différents sous-
domaines du domaine RING monomérique. 
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la multimérisation de la boite B1 repose sur des interactions hydrophobes. Lors de cette 

association, les résidus K160 se retrouvent concentrés et exposés à l’extérieur de la structure, ce 

qui est corrélé à la formation de longues chaines de poly-SUMO préférentiellement sur ce résidu 

(S.-Y. Huang et al., 2014; Li et al., 2019) (Figure 8). 

 

 

Malgré de multiples tentatives par plusieurs groupes, la boite B2 de PML n’a jamais pu 

être cristallisée. Il est prédit qu’elle respecte l’organisation de toute boité B avec deux doigts de 

zinc, repliés en un croisillon et coordonnés chacun par trois cystéines et une histidine (Figure 9). 

Le domaine B2 semble impliqué dans la formation des CNP car une mutation de la cystéine en 

position 212 vers une alanine induit une désorganisation des corps nucléaires (Jeanne et al., 

2010). L’équipe a proposé que le doublé de cystéines C212 et C213 soit impliqué dans la liaison 

directe de l’arsenic à la protéine (Jeanne et al., 2010; Zhang et al., 2010). De plus, le domaine B2 

est retrouvé muté chez des patients atteints de leucémie aiguë promyélocytaire et résistants aux 

thérapies à l’ATO et à l’acide rétinoïque, confortant l’idée que ce domaine pourrait constituer le 

site de liaison de l’arsenic (de Thé et al., 2017). Cependant, aucune étude n’a encore étudié de 

manière approfondie le rôle de ce domaine dans la formation des CNP ou dans le mécanisme par 

lequel l’ATO favoriserait leur assemblage. Aussi, le domaine B2 constitue donc le candidat idéal 

Figure 8 : Représentation schématique du domaine B1 de PML (séquence humaine).  

Les astérisques représentent la conservation de ce domaine au cours de l'évolution. Les acides aminés en gras et en 
noir sont impliqués dans la coordination du zinc. Les acides aminés en gras et en vert sont impliqués dans la 
multimérisation du domaine. Les abréviations SD1 et SD2 (subdomain 1 et 2) correspondent aux deux différents sous-
domaines du domaine B1 monomérique. Les abréviations loop, β1, 2, 3 et α1 renvoient respectivement à une 
structure secondaire en forme de boucle, feuillet β ou hélice α. La lysine K160 est indiquée en gras et en rouge. 
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pour étudier plus en profondeur la formation des CNP et la réponse à différents stress, en 

particulier l’ATO. 

 

 

2.1.4. Le domaine coiled-coil 
 Les domaines coiled-coil sont formés lorsqu’au moins deux hélices α s’assemblent en 

s’enroulant l’une autour de l’autre pour former une superhélice gauche. La majorité des coiled-

coil possèdent une séquence répétée en heptade de type (abcdefg)n (Grigoryan and Keating, 

2008). D’un point de vue structural, chaque heptade constitue deux tours d’hélice α avec un 

résidu hydrophobe tous les sept acides aminés, leur permettant d’être situés sur la même face 

de l’hélice, créant la force motrice de l’assemblage de ce domaine.  

 Le domaine coiled-coil de PML n’a jamais été cristallisé mais la séquence primaire suggère 

qu’il comporte quatre hélices, dont l’hélice 1 qui est remarquablement longue. Si l’espacement 

de acides aminés hydrophobes est globalement conservé, la séquence du domaine coiled-coil de 

PML n’est pas conservée au cours de l’évolution (Figure 10). Il est essentiel pour l’homo-

multimérization de PML et pour son association avec le récepteur à l’acide rétinoïque alpha dans 

la leucémie aiguë promyélocytaire (Fagioli et al., 1998; Grignani et al., 1999; Huang et al., 2008; 

Occhionorelli et al., 2011). Une équipe a montré que ce domaine purifié a la capacité de 

multimériser en solution, avec une préférence pour les formes tétramériques (Antolini et al., 

2003). 

Figure 9 : Représentation schématique du domaine B2 de PML (séquence humaine).  

Les astérisques représentent la conservation de ce domaine au cours de l'évolution. Les acides aminés en gras et en 
noir ont été prédits comme étant impliqués dans la coordination du zinc. Les acides aminés en gras et en rouge sont 
impliqués dans la liaison de l’arsenic. 
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2.1.5. Les séquences C-terminales 
La séquence C-terminale de PML est extrêmement variable et peut présenter des 

homologies de séquence avec des protéines d’autres familles. Le gène PML (séquence humaine) 

contient neuf exons dont l’épissage alternatif conduit à l’expression de sept isoformes principales 

de la protéine, variant au niveau de la partie C-terminale qui est positionnée à distance du RBCC 

(Bernardi and Pandolfi, 2007; Condemine et al., 2006; Jensen et al., 2001; Nisole et al., 2013) 

(Figure 11). Certains variants correspondent à des isoformes ne possédant pas la région codée 

par l’exon 5 (acides aminés 419-466), nommés « a », « b » renvoie à des isoformes sans les régions 

codées par les exons 5 et 6 (acides aminés 419-552) et « c » désigne des isoformes sans les régions 

codées par les exons 4, 5 et 6 (acides aminés 395-552) (Nisole et al., 2013). L’isoforme I est la 

seule à posséder tous les exons, dont le domaine NES, lui conférant la capacité d’échanger entre 

le cytoplasme et le nucléoplasme (Condemine et al., 2007). Les isoformes VI et VII ne contiennent 

pas de domaine SUMO Interacting Motif (SIM), abrogeant leur interaction avec les partenaires 

SUMOylés. Enfin, l’isoforme VII ne possède pas le domaine NLS (nuclear localization signal), 

rendant sa localisation exclusivement cytoplasmique. Chez la souris, seules les isoformes PMLI et 

Figure 10 : Représentation schématique du domaine coiled-coil de PML (séquence humaine).  

Les astérisques représentent la conservation de ce domaine au cours de l'évolution. Les abréviations a1, 2, 3, 4 
renvoient respectivement à une structure secondaire en forme d’hélice α. (*) indique une position conservée, (:) 
indique une mutation conservative, (.) indique une mutation semi-conservative. 
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PMLIV ont pu être identifiées, indiquant que cette variété des isoformes est apparue tardivement 

dans l’évolution. 

 

Toutes les isoformes nucléaires de PML s’assemblent au sein des mêmes CNP par leur 

domaine RBCC. Bien que les différentes études menées sur l’assemblage des isoformes en corps 

nucléaires n’obtiennent pas toutes les mêmes conclusions, chaque isoforme pourrait réguler de 

manière différente l’assemblage de la protéine en CNP et/ou leur dynamique d’assemblage 

(Brand et al., 2010; Condemine et al., 2006; Cuchet et al., 2011; Hands et al., 2014; Weidtkamp-

Peters et al., 2008). La régulation fine de l’assemblage des CNP et la multiplicité des fonctions 

associées à PML pourrait être, en partie, le reflet de fonctions spécialisées des différents 

domaines C-terminaux des isoformes de PML. Il a notamment été démontré que l’isoforme IV de 

PML a une activité pro-sénescente en se liant spécifiquement à ARF au niveau de son domaine C-

Figure 11 : Représentation schématique des différentes isoformes de PML produites à partir de la séquence 
génomique humaine (en blanc) (adapté de Nisole et al., 2013). 

NLS : nuclear localisation signal, SIM : SUMO interacting motif, NES : nuclear export signal 
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terminal (Ivanschitz et al., 2015). L’interaction entre PML IV et ARF stabilise UBC9 (l’enzyme E2 de 

conjugaison à SUMO) aux corps nucléaires, induisant la SUMOylation de p53 résultant en son 

activation. 

 

2.2. Assemblage de PML en corps nucléaires 

Dans le noyau, PML est retrouvée sous deux formes : une forme nucléoplasmique et une 

forme assemblée en CNP, toutes deux exclues des domaines d’hétérochromatine. L’aspect core-

shell suggère des mécanismes de biogenèse complexes qui n’ont jusqu’ici pas été élucidés. Un 

noyau contient 10 à 30 CNP. Les analyses par microscopie électronique ou à super-résolution 

(STED) ont démontré que ces sphères sont creuses et ont un diamètre variant entre 0,1 et 1µm 

(Dellaire and Bazett-Jones, 2004; Lallemand-Breitenbach and De Thé, 2010; Maul et al., 1995; 

Sahin et al., 2014). Toutes les sous-unités du domaine RBCC décrites ci-dessus sont essentielles 

pour la formation des CNP, contrairement à d’autres TRIM (Jeanne et al., 2010; Jensen et al., 

2001; Li et al., 2019; Wang et al., 2018). 

 

2.2.1. PML et stress oxydant 
PML contient plusieurs cystéines libres, dont le groupement souffre est susceptible à être 

modifié par l’oxydation. En particulier, l’équipe a montré que PML peut former des homo-

multimères covalemment reliés par des ponts disulfures en plus des interactions de faible 

intensité s’établissant par le RBCC (Jeanne et al., 2010; Niwa-Kawakita et al., 2017; Sahin et al., 

2014). L’action des antioxydants comme le N-acétyl-cystéine abolit la formation des CNP (Jeanne 

et al., 2010) et les agents alkylants induisent leur désorganisation (Conlan et al., 2004). Les résidus 

impliqués dans ce processus restent à identifier mais il ne fait aucun doute que les cystéines de 

PML sont nécessaires à l’assemblage des CNP.  

In vivo, l’ATO – qui se fixe sur PML mais induit aussi la production de ROS - ou des oxydants 

comme l’acétaminophène, le paraquat et des poisons mitochondriaux induisent la formation des 

CNP (Jeanne et al., 2010; Sahin et al., 2014). Dans la leucémie aiguë promyélocytaire, les oxydants 
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induisent comme l’ATO la formation d’homo-multimères reliés par des ponts disulfures de la 

protéine oncogénique PML-RARα, suivie de sa dégradation et permettent d’induire la mort des 

cellules leucémiques (Freitas et al., 2009; Jeanne et al., 2010).   

Il a été proposé que ces ponts disulfures constituent la première étape de la formation des 

CNP en permettant l’assemblage de PML dans le nucléoplasme et soient responsables de la 

formation des CNP en réponse aux oxydants in vivo. 

 

 

2.2.2. Modifications post-traductionnelles de PML 
La protéine PML est soumise à de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT), 

tout particulièrement la SUMOylation/ubiquitination, mais aussi la phosphorylation et 

l’acétylation. La plupart des modifications de PML sont réalisées par des enzymes spécifiques, 

conduisant en des combinaisons de MPT complexes qui peuvent être régulés par une signalisation 

spécifique ou selon le type cellulaire. De nombreux sites de modifications post-traductionnelles 

ont été identifiés sur PML (Figure 12), suggérant des mécanismes de régulation fins. 

 

Figure 12 : Principales modifications post-traductionnelles de PML (séquence humaine). 

Sur le schéma, (S) correspond à la SUMOylation, (P) à la phosphorylation, et (Ac) à l’acétylation. Les trois sites 
principaux de SUMOylation sont entourés d’un cercle noir et les sites alternatifs de SUMOylation par un cercle en 
pointillés. 
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2.3.2.1. SUMOylation / ubiquitination 

Les protéines SUMO (small ubiquitin-like modifier) présentent une forte identité de séquence 

et une forte similitude de structure tridimensionnelle avec l’ubiquitine. Parmi les cinq paralogues 

retrouvés dans le génome humain, SUMO1, 2 et 3 sont exprimés de manière ubiquitaire et ont 

été les plus largement étudiés (Sahin et al., 2022). Les fonctions de SUMO4 et 5 sont encore 

floues. 

La conjugaison des protéines à SUMO est transitoire et est réalisée en suivant quatre étapes: 

1. Les petites protéines SUMO sont maturées par des protéases spécifiques (famille des 

SENP). 

2. Les protéines SUMO sont activées par un complexe E1 d’activation de SUMO. 

3. Les protéines SUMO sont transférées sur l’unique enzyme E2 de conjugaison, UBC9, qui 

conjugue le groupe CH3 C-terminal de SUMO sur le groupe NH3 des lysines des protéines 

cibles, formant une liaison covalente. 

4. Les enzymes E3 ligases peuvent stabiliser la formation du complexe UBC9-substrat et 

facilitent le transfert de la protéine SUMO sur son substrat. 

Bien que covalemment relié aux protéines, le SUMO peut être retiré par l’action des SUMO 

protéases qui le clivent pour le recycler. 

 

SUMO a initialement été décrit comme une protéine liant PML dans une expérience de 

criblage utilisant la technique du double-hybride (Boddy et al., 1996). La coque du CNP a la 

capacité de recruter UBC9, permettant la SUMOylation de PML sur trois résidus lysine en position 

K65, K160 et K490, avec la formation de chaines poly-SUMO sur la lysine K160 (Kamitani et al., 

1998; Lallemand-Breitenbach et al., 2001; Sahin et al., 2014). Cinq résidus minoritaires K226, 

K380, K400, K497 et K616 ont été identifiés par spectrométrie de masse en conditions de 

surexpression de SUMO ou de PML sans que l’on ne connaisse la relevance physiologique de ces 

modifications (Galisson et al., 2011; Vertegaal et al., 2006).  
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Le CNP peut alors recruter des partenaires via des interactions intermoléculaires entre le 

SUMO conjugué sur PML et le motif SIM d’interaction avec SUMO (SIM : SUMO interacting motif) 

des protéines partenaires permettant leur regroupement à l’intérieur de la structure (Lallemand-

Breitenbach et al., 2008; Sahin et al., 2014; Van Damme et al., 2010; Zhong et al., 2000) (Figure 

13). 

 

La SUMOylation de PML a été initialement proposée comme requise pour la biogenèse des 

CNP (Müller et al., 1998; Shen et al., 2006) mais il est aujourd’hui établit que ce mécanisme n’est 

pas nécessaire pour la formation des corps nucléaires. Les cellules exprimant une protéine PML 

mutée sur les trois sites de SUMOylation ou présentant une délétion du SIM forment toujours des 

corps nucléaires creux (Barroso-Gomila et al., 2021; El Asmi et al., 2014; Sahin et al., 2014; 

Figure 13 : Assemblage des corps nucléaires PML 

Les CNP s’assemblent selon un processus séquentiel : assemblage de PML pour former la coque du CNP, 
SUMOylation de la coque du CNP, recrutement des protéines partenaires par des interactions SUMO-SIM et 
modifications post-traductionnelles des protéines partenaires. Les CNP permettent principalement la SUMOylation 
des protéines partenaires bien qu’ils soient également impliqués dans leur acétylation, leur phosphorylation ou leur 
ubiquitination. S: SUMO, P: Phosphoryl, Ac: acétyl, Ub: ubiquitine, AcT: acetylase, deAcT: dé-acétylase. 
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Weidtkamp-Peters et al., 2008). Cela renforce l’idée que les CNP sont issus de l’oligomérisation 

de PML par des interactions entre certains résidus clé qui restent à identifier.  

 

La formation de chaînes poly-SUMO sur la lysine 160 de PML crée un site d’ancrage pour 

l’E3 ubiquitine ligase RNF4 qui présente quatre motifs SIM (Lallemand-Breitenbach et al., 2008; 

Tatham et al., 2008). RNF4 fixe alors l’ubiquitine sur la chaine SUMO, initiant la dégradation de 

PML par le protéasome. Ce processus s’applique aussi bien à PML qu’à la protéine oncogénique 

PML-RARα impliquée dans la leucémie aiguë promyélocytaire. La SUMOylation de PML est donc 

un élément clé de la régulation de sa stabilité. PML a été le premier substrat de RNF4 décrit chez 

les mammifères et depuis plusieurs autres protéines ont été identifiés comme étant des cibles de 

RNF4 (Kumar et al., 2017). 

 

2.3.2.2. La phosphorylation et l’acétylation 

Différentes kinases modifient PML et il a été démontré que la phosphorylation des domaines 

SIM joue un rôle dans l’interaction avec les protéines SUMO (Gareau and Lima, 2010). PML est 

notamment phosphorylée par ERK2 (Hayakawa and Privalsky, 2004),  ATR (Bernardi et al., 2004), 

et CHK2 (Yang et al., 2002). PML peut également être phosphorylée par la CK2, une kinase 

fréquemment activée dans les cancers humains, sur une sérine dans le SIM, permettant 

d’augmenter la dégradation dépendante de l’ubiquitine de PML (Scaglioni et al., 2006). Dans cette 

étude, la mutation des sites de phosphorylation par la CK2 sur PML, où une inhibition 

pharmacologique de cette enzyme augmentent les capacités suppressives de tumeurs de PML in 

vivo. Des expériences de phosphorylation in vitro indiquent que la CK2 peut également 

phosphoryler PML sur quatre résidus sérines positionnés autour du SIM, augmentant la 

conjugaison de PML avec SUMO1 (Cappadocia et al., 2015; Stehmeier and Muller, 2009). Le 

dialogue entre phosphorylation et SUMOylation de PML et leur rôle dans les fonctions associées 

au corps nucléaires ne sont pas encore élucidés malgré des premiers résultats intéressants du 

point de vue thérapeutique (Scaglioni et al., 2006). 

 



39 
 

L’acétylation de PML est également étroitement liée à sa SUMOylation. L’acétylation de PML 

par p300 sur ses résidus lysines K487 et K515 favorise sa SUMOylation (Hayakawa et al., 2008). 

De plus, l’histone désacétylase SIRT1 qui est recrutée aux corps nucléaires promeut la 

SUMOylation de PML par SUMO1 (Campagna et al., 2011). Bien que les liens entre acétylation et 

SUMOylation ne soient pas complètement élucidés, il semble qu’il existe, comme pour la 

phosphorylation, un dialogue entre acétylation et SUMOylation de PML par SUMO1.   

  

Dans cette partie du manuscrit, nous avons vu que la formation des CNP est un mécanisme 

séquentiel initié par l’assemblage de PML à la coque, permettant le recrutement de l’enzyme E2 

de conjugaison à SUMO, UBC9. La SUMOylation de PML n’est pas nécessaire à son assemblage en 

CNP mais permet le recrutement des protéines partenaires via des interactions SUMO/SIM. 

D’autres modifications post-traductionnelles comme des acétylations, des phosphorylations ou 

des ubiquitinations sur des résidus précis ont également été identifiées. Cependant, les 

mécanismes précis d’assemblage de PML aux CNP ne sont pas encore totalement élucidés. 

 

2.2.3. Séparation de phase liquide-liquide et assemblage des CNP 
Tout comme pour la biogenèse d’autres organelles sans membranes, il est intéressant de 

considérer le rôle de la séparation de phase liquide-liquide dans le mécanisme d’assemblage des 

CNP, mais à ce jour aucune étude complète n’a été menée sur le sujet. Plusieurs articles, pour 

certains publiées avant l’émergence de ce domaine de recherche, suggèrent que PML pourrait 

s’assembler par LLPS.  

La sphéricité des CNP est connue depuis leurs premières observations dans les années 1960 

(G. De Thé et al., 1960) et a été confirmée depuis par des techniques de microscopie électronique 

et à super-résolution (Hands et al., 2014; Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2018; Lang et al., 

2010). La dépendance de la formation des corps nucléaires à la concentration en protéine est 

suggérée par plusieurs études. Les cellules PmlKO sont dépourvues de CNP et la transfection d’un 

plasmide permettant la surexpression de PML permet de restaurer la formation de ces corps 

nucléaires (Ishov et al., 1999; Zhong et al., 2000). De la même manière l’activation 



40 
 

transcriptionnelle de PML par l’interféron induit la formation des CNP (Chelbi-Alix et al., 1995; 

Lavau et al., 1995; Stadler et al., 1995) tout comme l’entrée des cellules en sénescence induite 

par des oncogènes qui entrainent une augmentation de la quantité de PML intracellulaire 

(Ferbeyre et al., 2000; Pearson et al., 2000). A l’inverse, l’induction de sa dégradation en réponse 

à des oxydants (ATO, paraquat) ou l’augmentation du volume nucléaire, réalisée sur des noyaux 

purifiés en réponse à une diminution de la concentration extracellulaire en sels, induisent une 

perte de ces corps nucléaires (Hancock, 2004; Jeanne et al., 2010; Lallemand-Breitenbach et al., 

2008; Sahin et al., 2014). Des fusions des CNP ont été rapportées en réponse à une compression 

de la chromatine par une pince optique (Hoischen et al., 2018) et des fissions ont été observées 

au cours de la réplication de l’ADN ou en réponse à des chocs de température (heat shock), des 

traitements aux métaux lourds ou des dommages à l’ADN (Dellaire, 2006; Dellaire et al., 2006; 

Eskiw et al., 2004, 2003). Cependant aucune étude ne décrit de fusions ou de fissions des CNP en 

absence de stress. Enfin, des expériences de FRAP menées sur différents modèles cellulaires ont 

démontré que la protéine PML est dynamique au sein des CNP et est en équilibre entre la fraction 

nucléoplasmique et la fraction associée aux corps (Hoischen et al., 2018; Jeanne et al., 2010; 

Weidtkamp-Peters et al., 2008). L’un des objectifs de ma thèse a donc consisté à étudier 

l’assemblage des CNP à travers le prisme du LLPS.  

 

2.3. Recrutement des protéines partenaires et 
modifications post-traductionnelles 

Comme expliqué précédemment, les CNP ont la capacité de regrouper des protéines 

partenaires ainsi que leurs enzymes de modification. Entre cent et deux cents protéines 

partenaires des CNP ont été identifiées à ce jour et l’association des partenaires à ces structures 

est modulée en réponse à différents stimuli (stress oxydant, transformation, traitement à 

l’interféron et infections virales) (Van Damme et al., 2010). La multitude de fonctions biologiques 

dans lesquelles les CNP sont impliquées sont vraisemblablement le reflet de la diversité de 

protéines recrutées aux corps nucléaires.  
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Les protéines partenaires de PML sont redistribuées dans le noyau des cellules PmlKO soit sous 

forme diffuse, soit sous la forme de ponctuations de petites tailles. La réintroduction de PML dans 

ces cellules restaure la formation des CNP et le recrutement des protéines partenaires  l’intérieur 

du CNP (Ishov et al., 1999; Zhong et al., 2000). Le recrutement des protéines partenaires aux corps 

nucléaires résulte d’un mécanisme séquentiel, débutant par la SUMOylation de PML sur sa lysine 

160 qui permet ensuite le recrutement des protéines partenaires par leur SIM (Lallemand-

Breitenbach et al., 2001; Sahin et al., 2014). Des expériences utilisant uniquement le domaine SIM 

de protéines partenaires de PML fusionné à la GFP ont démontré que ce motif est suffisant pour 

induire leur recrutement aux CNP (Sahin et al., 2014). 

Ce processus permet de recruter les protéines partenaires ainsi que leurs enzymes de 

modification aux corps nucléaires.  Les protéines partenaires sont très mobiles et sont recrutées 

de manière transitoire aux CNP, en particulier en réponse au stress (Sahin et al., 2014; 

Weidtkamp-Peters et al., 2008). Les CNP réguleraient ainsi les modifications post-traductionnelles 

des protéines partenaires, en particulier leur SUMOylation et leur ubiquitination (Sahin et al., 

2014; Tessier et al., 2022; Van Damme et al., 2010). In vivo, la délétion de PML induit une baisse 

significative de la quantité de protéines SUMOylées et l’altération du site consensus de 

SUMOylation autour de la lysine 160 bloque l’hyper-SUMOylation des protéines partenaires en 

réponse au stress (Sahin et al., 2014; Tessier et al., 2022).  

Trois hypothèses ont été avancées pour expliquer le rôle des CNP dans la modulation de 

l’activité des protéines partenaires par les modifications post-traductionnelles: la séquestration 

des protéines aux CNP, l’activation de leurs fonctions biochimiques et l’induction de leur 

dégradation par SUMO-ubiquitination (Bernardi and Pandolfi, 2007; Guo et al., 2014; Lallemand-

Breitenbach and De Thé, 2010; Sahin et al., 2014).  
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3. Fonctions associées à PML et aux corps 
nucléaires 

3.1. Généralités 

Les CNP présentent une multitude de fonctions biologiques auxquelles ils sont associés. Le 

gène Pml n’est pas essentiel puisque les souris PmlKO sont viables et ont un développement 

comparable à des souris sauvages (Wang et al., 1998). Cependant, dès la première publication sur 

ce modèle de souris, l’étude de la tumorigenèse induite par l’exposition de la peau à du dimethyl-

benzanthracene utilisé ou non en combinaison avec de l’acétate de tétradécanoylphorbol - connu 

pour induire des papillomes, des sarcomes et des fibrosarcomes - ont démontré le rôle protecteur 

de PML dans le développement des tumeurs (Wang et al., 1998). Ces premiers rapports ont fourni 

les premières preuves que PML est indispensable dans la réponse au stress et agit comme un 

suppresseur de tumeurs. Les études publiées depuis ont démontré le rôle versatile de PML dans 

les conditions physiologiques et pathologiques (Figure 14). 

  

Figure 14 : Représentation schématique des différentes fonctions associées à PML. 
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3.2. Apoptose 

Du fait de son rôle dans le développement cancéreux, l’implication de PML dans la régulation 

de l’apoptose et de la sénescence a été très largement étudié dès la création des modèles de 

souris déficients en PML.  

 

3.2.1. Régulation de la voie p53 
L’apoptose médiée par p53 a été largement décrite. Dans des cellules non stressées son 

ubiquitination par l’E3 ubiquitine ligase MDM2 permet de maintenir des niveaux faibles de p53 

en contrôlant sa dégradation par le protéasome. En réponse à divers stress, les niveaux de p53 

sont stabilisés et cette protéine active l’expression de gènes de la famille BCL-2 comme PUMA ou 

NOXA. Ces protéines vont aller lier ou inhiber l’activité de protéines pro-survie de la même famille 

en libérant les effecteurs BAX et BAK. L’activation de BAX et BAK induit une augmentation de la 

perméabilité de la membrane et l’activation des voies caspases induisant la mort cellulaire.  

Une étude réalisée par l’équipe a interrogé le lien entre PML et la régulation du stress oxydant 

in vivo en comparant les niveaux d’oxydation dans les conditions basales ou induites par différents 

stress chez des animaux PmlWT et PmlKO (Niwa-Kawakita et al., 2017). Dans les foies de souris et 

dans un modèle de fibroblastes primaires humains, PML diminue les niveaux de ROS basaux et 

active des voies antioxydantes médiées par p53. A l’inverse, lors d’un stress oxydant induit par 

l’acétaminophène ou le jeûne, PML active des voies d’apoptose et de sénescence médiées par 

p53. PML joue donc un rôle de senseur de ROS et régule l’activité de p53 in vivo. 

D’un point de vue mécanistique, de nombreux régulateurs de la voie p53, et p53 elle-même, 

sont recrutés aux corps nucléaires (Fogal, 2000; Garcia and Attardi, 2014). Les CNP contrôlent les 

niveaux de SUMOylation de ces protéines régulatrices dans les conditions basales et en réponse 

au stress oxydant (Ivanschitz et al., 2013; Tessier et al., 2022). Les CNP, par l’intermédiaire de la 

kinase HIPK2 et de l’acétyltransférase CBP régulent la phosphorylation et l’acétylation de p53, 

modulant son activité (Conrad et al., 2016; Ivanschitz et al., 2013; Krieghoff-Henning and 

Hofmann, 2008; Pearson et al., 2000). La protéine MDM2 dont la fonction est d’induire la 
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dégradation de p53 en l’ubiquitinylant dans les conditions basales, est délocalisée au nucléole par 

PML en réponse à des dommages à l’ADN, stabilisant p53 et induisant l’apoptose (Bernardi et al., 

2004; Kurki et al., 2003; Louria-Hayon et al., 2003; Wan et al., 2019; Wei et al., 2003; Zhu et al., 

2003).  

Réciproquement, PML est un gène cible de p53 par une boucle de régulation positive  qui 

augmente son expression en réponse à différents stress (de Stanchina et al., 2004; Ferbeyre et 

al., 2000; Pearson et al., 2000). 

 

3.2.2. Autres facteurs régulateurs de l’apoptose 
PML a également été décrite comme régulant l’apoptose induite par la voie JNK. En réponse 

aux UV, les cellules entrent en apoptose en suivant une voie p53 indépendante, mais JNK/c-Jun 

dépendante (Tournier, 2000). En effet, les fibroblastes JnkKO sont résistants à l'apoptose, tout 

comme les cellules PmlKO, suggérant une régulation de l’apoptose par PML indépendante de p53, 

mais dépendante de JNK/c-Jun. PML est alors nécessaire à l’activation transcriptionnelle de c-Jun 

et à sa liaison à l’ADN. De plus, le chaperon d’histone DAXX, régulateur de la voie JNK, est recruté 

et SUMOylé aux CNP, induisant sa séquestration dans les cellules entrant en apoptose, ce qui 

permet la dérépression des gènes pro-apoptotiques (Chang, 1998; Li et al., 2000; Sahin et al., 

2014; Yang et al., 1997; Zhong et al., 2000).  

 

La protéine FLASH (FLICE-associated huge protein), est un complexe multiprotéique 

médiateur de l’induction de l’apoptose par Fas. FLASH co-localise partiellement aux CNP dans les 

conditions normales. En réponse à Fas, FLASH est relargué des corps nucléaires et s’accumule 

dans les mitochondries induisant l’apoptose par une voie dépendante des caspases (Krieghoff et 

al., 2007; Milovic-Holm et al., 2007). D’autres protéines à domaine de mort, comme TRADD qui a 

la capacité d’induire l’apoptose de manière PML/p53 dépendante (Morgan et al., 2002), ou TRAIL 

(TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) (Crowder et al., 2005) ont été identifiées comme 

pouvant induire l’apoptose, respectivement de manière PML/p53 et interféron/PML dépendante. 
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La sensibilité des cellules à l’apoptose dépend de leur capacité à transférer des ions calcium 

depuis le réticulum endoplasmique vers la mitochondrie. Une structure spécialisée, appelée 

membranes associées aux mitochondries (MAMs) sert d’interface entre le RE et les 

mitochondries. En utilisant des cellules PmlKO et une protéine PML fusionnée avec un signal 

d’adressage au RE, il a été démontré que PML peut s’associer aux MAMs et activer PP2A, induisant 

une ouverture du récepteur IP3, ce qui augmente le flux calcique vers l’intérieur de la 

mitochondrie et sensibilise les cellules à l’apoptose (Giorgi et al., 2010; Missiroli et al., 2016). 

 

3.3. Sénescence 
La sénescence est un arrêt permanent du cycle cellulaire en phase G1 découvert sur des 

fibroblastes humains en culture et qui est spontanément induit après un certain nombre de 

réplications (Hayflick and Moorhead, 1961). La morphologie des cellules change et elles ont une 

activité β-galactosidase lysosomale accrue qui permet leur détection. Elle peut être induite par 

de multiples stimuli comme les dommages à l’ADN, le stress oxydant, l’activation oncogénique, la 

dysfonction mitochondriale ou la chimiothérapie. Cet arrêt du cycle cellulaire s’accompagne 

d’une réduction de la consommation d’énergie, assurant la survie de la cellule. Ce mécanisme 

implique les axes p53/p21 et p16/Rb (Childs et al., 2015; Nardella et al., 2011). 

PML a initialement été impliquée dans la régulation de la sénescence lorsqu’il a été démontré 

que l’introduction de l’oncogène KRASG12V induit une sénescence dépendante de la présence de 

PML (Ferbeyre et al., 2000; Pearson et al., 2000). Un traitement à l’interféron β activant 

l’expression de PML, ou la surexpression de PML induisent également l’entrée en sénescence 

(Ferbeyre et al., 2000; Moiseeva et al., 2006; Pearson et al., 2000). De manière intéressante, la 

régulation de la sénescence médiée par PML est liée à la régulation des voies p53/p21 ainsi que 

p16/Rb. Comme cité dans la partie précédente, les CNP ont été identifiés comme régulateurs de 

la voie p53 dans les conditions basales et en réponse au stress. Cela est également vrai dans le 

contexte de la sénescence, où ils activent p53 en induisant son acétylation, sa phosphorylation 

ou sa SUMOylation aux CNP en réponse à des dommages à l’ADN ou à l’expression de l’oncogène 
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comme KRASG12V (Bischof, 2002; Ivanschitz et al., 2015; Vernier et al., 2011). Dans ces conditions,  

les CNP séquestrent également le complexe E2F/Rb, induisant un arrêt du cycle cellulaire (Alcalay 

et al., 1998; Mallette et al., 2004; Vernier et al., 2011). L’isoforme IV de PML régule la sénescence 

induite par p53. Elle possède un domaine C-terminal spécifique, interagissant avec ARF, le 

régulateur nucléolaire de p53 ayant pour fonction de stabiliser p53 en la protégeant de la 

dégradation médiée par MDM2 (Bischof, 2002; Ivanschitz et al., 2015). 

 

3.4. Réponse antivirale 
De nombreuses protéines de la famille des TRIM sont impliquées dans l’infection et/ou la 

réponse antivirale innée (Carthagena et al., 2009; van Tol et al., 2017).  

Les souris PmlKO sont plus sujettes aux infections et produisent plus de virus (Hsu and Kao, 

2018; Wang et al., 1998). Inversement, la surexpression de PML, ou son induction par l’interféron, 

permettent une diminution de l’infection par certains virus (Everett, 2006; Everett and Chelbi-

Alix, 2007). 

Les CNP recrutent des chaperons comme DAXX et ATRX, des polymérases, des facteurs de 

restriction viraux ou encore la nucléocapside néosynthétisée des virus, réprimant ainsi l’infection 

(Catez et al., 2012; Dutrieux et al., 2015; Maroui et al., 2011; Niu et al., 2017; Reichelt et al., 2011).  

PML peut également promouvoir la SUMOylation de protéines virales, comme IE1p72 du 

cytomégalovirus humain (hCMV) et Tax du HTLV1 (Human T-cell lymphotropic Virus type 1), 

stoppant leur réplication (Dassouki et al., 2015; Reuter et al., 2017). Enfin, les corps nucléaires 

séquestrent l’ADN de HSV-1 (herpes simplex virus 1) et contrôlent sa chromatinisation via l’action 

de DAXX/ATRX et HIRA, induisant l’entrée en phase de latence de l’infection (Cohen et al., 2018). 

De manière intéressante, tout comme pour le contrôle de la sénescence, le domaine C-terminal 

de PML IV semble particulièrement impliqué dans la réponse antivirale médiée par PML (Maroui 

et al., 2011; Reichelt et al., 2011). 

Il est établi que plusieurs virus à ADN ou ARN codent pour des protéines qui co-localisent aux 

corps nucléaires et induisent leur désorganisation, suggérant que l’altération de la structure des 
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corps puisse être une stratégie pour échapper à un mécanisme antiviral inné (Geoffroy and 

Chelbi-Alix, 2011; Giovannoni et al., 2019). D’autres virus induisent la dégradation de PML par 

une voie SUMO et protéasome-dépendante après recrutement de certaines protéines virales aux 

corps nucléaires (El Mchichi et al., 2010; Geoffroy and Chelbi-Alix, 2011). 

 

3.5. Régulation de la transcription 
Le processus précis selon lequel les CNP régulent la transcription n’est pas encore totalement 

établi. Contrairement à la plupart des autres corps nucléaires, les CNP ne contiennent pas d’acides 

nucléiques en conditions normales (Boisvert et al., 2000). Les CNP pourraient jouer un rôle direct 

dans la régulation de la transcription via une interaction avec la chromatine et/ou avoir une action 

indirecte en régulant l’activité de facteurs de transcription transitant aux corps nucléaires. 

Comme cité précédemment, les CNP recrutent de nombreuses protéines partenaires dont des 

facteurs de modification de la chromatine comme CBP ou HP-1, des chaperons d’histones comme 

DAXX, des remodeleurs de la chromatine comme ATRX ou encore des facteurs de transcription 

comme p53. Les CNP modulent leur activité en régulant leurs modifications post-traductionnelles 

(ex : p53) ou en les séquestrant aux corps nucléaires (ex : E2F). Très récemment, une étude du 

laboratoire basée sur l’analyse par spectrométrie de masse de protéines conjuguées à SUMO a 

identifié que la SUMOylation du complexe KAP1 et d’autres régulateurs maitres de la 

transcription comme DPPA2 est induite par PML, en réponse à l’ATO, dans un modèle de cellules 

souches embryonnaires de souris (mESC) (Tessier et al., 2022). Une étude transcriptionnelle 

approfondie en mESC a mis en évidence que PML régule indirectement leur état de totipotence 

en contrôlant la SUMOylation de ces cibles. 

Des observations par microscopie électronique ont révélé que les corps nucléaires sont 

entourés de chromatine et établissent des contacts physiques avec cette dernière (Corpet et al., 

2020). PML n’est pas associée au hasard sur la chromatine et les corps nucléaires ont tendance à 

se localiser près des loci présentant une haute activité transcriptionnelle (Shiels et al., 2001; Wang 

et al., 2004). Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine ont démontré que PML 
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est associé au niveau des régions promotrices de certains gènes et proposent que l’association 

entre les CNP et des locus spécifiques pourrait avoir un rôle dans l’organisation tridimensionnelle 

de la chromatine, créant un environnement favorable à l’expression des gènes associés (Corpet 

et al., 2020).  

 

3.6. Réponse aux dommages à l’ADN 
Les CNP sont sensibles aux dommages à l’ADN et agiraient comme un senseur et un 

modulateur de la réparation. En réponse à des radiations ionisantes, leur nombre augmente 

rapidement (Carbone et al., 2002; Dellaire et al., 2006) et la juxtaposition des CNP avec les sites 

de cassures augmente graduellement au cours du temps (Carbone et al., 2002). La déplétion de 

PML diminue de manière drastique la recombinaison homologue (Attwood et al., 2020; Yeung et 

al., 2012) et de nombreux facteurs de détection de la cassure double-brin ainsi que des protéines 

permettant sa réparation sont retrouvés aux CNP (Hsu and Kao, 2018). La désorganisation des 

CNP induite par l’expression de PML-RARα dans un modèle pré-leucémique ou leucémique 

retarde l’apparition de ce mécanisme de réparation (di Masi et al., 2016; Yeung et al., 2012). Enfin, 

l’expression d’un mutant du RING de PML abolissant la formation des CNP induit des défauts dans 

l’activation des voies de réparation de l’ADN par recombinaison homologue et par jonction 

d’extrémités non-homologues (Voisset et al., 2018). Cela suggère que les caractéristiques 

structurales des CNP sont essentielles pour le contrôle de la réparation de l’ADN médiée par PML.  

 

3.7. Elongation alternative des télomères 
Dans la majorité des cancers, le raccourcissement des télomères est compensé par l’activité 

des télomérases qui synthétisent de l’ADN télomérique de novo par transcription inverse d’une 

matrice ARN (Granger et al., 2002; Greider and Blackburn, 1989; Shay, 2001). Une catégorie de 

cancers, majoritairement des sarcomes et des gliomes, n’exprime pas de télomérase et 

maintiennent la taille de leurs télomères par un mécanisme appelé « Alternative Lenghtening of 
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Telomeres » (ALT) (Heaphy et al., 2011), au cours duquel de l’ADN télomérique peut être 

synthétisé en utilisant un télomère sur la chromatide sœur ou un autre chromosome comme 

matrice (Henson et al., 2002; Pickett and Reddel, 2015). Les télomères de ces cellules sont 

associés physiquement avec des CNP anormaux, les « corps nucléaires PML associés à l’ALT » 

(APB : ALT-associated Promyelocytic leukemia Bodies) qui permettent l’organisation et la 

concentration des répétitions télomériques (Osterwald et al., 2015; Yeager et al., 1999). Les APB 

recrutent également des protéines impliquées dans la réparation des cassures doubles-brins, la 

recombinaison homologue et le secours des fourches de réplication bloquées, permettant la 

synthèse d’ADN durant l’ALT réalisée spécifiquement aux APBs, selon un mécanisme dépendant 

de PML (Cesare and Reddel, 2010; Osterwald et al., 2015; Wu et al., 2000; Zhang et al., 2019). 

 

3.8. Métabolisme des acides gras 

La régulation du métabolisme énergétique médié par PML a été particulièrement étudié dans 

le contexte de l’auto-renouvellement des cellules souches dans les conditions cancéreuses. PML 

régule ce processus en agissant comme un répresseur de mTOR ou encore de PGC1α et de la voie 

PPAR (et sera décrit dans la partie 4.2.1.). 

Par ailleurs, en dehors du contexte cancéreux, il a été rapporté que les souris PmlKO 

accumulent de la graisse plus rapidement que les souris sauvages en réponse à un régime 

alimentaire riche en acides gras en raison d’une augmentation de l’adipogenèse (Carracedo et al., 

2012; Kim et al., 2011). La perte de PML induirait une expression des facteurs de transcription 

CCAAT/enhancer binding proteinα et PPARγ, impliqués dans l’adipogenèse (Kim et al., 2011). 

Réciproquement, l’expression de Pml est augmentée dans le foie de patients présentant une 

obésité morbide ou dans un modèle de souris nourries avec un régime riche en acides gras 

(Carracedo et al., 2015). Cela pourrait indiquer que PML est exprimé comme un mécanisme de 

réponse ou d’adaptation pour contrecarrer l’augmentation de l’adipogenèse.  

Enfin, des études récentes montrent que dans certaines cellules présentant des 

accumulations de lipides dans le noyau, PML s’associe à la surface des gouttelettes. Ces structures 
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présentent à leur surface des enzymes de biosynthèse des lipides, suggérant qu’elles pourraient 

être impliquées dans la synthèse des acides gras et la régulation de la quantité d’acides gras (Lee 

et al., 2020; McPhee et al., 2022; Ohsaki et al., 2016). 
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4. PML et pathologies 

4.1. La leucémie aiguë promyélocytaire 
4.1.1. Généralités 
Les leucémies sont un type de cancer caractérisé par une prolifération de cellules malignes 

dérivées de la moelle osseuse et qui envahissent la circulation sanguine, les organes et induisent 

une perte de la moelle osseuse saine. Il existe un large spectre de leucémies décrites, variant de 

formes bénignes à des formes hautement agressives. Elles sont généralement classées en 

leucémies « aiguës » ou « chroniques » en fonction du statut de différenciation initial de la cellule 

cancéreuse (« aiguë » renvoie à une cellule souche ou dans les premiers stades de différenciation 

et « chronique » renvoie à une cellule mature) et « lymphoïdes » ou « myéloïdes » en fonction de 

la lignée cellulaire affectée. Toutes les leucémies partagent certaines caractéristiques : 1) formule 

sanguine anormale, anémie, hémorragies causées par la déficience en plaquettes et infections 

liées à la perte des cellules lymphoïdes/myéloïdes, 2) masse tumorale importante avec une 

grande quantité de cellules leucémiques dans le sang et les organes. Un grand nombre de 

leucémies aiguës sont traitées avec des molécules affectant la réplication de l’ADN, induisant des 

liaisons transversales sur l’ADN, ciblant les topoisomérases ou la synthèse des nucléotides, avec 

une efficacité accrue chez les cancers pédiatriques. 

La leucémie aiguë promyélocytaire (LAP) est le sous-type M3 de leucémie aiguë myéloïde 

d’après la classification FAB (French-American-British). Elle a initialement été identifiée en 1957 

par Hillestad qui l’a décrite chez trois patients présentant une leucémie très agressive caractérisée 

par un grand nombre de promyélocytes infiltrant la moelle osseuse du fait d’un blocage de la 

différenciation de la lignée des granulocytes (Hillestad, 1957) (Figure 15). La LAP représente 

environ 10%-15% des cas de leucémie aiguë myélocytaire et affecte environ 1900 patients chaque 

année en Europe (Dinmohamed and Visser, 2019). Les symptômes incluent fatigue, fièvre, 

malaise, pâleur, une diathèse hémorragique et l’apparition de purpura. Le diagnostic est réalisé 

par une analyse de la formule sanguine, prouvant la présence d’un grand nombre de cellules 

blastiques. Ce diagnostic est confirmé avec une biopsie de moelle osseuse.  

 



52 
 

 

  

Figure 15 : Représentation schématique de l’hématopoïèse 

Les cellules souches hématopoïétiques sont localisées dans la moelle osseuse. Elles s’autorenouvellent ou se 
différencient en progéniteurs hématopoïétiques engagés dans le processus de différenciation aboutissant à la 
production de cellules sanguines fonctionnelles. Dans la leucémie aiguë promyélocytaire, la différenciation des 
cellules est bloquée au stade de promyélocyte (encadré en rouge). 
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4.1.2. PML-RARα initiateur de la LAP 

Le récepteur à l’acide rétinoïque α (RARα) appartient à la superfamille des récepteurs à l'acide 

rétinoïque regroupant des récepteurs hormonaux nucléaires qui activent ou répriment l’activité 

transcriptionnelle de leurs gènes cibles dépendamment de la présence de l’hormone (Chambon, 

1996; Mangelsdorf et al., 1995). Dans les conditions normales, RARα dimérise avec le récepteur 

X aux rétinoïdes α (RXRα), formant un hétérodimère qui reconnait des gènes répondant à l’acide 

rétinoïque. En l’absence d’acide rétinoïque, l’hétérodimère agit comme un répresseur en 

recrutant des corépresseurs et des régulateurs épigénétiques qui maintiennent la chromatine 

dans un état inactif (Privalsky, 2004). L’acide rétinoïque est produit par l’oxydation enzymatique 

de la vitamine A et est impliqué dans la différenciation hématopoïétique. Plusieurs isomères de 

l’acide rétinoïque sont ainsi produits, constituant l’acide tout-trans rétinoïque (ATRA). L’ATRA 

cible la superfamille des récepteurs à l’acide rétinoïque regroupant des récepteurs hormonaux 

nucléaires qui activent ou répriment l’activité transcriptionnelle de leurs gènes. La fixation de 

l’ATRA sur RARα induit un changement de conformation du récepteur, induisant un relargage des 

corépresseurs et un recrutement de coactivateurs, permettant l’induction de l’expression des 

gènes cibles de l’acide rétinoïque (P. Huang et al., 2014). 

 

La translocation chromosomique unique entre le gène codant pour PML sur le chromosome 

15 et le récepteur à l’acide rétinoïque alpha (RARα) situé sur le chromosome 17 (t15 ,17), 

identifiée par De Thé et al. en 1990 (de Thé et al., 1990), est à l’origine de 98% des cas de LAP 

(Figure 16). Ce gène de fusion code pour l’oncoprotéine PML-RARα qui altère les fonctions de 

différenciation liées à la fixation de l’acide rétinoïque sur RARα et induit la désorganisation des 

corps nucléaires PML, entraînant un arrêt au stade promyélocytaire.  
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Il existe deux isoformes de la protéine PML-RARα, différant uniquement par les séquences de 

PML, générées par des points de cassure hétérogènes sur le chromosome 15  (Chen et al., 1992; 

Chillón et al., 2000; de Thé et al., 1991; Grimwade et al., 1996; Pandolfi et al., 1992). Pour ces 

deux isoformes, le domaine RBCC de PML est toujours exprimé dans PML-RARα et induit la 

multimérisation de la protéine de fusion via le domaine coiled-coil de PML, permettant 

l’assemblage de PML-RARα en CNP anormaux (Occhionorelli et al., 2011). Bien que l’oncoprotéine 

PML-RARα soit à l’origine de la presque totalité des cas de LAP, plusieurs protéines fusionnant 

avec RARα et initiant cette maladie ont été identifiés (Geoffroy and de Thé, 2020).  De manière 

intéressante, une caractéristique commune de toutes protéines fusionnant avec RARα est la 

présence d’un domaine de dimérisation et/ou de liaison à l’ADN (Geoffroy and de Thé, 2020; 

Licht, 2006).  

Les CNP anormaux formés par PML-RARα peuvent recruter différents partenaires comme 

DAXX, des corépresseurs transcriptionnels, des histones désacétylases, des protéines du 

complexe Polycomb ou RXR alpha, agissant comme un répresseur, insensible à des concentrations 

physiologiques d’acide rétinoïque (Ablain and de Thé, 2014). L’oncoprotéine PML-RARα affecte 

également l’expression de gènes qui ne sont pas des cibles canoniques de RARα (Martens et al., 

2010; Melnick and Licht, 1999). Il a été proposé que les domaines de multimérisation des 

différentes protéines fusionnant avec RARα puissent promouvoir son homo ou 

Figure 16 : Représentation schématique des protéines PML, RARa et PML-RARa (chez un patient LAP) et 
désorganisation des CNP dans la LAP.  

Sur ce schéma, les domaines RING, B1, B2 et coiled-coil sont retrouvés comme précédemment. Les domaines de la 
protéine RARa sont également représentés. Le domaine C correspond au domaine de liaison sur l’ADN et le domaine 
E au domaine de liaison aux hormones. Deux sites de cassure ont été identifiés sur PML en positions 394 et 552, 
conduisant à la formation d’une forme longue et d’une forme courte de l’oncoprotéine de fusion PML-RARa. 
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hétérodimérisation et facilitent le recrutement de répresseurs transcriptionnels indispensables à 

l’arrêt de la différenciation et l’immortalisation des progéniteurs hématopoïétiques (Zhou et al., 

2006).  

 

Il existe deux variantes morphologiques de la LAP : une forme hyper-granulaire dite 

« typique » et une forme hypo-granulaire. Les deux formes présentent des promyélocytes avec 

des noyaux bilobés anormaux (Figure 17). La forme hyper-granulaire représente 60 à 70% des cas 

et présente une numération leucocytaire faible et des promyélocytes avec de larges granules 

azurophiles et des corps d’Auer, structure en forme de bâtonnets rouges. La forme hypo-

granulaire présente une leucocytose et de nombreux promyélocytes caractérisés par un noyau 

irrégulier et des granulations plus fines que la forme hyper-granulaire. Les corps d’Auer sont plus 

rares dans cette forme. 

   

  

Figure 17 : Colorations de May-Grunwald Giemsa de cellules de moelles osseuses saines et LAP de souris 

Les cellules leucémiques sont bloquées au stade de différenciation du promyélocyte. Ces cellules présentent une 
accumulation de granules azurophiles désignées par les flèches sur le panneau central. Certaines cellules présentent 
des corps d’Auer désignés par les flèches sur la photo de droite. 
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4.1.3. L’arsenic et l’acide rétinoïque : la première thérapie 

anticancéreuse ciblée 

Le traitement de la leucémie aiguë promyélocytaire fait figure d’exemple parmi les thérapies 

anti-cancéreuses. Il s’agit de la première stratégie thérapeutique ciblée permettant une rémission 

totale et sans rechute d’une très grande majorité des patients et ne faisant pas appel à la 

chimiothérapie (de Thé, 2018; Lo-Coco et al., 2013; Quignon et al., 1997; Wang and Chen, 2008). 

La LAP est traitée par une combinaison d’ATO et d’acide rétinoïque, ciblant respectivement PML 

et RARα et éliminant les promyélocytes et les cellules initiatrices de leucémie (Nasr et al., 2008) 

(Figure 18). 

 

Figure 18 : Effet thérapeutique de la combinaison d’ATRA et d’arsenic dans le traitement de la LAP 

A. L’ATRA et l’arsenic induisent une élimination des cellules LAP de la moelle osseuse des patients. 
Colorations de May-Grunwald Giemsa de cellules de moelles osseuses LAP traitées avec de l’ATRA ou de 
l’arsenic révélant la disparition des blastes. 

B. La combinaison de l’ATRA et de l’arsenic induit l’éradication de la charge leucémique. L’effet synergique de 
ces deux molécules est révélé après trois jours de traitement par l’analyse du signal bioluminescent émis 
par des cellules LAP dans des rates de souris. 
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4.1.3.1. La thérapie par différenciation 

 Jusque dans les années 2000, la LAP était traitée avec des hautes doses d’ATRA qui induisent 

la différenciation rapide des blastes in vivo et ex vivo (Breitman et al., 1981; Chomienne et al., 

1990; Huang et al., 1988) et qui permettent des rémissions transitoires chez 80% des patients en 

combinaison avec une chimiothérapie (Lo-Coco et al., 2013; Warrell et al., 1993). Le modèle 

classique explique que la fixation de l’acide rétinoïque sur RARα entraîne le recrutement des 

coactivateurs, permettant l’expression des gènes cibles de l’acide rétinoïque impliqués dans la 

différenciation myélocytaire (revu dans de Thé and Chen, 2010). La réactivation des voies de 

transcription bloquées par PML-RARα en réponse à de fortes doses d’acide rétinoïque a 

logiquement été avancée pour expliquer l’induction de la différenciation des promyélocytes et le 

traitement de la maladie faisant de la LAP un modèle de maladie traitée par thérapie de 

différenciation. Cependant, ce modèle n’explique pas pourquoi l’acide rétinoïque doit être utilisé 

en combinaison avec des chimiothérapies pour être efficace (Degos et al., 1995) ni pourquoi 

d’autres rétinoïdes, induisant une différenciation des cellules promyélocytaires équivalente à 

celle de l’ATRA n’induisent pas une perte de clonogénicité des cellules LAP (Ablain et al., 2013). 

 

4.1.3.2. La thérapie par dégradation 

En comparaison, l’ATO seul induit une rémission chez 70% des patients (Mathews et al., 2010). 

Ce traitement ne cause que de faibles changements transcriptionnels chez les cellules LAP (Shao 

et al., 1998; Zheng et al., 2005). L’ATO ne permet donc pas la guérison de la LAP par une induction 

de la différenciation des cellules leucémiques, comme suggéré pour le traitement à l’acide 

rétinoïque.  

Il a depuis été démontré que l’ATO cible directement la partie PML de PML-RARα et induit la 

reformation des CNP (Lallemand-Breitenbach et al., 1999; Zhu et al., 1997) accompagnée de 

l’hyper-SUMOylation de la protéine oncogénique (Lallemand-Breitenbach et al., 2008). 

L’ubiquitine E3 ligase activée par SUMO, RNF4, responsable de l’ubiquitination de PML et de la 

dégradation du PML SUMO-ubiquitinylé par le protéasome est alors recrutée aux CNP (Geoffroy 
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et al., 2010; Tatham et al., 2008). L’hyperSUMOylation de la partie PML de PML-RARα par l’ATO 

va ainsi entrainer la dégradation par le protéasome de la protéine oncogénique (Figure 19). 

Il a également été démontré que l’acide rétinoïque induit la dégradation de PML-RARα, en 

ciblant sa moitié RARα, expliquant son effet thérapeutique dans l’APL (Nervi et al., 1998; Raelson 

et al., 1996; Zhu et al., 1999). Cet effet est détectable en réponse à un traitement prolongé à 

l’acide rétinoïque ou en utilisant un acide rétinoïque encapsulé dans des liposomes, qui 

permettent de délivrer des quantités plus importantes de drogue à l’intérieur des cellules 

leucémiques (Estey et al., 1999; Tsimberidou et al., 2006; Zhu et al., 2005).  

La dégradation de la protéine de fusion PML-RARα et la reformation de corps nucléaires 

fonctionnels à partir de l’allèle non muté entraînent l’activation de la voie p53, une perte de 

l’auto-renouvellement des cellules souches initiatrices de leucémie, ou leur sénescence, 

conduisant à la guérison complète de la LAP (Ablain et al., 2014; Jeanne et al., 2010; Lallemand-

Breitenbach et al., 2008) (Figure 20). 

 

L’action combinée de l’ATO et de l’acide rétinoïque permet ainsi la guérison sans rechute de 

95% des patients (de Thé et al., 2017). Malgré l’efficacité de cette combinaison dans l’éradication 

de la leucémie, certains patients subissent des effets indésirables causés par la toxicité 

intrinsèque de l’ATO (Zhang, 2017). Le développement de nouvelles molécules permettant 

Figure 19 : L’arsenic induit la dégradation de l’oncoprotéine PML-RARa (adapté de Jeanne et al., 2010). 

Analyse par Western blot de la dégradation de PML-RARα en réponse à 16h de traitement à l’arsenic dans un 
modèle de fibroblastes embryonnaires transformés de souris. 
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d’induire la dégradation de la protéine oncogénique mais présentant une toxicité moindre est 

nécessaire pour améliorer la qualité de vie des patients durant leur traitement. 

 

4.2. PML, une cible thérapeutique au-delà de la LAP 
4.2.1. Implications de PML dans d’autres cancers 
La multitude de fonctions biologiques associées à PML et son implication dans la LAP ont 

soulevé la question du rôle de cette protéine dans les autres types de cancers. Comme exposé 

précédemment, dès la première publication sur le modèle de souris PmlKO, l’étude de la 

tumorigenèse induite par l’exposition à des carcinogènes a démontré le rôle protecteur de PML 

dans le développement des tumeurs (Wang et al., 1998). L’expression de la protéine PML est 

fréquemment perdue chez l’Homme dans des cancers d’origines histologiques variées et cette 

perte est associée à un stade élevé de tumorigenèse et une plus grande progression du cancer 

(Gurrieri et al., 2004). Ainsi, l’expression de la protéine PML est abolie dans des lignées tumorales 

dérivées d’adénocarcinomes de la prostate, du colon, de carcinomes du sein et du poumon, de 

Figure 20 : Effet moléculaire de la combinaison ATRA / arsenic (ATO) dans la guérison de la LAP initiée par la 
dégradation de l’oncoprotéine PML-RARα (adapté de de Thé et al., 2017) 
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lymphomes, de tumeurs du système nerveux central (médulloblastomes et tumeurs 

oligodendrogliales) et tumeurs de la lignée germinale et lymphomes non hodgkiniens. D’autres 

études ont démontré une diminution de l’expression de PML dans les carcinomes du sein, les 

cancers gastriques, les carcinomes du poumon à petite cellules, cancers de la peau et les tumeurs 

épithéliales invasives (Hsu and Kao, 2018). Cependant, bien que les niveaux d’expression de PML 

soient réduits dans une grande variété de cancers, l’ARNm de PML est toujours exprimé dans les 

tumeurs, est rarement muté et n’est pas sujet à l’hétérozygotie, suggérant que PML puisse être 

dégradée par l’intermédiaire de modifications post-traductionnelles (Gurrieri et al., 2004). 

 

De manière contre-intuitive, PML a été décrite comme jouant un rôle pro-tumoral dans 

certaines études du fait de son implication dans l’auto-renouvellement des cellules souches et la 

régulation du métabolisme énergétique. Initialement, l’étude de la leucémie chronique myéloïde 

(une maladie affectant les cellules souches hématopoïétiques) a permis de démontrer que PML 

est hautement exprimée dans les cellules initiatrices de leucémie et est indispensable pour leur 

maintien (Ito et al., 2008). PML exerce ce maintien en diminuant l’activité de la voie mTOR, en 

induisant l’expression de PPARδ et en augmentant le métabolisme des acides gras, permettant la 

division asymétrique des cellules souches (Ito et al., 2012). Un mécanisme similaire a été décrit 

dans les cancers du sein et de l’ovaire. Dans le cancer du sein triple négatifs, PML induit la 

désacétylation de PGC1α, augmentant son activité transcriptionnelle sur les gènes cibles du 

métabolisme énergétique comme la famille PPAR, et induit la voie Myc, permettant le maintien 

des cellules initiatrices du cancer (Arreal et al., 2020; Carracedo et al., 2012; Martín-Martín et al., 

2016). De la même manière, dans le cancer de l’ovaire, une sous-population de cellules 

cancéreuses présentent un métabolisme des acides gras très actifs, induit par la désacétylation 

de PGC1α par PML (Gentric et al., 2019).  

Ces études mettent en avant une dualité dans l’action de PML dans les cancers. D’une part la 

protéine agit comme un suppresseur de tumeur classique, d’autre part elle facilite leur survie et 

leur développement. Cela pourrait suggérer que les cellules cancéreuses altèrent l’expression de 

la protéine ou la formation des corps nucléaires dans la plupart des cas via des mécanismes de 
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régulation post-traductionnels mais qu’elles conservent PML au niveau génomique afin de 

pouvoir profiter de ses effets pro-survie et pro-auto-renouvellement dans des contextes 

spécifiques.  

 

4.2.2. Autres stratégies anticancéreuses ciblant PML 
En plus du traitement de la LAP, plusieurs stratégies ciblant PML ont démontré leur efficacité 

dans le traitement anti-cancéreux. 

La première stratégie vise à induire la formation des corps nucléaires PML pour exacerber 

leurs fonctions suppressives de tumeurs. Dans les leucémies aiguës myéloïdes présentant des 

mutations de NPM1c, le traitement à l’acide rétinoïque permet d’améliorer le pronostic des 

patients en stabilisant PML via l’inhibition de l’isomérase Pin1 (Hleihel et al., 2021; Schlenk et al., 

2009). PML induit alors l’activation de la voie p53, favorisant la réponse aux chimiothérapies. Dans 

le même modèle, le traitement à l’actinomycine D induit une augmentation de la production 

d’espèces réactives à l’oxygène à partir de la mitochondrie, induisant la formation des corps 

nucléaires et la sénescence médiée par p53 (Wu et al., 2021). 

Dans un modèle murin de glioblastome, l’induction de l’expression de PML par l’interféron 

permet d’améliorer les effets anti-cancéreux du témozolomide en activant une voie d’apoptose 

médiée par p73 (un homologue de p53) et YAP (Okazaki et al., 2012). 

Le traitement utilisant une combinaison d’interféron et d’ATO, induisant l’expression de PML 

et la formation des corps nucléaires, dans la leucémie de l’adulte à cellule T permet de dégrader 

la protéine oncogénique TAX par la voie SUMO-ubiquitine et permet d’améliorer le pronostic des 

patients lorsqu’il est utilisé en consolidation de la chimiothérapie classique (Dassouki et al., 2015; 

Marçais et al., 2020). Dans les néoplasies myéloprolifératives présentant une mutation de 

JAK2V617F, cette combinaison induit un arrêt de croissance des progéniteurs hématopoïétiques 

issus d’un modèle murin ou de patients et permet d’éradiquer la plupart des cellules initiatrices 

de la maladie dans un modèle murin en induisant leur sénescence (Dagher et al., 2021). 
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La deuxième stratégie vise à diminuer la quantité de PML afin d’inhiber la croissance des 

cellules souches cancéreuses dépendantes de PML. Dans un modèle de xénogreffe utilisant des 

tumeurs dérivées de cellules souches de gliomes, le traitement à l’ATO induit la dégradation de 

PML, qui déclenche une diminution de la quantité de c-Myc et inhibe la croissance tumorale (Zhou 

et al., 2015). La dégradation de PML induite par l’ATO provoque une réponse similaire dans un 

modèle murin de cancer du sein triple négatif, permettant une élimination des cellules initiatrices 

du cancer et l’induction de la sénescence médiée par p27 (Arreal et al., 2020). 

La compréhension des mécanismes de formation des CNP pourrait permettre de mettre au 

point des stratégies thérapeutiques spécifiques à PML visant à stabiliser la protéine et/ou forçant 

la formation des CNP ou au contraire induisant spécifiquement sa dégradation. 

 

4.2.3. PML et maladies neurodégénératives 
L’expression de PML dans le cerveau n’est pas encore totalement élucidée. PML est exprimée 

lors des phases de développement précoce du cerveau dans les cellules gliales matures ainsi que 

dans les neurones et les souris PmlKO ont une paroi corticale plus fine (Regad et al., 2009). Des 

tests comportementaux, ont mis en évidence que les souris déficientes en PML présentent des 

troubles de l’apprentissage et de la mémoire spatiale ainsi qu’une anxiété diminuée (Butler et al., 

2013). PML est également impliquée dans la régulation du rythme circadien en contrôlant la 

localisation nucléaire et la stabilité de la protéine PER2 qui induit l’expression des gènes de 

l’horloge circadienne (Miki et al., 2012). Enfin, la protéine ARC qui est cruciale pour la régulation 

de la plasticité synaptique et la mémoire est recrutée aux CNP et PML est requise pour son activité 

de régulation de la transcription des gènes impliqués dans la plasticité neuronale (Bloomer et al., 

2007; Korb et al., 2013). 

PML a été particulièrement impliquée dans la dégradation de protéines mal conformées à 

extension de poly-glutamines. Ces maladies sont causées par des expansions de triplets CAG sur 

l’ADN qui codent pour une extension de glutamines sur des protéines spécifiques. Les protéines 

présentant une extension de glutamines sont mal conformées et forment des dépôts de type 

amyloïde dans le système nerveux central. Dans l’ataxie spinocérébelleuse, l’expression de PML 
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est augmentée dans les neurones présentant des agrégats d’ataxine à extension de glutamines 

(Chort et al., 2013; Takahashi et al., 2003). Dans un modèle murin d’ataxie spinocérébelleuse 

causée par l’ataxine 7, le traitement à l’interféron β induit l’expression de PML, la formation des 

corps nucléaires et la dégradation de l’ataxine 7 mutante, améliorant les résultats des animaux 

aux tests de comportement (Chort et al., 2013). A l’inverse, la désorganisation des CNP induite 

par du cadmium conduit à l’agrégation de l’ataxine 7 (Janer et al., 2006). De la même manière, 

dans un modèle murin exprimant l’ataxine 1 avec extension de poly-glutamines, la déficience en 

PML exacerbe la formation d’agrégats protéiques et l’apparition de la maladie (Guo et al., 2014). 

Les CNP peuvent colocaliser avec les agrégats de protéines mal conformées et induire leur SUMO-

Ubiquitination puis leur dégradation par le protéasome (Chort et al., 2013; Guo et al., 2014; Janer 

et al., 2006; Marinello et al., 2019). Les CNP pourraient également dégrader par le même 

mécanisme d’autres protéines mal conformées comme l’huntingtine, le TDP-43 ou les produits 

défectueux du ribosome (Guo et al., 2014; Mediani et al., 2019). Ici encore, le développement de 

molécules permettant l’induction de la formation des CNP présenterait un intérêt thérapeutique. 
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5. L’arsenic 
5.1. L’arsenic, la plus vieille drogue du monde 
L’arsenic (numéro atomique : 33, masse atomique : 75u) appartient à la classe des 

metalloïdes. Dans la nature, il existe sous forme organique liée covalemment à des atomes de 

carbone, ou sous formes inorganiques dont les trois formes principales sont : l’arsenic rouge 

As4S4, également appelé « Realgar », l’arsenic jaune As2S3, également appelé orpiment et l’arsenic 

blanc As2O3 également appelé trioxyde d’arsenic (Figure 21). 

 

Le nom arsenic provient du grec « arsenikon » qui peut se traduire par « puissant ». Les 

premières traces écrites faisant mention de son utilisation à des fins médicales sont attribuées à 

Hippocrate (460-370 av. J.C.) qui rapporte l’utilisation de Realgar pour traiter les ulcères. Les 

sources relatent l’utilisation d’arsenic à des fins médicales dans les civilisations antiques grecques, 

romaines, arabes, chinoises et indiennes.  

Incolore, inodore et insipide une fois en solution, l’arsenic a également été utilisé dès sa 

découverte comme poison, provoquant l’apparition de symptômes retrouvés dans des maladies 

communes comme des nausées, vomissements, diarrhées, douleurs abdominales, arythmies 

cardiaques ou encore des gonflements cutanés. Du fait de son utilisation à des fins d’élévation 

sociales ou politiques du moyen-âge jusqu’au XIXe siècle, l’arsenic sera même désigné sous le 

Figure 21 : Différentes formes naturelles d’arsenic 
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nom de « poudre de succession ». Enfin, sa mention dans des œuvres de fiction comme celles 

d’Agatha Christie ou de Gustave Flaubert ancreront sa funeste réputation dans l’inconscient 

collectif.  

L’entrée de l’arsenic dans la médecine moderne peut être attribuée à Thomas Fowler dont la 

solution éponyme contenant 1% d’arsénite de potassium a été largement utilisée au XIXe siècle 

pour traiter une large variété de maladies incluant l’asthme, la chorée, l’eczéma, le psoriasis, les 

rhumatismes, la tuberculose ou encore les ulcères. L’arsenic sera ensuite utilisé pour ses 

propriétés antimicrobiennes pour traiter des maladies infectieuses comme la trypanosomiase 

africaine (ou maladie du sommeil), la malaria ou la syphilis. L’utilisation de la solution de Fowler 

pour le traitement des leucémies a été rapportée à deux reprises, une première fois par le docteur 

allemand Berl Klin Wochenschr dès 1865 et une seconde fois par Forkner et Scott en 1931 au 

Boston City Hospital dans le cadre du traitement des leucémies myéloïdes chroniques. L’arsenic 

et l’irradiation resteront les formes principales de traitement des leucémies chroniques 

myéloïdes jusqu’à l’arrivée de l’agent alkylant Busulfan en 1953. 

 

5.2. La réintégration de l’arsenic dans la médecine 
moderne 

Dans les années 1970, un groupe de l’université de médecine de Harbin au nord-est de la 

Chine a étudié l’effet thérapeutique d’injections en intraveineuse d’Ailin1, également appelé 

« 713 » – un mélange de trioxyde d’arsenic (As2O3) et de faibles quantités de mercure - sur des 

patients présentant différents cancers. Deux tiers des patients atteints de LAP sont entrés en 

rémission grâce à ce traitement avec un taux de survie à 10 ans de 30%. Zhang et ses 

collaborateurs proposeront que l’ATO soit le seul agent thérapeutique de l’Ailin1, le mercure 

présentant une haute toxicité rénale (Zhang T D, Rong F X., 1979; Sun HDML, Hu XC, Zhang TD., 

1992; Zhang, P. et al., 1996). Des essais cliniques avec de l’ATO pur, conduits en collaboration 

entre l’université de médecine de Harbin et l’université de médecine de Shangaï confirmeront 

l’efficacité de ce traitement chez des patients LAP présentant des rechutes après un traitement à 

l’acide rétinoïque accompagné d’une chimiothérapie (Chen et al., 1996; Shao et al., 1998). Une 
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collaboration franco-chinoise entre le Pr. Hugues de Thé et le Pr. Chen Zhu de l’université de 

médecine de Shangaï permettront ensuite de montrer que l’ATO provoque la dégradation de 

PML-RARα (Zhu et al., 1997) (Figure 22). A la suite de ces découvertes, l’utilisation de l’ATO en 

combinaison avec l’ATRA sera préconisée à travers le monde pour le traitement de la LAP. 

 

5.3. Mécanismes d’action de l’arsenic 
5.3.1. Oxydation induite par l’arsenic 
La reformation des corps nucléaires et la dégradation de PML-RARα a été rapportée à des 

doses de l’ordre du nano-molaire, mettant en évidence l’extrême sensibilité de PML pour cette 

drogue (Chen et al., 1997; Sides et al., 2011; Zhu et al., 1997). Il a été proposé que le mécanisme 

d’action de l’ATO sur PML soit lié à deux phénomènes : la production de ROS induite par l’ATO et 

sa liaison aux groupements thiols des résidus cystéines. 

L’ATO a la capacité d’induire la production de ROS par plusieurs mécanismes : à partir de sa 

toxicité pour la mitochondrie qui induit des dysfonctionnements de la chaine de respiration 

mitochondriale, en se liant directement au niveau des sites actifs à thiols des protéines 

antioxydantes ou par la production de formes d’arsenic méthylées au fort pouvoir oxydant lors 

de sa métabolisation au niveau du foie (Islam et al., 2015).  

Figure 22 : Le Dr. Jun Zhu arrivant en France avec les premières ampoules de trioxyde d’arsenic en 1995 
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Comme exposé précédemment (partie 2.2.1) PML est une protéine sensible à l’oxydation et 

le stress oxydant induit la formation des CNP (Niwa-Kawakita et al., 2017; Sahin et al., 2014). 

Brièvement, ex vivo, l’ATO tout comme  des oxydants induisent la multimérisation de PML et PML-

RARα reliés pas des ponts disulfures (Jeanne et al., 2010). Dans la leucémie aiguë 

promyélocytaire, le paraquat, comme l’ATO, induit la dégradation de PML-RARα et permet 

d’induire la mort des cellules leucémiques (Jeanne et al., 2010). De plus, des traitements avec des 

anthracyclines, induisant du stress oxydant, permettent d’améliorer le pronostic des patients 

lorsqu’il est utilisé en combinaison avec l’ATRA, en comparaison à l’ATRA seul (Tallman et al., 

2002). L’oxydation de PML induite par l’ATO pourrait donc contribuer à ses effets thérapeutiques. 

 

 

5.3.2. La liaison de l’arsenic 
L’arsenic a également la capacité d’interagir directement avec les protéines du fait de sa forte 

affinité pour les groupements sulfhydriles des cystéines. Sa liaison sur les protéines a été 

particulièrement étudiée chez les bactéries où l’arsenic provenant de l’environnement est 

reconnu par des protéines spécialisées, qui sont composées d’hélices α et lient l’arsenic, d’autres 

métalloïdes et des métaux lourds au niveau de cystéines hautement réactives. Les protéines 

périplasmiques AioX (arsenite oxydases) et leurs orthologues sont les premiers effecteurs d’un 

système de signalisation dont le rôle est de réguler l’expression d’enzymes de métabolisation de 

l’arsenic. Ces protéines lient l’arsenic au moyen d’un résidu cystéine unique en position 106. La 

liaison de l’arsenic à ce résidu induit un changement de conformation de la protéine ce qui 

pourrait être lié à son activation (Badilla et al., 2018; Liu et al., 2012). La liaison de l’arsenic sur un 

résidu cystéine unique suggère la formation de multimères coordonnés par la liaison de ce 

métalloïde.  
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Dans le système de défense bactérien codé par l’opéron ars, l’arsenic se lie au répresseur 

homo-dimérique ArsR sur trois résidus cystéines répartis sur les deux sous-unités du complexe 

(Ordóñez et al., 2008) (Figure 23). Cela induit un changement de conformation de la protéine ArsR 

qui se détache de son site de liaison à l’ADN, permettant d’induire l’expression des protéines 

impliquées dans la détoxification aux métalloïdes et aux métaux lourds (Ordóñez et al., 2008; 

Rawle et al., 2021).  

 

L’oxydation de PML ne peut à elle seule récapituler l’effet thérapeutique de l’arsenic dans la 

LAP. En effet, l’effet combiné de l’ATRA + ATO permet d’obtenir chez les patients un meilleur taux 

de survie et un plus grand nombre de rémissions sans rechutes que l’ATRA + chimiothérapies (Lo-

Coco et al., 2013; Ma et al., 2016; Powell et al., 2010; Torka et al., 2016; H.-H. Zhu et al., 2019). 

De plus, des dérivés mono ou di-méthylés de l’arsenic, au fort pouvoir oxydant n’ont pas d’effet 

sur la formation des CNP et la dégradation de PML-RARα (Wang et al., 2015). Enfin, des mutations 

ponctuelles au sein d’une courte séquence de la boite B2 de PML induisent une résistance des 

patients LAP à la thérapie par l’ATO (de Thé et al., 2017). La liaison de l’arsenic sur PML pourrait 

expliquer ces observations. 

La protéine PML lie l’arsenic puisque les CNP sont identifiables lors d’un marquage des cellules 

avec de l’arsenic fluorescent, qui ne fluoresce qu’une fois lié aux cystéines des protéines (Jeanne 

et al., 2010; Zhang et al., 2010). Cette molécule s’accumule majoritairement à la coque du CNP 

(Jeanne et al., 2010). Chez l’Homme, un crible à haut débit utilisant de l’arsenic-biotine a 

Figure 23 : Modèle de liaison de l’arsenic sur les protéines codées par le répresseur bactérien ArsR (adapté de Shen 
et al., 2013). 

La fixation de l’arsenic sur cette protéine induit un changement de conformation du répresseur. Le trioxyde 
d’arsenic se lie sur les Cys32, 34 et 37 et débobine l’hélice a, induisant une perte de la liaison du répresseur sur 
l’ADN et l’expression des gènes de résistance à l’arsenic. Les groupements thiols des cystéines sont orientés de 
manière à ce que la liaison de l’arsenic ne puisse s’effectuer qu’en induisant un débobinage de l’hélice α. 
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démontré que 360 protéines lient l’arsenic. Une grande partie des candidats identifiés étaient des 

protéines présentant des domaines liant le zinc et présentant trois résidus cystéines proches les 

uns des autres (Zhang et al., 2015). Parmi toutes les protéines identifiées, PML était l’une des plus 

abondantes. L’équipe a montré que des mutations des acides aminés C212 et C213 de la boite B2 

abolissent la liaison de l’arsenic fluorescent sur PML et induisent une perte de la sensibilité de 

progéniteurs hématopoïétiques transformés par PML-RARα pour cette drogue (Jeanne et al., 

2010).  Cette étude et les mutations retrouvées chez les patients LAP résistants à l’ATO – qui sont 

situées autour de ces résidus - suggèrent un rôle central de la séquence autour des acides aminés 

C212 et C213 dans la liaison directe de l’arsenic sur PML, responsable de ses effets 

thérapeutiques.  

 

La compréhension du rôle de l’oxydation sur la formation des CNP et la compréhension 

du mode de liaison de l’arsenic sur PML permettront d’élucider leurs mécanismes d’assemblage 

en réponse à cette drogue ainsi que les effets thérapeutiques qui en découlent. 
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Questions biologiques et problématique 
 Les CNP sont des structures core-shell et PML s’auto-assemble de façon dynamique pour 

former la coque structurante des CNP. PML est requis pour l’association au cœur de ces structures 

de protéines partenaires, dont certaines enzymes de modification, contrôlant en particulier leur 

SUMOylation. Cette dernière a été impliquée dans la formation de condensats de protéines par 

séparation de phase liquide-liquide in vitro. Pourtant PML peut s’assembler en CNP en absence 

de SUMOylation et sans partenaires associés. PML est également impliquée dans de nombreuses 

pathologies, en particulier la leucémie aiguë promyélocytaire dans laquelle les CNP sont 

désorganisés. Leur reformation en réponse à de faibles doses d’ATO permet la guérison des 

patients en induisant la dégradation de l’oncoprotéine de fusion PML-RARα et la perte de l’auto-

renouvellement des cellules leucémiques. Dans des cellules non-LAP, l’ATO change également 

l’équilibre des protéines PML entre fraction diffuse et fraction assemblée en CNP, augmentant la 

formation des CNP. Cette molécule a un double mécanisme d’action, de par son affinité pour les 

thiols des cystéines : il induit un stress oxydant et se lie à PML. 

 Avant mon arrivée, le laboratoire avait mis en évidence que le stress oxydant induisait la 

formation d‘homo-multimères de PML, covalemment reliés par des ponts disulfures 

intermoléculaires (Jeanne et al., 2010; Sahin et al., 2014). Ces ponts disulfures intermoléculaires 

pourraient constituer la première étape de la formation des CNP et divers oxydants pourraient 

induire leur formation par ce mécanisme. 

Une étude publiée et des résultats préliminaires de l’équipe suggéraient un rôle central 

de la boite B2 de PML dans la formation de ces ponts disulfures ainsi que la liaison de l’arsenic sur 

cette protéine (Jeanne et al., 2010). A l’inverse un autre groupe avait montré une liaison de 

l’arsenic au RING finger de PML, en remplacement du zinc (Zhang et al., 2010). Le domaine B2 de 

PML contient un doublé de cystéines en positions 212-213, dont l’une des cystéines doit être libre 

car elle ne coordonne pas le zinc. La séquence entourant ces résidus est retrouvée mutée chez 

les patients LAP résistants à l’arsenic, suggérant son rôle clé dans la réponse au traitement. 

Mon projet de thèse a porté sur la compréhension des mécanismes d’assemblage des CNP 

dans les conditions basales et en réponse à l’arsenic. Il s’est articulé autour de trois axes : 
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1- Comprendre les mécanismes contrôlant l’assemblage dynamique de PML aux CNP en 

conditions basales. 

La première partie de mon projet a consisté à déterminer si les CNP s’assemblent en suivant 

un processus de LLPS. Je me suis particulièrement intéressé au rôle de la boite B2 de PML dans ce 

mécanisme. Nous avons établi une collaboration internationale avec l’équipe du Dr. 

Naranmandura de l’université de Hangzhou, spécialisée en biologie structurale, afin de 

déterminer la structure tridimensionnelle du domaine B2. J’ai alors étudié l’effet de mutations 

ponctuelles des différents acides aminés de la boite B2 et mené une étude comparative pour 

comprendre leur rôle dans la dynamique d’assemblage des CNP. 

2- Elucider les mécanismes d’action de l’arsenic ciblé sur PML, responsable de son effet 

thérapeutique dans la LAP. 

Afin de déterminer le rôle de la boite B2 dans le mécanisme d’action ciblé de l’ATO sur 

l’assemblage des CNP, j’ai cherché à identifier précisément les cystéines ciblées, le rôle des ponts 

disulfures intermoléculaires et de la liaison directe de l’arsenic et enfin à étudier les aspects 

dynamiques de l’assemblage, en exploitant la structure 3D du domaine B2. Dans le contexte de 

la LAP, j’ai cherché à déterminer le rôle de la boite B2 de PML et des cystéines clefs dans la 

formation de microdots PML/RARα, la désorganisation des CNP endogènes et enfin dans l’effet 

de l’arsenic sur la perte de l’auto-renouvellement des cellules progénitrices hématopoïétiques 

transformées. 

3. Comprendre le lien entre dynamique, structure et fonction des CNP par bio-ingénierie 

En collaboration avec l’équipe du Dr. Zoher Gueroui du laboratoire P.A.S.T.E.U.R. à l’ENS, nous 

avons cherché à construire des corps PML artificiels in cellulo qui seraient contrôlables par LLPS 

avec des dynamiques différentes, que l’on pourrait désassembler à façon. Grâce à ces corps 

artificiels notre ambition était d’interroger l’assemblage core-shell ainsi que des liens entre 

dynamique et l’activité de SUMOylation. 
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Résultats 



73 
 

 

  

Résultats principaux 
Arsenic ties PML B2-box trimer to switch Nuclear 

Body assembly dynamics and trigger anti-leukemia 
response (Article en préparation) 
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Résumé 

L'arsenic lie le trimère de la boite B2 de PML pour changer la dynamique de 
l'assemblage des corps nucléaires et déclencher une réponse anti-
leucémique 
 

La protéine PML (ProMyelocytic Leukemia) structure des organelles sans membranes 

sensibles au stress nommés corps nucléaires PML (CNP). Les CNP recrutent de nombreuses 

protéines partenaires et contrôlent leurs modifications post-traductionnelles, en particulier leur 

SUMOylation. Dans la leucémie aiguë promyélocytaire (LAP), l’oncoprotéine chimérique PML-

RARα désorganise les CNP. Le trioxyde d’arsenic a la capacité de se lier sur PML et induit la 

dégradation de PML-RARα et la reformation des CNP, permettant la guérison des patients dans 

70% des cas. Dans d’autres cancers, la liaison de l’arsenic à une protéine PML normale permet 

aussi des effets anticancéreux liés à l’induction de la formation des CNP. Cependant, le 

mécanisme par lequel la liaison de l’arsenic sur PML provoque cet assemblage demeure inconnu. 

Nous avons donc cherché à identifier les mécanismes régulant l’assemblage des CNP dans les 

conditions normales et en réponse à l’arsenic. 

 Nous avons utilisé des lignées de fibroblastes embryonnaires de souris PmlKO exprimant 

de façon stable une protéine PML fluorescente, permettant l’étude de la dynamique de la 

protéine aux CNP en cellules vivantes. Nos résultats indiquent que les CNP présentent des 

caractéristiques d’organelles sans membranes s’assemblant par séparation de phase liquide-

liquide : sphéricité, assemblage dépendant de la concentration, capacité à fusionner - avec une 

estimation de la visco-élasticité proche de celle d’autres organelles sans membranes formées par 

LLPS comme le nucléole -, et un échange dynamique des protéines PML. Pourtant, la dynamique 

d’échange de PML aux CNP est lente comparée à d’autres corps nucléaires, ce qui signe une 

affinité forte des protéines PML entre elles et surtout un tiers des protéines PML aux corps sont 

immobiles. De plus, la structuration en core-shell est fixe et n’est pas celle d’une gouttelette dans 

une gouttelette. De façon significative, La liaison de l’arsenic sur PML induit une transition de 

phase vers une structure moins dynamique de type gel (Figure 1). A l’inverse, la fusion à RARα 
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dans la protéine de fusion PML-RARα rend la dynamique d’assemblage plus rapide et induit sa 

distribution sous la forme de microdots très nombreux, qu’un traitement des cellules à l’arsenic 

transforme également en corps de types gel. 

 L’arsenic ayant une action double sur les protéines (liaison directe sur les résidus cystéines 

et production de ROS), nous nous sommes intéressés au rôle de l’oxydation de PML dans la 

formation des CNP. Nous avons identifié deux résidus cystéines libres, les cystéines C213 et C389, 

comme responsables de la formation de ponts disulfures intermoléculaires sur PML, en particulier 

dans les cellules soumises au stress oxydant induit par l’arsenic ou l’H2O2. En comparant les effets 

de l’arsenic à ceux de l’H2O2 et en étudiant la distribution nucléaire du mutant PML C389S, nous 

avons montré que ces ponts disulfures intermoléculaires ne sont pas impliqués dans la formation 

des CNP. Nos résultats pointent plutôt vers un rôle de la C213 portée par la boite B2 de PML dans 

ce mécanisme (Figure 2). 

 La boite B2 de PML est un domaine liant le zinc dont une courte séquence forme un 

hotspot de mutations chez des patients LAP résistants à la thérapie par l’arsenic. Cette séquence 

est très conservée dans l’évolution et est spécifique à PML en comparaison à d’autres protéines 

de la même famille. Nous avons déterminé la structure tridimensionnelle de ce domaine qui se 

replie autour de 2 atomes de zinc selon une structure typique de doigt de zinc B2. De façon 

remarquable la séquence conservée forme une courte hélice α qui expose à son extrémité la C213 

vers l’extérieur (Figure 3). Nous avons mené une étude comparative de la dynamique 

d’assemblage des CNP par des protéines présentant des mutations sur la boite B2. La structure 

en doigt de zinc est nécessaire pour positionner correctement l’hélice. Cependant un défaut de 

l’hélice alpha ou de la C213, qui n’impacte pas la structure, conduit à la formation d’un unique 

corps très liquide, démontrant le rôle clé de cette séquence dans le contrôle de la dynamique 

d’assemblage caractéristique des CNP (Figure 4). 

Puisque l’arsenic utilisé en clinique est trivalent, nous avons émis l’hypothèse que le site 

de liaison de l’arsenic sur PML puisse nécessiter l’assemblage trimérique de la boite B2. Des 

résultats in silico confirmés expérimentalement in vitro et in cellulo démontrent que ce domaine 

peut former des homo-trimères coordonnés par des interactions faibles entre les hélices α, de 
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type hydrophobe. Ces liaisons hydrophobes contrôlent la dynamique d’assemblage des CNP. Les 

L217 centrales lient chaque monomère de B2 aux deux autres et leur mutation bloque totalement 

l’assemblage (Figure 5). De façon remarquable, la formation de ce trimère positionne trois résidus 

C213 au centre de la structure. L’arsenic vient se fixer sur cette triade de cystéines, transformant 

des interactions hydrophobes faibles en interactions covalentes, responsables de la transition de 

phase vers une structure de type gel et à l’origine de son effet sur la formation des CNP (Figure 

6). Nous avons pu créer un mutant PML C213V qui restaure l’assemblage et la dynamique typique 

des CNP, mais qui est insensible à l’arsenic.  

Dans le contexte de PML-RARα, la perte de l’auto-renouvellement des cellules 

transformées par l’oncoprotéine PML-RARα induite par l’arsenic dépend également de cette 

triade de cystéines (Figure 7).  

Ces résultats mettent en évidence un mécanisme de stéréosélectivité de PML pour 

l’arsenic et le rôle clé de l’hélice α de la boite B2 comme rhéostat de la dynamique d’assemblage 

des CNP selon l’état de la C213. Ainsi nous avons élucidé la première étape du mécanisme d’action 

ciblé de l’arsenic sur PML, ouvrant la voie au développement clinique de nouvelles molécules, 

basé sur la structure, pour activer la biogenèse des CNP. 
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Abstract 16 

Arsenic trioxide (ATO) alone cures 70% of patients with acute promyelocytic leukemia (APL). Its 17 

PML-RARA driver disorganizes PML Nuclear Bodies (NBs), while ATO allows its degradation and 18 

NB reformation, ultimately driving APL cures. Critically, in non-APL cells, arsenic binding onto 19 

normal PML also enforces NB formation and can exert anticancer effects. We show that PML NBs 20 

display liquid-like properties but become gel-like upon ATO exposure. We demonstrate that ATO 21 

targets the B2 Box, rather than the RING and elucidate B2 structure. In the later, an α-helix allows 22 

assembly into trimer wherein three C213 residues converge to form an arsenic-binding pocket. 23 

Accordingly, C213 triad controls the dynamics of NB formation, on which covalent trivalent 24 

arsenic binding drives gel-like transition, PML or PML-RARA sumoylation, and loss of PML-RARA-25 

driven self-renewal. We have thus identified C213 as an ATO-targeted rheostat that controls PML 26 

NB function, paving the way to structure-based activators of NB biogenesis as novel cancer drugs. 27 
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INTRODUCTION 28 

ProMyelocytic Leukemia (PML) protein organizes the formation of stress-sensitive 29 

membrane-less organelles (MLO), the PML Nuclear Bodies (NBs). PML controls various biological 30 

functions, such as apoptosis, senescence, or stem cell self-renewal (Hsu and Kao, 2018; 31 

Lallemand-Breitenbach and de Thé, 2018). PML may elicit these functions by scaffolding the 32 

spherical shell of NBs, subsequently acting as hubs of post-translational modifications, in 33 

particular SUMOylation, for the large range of proteins trafficking through the inner core of PML 34 

NBs. PML NBs are disrupted in Acute Promyelocytic Leukemia (APL) driven by the PML-RARA 35 

oncogenic fusion protein, as well as in several other cancers in which PML protein amount 36 

dropped (de Thé et al., 2017; Gurrieri et al., 2004; Koken et al., 1995). The combination of arsenic 37 

trioxide (ATO) and retinoic acid treatments drives complete APL cure by enforcing both PML-RARA 38 

degradation and PML NB re-assembly, subsequently leading to the activation of a senescence 39 

program in APL cells (Ablain et al., 2014; de Thé et al., 2017; Lallemand-Breitenbach et al., 1999; 40 

Lo-Coco et al., 2013). ATO, which as single therapy cure 70% of APL patients, directly binds PML-41 

RARA and non-rearranged PML proteins (Jeanne et al., 2010; Mathews et al., 2006). However, the 42 

mechanism of ATO-enforced NB assembly remains unsolved.  43 

Biogenesis of MLO has been revisited through the prism of liquid-liquid phase separation 44 

(LLPS). Biomolecular condensates may arise by multivalent weak interactions between proteins, 45 

or proteins and RNAs, which demix from the surrounding media to form spherical structures, 46 

maintained as an equilibrium despite dynamic exchange of their components (Banani et al., 2017; 47 

Shin and Brangwynne, 2017). LLPS has been proposed to increase kinetics of biochemical 48 

reactions, and could have functional roles in diseases (Mann and Donnelly, 2021; Mehta and 49 

Zhang, 2022). In leukemia, chimeric transcription factors may condensate, resulting in aberrant 50 

3D chromatin structures and contributing to their aberrant transcriptional activity (Ahn et al., 51 

2021; Chong et al., 2022). In vitro, chimeric GFP-polySUMO proteins condense in droplets through 52 

LLPS when combined with chimeric proteins containing repetitions of SUMO-Interacting motif 53 

(SIM) (Banani et al., 2016). Yet, PML sumoylation is dispensable for PML NB assembly (Barroso-54 

Gomila et al., 2021; Sahin et al., 2014) and contribution of LLPS in PML NB assembly remains 55 

elusive. 56 
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In this study, focusing on the PML domain targeted by ATO, we elucidate the crystal 57 

structure of its B2-box (B2) and identify an α-helix that mediates hydrophobic trimerization, 58 

controlling PML NB assembly and PML dynamics. We uncover that this α-helix-mediated trimer 59 

clusters a triad of free C213 cysteines to which trivalent arsenic covalently docks, switching PML 60 

NBs from liquid-like to gel-like bodies. Critically, B2 trimer and C213 are mandatory for ATO-61 

triggered loss of self-renewal of PML-RARA-transformed progenitors, uncovering the very first 62 

step by which ATO achieves its anti-leukemia cure. 63 

 64 

RESULTS 65 

PML NBs switch from liquid-like to gel-like structures upon ATO 66 

PML NBs form spherical membrane-less organelles (Hoischen et al., 2018; Sahin et al., 67 

2014), reminiscent of liquid-like condensates, although forming core-shell structures (Fig. 1A). To 68 

determine whether PML assembly in NBs is related to liquid-liquid phase separation (LLPS), we 69 

have generated Pml knockout (KO) mouse embryonic fibroblasts (MEFs) stably expressing GFP-70 

PML and assessed other hallmarks of liquid-like MLO (solubility limit, fusion/relaxation, dynamic 71 

exchange). First, we looked whether PML could demix from the nucleoplasmic fraction above a 72 

concentration threshold by live cell imaging after cell transduction. PML was first homogenously 73 

distributed in the nucleoplasm, then, as GFP-PML expression increased, the first PML NB 74 

appeared (Fig. 1B), becoming more numerous while the diffuse fraction remained constant 75 

(Supplementary Fig. S3A). Similarly, the number of PML NBs is increased with PML transcriptional 76 

activation upon IFN alpha treatment (Stadler et al., 1995; Tessier et al., 2022). These observations 77 

support that PML de-mixes from a diffuse nucleoplasmic fraction above a concentration 78 

threshold.  79 

Second, live cell imaging revealed that two PML NBs can fuse and relax in a novel single 80 

spherical body, again supporting liquid-like behavior of PML NBs (Fig. 1C and Supplementary Fig. 81 

S1). The analysis of the relaxation curves, plotting the size of PML NBs as function of timescale, 82 

allowed extraction of the diffusion coefficient of PML proteins during fusion and a PML NB 83 

viscosity of 103 Pa.s (Brangwynne et al., 2009), a similar scale to the viscosity computed for the 84 
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nucleoli or nuclear speckles (Brangwynne et al., 2011; Kim et al., 2019). We then quantified the 85 

numbers of events within 1 hour leading to GFP-PML nucleation from the nucleoplasmic fraction, 86 

PML NB fusions or budding (Fig. 1D). The number of fusion events was similar to that of 87 

nucleation, maintaining a mean number of 40 PML NBs per nucleus, while fragmentation was rare 88 

or absent within this time frame. 89 

Finally, we assessed the dynamics of PML NB assembly by Fluorescence Recovery After 90 

Photobleaching (FRAP). As expected, PML protein dynamically exchanges between the 91 

nucleoplasm and NBs, with a recovery thalf of 3.2 min (Fig. 1E) (Geoffroy et al., 2010; Jeanne et al., 92 

2010; Weidtkamp-Peters et al., 2008). Taken together, these results show that PML NBs exhibit 93 

some hallmarks of liquid-liquid phase separated organelles. However, the residence time of PML 94 

at NBs is longer compared with other nuclear MLO, such as Cajal bodies, speckles or nucleoli 95 

(minute versus second ranges), indicating higher affinity order of PML interactions (knowing that, 96 

in our experiments, diffusion does not contribute to PML recovering at NBs, see methods). 97 

Moreover, 32% of the GFP-PML fluorescence bleached at NBs never recovers (Fig. 1E), suggesting 98 

two PML fractions at NBs, one exchanging with the surrounding nucleoplasm, while a third of the 99 

PML proteins remains immobile, and challenging a pure liquid-like dynamics of the PML proteins. 100 

Both ATO treatment and PML fusion to RARA -in the oncogenic PML-RARA protein- alter 101 

the distribution of PML in the nucleus. Indeed, ATO rapidly increased PML NB fraction at the 102 

expense of the diffuse one, while GFP-PML-RARA localized into a high number of tiny dots with 103 

diameter below 100nm in Pml KO MEFs or in hematopoietic progenitors, as expected (Jeanne et 104 

al., 2010) (Fig. 1F). Upon ATO, PML NB assembly dynamics was dramatically dropped, and almost 105 

all PML was immobilized (Fig. 1E and Supplementary Fig. S3B). Live-cell imaging and super-106 

resolution microscopy showed that PML NBs tend to aggregate with one another without 107 

achieving complete fusion, forming PML NB strings, consistent with an increase in the viscosity-108 

elasticity (Fig. 1G and Supplementary Fig. S2). Thus, ATO triggers transition from liquid-like to gel-109 

like PML NBs. Conversely, the dynamics of GFP-PML-RARA at the dispersed microdots was 110 

increased compared to PML at NBs, with a thalf of 1.37 min and no immobile fraction, in cells 111 

deficient for endogenous PML (Fig. 1H). Again, ATO treatment decreased drastically PML-RARA 112 
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exchange. Thus, PML assembly dynamics changes in opposite manner with oncogenic context 113 

versus ATO-therapy that leads to transition toward gel-like PML- or PML-RARA-driven NBs. 114 

 115 

PML NB assembly depends on a reactive C213 cysteine in the B2-box domain 116 

rather than di-sulfide bridges 117 

 We wanted to explore the biochemical determinants of the PML NB dynamics and ATO-118 

induced transition towards gel-like. Arsenic atom binds sulfur groups thus targeting cysteine 119 

residues in cells. Within PML, ATO has been proposed to directly target cysteines of the RING 120 

finger, in which arsenic would replace the structuring zinc atom, but also the B2 box (B2), another 121 

zinc-finger domain which contains a di-cysteine sequence (Jeanne et al., 2010; Zhang et al., 2015, 122 

2010). In the latter, the C213 residue might not be involved in zinc coordination, according to 123 

homology with other TRIM proteins (Supplementary Fig. S4H) (Reymond, 2001). We assessed the 124 

role of free cysteines in NB formation by using N-ethyl-maleimide (NEM), a chemical that only 125 

alkylates reactive cysteines residues with a free -SH group. PML NB assembly were disrupted upon 126 

NEM, and pretreatment with NEM also blocked ATO effect on NB formation and vice-versa (Fig. 127 

2A). These observations, showing that the free cysteines required for base-line NB assembly are 128 

also those targeted by ATO, exclude the RING as the preferential ATO target site.  129 

ATO exposure also induces ROS production due to GSH scavenging and mitochondrial 130 

poisoning (Echaniz-Laguna et al., 2012; Flora, 1999; Han et al., 2007). We have previously shown 131 

that disulfide bonds link PML monomers and favors its covalent multimerization upon oxidative 132 

stress (Jeanne et al., 2010). Thus, free cysteines could be involved either in direct arsenic binding 133 

or in disulfide bonds, and we wanted to disentangle their respective contribution in PML NB 134 

assembly. We focused on both C213 in B2 and C389, a residue reactive to oxidative modifications 135 

and engaged in disulfide link with a cysteine-containing oncoprotein in a myeloid leukemia 136 

subtype (Weerapana et al., 2010; Wu et al., 2021). PML intermolecular disulfide bonds can be 137 

assessed by Western blot analysis in non-reducing conditions, revealing, high molecular weight 138 

PML multimers that increased upon ATO or H2O2 in MEFs, and lost under reducing conditions as 139 

expected (Fig. 2B) (Jeanne et al., 2010). C389S mutation impaired ATO-induced disulfides but did 140 
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not affect those increased by H2O2, while C213A decreased PML intermolecular bound species 141 

induced by both ATO and H2O2. Only double C213A/C389S mutant completely abrogates the 142 

formation of these PML multimers, identifying these two residues as those responsible for PML 143 

intermolecular disulfide bonds upon oxidative stress (Fig. 2B). Subsequent to PML NB assembly, 144 

PML is sumoylated by the UBC9 SUMO-conjugating enzyme and ATO-induced gel-like NBs 145 

increases PML sumoylation (Fig. 2B) (Sahin et al., 2014; Tessier et al., 2022). Interestingly, PML 146 

C213A single and double mutants were defective for sumoylation, while PML C389 was not 147 

affected. We then assess the localization of wildtype (WT) or mutant PML upon those stress. 148 

Surprisingly, in contrast with ATO, H2O2 has no effect on PML NBs, suggesting that intermolecular 149 

disulfides are not responsible for ATO-induced gel-like transition. Moreover, C213A or C389S 150 

mutations did not have the same effect on NB formation (Fig. 2C). While defective for ATO-151 

induced disulfide, PML C389S is assembled in NBs with a diffuse fraction identical to PMLWT, and 152 

it was still ATO-sensitive. In contrast, PML C213A remained mainly diffuse, with a single enlarged 153 

body, fully resistant to ATO. Taken together, these results indicate that C213 is essential for PML 154 

NB assembly, but intermolecular disulfide bonds mediated by C213 and C389 are not, supporting 155 

C213 as the direct arsenic binding site. 156 

 157 

Crystal structure of PML B2 box unravels an α-helix ensuring C213 accessibility 158 

 B-box domains are found exclusively in TRIM (TRI partite Motif) proteins and are generally 159 

involved in protein-protein interaction (Reymond, 2001). Based on the di-cysteine motif, we 160 

identified a short sequence highly conserved across evolution in proteins all displaying a typical B 161 

box consensus (Fig. 3A). Interestingly, the stretch of conserved residues corresponds to the 162 

hotspot of mutations on PML-RARA in ATO-resistant APL patients (Goto et al., 2011; Iaccarino et 163 

al., 2016; Lehmann-Che et al., 2014; Zhu et al., 2014). 164 

Despite extensive trials, PML B2 crystal structure has never been resolved because the B2 165 

domain is highly unstable and prone to precipitation. Thus, we fused MBP to PML B2 to produce 166 

a soluble fusion protein from bacteria, and we managed to crystalize its structure at 2.1 Å 167 

resolution (Fig. 3B, Supplementary Fig. S4A). In this crystal, B2 domain adopted a typical B-box-168 
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type zinc finger fold, where C3H1 residues coordinated two zinc atoms in a cross-braced 169 

conformation and with a conserved β1–β2–α1 arrangement (Figs. 3B-C). Most likely explaining 170 

the stability of the MBP-B2 box fusion structure and the success of its crystallization, B2 was 171 

sandwiched between two MBP molecules. Indeed, B2 β1 formed an anti-parallel beta sheet with 172 

MBP β8 through main chain hydrogen bonds, while B2 α1 packed against a hydrophobic patch in 173 

the neighboring MBPs (Supplementary Figs. S4A-C). Structure alignment indicates that overall 174 

PML B2 is very similar to other TRIM family B2 domains, such as TRIM5α or TRIM28, although 175 

PML B2 appears to be more flexible with longer loops (Supplementary Figs. S4D-G). Interestingly, 176 

in the first zinc finger, zinc coordination involved C212, but not C213 which points out of the 177 

overall B2 due to its positioning at the beginning of the α-helix (Figs. 3B and C). Moreover, this 178 

helix was folded by the exact evolutionary conserved sequence from residues C213 to L218, which 179 

are specific for PML among TRIM B2 (Fig. 3A, 3C, Supplementary Fig. S4G). Thus, this hydrophobic 180 

helix with its accessible C213 may be important for PML NB assembly and ATO targeting. Note 181 

that, in the second zinc finger, the zinc was coordinated by C227 instead of the Alphafold-182 

predicted D219 (Fig. 3C and Supplementary Figs. S4D-F). Indeed, C227 is not conserved in TRIM5α 183 

or TRIM28 B2, which display a histidine residue instead of the corresponding PML aspartate D219 184 

(Supplementary Figs. S4G). The residues equivalent to PML C227-containing sequence in TRIM5α 185 

and TRIM28 rather form a β3 strand -that does not coordinate zinc-, thus not present in our PML 186 

B2 structure (Supplementary Figs. S4D-H). Altogether, we have unraveled PML B2 structure, 187 

highlighting a hydrophobic helix that positions the free C213 key for NB assembly and ATO-188 

targeting in an accessible manner. 189 

 190 

PML B2 α-helix and C213 drive NB assembly dynamics 191 

To determine the respective role of PML B2 zinc finger 1 and the C213-containing helix, 192 

we have performed either structural mutations disrupting zinc coordination (C189S or C212S) or 193 

a point mutation on the helix (L218G) and again stably expressed these GFP-tagged mutants in 194 

Pml KO MEFs. All PML mutants assemble between one and three enlarged bodies with an 195 



84 
 

increased nucleoplasmic fraction. This result suggests that α-helix plays a role at least as 196 

important as B2 folding itself, and equivalent to C213 (Fig. 4A). 197 

FRAP analysis showed a slight increase in the GFP-PML C189S and GFP-PML C212S body 198 

assembly dynamics compared to WT PML, and no effect on the immobile fraction (Figs. 4B and 199 

C). Strikingly, C213S or L218G mutations drastically increased the dynamics of PML NB assembly, 200 

with a drop of the half recovery time, from 3.2 min to 0.6 or 0.8 min respectively, and complete 201 

recovery of the photobleached body, similar to fully liquid compartments. These data indicate 202 

that more than the zinc finger structure itself, the helix dictates the typical PML dynamics at NBs. 203 

We thus assessed the crystal structure of MBP-PML B2 helix with double C213A/A216V 204 

mutations, an adverse condition for any effect of α-helix alteration on the overall B2 folding. 205 

C213A/A216V B2 crystal structure was obtained with a RMSD 0.26 Å over 42 Cα atoms and 206 

revealed a folding identical to WT B2 box zinc finger, supporting that the effects of mutations on 207 

α-helix on PML NB assembly dynamics is only due to loss of its biochemical characteristics and 208 

not to B2 folding alterations (Fig. 4D and Supplementary Fig. S4H). Altogether, we conclude that 209 

the conserved PML B2 α-helix and C213 are crucial for the PML dynamics controlling NB assembly, 210 

while organization of the Zn finger 1 is most likely required for the proper positioning and 211 

accessibility of this helix. 212 

 213 

B2 α-helix mediates hydrophobic PML trimerization key for PML NB dynamics 214 

TRIM5α B2 has been proposed to trimerize through its specific α-helix around a 215 

tryptophane core in vitro (Wagner et al., 2016), and arsenic may be involved in trivalent or 216 

pentavalent interactions. We thus modelled if PML B2 monomers could interact within a trimer 217 

(Fig. 5A). In this model, the trimer is predicted to be driven by α-helix, involving hydrophobic 218 

interfaces, and in particular, I202, A216, L217 and L218. L217 is predicted to play a very central 219 

role through its two methyl groups, each bridging another PML B2 monomer through its own 220 

L217, as well as with I202 on β1 (Fig. 5B). Interestingly, L218 - whose mutation impairs PML NB 221 

assembly and dynamics - would also bind I202 of a second PML B2, securing the B2 complex. 222 

Consistently, SEC-MALS analysis revealed three forms of purified MBP-B2 with molecular weights 223 
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corresponding to monomer, dimer and trimer (Fig. 5C). We also found a majority of monomers 224 

and trimers, supporting our model of B2 trimer formation in vitro. 225 

To assess the relevance of this model in cell, we have generated discrete point mutations 226 

of these residues. L217G substitution had the most drastic effect, completely blocking PML NB 227 

assembly (Figs. 5D-E). GFP-PML I202 localization was diffuse in the majority of cells and formed 228 

one or two liquid-like bodies in 40% of cells, similar to the single liquid-like PML L218G body (Fig. 229 

5D-E). As predicted by the model, A216G mutation had only minor effects, increasing the diffuse 230 

PML fraction. The default in NB assembly is more severe with A216V mutation - frequently 231 

observed in ATO-resistant patients -, consistently with our model predicting a constraint 232 

environment due to the L217 side chain within the trimer (Figs. 5B and 5E, Supplementary Fig. 233 

S5B). Altogether, this gradient of mutant phenotypes establishes α-helix as a driver of PML B2 234 

trimer regulating body assembly dynamics, through L217, L218 and I202-mediated hydrophobic 235 

interactions. Strikingly, increasing hydrophobicity by substituting leucine to residues with 236 

aromatic group at position 218 led to the formation of filaments, on which PML exchange was 237 

poorly dynamic (Fig. 5F and Supplementary Fig. S5C-D). This is reminiscent to the solid-like 238 

proteins such as mutant FUS filaments (Patel et al., 2015), supporting that the affinity of PML B2 239 

α-helix interactions tune PML dynamics from a liquid-like to a typical PML bodies. Finally, 240 

quantification of NB number in MEFs expressing PML C212S or C213S supports that zinc finger 1 241 

folding plays a less important role than the C213-containing hydrophobic helix (Supplementary 242 

Fig. S5A). 243 

 244 

Arsenic docks on the C213 tri-cysteine pocket of PML trimers and drives gel-like 245 

transition 246 

In APL, ATO and arsenic derivatives potent for therapy all provide trivalent arsenic (As(III) 247 

oxidation state) in solution at physiological pH and in vivo. As(III) can form stable complexes with 248 

thiol groups though covalent binding to sulfur and may form complexes with three glutathiones 249 

in solution (Han et al., 2007). Interestingly, at 180 degree below the L217-ternary interactions, 250 

the key C213 is organized in triad in the very center of the PML B2 helix trimer (Fig. 6A, 251 



86 
 

supplementary S6A). Thus, we hypothesized that ATO could trigger gel-like transition of PML NBs 252 

by targeting this C213 triad. Within the triad, the C213 residues are separated by 3.2 A, fitting 253 

with an arsenic docking that would lead to an interacting distance of 2.7 A between arsenic atom 254 

and SH group (Fig. 6A, supplementary S6B). To investigate further the role of this triad 255 

organization, we first tested whether the effect of ATO on PML NBs depends on a valency of 3. 256 

We used monomethyl arsenic (MMA) that can only bind 2 cysteines, as well as the closest 257 

chemical to As(III), antimony trioxide (STO) that releases trivalent Sb. In contrast with ATO, MMA 258 

has no effect on the dynamics of PML NB assembly (Fig. 6B) (Wang et al., 2015), while STO 259 

decreased the diffuse fraction of PML, turned PML NBs in gel-like bodies, with incomplete fusions 260 

and dramatic slower PML dynamics, and subsequently increased PML sumoylation (Fig. 6B, 261 

Supplementary Fig. S6C-D).  262 

Then, we used PML point mutants to assess arsenic effect. PML distribution in the nucleus 263 

remained unchanged upon ATO treatment for all B2 mutants impairing B2 folding or trimerization 264 

(Fig. 6C). PML C213S or α-helix trimerization mutants completely remained liquid-like upon ATO 265 

(Fig. 6D). The Zn-finger1 folding C212S or C189S mutations modestly affecting base line PML 266 

dynamics also impaired ATO-induced gel-like transition (Fig. 6D, Supplementary Fig. S6E). In 267 

contrast, A216G mutation expected to have little effect on trimerization did not affect basal nor 268 

ATO-induced changes in PML NB properties (Fig. 6C-D). B2 mutants were defective for both basal 269 

and ATO-induced sumoylation, with a worst effect of the helix mutations abrogating B2 trimer, 270 

relating PML NB assembly dynamics with its subsequent sumoylation (Fig. 6E). Importantly, 271 

ReAsH - an arsenic derivative that fluoresces when bound to proteins - both triggered aggregation 272 

of WT PML NBs, similar to ATO, and labelled the GFP-PML shell (Fig. 6F) (Jeanne et al., 2010). In 273 

contrast, the shell of the body formed by PML C213S could not bind ReAsH, which accumulated 274 

rather in the inner core, devoid of PML, for a still elusive reason. Similarly, PML L218G cannot 275 

bind ReAsH, showing that arsenic binding on PML both depends on C213 and α-helix 276 

trimerization. Supporting that covalent arsenic binding directly to PML controls PML NB assembly 277 

dynamics, the effect of ATO on PML NBs was not reversed by washout experiments, and even 4h 278 

after removing ATO (Supplementary Fig. S6G). Thus, As(III) not only directly targets PML C213, 279 
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but also requires B2 trimerization to bind PML, trigger liquid-like to gel-like transition and 280 

subsequent sumoylation, supporting its covalent interaction within the triad.  281 

Above all, while mutations of C213 removing sulfur group (C213S or C213A) or additionally 282 

adding steric hindrance (C213L or C213F) impaired PML NBs assembly, replacing the C213 by 283 

valine rescued the basal NB formation (Fig. 6G). These data indicate that the branched methyl 284 

groups of the valines can maintain hydrophobic interactions in B2 helixes organized in trimer, 285 

similar to the L217 on the other side of the helix. PML C213V displayed normal dynamics at the 286 

NBs and was, as expected, resistant to ATO (Fig. 6H). Thus, this C213V mutant replaced covalent 287 

As(III) binding to C213 triad by lower affinity (hydrophobic) interaction still capable to maintain 288 

typical PML NB dynamic properties. Supporting this, PML sumoylation was defected in all C213 289 

mutants but C213V that remained efficiently conjugated (Fig. 6I). SEC-MALS analysis revealed that 290 

MBP-B2 C213A lost PML species corresponding to trimers in vitro, supporting a key role of this 291 

cysteine in modulating helix-driven PML self-interactions (Fig. 5C). Finally, alkylation by NEM that 292 

disrupted WT or C389S PML NBs had no effect on PML C213V NBs (Fig. 6J), supporting a central 293 

role of C213 to tune PML B2 trimeric assembly. Altogether our findings demonstrate that PML B2 294 

trimer and C213 triad positioning account for the stereoselectivity of PML to ATO that induces 295 

gel-like transition by turning PML B2 trimers maintained by low affinity hydrophobic interactions 296 

into a high affinity As(III)-C213 triad covalently bounded complex. Our results also uncover B2 297 

helix as a rheostat controlling PML assembly dynamics depending on C213 status (Fig. 6K).   298 

 299 

ATO suppresses clonogenicity of PML-RARA-transformed progenitors by targeting 300 

C213 triad 301 

To assess the role of PML C213-containing α-helix in the context of the oncogenic PML-302 

RARA protein, we have transduced hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) with WT and 303 

mutant PML-RARA, and first analyzed the nuclear distribution of C213S and C213V PML-RARA 304 

mutants. In contrast to PML-RARA C213V that formed numerous small microdots similar to WT 305 

PML-RARA, C213S abolished PML-RARA assembly into dots and PML-RARA C213S was completely 306 

diffuse in the nucleus (Fig. 7A). Interestingly, in these Pml WT HSPCs, while PML-RARA C213V 307 
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disrupted endogenous PML, PML-RARA C213S did not altered them. While ATO triggered WT 308 

PML-RARA assembly into larger and fewer dots similar to NBs and colocalizing with PML, none of 309 

the PML-RARA C213 mutants responded to ATO treatments as expected. In PML-RARA C213S 310 

transduced HSPCs, ATO triggered endogenous PML NB re-assembly, while it was impaired in 311 

C213V PML-RARA cells (Fig. 7A). PML-RARA C213V exchange dynamics at the microdots was 312 

reduced compared to WT PML-RARA and was insensitive to ATO (Fig. 7B-C). Again, in the 313 

oncoprotein context, C213S blocked PML-RARA sumoylation, while PML-RARA C213V was 314 

efficiently sumoylated at baseline, supporting that the decreased in PML-RARA dynamics favors 315 

its sumoylation within the microdots (Fig. 7D). Sumoylation of PML-RARA mutants was unaffected 316 

by ATO, as expected (Fig. 7D). 317 

Potent effect of ATO therapy relies on its ability to eradicate leukemic cells with self-318 

renewal capacity. We thus investigated the effect of these mutations on self-renewal of PML-319 

RARA-transformed HSPCs in methylcellulose clonogenic assay upon ATO treatments. After 3 320 

passages, PML-RARA WT and PML-RARA C213V-transformed HSPCs were treated for a week with 321 

ATO at low dose and cells were then replated in methylcellulose to count the number of colonies. 322 

The number of WT PML-RARA clones dropped, indicating that ATO had eliminated the self-323 

renewing transformed cells, while ATO-treated PML-RARA C213V cells were still able to form a 324 

large number of colonies (Fig. 7E). Thus, this mutant is resistant to ATO therapy, supporting C213 325 

as the ATO target site, but also that endogenous PML was blocked by the C213V-enforced 326 

trimerization with mutant PML-RARA. 327 

 328 

 329 

DISCUSSION 330 

PML nuclear body formation is critical in multiple physio-pathological settings including 331 

innate immunity against viruses, senescence induction or APL therapy. PML NB formation drives 332 

sumoylation of partner proteins which controls, at least in part, downstream PML responses. 333 

Arsenic has played a key role in understanding NB biogenesis. Paradoxically, the molecular target 334 

of arsenic remained ill-understood, as several exclusive models were proposed: interference with 335 
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Zn binding within the RING finger vs binding to a tri-cysteine motif in the B2 box. Some insights 336 

came for therapy-resistant patients who exhibit highly clustered mutations adjacent to the tri-337 

cysteine motif in the B2 box. Yet, the molecular interplay between PML and arsenic remains 338 

poorly characterized, in part because of the absence of any structural data. Here we provide a 339 

renewed framework for PML/arsenic interplay. 340 

Despite several claims, there is little experimental evidence that PML undergoes phase 341 

transitions and that the latter drive membrane-less organelle biogenesis. Here, we provide direct 342 

evidence that PML can de-mix from the nucleoplasm, fuse and exhibit viscosities similar to those 343 

of other compartments where LLPS was shown to occur, and display dynamic exchange of the 344 

PML protein (Fig. 1). NB-biogenesis as well as transition to liquid phase by LLPS were initially 345 

proposed to relie on interplays between PML SUMOs and SUMO-interacting motifs. We 346 

previously demonstrated that PML can assemble into NBs without any SUMO-conjugation and 347 

several PML B2 mutants that are not efficiently sumoylated can de-mix into liquid phases (Fig. 4-348 

6), underscoring the dispensable nature of this post-translational modification. One key feature 349 

of PML NBs is their core-shell structure, a phenomenon not easily explained by LLPS. Moreover, 350 

in contrast to simple, "classic" LLPS, FRAP studies demonstrate the existence of two PML pools 351 

within the PML shell: one that exchanges with slow kinetics and one that does not exchange (Fig. 352 

1). The B2 mutants discussed below also exhibit this peculiar core shell organization, even though, 353 

in these settings, all PML exchanges with the nucleoplasm. Future studies should address the 354 

basis for core/shell formation.  355 

This study has focused on B2 structure/function analyses and its targeting ATO. Note that 356 

B2 interactions come in addition to many other ones, including RING, B1 and coiled-coil, all of 357 

which are required for proper NB biogenesis. We previously reported the existence of 358 

intermolecular disulfides in PML upon high doses of arsenic exposure (Jeanne et al., 2010). Here, 359 

we demonstrate that these disulfides target two key residues, C389 and C213 and that disulfide 360 

formation can also be promoted by H2O2 on C213. Yet, these intermolecular disulfides do not 361 

underlie NB biogenesis and ATO-response, as demonstrated by normal features and ATO-362 

sensitivity of the C389S mutant (Fig. 2). This highly oxidation-prone residue may be involved in 363 

other functions, for example, ROS buffering possibly to sustain the activity of UBC9, an exquisitely 364 
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oxidation sensitive enzyme. The B2 structure reported here (Fig. 3) allowed us to propose models 365 

of higher-order assembly that relies on a short hydrophobic α-helix that yield trimer formation. 366 

This model of assembly resembles that of TRIM5α, a master restriction factor for HIV (Wagner et 367 

al., 2016). The model presented here is fully supported by a number of mutations engineered to 368 

assess its relevance to NB formation and PML dynamics. Impeding zinc finger formation (C189S 369 

and C212S) yields to the formation of one to three single large NBs with abundant nucleoplasmic 370 

staining, but only modest differences in PML dynamics, in particular the same immobile fraction 371 

as WT. Yet, basal and ATO-induced sumoylation are severely impeded. Thus, efficient SUMO-372 

conjugation requires zinc finger stabilized B2 structure and not solely an immobile PML shell. It is 373 

actually possible that the single large NB is the consequence of inefficient PML sumoylation, as 374 

these two features were highly correlated among informative mutants. Consistent with the 375 

proposed trimer assembly, the highly conserved α-helix is key to correct NB formation, 376 

particularly L217 and L218 (Fig. 5). Importantly, substituting either of these two leucine residues 377 

by large hydrophobic ones generated intranuclear rods with gel-like features, implying a key role 378 

of this region in assembly and dynamics of the PML protein (Fig. 4).  379 

Besides enforcing B2 trimer formation, one of the key functions of the helix is to position 380 

the key C213 residue at the center of a triad (Fig. 5-6). This central role of the C213 residue in 381 

maintaining the assembled structure was demonstrated by a series of mutations that support a 382 

key role of C213-mediated interactions in NB biogenesis and sumoylation (Fig. 6). The 383 

conservative C to S mutation behaved similarly to mutations impairing helix/helix interactions 384 

(rapid dynamics and no sumoylation), suggesting not only that a key function of the trimer is to 385 

position C213, but also that this residue directly contributes to stabilization of the trimer. 386 

Strikingly, the C213 to V mutation restored a completely normal baseline situation (NB formation, 387 

dynamics, sumoylation), while the bulkier L and F residues allowed some basal sumoylation and 388 

a slightly higher number of NBs, but did not recapitulate the normal phenotype (Fig. 6). This key 389 

observation supports the idea that C213V-mediated hydrophobic interactions enforce B2 trimer 390 

stability, which subsequently allows PML sumoylation and formation of the expected NB profile. 391 

Remarkably, PML C213V was completely insensitive to both arsenic and NEM. Cysteines may have 392 

distinct oxidation status, which could be favored within this 3D arrangement, somehow 393 
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mimicking an enzymatic active site, although we cannot exclude that intra-molecular disulfide 394 

bounds may stabilize these trimers. Several studies have emphasized the requirement for 3 395 

adjacent cysteine residues on the same polypeptide for efficient arsenic binding (Shen et al., 396 

2013; Zhang et al., 2015). In this setting, arsenic binding is achieved in a specific 3D arrangement 397 

wherein a key cysteine from distinct polypeptides bind an arsenic atom to lock the trimeric 398 

structure. Clearly, PML is not an arsenic scavenger, but also has redox sensing properties in basal 399 

conditions. How this is achieved molecularly requires further studies. In any case, our results 400 

imply that C213 constitute a sulfur-based redox sensor that behaves as a rheostat to control B2 401 

α-helix trimerization, drive subsequent PML sumoylation and allow NB "maturation" into multiple 402 

smaller domains. The latter may actually be a consequence of PML sumoylation (and possibly 403 

proteolysis). Indeed, mutation of the arsenic-regulated K160 SUMO conjugation site yields a 404 

single large dot, very similar to the ones observed with B2 mutants. 405 

PML-RARA degradation by arsenic drives APL remission, while downstream PML NB 406 

reformation (and its own targeting by arsenic) are also required. Our identification of C213 as a 407 

site required for arsenic activity allowed a renewed exploration of the respective roles of PML 408 

and PML-RARA in arsenic response ex vivo, using PML-RARA point mutations which solely 409 

impedes arsenic response, but no other known feature of PML. This first demonstrated that PML-410 

RARA C213S did not colocalized with PML, stressing the essential nature of this residue for 411 

PML/PML intermolecular interactions (Fig. 7). Conversely, PML-RARA C213V delocalized 412 

endogenous PML into microspeckles. Both of these transformed cells were insensible to ATO-413 

induced NB reformation and SUMOylation. The PML-RARA C213V mutant was also resistant to 414 

ATO-induced loss of clonogenic activity in transformed HSPC, supporting C213 as the ATO target 415 

site on PML-RARA responsible for PML-mediated APL cure. 416 

Overall, B2-dependent interactions appear to be tightly regulated, notably by arsenic, and 417 

may constitute the key regulatory hub of NB assembly as well as enforce its oxidative stress 418 

sensing function. Such fine-tuning of NB assembly drives PML, and presumably partner, 419 

sumoylation. Future studies should explore how our findings could enlighten the molecular bases 420 

of oxidative stress sensing by PML. Identification of the key C213 residue and the molecular site 421 

where it assembles could allow the design of novel arsenic-like molecules with therapeutic value. 422 
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METHODS 423 

Plasmid construction 424 

Mutations of pMSCVpuro-HA-PMLIII or pMSCVpuro-GFP-PMLIII constructs were performed 425 

by using the Q5 site-directed mutagenesis kit (NEB: catalog n°E0554S) according to the 426 

manufacturer’s protocol (see key resource table for primer sequences). The results were verified 427 

by Sanger sequencing (Eurofins Genomics). 428 

 The pMSCVpuro-GFP-PML-RARα WT, was generated by restriction/ligation using SfiI and 429 

AgeI restriction sites of parental vectors: pMSCVpuro-GFP-PMLIII (backbone) et pMSCV-PML-430 

RARanéo (insert). PML-RARα B2 mutants were generated by restriction/ligation using AvrII and SfiI 431 

restriction sites of parental vectors: pMSCVnéo-PML-RARα and pMSCVpuro-GFP-PML-RARα 432 

(backbone) and pMSCVpuro-GFP-PMLIII harboring the desired B2 mutations (inserts). Restriction 433 

enzymes and T4 DNA ligase were purchased from NEB (see key resource table for references) and 434 

restriction/ligation was performed according to the manufacturer’s protocol. 435 

 436 

Cell culture and cell treatments 437 

 Mouse embryonic fibroblasts (MEF) were isolated from E13,5 embryos from BALB/cByJ 438 

Pml KO mice described in (Niwa-Kawakita et al., 2017) and transformed with large T antigen from 439 

the SV-40 virus. MEF cells (our laboratory) and Platinum-E cells (Lavau C, USA) were maintained 440 

in DMEM, high glucose, pyruvate (Thermo Fisher Scientific; catalog n°41966052) supplemented 441 

with 10% FBS in the presence of 50U/mL of penicillin and streptomycin and 2mM of glutamine 442 

(see key source table for details) and were incubated at 37°C with 5% CO2. All cell lines used were 443 

negative for mycoplasma (tested by Eurofins MWG France once a month) and were manipulated 444 

separately to avoid any cross contamination during cell passages. Pml KO MEFs were regularly 445 

checked for the absence of PML by IF or WB. No karyotype was performed. 446 

 Pml KO MEFs were transduced using retroviruses produced by Platinum-E packaging cells, 447 

after transfection with effectene reagent pMSCVpuro-HA-PMLIII or pMSCVpuro-GFP-PMLIII 448 

constructs expressing Pml WT or the indicated PML mutants (Qiagen; catalog n°. 301425). The 449 
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culture supernatant of 600k Platinum-E cells, at 48 and 72h post-transfection, supplemented with 450 

1µg/mL polybrene (Sigma-Aldrich; catalog n°TR-1003) was used to transduce 100k Pml KO MEFs. 451 

GFP-positive cells with similar levels of fluorescence were sorted by flow cytometry. HA-PMLIII 452 

expressing cells were selected using 2µg/mL puromycin (Sigma-Aldrich; catalog n°P8833). 453 

 454 

Hematopoïetic progenitors were isolated from the bone marrow of 7 weeks old C57Bla/6-455 

JRj Pml WT mice treated with 5-fluorouracil (150µg/g, Sigma-Aldrich; catalog n°F6627) for 5 days. 456 

The bone marrow was collected by flushing the femur with RPMI medium (Thermo Fisher; catalog 457 

n°12633012), supplemented with 10% v/v FBS. The collected cells were centrifuged and red blood 458 

cells were lysed with ammonium chloride (0.8% NH4Cl, 0.1 mM EDTA diluted in water and 459 

buffered with KHCO3, pH= 7.2 - 7.6). Cells were centrifuged one more time and resuspended in 460 

HBSS (Thermo Fisher; catalog n° 14025092) supplemented with 2% v/v FBS. Cells engaged in a 461 

differentiation program were removed using antibodies against Lin+ (lineage positives) coupled 462 

to magnetic beads [anti-CD5, CD8, B220, Gr1, Mac (CD11b) (Pharmingen)]. Hematopoïetic Lin- 463 

progenitors were cultured in Stemspan medium supplemented with stem cell factor (SCF 464 

50ng/ml) and interleukin 3 and 6. The cell culture mediums and molecules used for hematopoietic 465 

progenitors were provided by Stemcell (see key resource table for references). 466 

 Hematopoïetic progenitors were transformed after infection with the supernatant of 467 

Platinum-E cells transfected with a pMSCVnéo-PML-RARα expressing PML-RARα WT or the 468 

indicated PML-RARα mutants, as described above. PML-RARα expressing cells were selected 469 

using 1,2mg/ml of G-418 diluted in the cell culture medium (Invivogen, catalog n°ant-gn-5). 470 

 471 

 Cells were treated with 1-10µM As2O3 (Sigma-Aldrich; catalog n° 01969), 10µM N-ethyl-472 

maleimide (Sigma-Aldrich; catalog n°E3876), 500µM H2O2 (Sigma-Aldrich; catalog n°516813), 2µM 473 

Methylarsonic acid (Greyhouse; catalog n°N-12922), 2µM cacodylic acid (Sigma-Aldrich; catalog 474 

n°C0125), 1µM antimony oxide (Sigma-Aldrich; catalog n°637173-100G) and 2µM ReAsH (Thermo 475 

Fisher; catalog n° T34562) when requested. 476 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12633012
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/14025092
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 477 

Western blot 478 

 Samples used for Western-blot analysis in non-reducing conditions were lysed in 479 

homemade Laemmli buffer, allowing the detection of intermolecular disulfide bond formation 480 

between PML monomers (200mM Tris pH 6,8, 8% SDS, 40% glycerol, 0,2% bromophenol blue), 481 

supplemented with 20mM N-ethyl-maleimide (Sigma-Aldrich; catalog n°E3876). To identify 482 

intermolecular dislufide-bonded PML, a part of these samples was supplemented with 50mM 483 

TCEP. The samples that were not used for the identification of intermolecular disulfide bonds 484 

were lysed in commercial Laemmli buffer (Sigma-Aldrich; catalog n° S3401). Samples were boiled 485 

at 95°C for 5 minutes prior to their loading on 4-12% NuPAGE bis-tris gels (Thermo Fisher, catalog 486 

n°NP0336) and transferred to nitrocellulose membranes (BioTrace Pall Laboratory; catalog n°732-487 

3031). Primary antibodies were incubated overnight at 4 °C and secondary antibodies 1 h at room 488 

temperature (RT). Antibodies used: anti-GFP (1/1000, Roche; catalog n°11814460001), anti-HA 489 

(1/1000, Covance; catalog n°MMS-101R-1000), anti-Actin (1/1000; Sigma-Aldrich; catalog 490 

n°A2066), anti-PML (1/1000, Merck Millipore; catalog n°MAB3738) Secondary antibodies from 491 

Jackson ImmunoResearch: anti-Mouse-HRP (1/5000, catalog n°115-035-062), anti-Rabbit-HRP 492 

(1/5000, catalog n°111-035-045). Proteins were detected using SuperSignal West Dura or Femto 493 

(ThermoFisher; catalog n°34076 and 34096), using Vilber Fusion-Fx (Vilber). 494 

 495 

Immunolabelling and microscopy analysis 496 

Cells were fixed with formalin 10% (Sigma-Aldrich; catalog n°HT501128) for 15 min and 497 

permeabilized in PBS 0.5% Triton x-100 (Sigma-Aldrich; catalog n°T9284) for 15 min. Incubation 498 

with primary or secondary antibodies was performed in PBS 0.5% Triton X-100 for 1h. DAPI was 499 

added with the secondary antibody (1µg/mL, Thermo Fisher ; catalog n° 62248). Primary 500 

antibodies: anti-GFP (1/1000, Roche; catalog n°11814460001), anti-HA (1/1000, Covance; catalog 501 

n°MMS-101R-1000), anti-SUMO2/3 (1/500, Cell Signaling Technologies; catalog n° 4971P). 502 

Secondary antibodies for confocal microscopy analysis : goat anti-mouse Alexa Fluor 488 (1/500, 503 

Jackson ImmunoReasearch; catalog n°115-545-003), goat anti-mouse rhodamine red-X (1/500, 504 
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Jackson ImmunoReasearch; catalog n°115-295-003). Secondary antibodies for STED analysis : 505 

goat anti-mouse STAR RED (1/250, Abberior; catalog n° STRED-1001). Image acquisitions were 506 

done by using a confocal microscope LSM 980 (Carl Zeiss Micro-Imaging) equipped with an 507 

Airyscan 2 super-resolution module using a x60 oil-immersion objective or by STED miscroscopy 508 

using an Axio Observer 7 (Carl Zeiss Micro-Imaging) equipped with a STEDYCON module 509 

(Abberior) using a x100 oil-immersion objective. 510 

Stably expressing HeLa cells were grown in culture plates or wells containing glass disks 511 

for 24h. The glass disks were transferred onto slides and washed twice with PBS. After fixation 512 

with 4% paraformaldehyde, the cells were permeabilized with 0.1% Triton X-100. Slides were 513 

blocked with 2% BSA in PBS, followed by incubation with anti-Flag antibodies (Sigma-Aldrich; 514 

catalog n° F1804) overnight at 4 °C. The next day, slides were washed thrice with PBS and 515 

incubated with fluorescent-labeled secondary antibodies (Abbkine; catalog n°A23210) at room 516 

temperature for 4 h and then washed thrice with PBS. Slides were mounted using DAPI 517 

Fluoromount-G (SouthernBiotech; catalog n°0100-20) and stored in the dark at 4 °C. The 518 

fluorescent signals were visualized under a Zeiss 510 confocal microscope (Carl Zeiss Micro-519 

Imaging).  520 

 521 

Time-lapse analysis of PML NB apparition in living MEF Pml KO right after stably 522 

expressing GFP-PML WT  523 

 MEFs Pml KO were plated in glass-bottom culture dishes (IBIDI; catalog n°  524 

81156) and transduced with the culture supernatant of Platinum-E cells transduced two days prior 525 

with a pMSCVpuro-GFP-PMLIII vector. To avoid medium evaporation during the acquisition, 1mL 526 

of anti-evaporation oil was added on top of the supernatant (IBIDI; catalog n°50051). The 527 

acquisition was performed on an Axio Observer video-microscope (Carl Zeiss Micro-Imaging) 528 

equipped with a thermostatic chamber (37°C, 5% CO2). Laser power [488nm, 1% laser power)] 529 

and exposure time (20ms) were set at minimum levels to avoid phototoxicity. Acquisitions were 530 

performed every 30 minutes on a 12,5µm Z section with a distance between two plans of 0,5µm. 531 

 532 
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Quantification of PML NB nucleation/fusion/fission events 533 

 Pml KO MEFs stably expressing GFP-PMLIII were plated in glass-bottom culture dishes 534 

(IBIDI; catalog n° 81156). Live acquisitions were performed on a spinning disk confocal microscope 535 

(Nikon Eclipse Ti, Nikon) equiped with a Coolsnap HQ2 high-sensitivity camera (Photometrics) and 536 

a thermostatic chamber (37°C, 5% CO2). Cells were imaged during two hours with a 488nm laser 537 

(10% laser power, 100ms exposure time). Acquisitions were performed every 30 seconds on a 538 

12,5µm Z section with a distance between two plans of 0,5µm. Quantification of the 539 

nucleation/fusion/fission events was performed using the FIJI software and are based on 540 

maximum Z projections of n=37 cells from four independent experiments. 541 

 542 

Analysis of PML dynamics at NBs using Fluorescence Recovery After 543 

Photobleaching (FRAP) 544 

 MEFs Pml KO stably expressing GFP-PMLIII, GFP-PML-RARα or the indicated B2 mutants 545 

were plated in glass-bottom culture dishes (IBIDI; catalog n° 81156). Live acquisitions were 546 

performed on a spinning disk confocal microscope (Nikon Eclipse Ti, Nikon) equipped with a 547 

Coolsnap HQ2 high-sensitivity camera (Photometrics) and a thermostatic chamber (37°C, 5% 548 

CO2). For GFP-PMLIII expressing cells, FRAP experiments were performed on regions of interest 549 

(ROI) with a diameter of 1µm, centered on a nuclear body. Imaging was performed with a 488nm 550 

laser (10% laser power, 100ms exposure time) and a x60 oil-immersion objective. For GFP-PML-551 

RARα expressing cells, FRAP experiments were performed on regions of interest (ROI) with a 552 

diameter of 2µm in the center of the nucleus. Imaging was performed with a 488nm laser (20% 553 

laser power, 100ms exposure time) and a x60 oil-immersion objective. Acquisitions were 554 

performed every 10 seconds on a 12,5µm Z section with a distance between two plans of 0,5µm. 555 

Three images were taken before photobleaching, 15 iterations were used to bleach the ROI. 556 

Fluorescence recovery was followed every 10 seconds for 30 minutes for GFP-PMLIII expressing 557 

cells and for 15 minutes for GFP-PML-RARα expressing cells. 558 

 Fluorescence recovery was analyzed using the FIJI software. For each photobleached 559 

nucleus, three ROI were determined: the first ROI (NB) refers to the photobleached area, the 560 
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second ROI (NUCLEUS) refers to the whole nucleus and the third ROI (BACKGROUND) refers to 561 

the background noise. For each studied nucleus, the relative fluorescent intensity (RFI) was 562 

calculated by a plugin following the following program (Sprague et al., 2004): 563 

1- Background correction was applied at every time point by calculating:  564 

NBcorrected (t) = (NB)(t) – (BACKGROUND)(t) 565 

NUCLEUScorrected (t) = (NUCLEUS)(t) – (BACKGROUND)(t) 566 

2- A double normalization was performed to account for global sample bleaching by 567 

calculating: 568 

RFI(t) = [(NUCLEUS)pre-bleaching/(NB)pre-bleaching] * (NBcorrected (t)/ NUCLEUScorrected (t)) 569 

with (NUCLEUS)pre-bleaching = mean[(NUCLEUS)(t)] from t0 to tbleaching 570 

and (NB)pre-bleaching = mean[(NB)(t)] from t0 to tbleaching 571 

We assessed that PML recovery was independent of the size of the bleached area by 572 

testing several sizes of photobleached areas , showing that interactions between PML proteins at 573 

the shell have a predominant role over free diffusion. Then every RFI curve was fitted to an 574 

y=A*[1−exp(−B/τ)] model where y is the fluorescence intensity, A the plateau of the intensity 575 

(mobile fraction), B the time in seconds and τ the half-recovery time (t(1/2)). Experimental data 576 

with a determination coefficient (R²) inferior to 0,6 upon fitting to this model were not conserved 577 

for further analysis.  578 

 579 

Evaluation of the effective viscosity of PML NBs 580 

 The magnitude of the effective viscosity of the PML NBs was estimated by quantifying the 581 

time required for two NBs to relax in a spherical structure during a fusion event. The relaxation 582 

time during a fusion event was quantified by measuring the long axis of the two condensates from 583 

the beginning of the fusion and was plotted as a function of time for n=21 NBs from three 584 

independent experiments. For each NB, the curve (size of the long axis/t) was fitted to an 585 

exponential model, which allowed us to extract a characteristic fusion time (Fig. 1.C.). We 586 

repeated this process on several NBs with different sizes and determined the size of the NB after 587 
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fusion (L) and the relaxation time (τ) for each fusion event. The fusion time increases with the NB 588 

diameter and follows approximately a linear tendency as observed for simple liquids. The slope 589 

of this curve can be interpreted as the capillary velocity (γ/η), where γ represents the surface 590 

tension and η the effective viscosity (which tends to oppose fusion). We can evaluate the 591 

magnitude of the surface tension of NB by calculating γ ~ kT/(a²) where kT is the thermal energy 592 

and a is the typical size of a PML protein. Assuming γ ~ 10µN/m (Garcia-Jove Navarro et al., 2019), 593 

we can therefore estimate that PML NB has an effective viscosity of about 103Pa.s. This 594 

measurement is coherent with what has been described for other nuclear bodies such as the 595 

nucleolus (2. 103Pa.s) (Brangwynne et al., 2011) or nuclear speckle (103Pa.s) (Kim et al., 2019). 596 

 597 

Evolutionary conservation of PML B2 598 

 Human PML B2 amino acid sequence was extracted from the NCBI databank 599 

(NP_150241.2). We compared this sequence to the following sequences: Macaca mulatta 600 

(NP_001035899.1), Mus musculus (NP_835188.2), Molossus molossus (XP_036113734.1), Gallus 601 

gallus (XP_004943755.1), Chrysemys picta bellii (XP_042707508.1). The study of amino acid 602 

conservation was performed using the ClustalW2 software (Madeira et al., 2022). 603 

 604 

Quantification of PML NB numbers 605 

 PML NB quantification was performed on confocal images of Pml KO MEFs stably 606 

expressing GFP-PMLIII WT or the indicated B2 mutants. PML NB quantification was analyzed on 607 

the FIJI software on Z projections (sum of intensities). For each cell line, PML NBs were quantified 608 

from three independent experiments generated from three independent passages. For each 609 

experiment, every PML NBs were counted in 50-300 cells. 610 

 611 

Protein expression and purification 612 

The DNA sequence of human PML B2 domain was inserted into a modified pRSFDuet-1 613 
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vector (Novagen) with an N-terminal MBP tag using ClonExpress® II one-step Cloning Kit (Vazyme). 614 

Point mutations were generated with the Fast Mutagenesis System (TransGen Bioteck). 615 

Recombinant plasmids were transformed into Escherichia coli Rosetta (DE3) cells (Novagen) for 616 

protein expression. 0.2 mM IPTG was added into the culture to induce expression of the 617 

recombinant proteins at 18 ºC for 16 hours. The cells were harvested by centrifugation (5000 rpm, 618 

8 min), resuspended in a buffer containing (20 mM Tris-HCl pH8.0, 300 mM NaCl, 5% glycerol, 0.3 619 

mM TCEP, 1 mM PMSF), and lysed using a cell disruptor (JNBIO). Cell debris were removed by 620 

centrifugation and the lysate was loaded onto a pre-equilibrated amylose resin column (NEB). The 621 

column was first washed with 5 column volume lysis buffer and MBP-B2 protein was eluted with 622 

a buffer containing 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 5% glycerol, 0.3 mM TCEP, 10 mM 623 

maltose. Eluted protein was concentrated to around 20 mg/mL and further purified on a Superdex 624 

200 increase gel filtration column (Cytiva) in a buffer containing 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 mM 625 

NaCl, 0.3 mM TCEP. Peak fractions corresponding to MBP-B2 were pooled and concentrated to 15 626 

mg/mL for crystallization. 627 

 628 

Crystallization and data collection 629 

Crystals of WT MBP-B2 were grown with 24-well plates using the hanging drop vapor 630 

diffusion method by mixing 1.2 µL protein (15 mg/mL) with 1.2 µL crystallization buffer containing 631 

100 mM MES pH 6.5, 250 mM potassium acetate, 22 % (w/v) PEG 3350. Crystals grew to full size 632 

after incubation at 16 °C for 1 week. MBP-B2 C213A and A216V mutant proteins were crystalized 633 

in the same condition. Before X-ray diffraction, crystals were cryo-protected with the reservoir 634 

solution supplemented with 25% glycerol and were flash-cooled into liquid nitrogen. Diffraction 635 

data were collected at Beamline station BL19U1 of Shanghai Synchrotron Radiation Facility (SSRF, 636 

Shanghai, China).  637 

 638 

Structure determination and refinement 639 

The diffraction data were integrated and scaled using XDS and the CCP4 program Pointless 640 

and Aimless (Evans and Murshudov, 2013; Kabsch, 2010; Winn et al., 2011). The structure of MBP-641 
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B2 was determined by molecular replacement using the MBP structure from PDB 1ANF as an initial 642 

searching model with Phaser (McCoy et al., 2007). The structural model was built using Coot 643 

(Emsley and Cowtan, 2004) and refined using PHENIX (Liebschner et al., 2019). The structure of 644 

MBP-B2 C213A and A216V was determined using WT MBP-B2 structure as the initial search 645 

model. Figures were generated using PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 646 

Schrödinger, LLC). The statistics of the data collection and refinement are shown in Table 4. The 647 

B2 trimer model was generated with Alphafold 2 (Jumper et al., 2021). 648 

 649 

SEC-MALS analysis 650 

SEC-MALS were performed using a Superdex 200 increase column (Cytiva) combined with 651 

multi-angle laser light scattering using a Wyatt HELEOS-II 18-angle photometer coupled to a 652 

Wyatt Optilab rEX differential refractometer (Wyatt Technology Corp). The experiments were 653 

carried out at room temperature with a protein concentration of 2.0 mg/mL and a flow rate of 654 

0.5 mL/min in 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 mM NaCl, 0.3 mM TCEP. The data were analyzed using 655 

the ASTRA 6.1 software (Wyatt). The molecular mass was determined across the protein elution 656 

peak. 657 

 658 

LC-ICP MS Analysis 659 

The purified recombinant proteins were diluted with 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) at a 660 

final concentration of 0.0175mM and then incubated with 5 μM As2O3 for 10 min at 4 °C. A 20 µL 661 

aliquot of a sample solution was applied to a gel filtration column (Shodex Asahipak GS-220 HQ), 662 

and eluted with 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4 at 30 °C) at the flow rate of 0.8 mL/min. Arsenic  663 

(m/z 75) was monitored with an Agilent 8800 ICP MS (Agilent Technologies, Inc., Japan) 664 

(Naranmandura and Suzuki, 2008). Online ICP MS data were processed with software developed 665 

in-house. 666 

  667 
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Fig. 1. PML NBs display hallmarks of LLPS and switch from liquid-like to 855 

gel-like features upon ATO 856 

A. STED analysis of a spherical core-shell PML NB. PML assembles to form the shell of the NB. Scale 857 
bar : 1µm.  858 

B. Representative time-lapse analysis of PML NB apparition in living MEF Pml KO right after stably 859 
expressing GFP-PML WT and showing that PML segregates in a dot with increased intensity from 860 
a diffuse fraction. The white circle indicates the nucleus. Time interval between two images : 2h30, 861 
scale bar : 5µm. 862 

C. PML NBs undergo fusion with spherical relaxation, similar to liquid-like droplets (left). 863 
Representative time-lapse analysis of MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT, and 864 
quantification of PML NBs effective viscosity (right). Scale bar : 1µm. The results are expressed as 865 
the mean value of n=21 fusion events from N=21 cells from three independent experiments ± SD. 866 

D. Quantification of PML NBs nucleation, fusion and fission events over one hour. The results are 867 
expressed as the mean value of n=37 cells from five independent experiments ± SD. 868 

E. FRAP analyses of GFP-PML WT dynamics at NBs in control (black) or ATO-treated MEFs (1µM, 869 
30mn, dark blue), indicating liquid-to gel-like transition upon ATO. The results are expressed as 870 
the mean value of over n=20 NBs, each from an individual cell, from over five independent 871 
experiments ± SD. The immobile fraction of GFP-PML WT at NBs, calculated by fitting experimental 872 
values to an exponential model, is indicated as a percentage of the total relative fluorescence 873 
intensity (R.F.I.) on the right. The half recovery time of GFP-PML WT in control conditions is also 874 
displayed. 875 

F. Confocal microscopy analysis of PML NB formation in MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT 876 
or GFP-PML-RARA WT treated with 1µM of ATO for 1h. Scale bar : 5µm. 877 

G. STED analysis of incomplete PML NB fusion upon ATO, forming bead strings. Scale bar : 1µm. 878 

H. Comparison between GFP-PML WT and GFP-PML-RARA WT dynamics at NBs by FRAP. PML-RARA 879 
oncoprotein displays an increased dynamic exchange at NBs (green) in comparison to the GFP-880 
PML WT (black). ATO treatment (1µM, 30mn), induces a liquid-to gel-like transition of GFP-PML-881 
RARA WT (purple), resembling GFP-PML WT dynamics. The results are expressed as the mean 882 
value of over n=20 NBs, each from an individual cell, from over five independent experiments ± 883 
SD. 884 

 885 

Fig. 2. PML NB assembly depends on a reactive cysteine in B2 zinc finger 886 

domain, but not inter-molecular disulfide bonds 887 

A. Confocal microscopy analysis of PML NB formation upon cysteine alkylation with NEM (N-ethyl-888 
maleimide 10µM, 1h) or ATO (1µM, 1h) used alone or in combination after a 30mn pre-treatment, 889 
in MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT. Scale bar : 5µm. 890 

B. Western blot analysis of PML disulfide bond formation in MEF Pml KO stably expressing wild-type 891 
or the indicated HA-PML mutants upon oxidative stress induced by ATO (10µM, 1h) or H2O2 892 
(500µM, 1h), showing C213 and C389 are responsible for intermolecular disulfide bonds 893 
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formation. The brackets on the left side of the blot respectively indicate PML monomer, PML 894 
conjugated with SUMO and disulfide-bonded PML. The numbers on the right side represent the 895 
molecular weight ladder. Blue arrows point to the disulfide bonded PML. 896 

C. Confocal microscopy analysis of PML NBs upon ATO (1µM, 1h) or H2O2 (500µM, 1h) stress in MEF 897 
Pml KO stably expressing wild-type or the indicated HA-PML mutants, revealing that C213S but 898 
not C389S is required for proper NB assembly and ATO-induced PML NB formation. Scale bar : 899 
5µm. 900 

 901 

Fig. 3. Uncovering PML B2 structure 902 

A. Conservation of PML B2 box through evolution. The top part indicates the position of the two zinc 903 
fingers intertwined in a cross-brace. The highly conserved amino acids implicated in Zn 904 
coordination are highlighted in black bold font. The free cysteine in position 213, which is not 905 
involved in zinc coordination is highlighted in blue bold font. The secondary structures of PML B2-906 
box are shown under the sequence. An arrow is used to highlight a beta-sheet while the loop 907 
indicates the α-helix. A star highlights all the evolutionary conserved amino acids and the highly 908 
conserved sequence of PML B2 box is highlighted in the blue box. The bottom part is a summary 909 
of the published mutations in the B2 box of PML-RARA in therapy-resistant APL patients. 910 

B. Crystal structure of PML B2 monomer shown in a cartoon representation. PML B2 folds around 911 
two zinc fingers organized in a cross-brace. The C3H1 zinc coordination leaves the C213 free to 912 
interact with the substrate. The α-helix formed by amino-acids C213-L218 exposes C213 towards 913 
the outside of the structure. The Zn ions are shown in sphere representation and the C213 is 914 
highlighted in blue bold font. 915 

C.  (Left) Composite omit map contoured at 2 σ of a segment from PML B2 near Zinc finger 1 at 2.1 916 
Å. C213 appears as a free cysteine (highlighted in blue bold font). (Right) Composite omit map 917 
contoured at 2 σ of a segment from PML B2 near Zinc finger 2 at 2.1 Å. C227, not D219, is 918 
coordinating Zn2. Zinc ions are shown as spheres. 919 

 920 

Fig. 4. PML B2 α-helix controls PML assembly and dynamics  921 

A. Defective NB assembly with PML B2 mutants revealed by confocal microscopy analysis of MEF Pml 922 
KO stably expressing wild-type or the indicated GFP-PML mutants. Scale bar : 5µm. Evolutionary 923 
conserved amino acids are underlined in blue. Amino acids involved in zinc coordination are 924 
highlighted in black bold font. The secondary structures of PML B2-box are shown above of the 925 
sequence. An arrow is used to highlight a beta-sheet while the loop indicates the α-helix. The free 926 
cysteine in position 213, which is not involved in zinc coordination is highlighted in blue bold font. 927 
The black lines indicate the position of the mutated amino acids. 928 

B. FRAP analysis of GFP-PML B2 mutants (blue) dynamics at NBs revealing differences between 929 
mutants harboring discrete mutations disrupting the zinc finger or mutations on the α-helix, in 930 
comparison to GFP-PML WT (black). The results are expressed as the mean value of over n=20 NBs 931 
each from an individual cell, from over three independent experiments ± SD. The immobile 932 
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fraction of GFP-PML at NBs, calculated by fitting experimental values to an exponential model, is 933 
indicated as a percentage of the total relative fluorescence intensity on the right.  934 

C. Comparative plot of half maximal recovery time (left) and immobile fraction (right) of wild type 935 
and B2 mutants harboring discrete mutations on the α-helix (blue) or mutations disrupting the 936 
zinc finger (green). The results are expressed as the mean value of over n=20 NBs each from an 937 
individual cell, from over three independent experiments ± SD. On the graph, each grey dot 938 
represents an individual NB and statistical significance is calculated in comparison to the GFP-PML 939 
WT. n.s.: not statistically significant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Mann-Whitney test.  940 

D. Superposition of WT PML B2 crystal structure (cyan) with C213A/A216V double mutant B2 crystal 941 
structure (orange) showing that these mutations on the B2 α-helix do not disrupt the 3D 942 
conformation. Residues around α1 are displayed.  943 

 944 

Fig. 5. PML B2 can mediate PML trimerization 945 

A. Modelling of PML B2 trimer. B2 monomers are colored in green, grey and pink. The colored α1, 946 
α2 and α3 refer to the α-helix of each B2 monomer. The letters indicated in exponent for each 947 
amino acid refer to their affiliation to a monomer : a amino acids correspond to the green 948 
monomer, b amino acids refer to the pink monomer, c amino acids refer to the grey monomer. 949 

B. Close-up view of PML B2 trimer model showing hydrophobic interactions between the α-helixes. 950 
The amino acids involved in the hydrophobic interactions are highlighted in blue bold font. The 951 
hydrophobic interactions are represented as dash lines. The distance between the hydrophobic 952 
amino acids is indicated in Å.  953 

C. SEC-MALs analysis showing that PML B2 exists as a mixture of monomeric, dimeric and trimeric 954 
forms (top). The mutation of C213 induces a shift towards monomeric and dimeric assembly 955 
(bottom) (0.3 mM TCEP MBP-B2 (MW 46.2 kDa, 2mg/ml)  956 

D. Point mutations targeting the amino acids predicted to mediate trimerization of the B2 domain 957 
alter PML NB formation. Confocal microscopy analysis of PML NBs formation in MEF Pml KO stably 958 
expressing wild-type or the indicated GFP-PML mutants. Scale bar : 5μm. 959 

E. Quantification of NB formation in the PML WT or B2 mutants. The results are expressed as the 960 
mean value of three independent experiments ± SD. Each dot represents the quantification of the 961 
numbers of NBs in 50-300 cells in an independent experiment. 962 

F. PML assembles in filaments upon reinforcement of the hydrophobicity of the amino acid in 963 
position 218 (GFP-PML L218F) (left). Scale bar : 5μm. FRAP analysis of the exchange rates at 964 
filaments of GFP-PML L218F mutant (blue) in comparison to GFP-PML WT (black) (right). The 965 
results are expressed as the mean value of over n=20 NBs each from an individual cell, from over 966 
three independent experiments ± SD. The blue arrow points to the decreased mobility of the 967 
mutant GFP-PML L218F protein at filaments. 968 

 969 

Fig. 6. ATO binding to B2 trimer is responsible for ATO-induced phase 970 

transition 971 
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A. Modelling of PML B2 trimer assembled around an arsenic atom. The key C213 (highlighted in blue 972 
bold font) is organized in a triad in the very center of the PML B2 helix trimer. At a 180° angle from 973 
C213, L217 coordinates the trimer. ATO is shown as an orange sphere. The distance between the 974 
C213 residues of the B2 monomers (highlighted in bold blue font) is coherent with ATO binding. 975 
The predicted distance between the arsenic atom and C213 is 2.7 Å. 976 

B. Trivalent metalloid oxides are responsible for the liquid-like to gel-like transition of PML NBs. FRAP 977 
analyses of PML dynamics at NBs in MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT in untreated cells 978 
(black), or cells treated with the trivalent metalloid oxides ATO (1µM, 30mn, dark blue) and STO 979 
(1µM, 30mn, dark green) indicating liquid-like to gel-like transition upon treatment. In contrast, 980 
divalent arsenic (MMA, 1µM, 30mn, light blue) does not induce a phase transition. The results are 981 
expressed as the mean value of over n=20 NBs, each from an individual cell, from over three 982 
independent experiments ± SD. 983 

C. Defective NB assembly upon ATO (1μM, 1h) with PML B2 mutants revealed by confocal microscopy 984 
analysis of MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT or the indicated mutants. Scale bar : 5μm. 985 

D. FRAP analysis of GFP-PML B2 mutants dynamics at NBs in control (black) or ATO-treated MEFs 986 
(1µM, 30mn, blue) Pml KO stably expressing the various PML mutants, The results are expressed 987 
as the mean value of over n=20 NBs, each from an individual cell, from over three independent 988 
experiments ± SD. The immobile fraction of GFP-PML at NBs, calculated by fitting experimental 989 
values to an exponential model, is indicated as a percentage of the total relative fluorescence 990 
intensity on the right.  991 

E. Western blot analysis of PML sumoylation defect in MEF Pml KO stably expressing mutant GFP-992 
PML in basal conditions and upon ATO (1μM, 1h). 993 

F. NBs generated by B2 α-helix mutants no longer bind red fluorescent arsenic (ReAsH). 994 
Representative airyscan image of ReAsH colocalization to NBs in MEF Pml KO stably expressing 995 
GFP-PML WT or the indicated mutants. Scale bar :1μm. 996 

G. Confocal microscopy analysis of NB formation in MEF Pml KO stably expressing various PML C213 997 
mutants. Scale bar : 5μm. 998 

H. C213V mutation does not impact PML dynamics at NBs but abrogates arsenic-induced liquid to 999 
gel-like transition, as revealed by FRAP analysis of PML at NBs in MEF Pml KO stably expressing 1000 
GFP-PML C213V, upon ATO (1μM, 30mn, blue) when compared to untreated cells (black). The 1001 
results are expressed as the mean value of over n=20 NBs, each from an individual cell, from over 1002 
three independent experiments ± SD. The immobile fraction of GFP-PML at NBs, calculated by 1003 
fitting experimental values to an exponential model, is indicated as a percentage of the total 1004 
relative fluorescence intensity on the right. 1005 

I. All C213 mutants are insensible to ATO-induced hypersumoylation. Western blot analysis of PML 1006 
sumoylation in MEF Pml KO stably expressing various GFP-PML C213 mutants treated or not with 1007 
ATO (1μM, 1h). 1008 

J. PML NB formation upon cysteine alkylation with NEM (N-Ethyl-maleimide 10μM, 1h) in MEF Pml 1009 
KO stably expressing wild-type or the indicated GFP-PML mutants showing that C213 is the primary 1010 
cysteine regulating PML NB assembly. 1011 

K. A model of PML NB liquid to gel-like transition upon ATO. PML NBs can transition from liquid to 1012 
gel like structure. The correct trimerization of PML B2, regroups three C213 in the center of the 1013 
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structure. This C213 triad is responsible for PML stereo-selectivity to arsenic and gel-like transition. 1014 
On the scheme the asterisk represents C213 modification. 1015 

 1016 

Fig. 7. PML B2 trimer is responsible for PML-RARA sensitivity to ATO. 1017 

A. Confocal microscopy analysis of PML (endogenous) and PML-RARA distribution in the nucleus 1018 
showing that PML-RARA needs C213 for the recruitment of endogenous PML to microdots and 1019 
arsenic-induced NB-reassembly from the oncogenic chimeric proteins. Experiments were 1020 
performed in Lin- hematopoietic progenitors stably expressing PML-RARA WT or the indicated 1021 
mutants. Scale bar : 5µm. 1022 

B. FRAP analysis of GFP-PML-RARA dynamics at microdots in MEF Pml KO stably expressing GFP-PML-1023 
RARA WT (black) or GFP-PML-RARA C213V (light green) showing a reduction of mobility after 1024 
increasing B2 α-helix hydrophobic interactions. 1025 

C. FRAP analysis of GFP-PML-RARA dynamics at microdots in MEF Pml KO stably expressing GFP-PML-1026 
RARA C213V in untreated (light green) or ATO-treated cells (1µM, 30mn, dark green), showing 1027 
insensitivity to ATO. 1028 

D. Western blot analysis of PML-RARA sumoylation in Lin- hematopoietic progenitors stably 1029 
expressing PML-RARA WT, PML-RARA C213S or PML-RARA C213V in basal conditions and upon 1030 
ATO (1μM, 30mn). The blue arrow indicates ATO-induced hypersumoylation 1031 

E. PML-RARA mutation on C213 blocks ATO-induced loss of clonogenic activity. Mouse 1032 
hematopoïetic progenitors were transformed by PML-RARA WT or PML-RARA C213V 1033 
overexpression and propagated in methylcellulose cultures upon ATO treatment (0,3µM, 1week, 1034 
green bars). Treated cells were then regrown without further drug exposure (red bars). 1035 

 1036 

Supplementary Fig. S1. (Movie) 1037 

Representative fusion event between two NBs in living MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT. Time 1038 
between frames : 30 sec. 1039 

Supplementary Fig. S2. (Movie) 1040 

Representative incomplete fusion events between two NBs in response to ATO (1µM), forming bead 1041 
strings, in living MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT. Time between frames : 30 sec. 1042 

 1043 

Supplementary Fig. S3.  1044 

A. Quantification of the increase in PML nucleoplasmic fraction in living MEF Pml KO right after stably 1045 
expressing GFP-PML WT, expressed as the mean of absolute fluorescence intensity of n=19 cells 1046 
from two independent experiments ± SEM. The black line corresponds to the fit of experimental 1047 
data to an exponential model. 1048 
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B. FRAP analysis of progressive liquid-to-gel like transition of PML NBs upon ATO treatment on MEF 1049 
Pml KO expressing GFP-PML WT. PML dynamics at NBs are not modified by a 10 minute (red) or 1050 
20 minute treatment (green) with ATO, in comparison to control (black). The liquid-like to gel-like 1051 
transition is reached after thirty minutes of treatment (dark blue). The results are expressed as 1052 
the mean value of over n=14 samples ± SD each from an individual cell, from over three 1053 
independent experiments ± SD. 1054 

 1055 

Supplementary Fig. S4.  1056 

A. Crystal structure of MBP PML-Box2 (B2) fusion protein. B2 (cyan) interacts with the MBP it fused 1057 
to by forming an anti-parallel beta sheet (B2 β1, β2 with MBP β8, β7). B2 also packs against a 1058 
neighboring MBP molecule in the crystal (MBP’) through α1 residues L217, L218.  MBP β8, β7 are 1059 
colored deep green, MBP regions interacting with B2 α1 is colored light pink. Zinc atoms are 1060 
depicted as grey spheres.  1061 

B. Close up view of the interface between MBP β8 (deep green) and B2 β1 (cyan) which is mediated 1062 
by hydrogen bonding (dashed lines) between main chain atoms from MBP G176, Y178 and I180 1063 
with those from C-terminus. 1064 

C. Detailed analysis of the interface between B2 α1 with a neighboring MBP molecule. L217 and L218 1065 
of B2 insert into a hydrophobic pocket formed by a group of MBP residues shown as sticks.  1066 

D. Ribbon representation of PML B2 from the residues coordinating Zinc atoms (Zn1, Zn2) are shown 1067 
as sticks. D219 side chain is also displayed. N: N-terminus; C: C-terminus. C227 is highlighted in 1068 
bold font. 1069 

E. Ribbon diagram of PML B2 from Alpha fold 2 (AF2) prediction. Residues coordinating Zinc atoms 1070 
(Zn1, Zn2) are shown as sticks. C227 side chain is also displayed. Semi-transparent spheres are 1071 
modelled Zinc atoms as they are not presented in the predicted structure. D219, not C227, is 1072 
coordinating Zn2. D219 is highlighted in bold font. N: N-terminus; C: C-terminus. 1073 

F. Ribbon schematic of Trim5α B2 structure from PDB 5IEA. Zinc coordinating residues are displayed 1074 
as sticks. Trim5α B2 protein structure resembles the AF2 predicted PML B2 structure. N: N-1075 
terminus; C: C-terminus. 1076 

G. Sequence alignment of the B2 domain of PML, TRIM5α and TRIM28 showing that the conserved 1077 
sequence in PML B2 is not conserved among the TRIM family (blue box). The conserved amino 1078 
acids involved in zinc coordination are highlighted in yellow and those not conserved are higlighted 1079 
in green boxes. 1080 

H. Composite omit map contoured at 2.0 σ of a segment from PML B2 A216V-C213A double mutant 1081 
near Zinc finger 1 at 2.5 Å. 1082 

 1083 

Supplementary Fig. S5.  1084 

A. Quantification of NB formation in PML C212S and C213S mutants. The results are expressed as the 1085 
mean value of three independent experiments ± SD. Each dot represents the quantification of the 1086 
numbers of NBs in 50-300 cells in an independent experiment. 1087 
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B. FRAP analysis of GFP-PML A216G (blue) at NBs revealing differences in PML dynamics at NBs in 1088 
comparison to GFP-PML WT (black). The results are expressed as the mean value of over n=20 NBs 1089 
each from an individual cell, from over three independent experiments ± SD. The immobile 1090 
fraction of GFP-PML at NBs, calculated by fitting experimental values to an exponential model, is 1091 
indicated as a percentage of the total relative fluorescence intensity on the right. 1092 

C. PML also assembles in filaments upon reinforcement of the hydrophobicity of the B2 α-helix by 1093 
substituting L218 by a tyrosine. Confocal microscopy analysis of HeLa cells stably expressing FLAG-1094 
PML L218Y. Scale bar : 5µm.  1095 

D. Confocal microscopy analysis of ATO effect in MEF Pml KO stably expressing GFP-PML L218F upon 1096 
ATO treatment (1µM, 1h) reveals that PML filaments are ATO-insensitive. Scale bar : 5µm. 1097 

E. Mutations next to amino-acids coordinating trimeric assembly of the B2 domain does not abrogate 1098 
NB formation, as revealed by confocal microscopy analysis of MEF Pml KO stably expressing GFP-1099 
PML Y203A mutant. Scale bar : 5µm. 1100 

 1101 

Supplementary Fig. S6. 1102 

A. Ribbon diagram of PML B2 from Alpha fold 2 (AF2) prediction modelled as a PML B2 trimer showing 1103 
that L217 is located at a 180° angle from C213. Arsenic is shown as an orange sphere. The distance 1104 
between the arsenic atom and C213 is 2.7 Å. 1105 

B. Surface representation of modelled B2 trimer. B2 monomers are colored in green, grey, and pink. 1106 
Arsenic is shown as an orange sphere in the center of the trimer. 1107 

C. ATO-induced PML NB formation can be mimicked by other trivalent metalloid oxides like STO  as 1108 
revealed by confocal microscopy analysis of MEF Pml KO stably expressing HA-PML WT upon ATO 1109 
or STO treatment (1µM, 1h). Scale bar : 5µm. 1110 

D. ATO-induced PML hyper-sumoylation can be mimicked by other trivalent metalloid oxides like STO 1111 
as revealed by Western blot analysis of PML sumoylation in MEF Pml KO stably expressing HA-PML 1112 
WT upon ATO or STO treatment (1µM, 1h). 1113 

E. FRAP analysis of the GFP-PML C189S mutant dynamics at NBs in control (black) or ATO-treated 1114 
MEFs (1µM, 30mn, dark blue), The results are expressed as the mean value of over n=20 NBs, each 1115 
from an individual cell, from over three independent experiments ± SD. The immobile fraction of 1116 
GFP-PML at NBs, calculated by fitting experimental values to an exponential model, is indicated as 1117 
a percentage of the total relative fluorescence intensity on the right. 1118 

F. FRAP analysis of the GFP-PML A216V mutant dynamics at NBs in control (black) or ATO-treated 1119 
MEFs (1µM, 30mn, dark blue) showing partial sensitivity to the drug, The results are expressed as 1120 
the mean value of over n=20 NBs, each from an individual cell, from over three independent 1121 
experiments ± SD. The immobile fraction of GFP-PML at NBs, calculated by fitting experimental 1122 
values to an exponential model, is indicated as a percentage of the total relative fluorescence 1123 
intensity on the right. 1124 

G. Confocal microscopy analysis of MEF Pml KO stably expressing GFP-PML WT showing the 1125 
irreversibility of ATO effect on NB formation. MEF cells were treated with ATO (1µM, 30mn). ATO 1126 
was then removed for 1 or 4h. SUMO2/3 colocalisation to NBs is also displayed. Scale bar : 5µm. 1127 
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Supplementary Figure S1: Movie 

Supplementary Figure S2: Movie 
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Résultats supplémentaires 
Bio-ingénierie des corps PML artificiels 
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INTRODUCTION 
Les corps nucléaires PML sont des structures complexes dont la dynamique et la 

composition sont difficiles à manipuler in cellulo. Dans l’étude d’autres organelles sans 

membranes comme le nucléole ou les paraspeckles, des approches ascendantes ont été 

développées afin de contourner cette problématique. Elles visent à recréer un modèle d’étude 

simplifié permettant d’étudier les différentes propriétés des condensats biomoléculaires. 

 Des approches in vitro utilisant des protéines chimériques ont permis d’identifier le rôle 

des domaines structurés et des domaines intrinsèquement désordonnés ou de faible complexité 

dans l’assemblage de condensats biomoléculaires par LLPS (Banani et al., 2016; Li et al., 2012; Lin 

et al., 2017; Uversky, 2017). Cependant l’impossibilité d’étudier des protéines PML purifiées du 

fait de la complexité de leur domaine RBCC et l’échec de la purification des CNP en raison de leur 

insolubilité ont empêché le développement de ces approches. De plus, ces approches ne 

récapitulent pas l’environnement complexe de la cellule. Le développement de nouveaux outils 

permettant de créer des CNP artificiels constitue un axe de recherche prometteur, 

complémentaire aux études traditionnelles de biologie cellulaire. 

 Récemment différentes stratégies visant à recréer des condensats biomoléculaires 

artificiels qui s’assemblent selon un processus de LLPS ont été développées en utilisant des 

protéines connues pour multimériser. Le laboratoire de Zoher Gueroui (département de chimie 

de l’Ecole Normale Supérieure, Paris) a mis au point un système permettant la formation de 

granules artificielles (arti-granules). La stratégie a consisté à construire un échafaudage protéique 

multivalent interagissant avec une faible affinité par homo-dimérisation (constante de 

dissociation (KD) de l’ordre du µM). Un premier choix d'échafaudage consiste à fusionner 

l'apoferritine à la protéine FKBPF36M. L’apoferritine a la capacité de former une nano-cage 

protéique constituée de 24 monomères. La protéine FKBPF36M est un mutant de la protéine de 

FKBP (FK506 binding protein). La substitution de la phénylalanine en position 36 par une 

méthionine conduit à la formation de dimères de FKBPF36M qui peuvent être dissociés par la liaison 

de son ligand : le FK506. La protéine d’échafaudage apoferritine-FKBPF36M est nommée Fm. 

L'expression de cet échafaudage au sein de cellules de mammifères conduit à leur assemblage en 
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condensats qui récapitulent les propriétés de séparations de phase liquide-liquide (Garcia-Jove 

Navarro et al., 2019). Ce modèle a déjà été utilisé dans le cadre de l’étude de granules 

ribonucléoprotéiques artificielles pour quantifier l'effet de l'ARN sur la régulation de leur 

formation, de leur composition et de leur morphologie (Cochard et al., 2022; Garcia-Jove Navarro 

et al., 2019). 

Un intérêt de ce système réside dans la possibilité d'ajouter aux cellules la molécule FK506, 

qui se lie aux domaines Fm. Une fois ajouté au milieu de culture, le FK506 entre en compétition 

avec l’interaction Fm-Fm induisant la dissolution des granules (Garcia-Jove Navarro et al., 2019). 

Ce système permet donc la formation programmable de condensats artificiels à partir de 

l’assemblage par LLPS du domaine Fm. 

Le but de ce projet est d’adapter ce système à l’étude des corps nucléaires PML afin 

d’étudier le rôle du LLPS dans leur assemblage, la modulation de leur composition et leur fonction 

de SUMOylation des protéines partenaires. Les propriétés initialement recherchées pour les corps 

artificiels devront idéalement répondre aux critères suivants : 

1. Les corps PML artificiels (corps arti-PML) que nous génèrerons devront récapituler les 

propriétés biochimiques connues des CNP naturels (formation de corps micrométriques, 

structure cœur-coque avec une épaisseur constante, capacité à recruter la machinerie de 

SUMOylation, capacité à SUMOyler PML et les protéines partenaires). Nous pourrons 

contrôler leur assemblage et leur désassemblage en réponse à un stimulus chimique 

(FK506). Ce contrôle temporel permettra ainsi d'étudier des situations où nous pourrons 

suivre les conséquences de la présence ou de l'absence de phases condensées de PML 

PML. 

2. La modification de la valence des échafaudages protéiques (augmentation de 5 répétitions 

Fm à 10 par exemple) pourra permettre de moduler la dynamique d'échange entre la 

phase assemblée en corps et la phase diluée, et ainsi d'obtenir des arti-PML de type liquide 

(dynamique d'échange rapide, comme le GFP-PMLWT décrit dans les résultats principaux) 

ou gel (dynamique d'échange faible, comme en réponse à l’ATO). 
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3. La modification des propriétés biophysiques des arti-PML permettra potentiellement 

d'examiner deux aspects difficiles à étudier à partir de CNP naturels. 1) Établir un lien 

causal entre propriétés biophysiques des CNP et leurs fonctions biochimiques 

(SUMOylation), 2) Générer des corps PML artificiels présentant des caractéristiques de 

type gel en absence d’arsenic pour éviter les effets multiples du stress oxydant. 
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RESULTATS 
 La première partie de ce projet a consisté à produire une preuve de concept avec le 

système arti-PML dans une lignée cellulaire HeLa sauvages. Cette partie a été réalisée par le 

laboratoire du Dr. Zoher Gueroui. Je suis intervenu sur l’étude de la distribution des corps arti-

PML par microscopie confocale et l’analyse de la SUMOylation des protéines PMLC57-60A et 5xFm-

PMLC57-60A par Western blot. 

L’ADN codant pour une protéine PML (isoforme III) mutée sur le domaine RING (C57-60A) 

qui est incapable de former des CNP et d’être SUMOylée (Wang et al., 2018) a été fusionnée au 

niveau de la partie C-terminale de cinq répétitions du domaine Fm (Nter-5xFm-PMLC57-60A – Cter) 

(Figure 24.A.). Cet ADN code pour une protéine de fusion 5xFm-PMLC57-60A.  La protéine Fm a la 

capacité de former des homo-multimères par l’établissement de liaisons faibles, avec un KD de 

l’ordre du micro-molaire. La transfection de ce plasmide en lignées cellulaires permet de former 

des corps artificiels, sur une échelle de temps de 6 à 12h post-transfection, dont l’assemblage est 

permis par la répétition du domaine Fm selon un processus de LLPS (Figure 24.B.). Le 

désassemblage des corps arti-PML peut être induit en quelques secondes par l’ajout de 

l’inhibiteur compétitif du domaine Fm, le FK506 (Figure 24.B-C.) démontrant la réversibilité de 

l’assemblage des corps arti-PML. Les corps arti-PML se reforment rapidement à partir de 

l’interaction Fm-Fm après avoir lavé les cellules pour diluer le FK506 présent dans le milieu de 

culture (Figure 24.D.). 

Cependant, la participation du PML endogène exprimé dans cette lignée cellulaire pourrait 

favoriser l’assemblage des corps arti-PML, ce qui a motivé l'étude des arti-PML au sein de MEF 

PmlKO. Cette partie m’a été confiée. Pour cela, nous avons sous-cloné l’ADN codant pour la 

protéine de fusion 5xFm-PMLC57-60A dans un vecteur rétroviral sous le contrôle d’un promoteur 

faible, nous permettant de construire des lignées de MEF PmlKO l’exprimant de manière stable. 

Nos résultats indiquent que l’expression du 5xFm-PMLC57-60A dans ces lignées induit la formation 

des corps arti-PML (Figure 24.E.). L’analyse de ces corps artificiels par microscopie à super-

résolution (STED) révèle qu’ils sont composés d’une coque de 5xFm-PMLC57-60A creuse et dont 

l’épaisseur de 110-120nm est identique à celle des corps formés par du PMLWT (Figure 24.F). Tout 
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comme dans les corps formés par du PMLWT, l’épaisseur de la coque est indépendante de la taille 

du corps nucléaire (non montré). 

 

Comme observé pour les corps nucléaires PML, l’ubiquitine E2 ligase (UBC9) co-localise au 

sein de ces corps arti-PML dans des lignées cellulaires HeLa sauvages (Figure 25.A.) ou des MEF 

PmlKO  (Figure 25.B.) exprimant la protéine 5xFm-PMLC57-60A. La dissolution des corps arti-PML par 

l’ajout de FK506 dans le milieu de culture induit également la perte de l’association de l’enzyme 

UBC9 en condensats (Figure 25.C.). L’analyse par microscopie confocale de la localisation 

subcellulaire de SUMO2/3 révèle que cette protéine est accumulée aux corps arti-PML (Figure 

25.D.).  

Le mutant PMLC57-60A dépourvu du domaine 5xFm, incapable de former des CNP, est 

retrouvé sous forme diffuse dans le noyau (Wang et al., 2018) et n’est pas SUMOylé (Figure 25.E.). 

La reformation d’un état condensé par la fusion de ce mutant au domaine 5xFm permet de 

restaurer la SUMOylation de PML. L’ajout de l’inhibiteur FK506 au milieu de culture dès la 

transfection des cellules HeLa empêche l’assemblage des corps arti-PML. La distribution diffuse 

de cette protéine, par opposition à l’état condensé (corps arti-PML), conduit à une absence de la 

SUMOylation de la protéine 5xFm-PMLC57-60A. Ces résultats démontrent le lien causal entre la 

formation de condensats (corps arti-PML) de la protéine 5xFm-PMLC57-60A initiée par un 

mécanisme de LLPS au niveau du domaine 5xFm et l’activité de SUMOylation de PML.  

Nous fournissons ici la preuve de concept que notre système 5xFm-PMLC57-60A permet la 

formation de corps nucléaires artificiels, dont la formation est initiée par le domaine Fm dans des 

lignées cellulaires dépourvues de PML et qui récapitulent certaines caractéristiques biochimiques 

des CNP.  

 

Des expériences préliminaires de FRAP (non montrées) menées par l’équipe du Dr. Zoher 

Gueroui sur le domaine synthétique 5xFm révèlent que cette protéine forme des condensats 

dynamiques avec une vitesse d’échange de la protéine au sein de la structure comparable à celles 
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des CNP. Le temps de demi-recouvrement de la fluorescence (t1/2) est de l’ordre de la minute. Le 

retour de la fluorescence dans ces condensats n’est pas total après le photoblanchiment, 

démontrant qu’une fraction de la protéine est immobile au sein de la structure. Cette fraction 

immobile représente environ 40% des protéines présentes dans le condensat, évoquant celle des 

CNP (cf. résultats principaux). L’augmentation du nombre de répétitions du domaine Fm (10xFm) 

augmente la valence de l’interaction et induit la formation de condensats présentant des 

caractéristiques de type gel, semblables à ceux formés par la protéine PML associée aux CNP sous 

arsenic. 

La poursuite de ce projet cherchera à étudier l’effet de la transition de phase d’un 

condensat de type liquide vers un condensat de type gel sur la formation des corps artificiels et 

leur fonction de SUMOylation des protéines partenaires. 
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FIGURE 24 
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FIGURE 25 
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Figure 24 : La protéine 5xFm-PMLC57-60A s’assemble pour former la coque des corps arti-PML, dont 
l’assemblage est contrôlable 

A. Représentation schématique des échafaudages arti-PML. 
B. Formation de corps arti-PML illustrée sous forme schématique (haut) et par analyse de 

cellules HeLa exprimant la construction 5xFm-PMLC57-60A (bas). Le désassemblage des 
corps arti-PML a été induit par l’ajout de FK506 au milieu de culture. Barre d’échelle : 5µm. 

C. Le FK 506 induit un désassemblage rapide des corps arti-PML. Images réalisées par 
microscopie à épifluorescence sur des cellules HeLa vivantes exprimant une protéine 5xFm 
-PMLC57-60A et une protéine 5xFm-mCherry, permettant de suivre le désassemblage des 
corps arti-PML par la protéine 5xFm-mCherry associée aux corps. Barre d’échelle : 5µm. 

D. Assemblage rapide des corps arti-PML après le retrait du FK506. Images réalisées par 
microscopie confocale sur des cellules HeLa vivantes exprimant une protéine 5xFm-GFP-
PMLC57-60A . Barre d’échelle : 5µm. 

E. Formation des corps arti-PML dans les MEF PmlKO . Barre d’échelle : 5µm. 
F. La protéine 5xFm-PMLC57-60A forme des corps arti-PML creux dans les MEF PmlKO. Analyse 

par microscopie à super résolution (STED) d’un corps arti-PML (gauche). Barre d’échelle : 
1µm. Mesure de l’épaisseur de la coque des corps PML normaux et des corps arti-PML 
réalisée sur des images acquises au STED dans des MEF exprimant de manière stable une 
protéine GFP-PMLWT ou 5xFm-PMLC57-60A (droite). Sur le graphique, chaque point 
correspond à un corps nucléaire. Les résultats du test de Student sont indiqués (n.s. : non 
significatif). Barre d’erreur : déviation standard. 

 

Figure 25 : Formation des corps arti-PML dans une lignée de MEF PmlKO 

 
A. Immuno-colocalisation de l’enzyme E2 de conjugaison à SUMO, UBC9, avec les corps arti-

PML dans des cellules HeLa. Barre d’échelle : 5µm. 
B. Immuno-colocalisation de l’enzyme E2 de conjugaison à SUMO, UBC9, avec les corps arti-

PML. Barre d’échelle : 1µm 
C. Désassemblage des condensats de la protéine UBC9-GFP localisée aux corps arti-PML en 

réponse au FK506. Barre d’échelle : 5µm. 
D. Immuno-colocalisation de SUMO2/3 avec les corps arti-PML dans des cellules HeLa. Barre 

d’échelle : 5µm. 
E. L’assemblage de PMLC57-60A aux corps arti-PML induit sa SUMOylation. Analyse par 

Western blot de lysats totaux de cellules HeLa transfectées avec un plasmide exprimant 
la protéine 5xFm-PMLC57-60A et traitées avec les molécules indiquées. 
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MATERIEL ET METHODES 

Drogues et molécules utilisées 
Nom Fournisseur Référence Dose utilisée Concentration de la solution 

Trioxyde d’arsenic Sigma-Aldrich 01969 1µM X 

FK506 monohydrate Merck F4679 2,5µM X 

Tableau 1: Liste des drogues utilisées dans cette étude 

 

Culture des lignées cellulaires 
 Les cellules humaines de carcinome HeLa (ATCC, ccl-2) ont été cultivées par le laboratoire 

du Dr. Zoher Gueroui, à 37°C, 5% CO2 en atmosphère humide dans un milieu DMEM (avec 4.5 g/L 

D-glucose, HyClone) supplémenté de 10% v/v de sérum de veau fœtal (Thermo Fisher). 

Les fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) ont été isolés à partir d’embryons (E13,5) 

de souris BALB/cByJ PmlKO générées par CRISPR-Cas9 et présentant une délétion de l’exon 3 de 

Pml. Ces cellules ont été transformées par transduction de l’antigène grand-T du virus SV40. La 

culture des MEF a été réalisée à 37°C, 5% CO2 en atmosphère humide dans un milieu DMEM High 

Glucose (4,5g/L) avec pyruvate (Gibco) et supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (Eurobio 

Scientific), 100U/ml pénicilline-streptomycine (Gibco) et 2mM glutamine (Gibco). 

 

Transfection des cellules HeLa 
 La transfection des cellules HeLa a été effectuée par le laboratoire du Dr. Zoher Gueroui. 

Toutes les constructions introduites dans les cellules HeLa ont été exprimées par transfection 

transitoire en utilisant de la lipofectamine 2000 (Invitrogen), en respectant le protocole du 

fournisseur. Les cellules ont été imagées 24h après transfection. Dans le cas de co-transfections, 

les cellules ont été transfectées avec une quantité similaire de chaque plasmide, en respectant le 

protocole du fournisseur. Les plasmides suivants ont été utilisés dans le cadre de cette étude : 

pcDNA3.1 5xFm, pcDNA3.1 10xFm, pcDNA3.1 5xFm-PMLC57-60A , pcDNA 5xFm-mCherry, pcDNA3.1 

5xFm emGFP PMLC57-60A, pcDNA3.1 UBC9-GFP et pcDNA3.1 PMLC57-60A . 
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Création des lignées de MEF exprimant de manière stable la protéine 5xFm-
PMLC57-60A 

Dans un premier temps, des cellules Platinum-E de production de particules virales ont 

été transfectées avec un plasmide rétroviral pMSCVpuro5xFm-PMLC57-60A, en utilisant de l’effectene 

(Qiagen). Ces cellules sont des HEK293T qui ont été modifiées génétiquement pour exprimer de 

manière stable les protéines de structure des rétrovirus (gag, pol et env). Le milieu de culture des 

MEF PmlKO est remplacé par le surnageant de culture de ces cellules, contenant les plasmides 

rétroviraux encapsulés dans des particules virales, et supplémenté de 1µg/ml de polybrene 

(Sigma-Aldrich). Le surnageant de culture de 600 000 cellules Platinum-E est utilisé pour 

transduire 100 000 MEF PmlKO . Le surnageant de culture des MEF est remplacé quatre fois par 

du surnageant de culture des cellules Platinum-E entre 24h et 72h post transfection. Deux jours 

après la dernière infection, les MEF exprimant la protéine 5xFm-PMLC57-60A sont sélectionnées 

avec de la puromycine (1µg/ml) durant une semaine. 

 

Analyses par microscopie à fluorescence 

Anticorps utilisés 

Protéine Cible Fournisseur Référence Espèce Dilution 
PML Produit au laboratoire N.D. Souris 1/1000e 
SUMO2/3 Cell Signaling Technologies 4971P Lapin 1/1000e 

Tableau 2: Anticorps primaires utilisés pour les immunofluorescences  

 

Imagerie sur cellules vivantes 

L’imagerie sur cellules vivantes HeLa a été réalisée par le laboratoire du Dr. Zoher Gueroui. 

Les cellules HeLa ont été cultivées dans des boites de culture à haute qualité optique (IBIDI). La 

vidéo-microscopie sur cellules vivantes a été réalisé sur un microscope confocal LSM 710 META 

(Carl Zeiss Micro-Imaging) équipé d’une chambre thermostatée (37°C, 5% CO2), en utilisant un 

objectif x63 à immersion à huile. Les images obtenues ont été analysées avec le logiciel Fiji. 
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Immunomarquage et analyse de la distribution des CNP par microscopie confocale et de la structure 

des CNP par microscopie à déplétion par émission stimulée (STED) 

 Les cellules HeLa ont été ensemencées sur des lamelles de verre et traitées avec les 

différentes drogues. Les cellules ont alors été fixées avec 2% de formaldéhyde 37% 

(ThermoFisher) durant 20 minutes et perméabilisées dans une solution de DPBS 0,3% Triton-X100 

(Sigma-Aldrich) pendant 20 minutes. Les anticorps primaires ont été dilués dans du DPBS 0,3% 

Triton-X100 + 1% BSA et incubés à température ambiante pendant 1 heure. Les anticorps 

secondaires ont également été dilués dans la solution de perméabilisation + 1% BSA et incubés 

durant 1 heure à température ambiante. Les anticorps secondaires utilisés pour la microscopie 

confocale ont été fournis par Jackson ImmunoResearch et sont couplés à des fluorochromes 

(Alexa Fluor). Les lamelles ont été montées en utilisant du Vectashield + DAPI (H-1200, Eurobio). 

Les cellules MEF ont été ensemencées sur des lamelles de verre et traitées avec les 

différentes drogues. Les cellules ont alors été fixées à la formaline 10% (Sigma-Aldrich) durant 15 

minutes et perméabilisées dans une solution de PBS 0,5% Triton-X100 (Sigma-Aldrich) pendant 

15 minutes. Les anticorps primaires ont été dilués dans du PBS 0,5% Triton-X100 et incubés à 

température ambiante pendant 1 heure. Les anticorps secondaires supplémentés en DAPI 

(1µg/ml) ont également été dilués dans la solution de perméabilisation et incubés durant 1 heure 

à température ambiante. Les anticorps secondaires utilisés pour la microscopie confocale ont été 

fournis par Jackson ImmunoResearch et sont couplés à des fluorochromes (Alexa Fluor). Des 

anticorps secondaires STAR RED (Abberior) ont été utilisés exclusivement pour les analyses de 

STED. Les lamelles ont été montées en utilisant du Mowiol. 

 L’analyse par microscopie confocale a été réalisée sur un microscope à balayage laser LSM 

980 (Carl Zeiss Micro-Imaging) équipé d’un détecteur spectral et d’un module Airyscan 2. Les 

acquisitions ont été réalisées en utilisant un objectif x60 à immersion à huile. L’analyse des images 

de super-résolution a été réalisée sur le logiciel Zen (Carl Zeiss Micro-Imaging) 

 L’analyse en microscopie à super-résolution par STED a été réalisée sur un vidéo-

microscope Axio Observer 7 (Carl Zeiss Micro-Imaging) équipé d’un module STEDYCON (Aberrior) 

permettant d’obtenir une résolution de 20nm par pixel. Les acquisitions ont été réalisées en 

utilisant un objectif x100 à immersion à huile. 
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 L’épaisseur de la coque des corps arti-PML a été mesurée sur des images de STED réalisées 

sur des MEF exprimant de manière stable la protéine 5xFm-PMLC57-60A . Pour chaque corps arti-

PML, le diamètre de la coque a été mesuré sur le logiciel FIJI en 5 endroits, éloignés les uns des 

autres. L’épaisseur d’un corps arti-PML a été évaluée en réalisant la moyenne de ces 5 mesures. 

Un nombre de n=19 corps arti-PML ont été analysés dans N=19 cellules. Un nombre de n=109 

CNP ont été analysés dans n=25 MEF exprimant de manière stable la protéine GFP-PML. 

 

Western blot 
Dans le cas de l’étude du profil de SUMOylation de la protéine 5xFm-PMLC57-60A en réponse au 

FK506, les cellules ont été traitées 2h post-transfection avec 2,5µM de FK506 pour empêcher la 

formation des corps arti-PML. Pour toutes les conditions, les cellules ont été lysées dans un 

tampon Laemmli (ThermoFisher).  

Les échantillons ont été chauffés à 95°C pendant 5 minutes. Les protéines ont été séparées 

sur des gels gradients 4-12% NuPage (Invitrogen) dans un tampon MOPS. Les protéines ont alors 

été transférées sur des membranes de nitrocellulose (BioTrace Pall Laboratory). Après le 

transfert, les membranes ont été bloquées dans un tampon contenant du TBS-0,1%Tween20 

supplémenté de 10% de lait. L’incubation avec l’anticorps primaire a été effectuée sur la nuit à 

4°C dans le tampon de blocage. Après lavage au TBS-0,1%Tween20, les membranes sont incubées 

avec un anticorps secondaire conjugué à la HRP (Horseradish Peroxidase) dilué dans le tampon 

de lavage (Jackson ImmunoResearch). Le signal a été visualisé après incubation des membranes 

avec un substrat chemoluminescent SuperSignal Dura, Femto ou Atto (ThermoFisher) sur un 

Fusion FX7 (Vilbert Lourmat). 

Protéine Cible Fournisseur Référence Espèce Dilution 
PML Produit au 

laboratoire 
N.D. Souris 1/1000e 

PML Produit au 
laboratoire 

N.D. Poule 1/1000e 

Actine Sigma-Aldrich A2066 Lapin 1/1000e 
Tableau 3: Liste des anticorps utilisés pour le Western blot  
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L’assemblage dynamique des CNP est-il régulé par LLPS? 

Assemblage de PML à la coque des CNP 
Les CNP sont des structures complexes dont l’assemblage dynamique repose uniquement 

sur la protéine PML et dans lesquels plus de 350 protéines ont été identifiées. La biogenèse des 

organelles sans membranes a récemment été revisitée à travers le prisme de la séparation de 

phase liquide-liquide. Ce modèle s’oppose au « modèle de liaison » classique et propose qu’au-

dessus d’une concentration critique, une multitude d’interactions faibles et réversibles entre les 

protéines ou entre les protéines et l’ARN permette l’assemblage de ces structures. Cependant, la 

contribution du LLPS dans l’assemblage des CNP reste flou. 

Les approches in vitro ont permis l’étude de la contribution de la séparation de phase 

liquide-liquide dans la formation de plusieurs organelles sans membranes, mais ce type 

d’expériences s’est montré infructueux dans le cadre de l’étude des CNP du fait de leur insolubilité 

et de la complexité structurale du domaine RBCC de PML. Dans les résultats principaux, nous 

avons étudié des MEF PmlKO exprimant une protéine GFP-PML, permettant l’étude de 

l’assemblage de PML aux CNP dans des cellules vivantes. Nous démontrons que les CNP 

présentent les caractéristiques d’organelles sans membranes qui s’assemblent par LLPS : 

sphéricité, assemblage dépendant de la concentration, capacité à fusionner et mobilité de PML 

au sein de la structure. L’estimation de la viscosité effective des CNP est proche de ce qui a été 

décrit pour d’autres corps nucléaires dont le nucléole (Brangwynne et al., 2011) et les nuclear 

speckles (Kim et al., 2019). La dynamique d’assemblage de PML en CNP est contrôlée, au moins 

en partie, par la formation de trimères de PML coordonnés par des interactions hydrophobes au 

niveau de l’hélice α de la boite B2.  

Cependant, les CNP ont une structure cœur-coque d’une épaisseur constante de 110nm 

qui ne varie pas en fonction de la taille des corps (Lang et al., 2010), suggérant des mécanismes 

de régulation différents du LLPS classique. Plusieurs théories ont été émises pour expliquer la 

formation des structures cœur-coque. D’une part, pour le nucléole, une séparation de phase 

multiple, avec des protéines ayant des caractéristiques viscoélastiques différentes a été proposée 

pour expliquer son assemblage (Feric et al., 2016). In vitro et in vivo la nucléophosmine 
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(composante granulaire) et la fibrillarine (composante fibrillaire dense) s’assemblent en 

condensats biomoléculaires mutuellement exclusifs par une multitude d’interactions de faibles 

énergies entre leurs domaines non structurés (Feric et al., 2016; Mitrea et al., 2016; Weber and 

Brangwynne, 2015). La nucléophosmine, plus dynamique entoure alors la fibrillarine présentant 

des caractéristiques plus proches d’un gel (Feric et al., 2016). Des caractéristiques similaires de 

cœur dense et coque dynamique sont retrouvées dans l’assemblage des granules de stress 

cytoplasmiques (Jain et al., 2016). D’autre part, les paraspeckles s’assemblent à partir du long 

ARN non codant NEAT1 qui sert d’architecture. La partie centrale de NEAT1 recrute différentes 

protéines pour former le cœur et se replie ensuite pour former un U, exposant ses extrémités 5’ 

et 3’ vers l’extérieur. Les extrémités de NEAT1 vont alors permettre le recrutement de nouvelles 

protéines partenaires. Cependant, ces mécanismes d’assemblage ne peuvent expliquer la 

formation de la coque des CNP. 

En effet, PML est l’unique organisatrice de la coque des CNP et peut s’assembler en corps 

nucléaires creux indépendamment de la présence de partenaires (Sahin et al., 2014). De plus, les 

CNP ne contiennent pas d’acides nucléiques (Boisvert et al., 2000). Cela exclut un mécanisme de 

formation des CNP par une co-condensation de leurs différents composants résultant en une 

structure avec une gouttelette flottant dans une autre ou un assemblage de PML sur une 

molécule d’architecture. La formation de la coque des CNP diverge donc des théories 

d’assemblage des organelles sans membranes par un mécanisme de LLPS classique. 

Au-delà de la singularité de l’épaisseur de la coque du CNP, l’étude de la dynamique de 

PML aux CNP a révélé que 30% de la protéine y est immobile. Cela suggère que PML existe a 

minima sous deux formes à la coque : une forme de type liquide, dynamique et une forme de 

type gel ou solide qui n’échange pas. Des structures cœur-coque présentant une fraction 

immobile du même ordre de grandeur ont été décrites pour un mutant de la protéine TDP-43. 

Cette étude propose que les corps nucléaires de TDP-43 mutés s’assemblent par LLPS puis 

subissent une transition de phase [évolution de condensats liquides vers des structures plus 

stables et moins dynamiques (Figure 26)] durant laquelle l’organisation des protéines évolue pour 

former un cristal liquide. De la même manière, PML pourrait s’assembler en CNP puis effectuer 
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une transition de phase au cours de la croissance du corps, où PML s’organise au sein de la 

structure et devient immobile.  

 Des mutations des acides aminés composant l’hélice α de la boite B2 de PML (rapportées 

dans les résultats principaux) induisent une diminution de la fraction immobile de la protéine aux 

CNP, suggérant son implication dans ce mécanisme. La structure tridimensionnelle de la boite B2 

de PML présente une forte homologie de séquence avec celle de la protéine TRIM5α qui a été 

particulièrement étudiée car elle a la capacité de s’assembler autour de la capside du VIH, 

induisant son désassemblage et inhibant la réplication du virus (Nisole et al., 2019). TRIM5α a la 

capacité de former des trimères associés par son domaine B2 via des interactions hydrophobes 

au niveau de l’hélice α (Wagner et al., 2016). Le domaine coiled-coil de chaque monomère est 

dans le prolongement du domaine B2, formant une structure avec trois rayons séparés par un 

angle de 60° (Figure 27). Le domaine coiled-coil de TRIM5α, comme celui d’autres TRIM a la 

capacité de former des homo-dimères antiparallèles (Sanchez et al., 2014; Thomas et al., 2020; 

Wagner et al., 2016). En solution, chaque trimère de TRIM5α formé par les interactions entre les 

boites B2 a la capacité de s’assembler avec d’autres trimères par une dimérisation antiparallèle 

du domaine coiled-coil, formant une maille composée d’hexamères évoquant une structure 

cristalline (Thomas et al., 2020; Wagner et al., 2016). Dans cette conformation, le domaine RING 

Figure 26 : Caractéristiques matérielles des condensats biologiques (adapté de Wang et al., 2022) 

Les composants des différents condensats biomoléculaires ont la capacité de s’organiser et d’effectuer une 
transition de phase vers des structures plus organisées et moins mobiles de type hydrogel, cristal liquide ou fibres 
amyloïdes. 
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est exposé sur une face du trimère et le domaine d’interaction avec le VIH sur l’autre face, 

permettant l’interaction de la maille hexamèrique avec la capside du virus.  

Conformément à ce modèle, la formation de trimères coordonnés par des interactions 

hydrophobes au niveau de l’hélice α de la boite B2 et des interactions entre les autres domaines 

du RBCC pourraient permettre une organisation de la protéine PML en une structure qui 

n’échange plus avec le nucléoplasme. Une étude publiée récemment utilisant un système de 

surexpression de PML dans des lignées cellulaires suggère d’ailleurs que les CNP volumineux 

(taille >1µm) présentent une fraction immobile plus importante que les petits CNP, confortant 

cette hypothèse (Fonin et al., 2022). De futures études utilisant des approches de microscopie 

comme l’anisotropie de fluorescence permettant l’étude de l’arrangement de PML dans la coque 

du CNP, la microscopie à expansion permettant d’élargir les structures cellulaires pour en faciliter 

l’étude microscopique ou des études de microscopie électronique sur les corps formés par nos 

différents mutants de PML permettront d’apporter des nouveaux éléments de réponse 

concernant l’organisation de PML dans la coque des CNP. Des approches complémentaires de 

modélisation in silico permettront de déterminer les modalités d’assemblage de PML pour former 

la coque du CNP. 

Figure 277 : Assemblage des trimères de TRIMα en maille hexamèrique (adapté de Wagner et al., 2016) 

TRIM5α forme un trimère à partir d’interactions hydrophobes entre les boites B2 (gauche). Ces structures trimériques 
peuvent s’associer en une maille hexamèrique (centre). Ces structures se forment naturellement à une concentration 
de 1mg/ml dans 25 mM Tris, pH 8, 25 mM NaCl, 1 mM TCEP (droite). La maille hexamèrique est ici marquée en 
négatif. Barre d’échelle : 100nm. 
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Développement de nouveaux outils pour étudier le rôle du LLPS dans 

l’assemblage des CNP 
L’impossibilité d’utiliser des approches in vitro dans le cadre de l’étude du rôle du LLPS 

dans l’assemblage des CNP et les limitations techniques inhérentes à nos modèles cellulaires 

nécessitent le développement de nouveaux outils. L’équipe du Dr. Zoher Gueroui (département 

de chimie de l’ENS) a développé un système de corps PML artificiels (arti-PML) basé sur la fusion 

d’un mutant de PML incapable de former des CNP (PMLC57-60A) à des répétitions d’un domaine 

synthétique (Fm) qui s’assemble en condensats par LLPS. Cette protéine de fusion permet la 

formation de corps arti-PML dont l’assemblage est initié par LLPS à partir du domaine Fm et 

récapitulant certaines caractéristiques des CNP (assemblage de PML pour former la coque du 

corps arti-PML, recrutement d’UBC9, SUMOylation de PML). Nous pouvons également contrôler 

l’assemblage des corps arti-PML par l’utilisation de l’inhibiteur compétitif FK506 qui induit leur 

dissolution en quelques dizaines de secondes. L’utilisation de ce système et l’étude de la 

dynamique d’assemblage des corps arti-PML par divers mutants de PML combiné à une approche 

de modélisation de l’assemblage des CNP in silico nous permettra de questionner la participation 

du LLPS dans la formation des CNP. Nous travaillons actuellement à mettre au point ce système 

dans nos lignées de MEF PmlKO.  
 

Autres régulateurs de la dynamique d’assemblage des CNP 
 Les modifications post-traductionnelles des protéines sont également impliquées dans la 

régulation de leur assemblage par LLPS (Luo et al., 2021; Owen and Shewmaker, 2019). Par 

exemple, dans le cas des condensats de TDP-43 cités précédemment, l’acétylation de la protéine 

favorise son assemblage en corps nucléaires. PML peut être sujette à de nombreuses 

modifications post-traductionnelles (Cheng and Kao, 2013), en particulier la SUMOylation. Cette 

dernière a été impliquée dans la régulation de l’interaction protéine-protéine par l’interaction 

faible entre le SUMO conjugué aux protéines et le domaine d’interaction avec SUMO (SIM) de 

leurs partenaires. De plus, il a récemment été proposé in vitro que des protéines chimériques 

contenant des répétitions poly-SUMO condensent avec des protéines contenant des répétitions 

de SIM selon un processus de LLPS (Banani et al., 2016). 
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 Pour PML, il a déjà été rapporté que la substitution des trois site majoritaires de 

SUMOylation par des arginines induit un assemblage de la protéine en CNP avec une dynamique 

très faible (Weidtkamp-Peters et al., 2008). Des expériences préliminaires menées sur nos 

modèles de MEF exprimant une protéine GFP-PMLK160R, abolissant la formation de chaines poly-

SUMO sur PML, indiquent que les CNP formés par ce mutant présentent des caractéristiques de 

type gel avec une dynamique semblable aux CNP formés en réponse à l’arsenic. Un effet similaire 

est observé dans des cellules exprimant une protéine GFP-PMLWT en réponse à un traitement 

court (une heure) avec un inhibiteur de l’enzyme d’activation de SUMO (ML-792) induisant une 

dé-SUMOylation totale de PML. Aucune augmentation de la quantité de PML, qui pourrait être 

induite par un défaut de protéolyse, n’est observé en Western blot à ce temps de traitement. Ces 

résultats préliminaires font écho à plusieurs études de FRAP qui décrivent une réduction de la 

mobilité de plusieurs protéines après avoir muté leurs lysines SUMOylables (Kaminsky et al., 

2009; Maurel et al., 2022; Ryan et al., 2010) et semblent indiquer que la conjugaison de SUMO 

sur PML contrôle la liquidité des CNP en s’opposant à l’interaction PML-PML.  Il semble cependant 

que les interactions SUMO-SIM sur PML jouent un rôle mineur dans l’interaction PML-PML car 

l’abolition de la SUMOylation résiduelle dans des cellules portant des mutations de la boite B2 

(PMLC213S) par un traitement au ML-792 induit une disparition du dernier CNP. Enfin, un 

traitement de plusieurs heures avec un inhibiteur du protéasome (MG-132) induit une 

redistribution de PML en plusieurs centaines de CNP de petite taille (50-200nm) sans affecter la 

dynamique de PML aux CNP. Ces résultats suggèrent une participation de la formation de chaines 

SUMO-ubiquitine sur PML et/ou de sa protéolyse par le protéasome dans la régulation de la 

dynamique d’assemblage des CNP. 

Enfin, plusieurs études ont proposé que les différentes isoformes de PML, qui varient au 

niveau de leur domaine C-terminaux, présentent un assemblage en CNP qui leur est propre. 

Chacune des isoformes aurait une dynamique d’échange de PML aux CNP spécifique, en 

particulier PML V qui formerait une coque plus épaisse et aurait une dynamique d’échange de 

PML aux CNP proche d’une structure de type gel (Condemine et al., 2006; Cuchet et al., 2011; 

Hands et al., 2014; Weidtkamp-Peters et al., 2008). Cela suggère une participation de la partie C-

terminale non structurée de PML dans la régulation de l’assemblage des CNP. 
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Nous proposons dans les résultats principaux que la boite B2 de PML joue un rôle central 

dans la régulation de la dynamique d’assemblage de PML aux CNP. Cependant, les modifications 

post-traductionnelles de PML et son domaine C-terminal pourraient participer à la régulation de 

cet assemblage. De futures études comparant l’assemblage dynamique des CNP dans des cellules 

exprimant des mutants de PML (sites de modifications post-traductionnels / isoformes) et 

l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la SUMOylation (ML-792), de la dé-SUMOylation 

(composé  NSC 632839), de l’activation de l’ubiquitine (TAK-243), de la dé-ubiquitination (PR-619) 

et de la protéolyse (MG-132) permettront de déterminer le rôle des modifications post-

traductionnelles et de la partie C-terminale de PML dans ce processus. 

 

Recrutement des protéines partenaires 
Bien que l’assemblage de PML aux CNP semble être plus complexe qu’un mécanisme de 

LLPS classique, le recrutement des partenaires au sein de la structure pourrait s’y conformer. Les 

partenaires de PML sont recrutés au cœur du CNP au moyen d’interactions faibles entre leur motif 

d’interaction avec SUMO et le SUMO conjugué à PML et la délétion de ce motif ou de la 

SUMOylation de PML est suffisante pour abolir leur recrutement (Sahin et al., 2014). Les 

partenaires qui ont été étudiés en FRAP comme HIPK2, DAXX, BLM ou des partenaires artificiels 

GFP-SIM s’associent rapidement aux CNP et ne présentent aucune fraction immobile, suggérant 

des caractéristiques de type liquide (Sahin et al., 2014; Weidtkamp-Peters et al., 2008). La 

SUMOylation des protéines partenaires de PML augmente leur temps de rétention aux CNP (Sahin 

et al., 2014). Comme exposé précédemment, il a récemment été proposé in vitro, que des 

interactions SUMO-SIM permettent de former des condensats selon un mécanisme de LLPS 

(Banani et al., 2016). Des interactions SUMO-SIM entre les protéines partenaires et PML ainsi 

qu’entre les partenaires eux-mêmes pourraient réguler leur association aux CNP par un 

mécanisme de LLPS. Des futures expériences étudiant les modalités d’assemblage de protéines 

PMLΔSIM ainsi que de partenaires synthétiques composés d’une protéine fluorescente et de 

répétitions d’un site de SUMOylation et/ou d’un motif SIM permettront d’étudier ce mécanisme. 
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La fixation de l’arsenic au sein du trimère de la boite B2 
induit une transition des CNP vers une structure de type 
gel 

La liaison de l’arsenic sur les protéines est souvent réalisée au sein de domaines liant le 

zinc (Zhang et al., 2015). De précédentes études avaient proposé deux sites putatifs de liaison de 

l’arsenic sur PML : l’un dans le domaine RING où l’arsenic viendrait remplacer le zinc, et l’autre, 

proposé par l’équipe, dans la boite B2 où il se fixerait autour des C212-C213 (Jeanne et al., 2010; 

Zhang et al., 2010). Il a été proposé que la fixation de l’arsenic sur ces sites soit à l’origine de 

l’induction de la formation des CNP en réponse à cette drogue.  

Le traitement avec du NEM, qui se lie aux cystéines libres, abolit l’effet de l’arsenic sur la 

formation des CNP, réfutant l’hypothèse de la fixation de l’arsenic sur le RING de PML. Le domaine 

RING de PML a la capacité de former des dimères et des tétramères, mais pas de trimères (Wang 

et al., 2018). La structure cristallographique du tétramère du RING démontre que l’assemblage 

de ce domaine rapproche les cystéines en position C66, permettant la formation d’un pont 

disulfure intermoléculaire entre ces résidus. L’arsenic pourrait réagir avec ces résidus cystéines 

libres. Cependant, l’arsenic a besoin d’être a minima trivalent pour induire la formation des CNP. 

Un arsenic divalent (comme le mono-méthyl-arsenic) venant se lier aux cystéines C66 au sein du 

tétramère, ou reliant deux domaines RING associés en tétramères par ces mêmes acides aminés 

devrait permettre l’induction de la formation des CNP si ce domaine était responsable de ces 

effets. De plus, les expériences réalisées avec l’agent alkylant NEM, démontrent que la seule 

cystéine libre impliquée dans la formation des CNP est la C213. Enfin, le mutant PMLC213V qui 

forme des CNP normaux, avec un domaine RING intact, est complètement résistant aux effets de 

l’arsenic sur la formation des CNP, excluant définitivement ce modèle. 

Basé sur des approches in silico et l’étude comparative de l’effet de l’arsenic sur les 

différents mutants de la boite B2 de PML, nous proposons ici que la trimérisation de la boite B2 

de PML, initiée par des interactions hydrophobes au sein de son hélice α, rapproche trois 

cystéines en position C213 au cœur de la structure, créant un site canonique de liaison à l’arsenic 

(Figure 28). L’identification du site de liaison de l’arsenic sur PML, permettant l’induction de la 
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formation des CNP ouvre de nouvelles possibilités de développement thérapeutiques de petites 

molécules mimant l’effet de l’arsenic sur PML mais présentant une toxicité moindre. Ces 

molécules pourraient être utilisées dans le traitement de la LAP ou d’autres cancers dans lesquels 

PML est impliqué. 
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Lien entre dynamique d’assemblage et fonction des CNP 
La fixation de l’arsenic au cœur du trimère formé par la boite B2 de PML induit une 

transition de phase des CNP d’une structure présentant des caractéristiques de type liquide vers 

des caractéristiques de type gel. Classiquement, la transition de phase se caractérise par une 

diminution drastique de la mobilité des biomolécules au sein de la structure et une incapacité à 

fusionner lors d’un contact. Dans le cas des CNP, le traitement avec un oxyde d’arsenic  trivalent, 

induit une diminution de la mobilité de PML aux CNP, confortant de précédentes observations 

(Geoffroy et al., 2010; Jeanne et al., 2010), associée à une incapacité des corps à fusionner et 

formant des structures en chapelet.  

La mise en évidence d’un lien entre des changements de la dynamique d’assemblage des 

organelles sans membranes et la modulation de leur activité biochimique demeure un véritable 

défi. Les études réalisées jusqu’ici ont majoritairement été menées avec des systèmes artificiels 

sur des protéines purifiées. Afin de contourner cette problématique, différentes stratégies visant 

à recréer des condensats biomoléculaires artificiels qui s’assemblent selon un processus de LLPS 

ont été développées en utilisant des protéines connues pour multimériser. Une étude utilisant un 

système optogénétique (fusion de la protéine d’intérêt à un domaine qui multimérise en réponse 

à la lumière) a proposé qu’une transition du nucléole vers une structure moins dynamique induise 

une altération de la maturation des ARN ribosomiques (L. Zhu et al., 2019). 

Dans le cas des CNP, la fraction immobile de PML aux corps pourrait être responsable de 

l’augmentation des niveaux de SUMOylation de PML et des protéines partenaires. En effet, le 

recrutement d’UBC9 aux CNP n’est pas contrôlé par des interactions SUMO-SIM et il a été proposé 

que ce-dernier soit permis par son interaction avec des multimères du RING de PML (Wang et al., 

2018).  En chimie, l’immobilisation d’une enzyme ou d’un substrat sur une surface permet de la 

stabiliser, de conserver son activité et d’augmenter la cinétique de la réaction. L’immobilisation 

de PML aux CNP pourrait servir de plateforme pour un recrutement accru de l’UBC9, augmentant 

sa SUMOylation, le recrutement des protéines partenaires et leurs modifications post-

traductionnelles. La SUMOylation de PML pourrait également permettre d’immobiliser les 
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protéines partenaires par leur domaine SIM au niveau de la coque du CNP et de favoriser leurs 

modifications.  

Si la fraction immobile de PML aux CNP sert de plateforme pour promouvoir son activité 

biochimique la liaison de l’arsenic sur PML devrait exacerber ce mécanisme. Ainsi, 

l’immobilisation de PML aux CNP induite par l’arsenic augmenterait séquentiellement le 

recrutement d’UBC9, la SUMOylation de PML et des protéines partenaires suivie de sa 

dégradation par SUMO-ubiquitination.  

 

Dans le but de questionner le lien entre la structure, la dynamique et la fonction des CNP, 

en particulier la fonction de SUMOylation des protéines partenaires, nous souhaitons utiliser 

notre système de corps arti-PML. Ce système permet de contrôler l’assemblage et le 

désassemblage de corps artificiels par le domaine Fm. Nous pouvons également contrôler 

l’assemblage de ces structures en corps nucléaires présentant des caractéristiques de type liquide 

ou gel en modifiant le nombre de répétitions du domaine Fm.  

Nous travaillons actuellement à exprimer de manière stable la protéine 5xFm-PMLC57-60A 

dans nos modèles de cellules souches de souris PmlKO qui expriment de manière stable une 

protéine SUMO2/3 fusionnée à une étiquette 10 x histidine, permettant la purification des 

protéines conjuguées à SUMO2/3 (Tessier et al., 2022). Cela nous permettra de déterminer si la 

formation de corps arti-PML est suffisante pour restaurer une activité biochimique semblable aux 

CNP. Nous étudierons ensuite si l’induction de l’assemblage de ces corps par l’arsenic, ou leur 

désassemblage en réponse au FK506 modifie cette activité. Enfin, la comparaison des niveaux de 

SUMOylation dans des cellules souches de souris PmlKO qui expriment une protéine 5xFm-PMLC57-

60A - formant des corps arti-PML et présentant des caractéristiques de type liquide - et des cellules 

exprimant une protéine 10xFm-PMLC57-60A - formant des corps ayant des caractéristiques de type 

gel semblables à ceux formés en réponse à l’arsenic - nous permettra d’étudier le lien entre la 

transition de phase de PML aux CNP et leur activité biochimique. 
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Effets de l’oxydation sur PML 
 PML est une protéine riche en cystéines et sensible à l’oxydation. Des études réalisées au 

laboratoire ont proposé que l’oxydation de PML induite par divers oxydants ou de l’ATO 

permettrait la formation de ponts disulfures intermoléculaires qui seraient responsables de la 

formation des CNP, ainsi que de l’induction de leur assemblage en réponse aux oxydants in vivo 

(Jeanne et al., 2010; Sahin et al., 2014). En retour, PML régule les niveaux de ROS intracellulaires 

en modulant notamment l’activité de p53 (Niwa-Kawakita et al., 2017). 

 Ce projet de thèse a permis d’identifier une cystéine C-terminale en position C389 - 

précédemment identifiée comme réactive dans un oxy-protéome total (Weerapana et al., 2010) 

- et la cystéine C213 - portée par la boite B2 et site de liaison de l’arsenic - comme seules 

responsables de la formation de ponts disulfures intermoléculaires sur PML. Cependant, la 

substitution de la C389 par une sérine ne modifie pas l’assemblage de PML en CNP. En effet, les 

CNP formés par le mutant C389S sont normaux en termes de nombre, de taille, de morphologie 

de dynamique d’assemblage et de SUMOylation de PML et s’assemblent en CNP en réponse à 

l’arsenic. De plus, la substitution de la C213 par une valine est suffisante pour abolir l’effet de 

l’agent alkylant NEM sur la formation des CNP contrairement à la mutation C389S. Enfin, 

l’induction de ce pont disulfure intermoléculaire par le traitement des cellules avec différents 

oxydants comme l’H2O2 ou des dérivés méthylés de l’arsenic (Wang et al., 2015) ne permettent 

pas d’augmenter la formation des CNP in cellulo contrairement à l’ATO. Contrairement à ce qui a 

été précédemment proposé, la formation des CNP ne serait donc pas contrôlée par 

l’établissement de ponts disulfures intermoléculaires entre les différents monomères de PML. 

 L’utilisation d’un senseur de ROS nous a récemment permis de démontrer que l’intérieur 

du CNP est moins oxydé que le reste du nucléoplasme (Tessier et al., 2022). Cela suggère que les 

CNP créent un environnement protecteur, par exemple pour les enzymes impliquées dans la 

SUMOylation dont les sites actifs à thiols sont particulièrement sensibles à l’oxydation (Bossis and 

Melchior, 2006). Des résultats non publiés, obtenus avec ce senseur, indiquent que des cellules 

exprimant une protéine PMLC213S ou PMLC389S présentent des niveaux de ROS intracellulaires plus 

élevés que les cellules exprimant PMLWT. La perte de la formation d’un pont disulfure 
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intermoléculaire au sein des CNP aurait donc un effet dans la réponse basale aux ROS. Cela 

suggère son rôle de tampon, indépendant de la formation des CNP, permettant de réguler les 

niveaux de ROS par un mécanisme qui reste à identifier. De futures expériences, utilisant des 

méthodes complémentaires de quantification des niveaux d’oxydation (sondes CellROX) et 

l’analyse d’autres mutants de PML (PMLC213V, PMLL218G…) permettront de confirmer ces résultats 

et d’identifier le rôle de ce pont disulfure.  

 

In vivo, de nombreux oxydants induisent la formation des CNP (Annexe 1 et Niwa-Kawakita 

et al., 2017; Sahin et al., 2014). Cependant, le traitement de lignées cellulaires cultivées en 

hyperoxie, ou de lignées primaires cultivées en normoxie (non montré), avec divers oxydants qui 

induisent la formation de ponts disulfures ne permet pas d’obtenir le même effet. Cela suggère 

différents mécanismes d’action des oxydants sur PML in vivo et in cellulo qui ne reposeraient pas 

sur la formation d’un pont disulfure intermoléculaire. La réaction des cystéines avec des oxydants 

est complexe et conduit à divers niveaux d’oxydation des protéines en fonction du type et de la 

dose d’oxydants utilisée ainsi que du contexte cellulaire (Figure 29).  

Les molécules pro-oxydantes utilisées in vivo (telles que le paracétamol) doivent être en 

premier lieu métabolisées avant de pouvoir exercer leur action oxydante a contrario des lignées 

cellulaires qui sont directement placées au contact d’oxydants purs dans leur milieu de culture. 

Figure 29 : Oxydation des résidus cystéines des protéines par des oxydants (adapté de Ezraty et al., 2017) 

Les résidus cystéines peuvent être oxydés en acide sulfenique qui lui-même être oxydé de façon irréversible en acide 
sulfinique puis sulfonique. L’acide sulfenique peut également réagir avec un autre résidu cystéine pour former un 
pont disulfure intra ou intermoléculaire ou avec du glutathion pour former une protéine glutathionylée.  
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Cela pourrait induire des différences dans la dose de ROS produite et/ou dans le mécanisme 

d’action des ROS sur PML à l’origine de ces différences. 

 

  Des résultats préliminaires obtenus chez des souris présentant une mutation sur l’hélice 

α de la boite B2 de PML (PmlA220V, équivalent murin de l’A216V) suggèrent que l’assemblage des 

CNP médié par la boite B2 pourrait contribuer à la régulation de l’oxydation basale in vivo et à la 

sensibilité de PML pour les oxydants (Annexe 1). L’étude de nouveaux modèles de souris 

présentant des mutations sur la cystéine C217 (site de liaison de l’arsenic, équivalent murin de la 

C213 humaine), sur la leucine 222 (impliquée dans le repliement de l’hélice α, équivalent murin 

de la L218 humaine) et sur la cystéine 393 (impliquée dans la formation du pont disulfure 

intermoléculaire, équivalent murin de la C389 humaine) permettra d’élucider le rôle de la 

formation du pont disulfure intermoléculaire sur PML et de la trimérisation de la boite B2 dans la 

formation des CNP et la réponse à des stress oxydants in vivo. 

 

Régulation de l’assemblage des CNP par la boite B2 et 
nouvelles stratégies thérapeutiques 

Rôle de la boite B2 dans la LAP 
Au-delà de son rôle dans l’assemblage des CNP, le trimère formé par la boite B2 de PML 

pourrait réguler la formation des CNP anormaux retrouvés chez les patients LAP exprimant PML-

RARα. Des résultats préliminaires obtenus dans des progéniteurs hématopoïétiques PmlWT 

transformés avec plusieurs mutants de la boite B2 de PML au sein de PML-RARα [exprimant PML-

RARαC213S, PML-RARαC213V, PML-RARαL218G (non montré)] révèlent que l’hélice α contrôle 

l’interaction entre la protéine oncogénique et la protéine PML non réarrangée pour la délocaliser 

en micro-ponctuations. De plus, l’analyse de la dynamique de la protéine PML-RARα mutée dans 

des MEF PmlKO indique que la C213 est nécessaire pour induire une transition de phase des CNP 

anormaux vers une dynamique d’échange de l’oncoprotéine proche de la dynamique basale du 

PML normal aux CNP en réponse à l’arsenic. Enfin, l’étude des progéniteurs hématopoïétiques 
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PmlWT transformés avec ces différents mutants de la boite B2 de PML-RARα suggèrent un rôle 

central de la liaison de l’arsenic sur la C213 présentée par l’hélice α pour permettre à l’arsenic de 

bloquer leur auto-renouvellement. Ces résultats sont confortés par une étude réalisée par nos 

collaborateurs qui suggère que les arsenics monovalents et divalents ne permettent pas d’induire 

la dégradation de PML-RARα (Wang et al., 2015). Le développement de nouvelles molécules 

mimant l’effet de l’arsenic en stabilisant le trimère formé par la boite B2 de PML évoqué 

précédemment pourrait permettre de traiter les patients LAP par une thérapeutique ciblée sur 

PML en s’affranchissant de la toxicité intrinsèque de l’arsenic. 

 

Dans nos modèles de MEF PmlKO, PML-RARα s’assemble en CNP anormaux avec une 

dynamique d’échange de l’ordre de la minute, très largement supérieure à celle de RARα ou 

d’autres facteurs de transcription qui sont de l’ordre de la seconde (Dong et al., 2004). Il a 

récemment été proposé dans la leucémie que des facteurs de transcription oncogéniques 

chimériques (NUP98–HOXA9 or EWS-FLI1) puissent s’assembler en condensats biomoléculaires, 

induisant la formation de structures tridimensionnelles aberrantes sur la chromatine, contribuant 

à leur activité transcriptionnelle et favorisant la transformation oncogénique (Ahn et al., 2021; 

Chong et al., 2022; Tong et al., 2022). Dans la LAP, PML-RARα agit comme un répresseur 

transcriptionnel insensible à des doses physiologiques d’acide rétinoïque en recrutant différents 

partenaires comme des corépresseurs transcriptionnels, des histones désacétylases, des 

protéines du complexe Polycomb ou RXR alpha. PML-RARα interfère avec les voies de 

différenciation terminales des cellules myéloïdes et promeut l’auto-renouvellement des cellules 

progénitrices (Ablain and de Thé, 2014; de Thé and Chen, 2010). Cette oncoprotéine affecte 

également l’expression de gènes qui ne sont pas des cibles canoniques de RARα (Martens et al., 

2010). Une étude rapporte que l’induction de la dimérisation de RARα par sa fusion avec des 

domaines synthétiques mime l’activité transcriptionnelle de PML-RARα (Sternsdorf et al., 2006). 

Enfin, dans les formes de LAP qui n’impliquent pas PML, une caractéristique commune de toutes 

les protéines  fusionnant avec RARα est la présence d’un domaine de dimérisation et/ou de liaison 
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à l’ADN facilitant la multimérisation, suggérant un rôle de la multimérisation de RARα dans le 

développement de la maladie (Geoffroy and de Thé, 2020). 

La faible dynamique de PML-RARα dans les CNP anormaux des cellules LAP, médié par la 

boite B2 de PML, pourrait être impliquée dans le processus de transformation oncogénique en 

augmentant le temps de fixation de ce complexe répresseur sur l’ADN et/ou en augmentant le 

temps de rétention de facteurs de transcription essentiels à la différenciation au sein des corps. 

De futures expériences permettront de tester cette hypothèse. Pour cela, nous proposons 

d’étudier le développement de cellules progénitrices hématopoïétiques exprimant une protéine 

PML-RARαC213S (diffus), PML-RARαC213V (dynamique aux CNP anormaux plus faible que du PML-

RARαWT), PML-RARαL218G (mutant de l’hélice α qui devrait être équivalent au mutant PML-

RARαC213S) et leur réponse à l’arsenic dans des souris PmlWT et PmlKO. Après la dégradation de 

PML-RARα, la reformation des CNP à partir du PML non-réarrangé est également essentielle dans 

le traitement de la LAP. Réciproquement, nous proposons donc d’étudier le développement de 

cellules LAP issues d’animaux PmlWT et leur réponse au traitement dans des souris PmlC213V 

(dynamique de PML aux CNP normale) et PmlL218G (dynamique de PML aux CNP plus rapide) 

générées par CRISPR-Cas9. En parallèle, nous étudierons la dynamique d’assemblage de la 

protéine GFP-PML-RARα présentant ces mutations sur PML dans des MEF PmlKO pour confirmer 

le rôle de la trimérisation de la boite B2 dans la formation des CNP anormaux et tester le lien 

entre la dynamique d’assemblage de PML aux CNP anormaux et le développement de la LAP. 

 

Rôle de la boite B2 dans la régulation des voies de sénescence 
PML est impliqué dans le contrôle de la sénescence en régulant les voies p53/p21 ainsi 

que p16/Rb (Childs et al., 2015; Nardella et al., 2011). Au-delà de la LAP, l’induction des voies de 

sénescence médiées par PML présente un intérêt thérapeutique dans plusieurs pathologies (cf. 

partie 4.2 de l’introduction). Nos résultats préliminaires obtenus sur le mutant PmlA220V en 

réponse à un traitement au tétrachlorure de carbone (CCl4) indiquent que ces souris présentent 

une fibrose hépatique plus importante que les souris PmlWT et équivalente aux animaux PmlKO 

(Annexe 1). Dans le modèle de fibrose hépatique induit par le CCl4, cette dernière est limitée par 
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l’entrée en sénescence des cellules stellaires hépatiques médiée par p53 (Humpton et al., 2022; 

Krizhanovsky et al., 2008; Zhang et al., 2021).  

Une précédente publication de l’équipe a proposé que PML agisse comme un senseur de 

ROS, activant p53 en réponse au stress oxydant (Niwa-Kawakita et al., 2017). L’effet observé dans 

nos modèles murins pourrait refléter un défaut d’entrée en sénescence des cellules stellaires 

hépatiques causé par une perte de l’activité de senseur de ROS de PML du fait de la mutation de 

la boite B2, qui ne jouerait plus son rôle de relai et n’activerait pas efficacement la voie p53. De 

futures expériences permettront de déterminer si les mutations de la boite B2 de PML pourraient 

entrainer des défauts d’entrée en sénescence. Pour cela, nous proposons d’étudier différents 

marqueurs de l’entrée en sénescence (test β-galactosidase, activation des voies p16 et p53…) en 

réponse à différents stress induisant la sénescence (irradiation, CCl4…) dans des souris sauvages 

ou exprimant les mutants PmlC213V, PmlA220V et PmlL218G générées par CRISPR-Cas9. Nous 

proposons aussi de dériver des MEF primaires à partir de ces animaux et d’étudier si les 

différentes mutations de la boite B2 de PML protègent les cellules de l’entrée en sénescence 

réplicative ou induite par l’oncogène KRASG12V. Ces expériences permettront de déterminer 

l’impact de la trimérisation de la boite B2 de PML dans la régulation de la sénescence in vivo. 

 

Rôle de PML dans les maladies neurodégénératives 
Les maladies neurodégénératives à expansion de poly-glutamines sont causées par une 

expansion d’un triplet CAG sur l’ADN codant pour des chaines de poly-glutamines (polyQ) qui 

forment des feuillets β et s’associent en structures fibrillaires (Buchanan et al., 2014), 

responsables de la neurodégénérescence. Les mécanismes d’assemblage des protéines à polyQ 

en agrégats sont similaires et il a été proposé qu’un mutant de l’ataxine1 présentant une 

expansion de polyQ s’assemble en condensats par LLPS (Zhang et al., 2020).  

Les CNP recrutent certaines protéines à expansion de polyQ et contrôlent leur SUMO-

ubiquitination suivie de leur dégradation par le protéasome (Guo et al., 2014; Janer et al., 2006; 

Marinello et al., 2019). Dans ce contexte, une délétion de Pml chez les souris exprimant une 

protéine SCA1 mutée exacerbe la déficience motrice (Guo et al., 2014). A l’inverse un traitement 
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à l’interféron β des animaux exprimant une protéine SCA7 mutée induit l’expression de PML et la 

formation des CNP, augmentant la dégradation de l’ataxine mutante et améliorant les tests 

comportementaux en prévenant la mort des cellules neurales (Chort et al., 2013). PML pourrait 

également contrôler la dégradation d’autres protéines à expansion de polyQ selon le même 

mécanisme (Guo et al., 2014). 

Dans nos modèles cellulaires exprimant différents mutants de la protéine PML fusionnée 

à la GFP, il pourrait être intéressant d’étudier les modalités de recrutement de l’ataxine à 

expansion de polyQ aux CNP et le rôle du LLPS dans ce processus. Une étude portant sur le 

nucléole a proposé que le recrutement de protéines mal conformées en réponse au stress au sein 

de la composante granulaire modifie la dynamique d’assemblage de la nucléophosmine (Frottin 

et al., 2019). Il serait donc intéressant de questionner le lien entre la dynamique de PML aux CNP 

et l’accumulation de protéines à polyQ, et inversement.  

La cystéine C389 de PML a récemment été identifiée comme responsable du recrutement 

de la protéine oncogénique NPM1cytoplasmique aux CNP via la formation d’un pont disulfure 

intermoléculaire avec la cystéine C288 de la nucléophosmine (Wu et al., 2021). Il serait donc 

intéressant d’étudier le rôle de ce résidu ainsi que de la C213 de PML dans le recrutement de 

l’ataxine à expansion de polyQ aux CNP et dans l’induction de sa dégradation par SUMO-

ubiquitination dans nos modèles de cellules et de souris exprimant les protéines mutantes 

PMLC213V et PMLC389S. 
  



157 
 

 
  

  

Conclusion 
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Ce projet de thèse a permis d’affiner les connaissances sur les mécanismes d’assemblage 

des CNP. En utilisant différentes techniques et expertises, nous avons pu déterminer que les CNP 

présentent certaines caractéristiques d’organelles sans membranes s’assemblant par LLPS mais 

que ce mécanisme ne peut pas à lui seul expliquer leur formation complexe. 

 Les résultats obtenus au cours de cette étude indiquent que l’assemblage des CNP ne 

repose pas sur la formation de ponts disulfures intermoléculaires mais sur des interactions au 

niveau de son RBCC. Nous nous sommes focalisés sur l’étude du domaine B2 de PML - retrouvé 

muté chez les patients LAP résistants à la thérapie par l’arsenic - et avons démontré le rôle central 

de son hélice α dans la régulation de la dynamique de la protéine PML aux CNP. Nous avons 

proposé que la boite B2 de PML contrôle la dynamique d’assemblage des CNP en s’assemblant 

en un homo-trimère au moyen d’interactions hydrophobes au niveau de l’hélice α.  

  De futures études menées au laboratoire s’intéresseront au rôle des modifications post-

traductionnelles de PML et de ses autres domaines dans la régulation de sa dynamique 

d’assemblage aux CNP. De nouvelles approches alliant biologie cellulaire et modélisation in silico 

viseront à élucider les modalités d’assemblage des CNP. 

 Dans une seconde partie, cette étude a permis d’élucider le mécanisme d’action 

thérapeutique de l’arsenic sur PML.  Nous réfutons l’hypothèse stipulant que l’arsenic se fixe sur 

le RING de PML et proposons que l’assemblage en homo-trimère de la boite B2 de PML rapproche 

trois résidus cystéine C213 qui ne coordonnent pas le zinc pour former le site de liaison de 

l’arsenic sur la protéine. La fixation de l’arsenic sur PML induit une transition de phase des CNP 

d’une structure de type liquide vers une structure de type gel responsable de l’induction de leur 

formation. De futures études s’intéresseront au rôle de la boite B2 de PML dans le développement 

de la LAP et dans l’effet thérapeutique de l’arsenic sur PML-RARα.  Les résultats obtenus durant 

ce projet ouvrent également la voie au développement de nouvelles molécules thérapeutiques 

mimant l’arsenic et pouvant être utilisées dans le traitement de la LAP et d’autres cancers où PML 

est impliqué. 

 Le développement en cours de corps nucléaires PML artificiels dont nous pouvons 

contrôler l’assemblage par LLPS permettra de questionner le lien structure/dynamique/fonction 
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des CNP. L’utilisation de cet outil et des approches in silico nous permettront de déterminer la 

participation du LLPS dans la formation des CNP. Enfin, en augmentant le nombre de répétitions 

de la protéine d’architecture des corps arti-PML - qui devrait permettre la formation de corps 

présentant des caractéristiques de type gel en absence d’arsenic - nous souhaitons mettre en 

évidence un lien entre des changements de la dynamique d’assemblage des CNP et la modulation 

de leur activité biochimique. 
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Annexe 1: Arsenic ties PML B2-box trimer to 
switch Nuclear Body assembly dynamics and 

trigger anti-leukemia response: Key resource table 
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Product name Supplier Reference Final concentration 

DMEM, high glucose, pyruvate Thermo Fisher 41966052 x 
5-fluorouracil Sigma-Aldrich F6627 x 
Anti-Actine antibody Sigma-Aldrich A2066 x 
AgeI-HF NEB R3552 x 
Anti-evaporation oil  IBIDI 50051   
Anti-FLAG antibody Sigma-Aldrich F1804  
Antimony(III) oxide Sigma-Aldrich 637173-100G 1µM 
Anti-mouse-HRP Jackson 

ImmunoResearch 
115-035-062 x 

Anti-rabbit-HRP Jackson 
ImmunoResearch 

111-035-045 x 

Anti-SUMO2/3 Cell Signaling 
Technologies 

4971P x 

Arsenic trioxide Sigma-Aldrich 1969 1-10µM 
AvrII NEB R0174 x 
BioTrace nitrocellulose membranes BioTrace Pall 

Laboratory 
732-3031 x 

Bromophenol blue Sigma-Aldrich B0126 x 
Cacodylic acid (dimethyl-arsenic) Sigma-Aldrich C0125 2µM 
DAPI Thermo Fisher 62248 1µg/mL 
Effectene Qiagen 301425 x 
Fluoromount-G SouthernBiotech 0100-20  
Foetal bovine serum Eurobio CVFSVF00-01 10% v/v 
Formalin Sigma-Aldrich HT501128 x 
Anti-GFP (Green Fluorescent Protein) Roche 1,181E+10 x 
Glass-bottom culture dishes  IBIDI 81156 x 
Glycerol Sigma-Aldrich G5516 x 
Goat anti-mouse Alexa Fluor 488  Jackson 

ImmunoReasearch 
115-545-003 x 

Goat anti-mouse rhodamine red-X Jackson 
ImmunoReasearch 

115-295-003 x 

Goat anti-mouse STAR RED Abberior STRED-1001 x 
Anti-HA antibody Covance MMS-101R-

1000 
x 

HBSS Thermo Fisher 14025092 x 
Hydrogen peroxide Sigma-Aldrich 516813 500µM 
Interleukin 3 Stemcell 78042 x 
Interleukin 6 Stemcell 78052 x 
Laemmli buffer Sigma-Aldrich S3401 x 
L-Glutamine (200 mM) Thermo Fisher 25030081 2mM 
Methylarsonic acid Greyhouse N-12922 2µM 
N-ethyl-maleimide Sigma-Aldrich E3876 10µM / 20mM 
NuPAGE 4-12% BT gels Thermo Fisher NP0336 x 
NuPAGE MOPS SDS running buffer Thermo Fisher NP0001 x 
Penicilin / Streptomycin ThermoFisher 15140122 100U/mL 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/14025092
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Anti-PML antibody Merck Millipore MAB3738 x 
Polybrene Sigma-Aldrich TR-1003 1µg/mL 
Puromycin  Sigma-Aldrich P8833 2µg/mL 
Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit NEB E0554S x 
ReAsH Thermofisher T34562 2µM 
RPMI medium Thermo Fisher 12633012 x 
SCF Stemcell 78064 x 
SDS Sigma-Aldrich L4509 x 

SfiI NEB R0123 x 
Stemspan Stemcell 9600 x 

SuperSignal™ West Dura Extended 
Duration Substrate 

Thermo Fisher 34076 x 

SuperSignal™ West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate 

Thermo Fisher 34096 x 

T4 DNA ligase NEB M0202 x 
TCEP Thermo Fisher 77720 50mM 
Triton X-100 Sigma-Aldrich T9284 x 
Trizma Sigma-Aldrich 93362 x 

Table 4: List of the reagents used in this study 

 

 

Machine name Supplier 

Fusion FX Vilber 

LSM 980  Carl Zeiss Micro-Imaging 

Axio Observer 7 Carl Zeiss Micro-Imaging 

Nikon Eclipse Ti Nikon 

Table 5: List of the machines used in this study 

  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12633012
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Construction Amorce F Amorce R 

pMSCVpuro-HIS6-HA-

PMLIIIC213A 

GCC GCT GTG CGC CTC GTG CGC GC TTG GAA CAT CCT CGG CAG TAG ATG 

 

pMSCVpuro-HIS6-HA-

PMLIIIC389S 

CCT CAG CTC TTC CAT CAC CCA GG TCC TGC AGG CGC ACC TTG 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIII202A 

GCT GAC CAG CGC CTA CTG CCG AGG GTA GGG GTG CGG TGG TTG 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC189S 

CAA CAT CTT CTC CTC CAA CCC CAA CC TTG GTC TTG CGG GTG CCG 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC212S 

CAA GCC GCT GTC CTG CTC GTG CG 

 

GAA CAT CCT CGG CAG TAG ATG CTG 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC213S 

GCC GCT GTG CTC CTC GTG CGC GC 

 

TTG GAA CAT CCT CGG CAG TAG ATG CTG GTC 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC213V 

GCC GCT GTG CGT CTC GTG CGC GC 

 

TTG GAA CAT CCT CGG CAG TAG ATG 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC213L 

GCC GCT GTG CCT CTC GTG CGC GC TTG GAA CAT CCT CGG CAG TAG ATG 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC213F 

GCC GCT GTG CTT CTC GTG CGC GC 

 

TTG GAA CAT CCT CGG CAG TAG ATG CTG G 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC215S 

GTG CTG CTC GTC CGC GCT CCT TG AGC GGC TTG GAA CAT CCT CG 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIA216G 

CTG CTC GTG CGG GCT CCT TGA CA 

 

CAC AGC GGC TTG GAA CAT CC 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIA216V 

CTG CTC GTG CGT GCT CCT TGA CA 

 

CAC AGC GGC TTG GAA CAT CC 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIL217G 

CTC GTG CGC GGG CCT TGA CAG CAG CAG CAC AGC GGC TTG GAA 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIL218G 

GTG CGC GCT CGG TGA CAG CAG CC 

 

GAG CAG CAC AGC GGC TTG 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIL218F 

GTG CGC GCT CTT TGA CAG CAG CC GAG CAG CAC AGC GGC TTG 

 

pMSCVpuro-GFP-

PMLIIIC389S 

CCT CAG CTC TTC CAT CAC CCA GG 

 

TCC TGC AGG CGC ACC TTG 

Table 6: List of the primers used for site-directed mutagenesis 
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Data Set MBP-B2 MBP-B2 C213A-A216V 
Space group H3 H32 

a, b, c (Å) 122.6, 122.6, 163.2 121.6, 121.6, 161.3 
a, b, g (°) 90.0, 90.0, 120.0 90.0, 90.0, 120.0 

Resolution (Å) 50.0 - 2.1 (2.18 - 2.10) 35.0 - 2.6 (2.69 - 2.60) 
Rsym  0.072 (0.84) 0.184 (1.581) 
Rpim  0.03 (0.357) 0.092 (0.775) 

I/s(I) 33.9 (1.9) 7.24 (1.13) 
CC1/2 0.997 (0.74) 0.988 (0.393) 

Completeness (%) 99.8 (100.0) 99.6 (99.79) 
Redundancy 6.6 (6.4) 5.0 (5.1) 

Refinement 
  

Resolution (Å) 35.4 - 2.1 35.0 - 2.6 
No. of reflections 53,556 14,29 

Rwork/Rfree (%) 18.6/23.34 20.16/24.61 
Protein atoms 6,388 3184 

Metal atoms 4 2 
Cofactor atoms 46 25 
B factors (Å2) 50.7 52.3 

protein 50.9 52.4 
ligands 38.4 46.4 

Rmsd bond lengths (Å) 0.008 0.009 
Rmsd bond angles (°) 0.95 1.02 

Ramachandran outliers (%): 0 0 
Ramachandran favored (%): 97.7 96.3 

Values in parentheses are for the highest-resolution shell. 

Table 7:  Data collection and refinement statistics 
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Annexe 2 : Etude du rôle de la boite B2 de PML in 
vivo 
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INTRODUCTION 
Dans nos travaux présentés dans les résultats principaux, nous avons élucidé la structure 

tridimensionnelle de la boite B2 de PML et identifié son rôle dans la dynamique d’assemblage des 

CNP. Nous avons aussi identifié le site de liaison de l’arsenic au sein de la boite B2 de PML et 

montré son rôle dans la perte de l’auto-renouvellement de cellules hématopoïétiques 

transformées par PML-RARα induite par l’arsenic. 

Nous nous sommes également intéressés au rôle de la boite B2 dans la réponse au stress 

oxydant in vivo. Pour cela, nous avons tiré parti des modèles de souris knock-in pour PML 

générées par la technologie CRISPR-Cas9 avant mon arrivée au laboratoire. Nous disposions de 

sept lignées de souris : 

• Une lignée PmlWT. 

• Une lignée PmlKO. 

• Une lignée PmlE167R mutée sur le site consensus de SUMOylation de la lysine mK160 

sur laquelle se forment les chaînes poly-SUMO. 

• Une lignée PmlA220V portant la mutation majoritairement retrouvée chez les 

patients APL résistants à la thérapie par l’arsenic, localisée sur l’hélice α de la boite 

B2 de PML. L’A220 est l’équivalent murin de l’A216 humaine. 

• Une lignée PmlNLS-K/A mutée sur le site de localisation nucléaire de PML, induisant 

la formation de corps cytoplasmiques. 

• Une lignée PmlΔNES mutée sur le site d’export nucléaire de PML, bloquant la 

protéine PML au noyau. 

• Une lignée PmlIso1KO où l’isoformeI majoritaire de PML a été délétée. 

Pour chaque modèle, nous nous sommes intéressés à caractériser les défauts 

d’assemblage des CNP dans différents organes dont le foie puis à étudier leur effet de perte ou 

de gain de fonction sur la réponse physiopathologique à des inducteurs de stress oxydants et à 

l’arsenic. Pour des raisons de cohérence, nous ne présenterons ici que les résultats obtenus pour 

les mutants PmlKO et PmlA220V complémentaires de ceux présentés dans les résultats principaux. 
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RESULTATS 
La mutation PmlA220V induit une désorganisation de la formation des CNP et 

perturbe les effets des oxydants et de l’arsenic sur leur formation 
 La première partie de cette étude a consisté à caractériser l’effet de la mutation PmlA220V 

sur la formation des CNP dans les conditions basales. Les expériences d’immunofluorescence 

réalisées chez les souris PmlWT sur des coupes de foies ou sur des MEF primaires indiquent que 

les noyaux de ces cellules présentent entre 10 et 30 CNP (Figure 31.A, 31.C.). La fraction diffuse 

correspondant à la protéine PML non associée aux CNP est visualisable dans le modèle de MEF 

primaires (Figure 31.C.). Comme attendu, la mutation PmlA220V induit un défaut d’assemblage des 

CNP. Dans les hépatocytes, reconnaissables par leurs noyaux volumineux sur les coupes de foies, 

ou dans les MEF primaires, cette mutation abolit la formation des CNP. PML est alors détectée 

uniquement sous une forme nucléaire diffuse. Ce mutant ne peut former des corps nucléaires 

que dans des cellules hépatiques à petit noyaux (Figure 31.A.) qui pourraient être des cellules 

endothéliales ou des cellules immunitaires.  

 La mutation PmlA220V induit également une perte de la SUMOylation basale de PML, sans 

affecter la stabilité de la protéine (Figure 31.B.). Ces résultats sont cohérents avec de précédentes 

études où la désorganisation des CNP en réponse à des mutations du RING ou de la boite B1 de 

PML induisent une perte de la SUMOylation basale et nos résultats principaux (Li et al., 2019; 

Wang et al., 2018). Le défaut d’assemblage des CNP est associé à une perte du recrutement des 

protéines partenaires aux corps, retrouvés sous forme diffuse dans le nucléoplasme (Figure 

31.C.). 

 

 La substitution d’une alanine par une valine sur l’hélice α de la boite B2 de PML est la plus 

fréquemment retrouvée chez les patients APL résistants à la thérapie par l’arsenic (de Thé et al., 

2017). Nous avons donc étudié la réponse de ce mutant à l’arsenic et aux oxydants in vivo.  

Le traitement à l’arsenic induit la formation de CNP plus volumineux dans les noyaux des 

cellules hépatiques des souris PmlWT (Figure 31.D.). La formation de quelques CNP de petite taille 



193 
 

est observable dans les noyaux des cellules hépatiques des souris PmlA220V en réponse à 30 

minutes de traitement à l’ATO.  Les animaux portant cette mutation conservent donc une 

sensibilité résiduelle à cette drogue, comme précédemment observé in cellulo dans les résultats 

principaux.  

Le traitement avec des oxydants classiques comme l’acétaminophène (APAP), induisent la 

formation de CNP chez les souris PmlWT avec un effet plus faible que l’arsenic (Figure 31.E.). Des 

résultats similaires ont été observés en réponse à des temps courts de traitement avec d’autres 

inducteurs de stress oxydant (non montrés). Aucune induction de la formation des CNP n’est 

observée chez le mutant PmlA220V. 

L’arsenic ou les oxydants comme l’acétaminophène induisent la formation des CNP et 

l’hyper-SUMOylation dans des cellules exprimant PmlWT (Figure 31.F-G). L’incapacité du mutant 

PmlA220V à former des CNP en réponse à l’arsenic et aux oxydants est associée à une perte de 

l’hyper-SUMOylation induite par ces molécules. Ces observations confirment in vivo que des 

mutations de l’hélice α de la boite B2 de PML altèrent la formation des CNP dans les conditions 

basales et la réponse à l’arsenic. L’insensibilité du mutant PmlA220V à l’APAP suggère quant à elle 

un rôle de l’hélice α de la boite B2 dans l’assemblage de PML en réponse au stress oxydant in 

vivo. 
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Figure 31 : Caractérisation des défauts d’assemblage et de SUMOylation du mutant PmlA220V dans les conditions 
basales et en réponse aux oxydants  

A. Défaut d’assemblage des CNP avec la mutation PmlA220V dans des coupes de foies de souris analysées par 
microscopie confocale. Les cercles blancs indiquent les bordures des noyaux des cellules PmlA220V. Barre 
d’échelle : 5µm. 

B. Analyse des défauts de SUMOylation basale du mutant PmlA220V par Western blot. 
C. Modifications de la distribution de DAXX, partenaire de PML aux CNP dans des MEF primaires portant la 

mutation PmlA220V. Les cercles blancs indiquent les bordures des noyaux des cellules PmlA220V. Barre 
d’échelle : 5µm. 

D. Défaut d’assemblage des CNP avec la mutation PmlA220V en réponse à un traitement de 30 minutes à l’ATO 
observé sur des coupes de foie. Barre d’échelle : 5µm. 

E. Défaut d’assemblage des CNP avec la mutation PmlA220V en réponse à un traitement de 2h à 
l’acétaminophène observé sur des coupes de foie. Barre d’échelle : 5µm. 

F. Le mutant PmlA220V est insensible à un traitement de 30min à l’ATO, révélé par WB sur des échantillons de 
foie. 

G. Le mutant PmlA220V est insensible à un traitement de 6h à l’APAP, révélé par WB sur des échantillons de 
foie. 

 

L’abolition de la formation des CNP en réponse à une mutation de la boite 

B2 modifie la réponse à un stress oxydant chronique 
L’analyse du nombre de foyers positifs pour l’histone H2AX phosphorylé (γH2AX), 

classiquement utilisé comme un marqueur de stress oxydant, révèle que les animaux portant la 

mutation PmlA220V présentent des niveaux de dommages à l’ADN significativement supérieurs aux 

animaux PmlWT et équivalents aux animaux PmlKO (Figure 32.A.). Ces résultats préliminaires 

pourraient indiquer des niveaux d’oxydations basales plus élevés chez ce mutant ponctuel et 

comparables à ceux observés chez les souris déficientes en PML. 
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Figure 32 : Etude de la réponse du mutant PmlA220V à un stress oxydant chronique 

A. Quantification du nombre de foyers gH2AX sur des coupes de foies de souris étudiée par 
immunofluorescence. Sur le graphique, chaque point correspond à un noyau. Les quantifications ont été 
réalisées sur n=3 champs différents issus de N=3 animaux. Les résultats du test Mann-Whitney sont 
indiqués (***, P<0,001). Barre d’erreur : déviation standard. 

B. Défaut d’assemblage des CNP avec la mutation PmlA220V en réponse à un traitement de 5 semaines avec du 
CCl4 observé sur des coupes de foie. Les régions présentées sont périvasculaires. Les cercles blancs 
indiquent les bordures des noyaux des cellules PmlA220V. Barre d’échelle: 5µm. 

C. Etude de la SUMOylation de PML chez des souris PmlWT et PmlA220V en réponse à 5 semaines de traitement 
au CCl4  étudié par Western blot. 

D. Quantification de la surface de fibrose colorée au rouge Sirius après 5 semaines de traitement au CCl4 chez 
les souris PmlWT, PmlKO et PmlA220V. Sur les images, la barre d’échelle correspond à 200µm. Sur le graphique 
chaque point représente la moyenne des aires fibrotiques quantifiées pour un animal. Les résultats du test 
Mann-Whitney sont indiqués (**, P<0,01). Barre d’erreur : déviation standard. 

 

Nous avons également testé l’effet de la mutation PmlA220V sur la réponse à un stress 

oxydant chronique. De précédentes études rapportent qu’un traitement prolongé avec du 

tétrachlorure de carbone (CCl4) induit une fibrose hépatique limitée par l’activation de la 
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sénescence des cellules stellaires hépatiques et dépendante de la voie p53 (Humpton et al., 2022; 

Krizhanovsky et al., 2008; Zhang et al., 2021). Dans ce contexte, un défaut d’activation de la voie 

p53 dans nos souris déficientes en PML ou présentant un défaut d’assemblage des CNP pourrait 

se traduire par une augmentation des dommages hépatiques. 

Nos résultats préliminaires indiquent que le traitement durant 5 semaines avec le CCl4 

induit la formation des CNP à proximité des vaisseaux sanguins hépatiques chez les souris PmlWT 

(Figure 32.B.). Comme observé en réponse aux traitements avec d’autres oxydants (Figure 32), le 

traitement avec le CCl4 n’induit pas la formation des CNP chez le mutant PmlA220V. Aucune hyper-

SUMOylation de PML n’est détectée lors de l’analyse de la SUMOylation hépatique de la protéine 

après 5 semaines de traitement avec le CCl4 (Figure 32.C.). De manière intéressante, l’analyse de 

la surface colorée au Sirius Red sur des coupes de foies de ces animaux, reflétant les niveaux de 

fibroses hépatiques, indiquent que les souris déficientes en PML ou portant la mutation PmlA220V 

présentent des dommages hépatiques équivalents et que ces dommages sont significativement 

supérieurs aux souris PmlWT.  

 

 Pris dans leur ensemble, ces résultats préliminaires confirment in vivo qu’une mutation de 

l’hélice α de la boite B2 de PML provoque des défauts d’assemblage des CNP dans les conditions 

basales et en réponse à l’arsenic. L’insensibilité du mutant PMLA220V à l’APAP suggère également 

un rôle de l’hélice α de PML dans la réponse au stress oxydant in vivo. De plus, nos résultats 

préliminaires obtenus avec le modèle CCl4 ont permis de révéler que cette mutation est corrélée 

à une augmentation des dommages hépatiques en réponse à un stress oxydant chronique de la 

même manière que chez les animaux PMLKO. L’augmentation de la fibrose pourrait refléter un 

défaut d’entrée en sénescence des cellules stellaires hépatiques due à un défaut d’activation de 

la voie p53. De futures études s’intéresseront à étudier ces hypothèses. 
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MATERIEL ET METHODES 
Drogues et molécules utilisées 

Nom Fournisseur Référence Dose utilisée Concentration de la solution 
APAP 
(Acetaminophen) 

Sigma-Aldrich A5000 300 µg/g 15 μg/μL dans du PBS réchauffé 

Arsenic Sigma-Aldrich 202673 5 µg/g 1 µg/µL dans du PBS-NaOH 50mM. 
Tétrachlorure de 
carbone  

Sigma-Aldrich 289116 2,5 µL/g   20% CCl4 dans de l’huile minérale 

Huile minérale Sigma-Aldrich M8410 N.D. N.D. 
Tableau 8: Liste des drogues utilisées dans cette étude 

 

Modèles animaux et traitements 

Création de lignées murines transgéniques pour le gène Pml 

 Les animaux ont été manipulés selon les directives de la protection animale du comité 

d’éthique d’expérimentation animale Paris-Nord n°121 (référencé sous le numéro APAFIS#22504-

2019101810251298 v4). Les souris sont élevées au sein de la plateforme de modèles pré-cliniques 

de l’unité INSERM US53, CNRS 2030, au sein de l’université Paris Cité (IRSL : Institut de Recherche 

Saint-Louis) en respectant un cycle de 12 heures jour/nuit dans des conditions SPF (Specific 

Pathogen Free) avec un accès libre à l’eau et à la nourriture. 

 La lignée de souris consanguine BALB/cByJ utilisée dans le cadre de cette étude a été 

fournie par Charles River et est déficiente pour l’enzyme acyl-coenzyme A déshydrogénase 

(AcadsKO).  

Le génotypage sur Pml a été réalisé avec le kit PCR multiplexe (Qiagen) en utilisant les 

amorces suivantes : 5’- GGTTGTCAGACTTGGCTGTGA -3’ et 5’- CTCTTCCAGTTGGGCAAGAC -3’. 

La PCR a été réalisée avec le programme suivant : une première étape de dénaturation de 

l’ADN à 95°C pendant 2 minutes puis une dénaturation de 30 secondes à 95°C, suivie d’une étape 

d’hybridation de 90 secondes à 60°C et d’une étape d’élongation de 90 secondes à 72°C. Ces 3 

dernières étapes constituent un cycle répété 35 fois. Le cycle se termine par une incubation de 1 

minute à 72°C avant de préserver les produits de PCR à 4°C. 
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Les souris PmlA220V ont été obtenues par édition du génome par la technique CRISPR-Cas9, 

réalisée sur des zygotes BALB/cByJ en utilisant la méthode TAKE (Hashimoto and Takemoto, 

2015). Brièvement, une hyperovulation a été induite chez des femelles WT Balb/cByJ âgées de 

trois à quatre semaines en utilisant du CARD HyperOva (Cosmo bio) et de la gonadotropine 

chorionique humaine (Sigma). Ces femelles ont été placées en accouplement avec des mâles WT 

Balb/cByJ âgés de 8 à 20 semaines. Les ARN guides dirigés contre Pml, la protéine HIFI-Cas9 et 

l’ADN donneur ont été synthétisés par IDT pour former Alt-R CRISPR-Cas9 ribonucléoprotéine et 

ont été électroporés (NEPA21; Sonidal) dans les zygotes pour introduire la mutation PmlA220V. La 

séquence du guide utilisé est 5’- rGrUrG rUrUrG rCnrArCr rArUrG rCrGrC rGrCrU rCrCrG rUrUrU 

rUrArG rArGrC rUrArU rGrCrU- 3’. Un génotypage des animaux a été réalisé comme décrit 

précédemment et les produits de PCR obtenus ont été séquencés (Eurofins Genomics). 

 

Traitements d’induction de stress oxydant in vivo 
Tous les traitements ont été initiés par voie intra-péritonéale chez des souris PmlWT, PmlKO, 

PmlA220V homozygotes, âgées de 7 à 10 semaines, de même âge et de même sexe. Pour chaque 

génotype, 3 souris contrôles ont été injectées avec de l’huile minérale seule et 7 souris ont reçu 

les injections de CCl4. 

Les animaux traités à l’arsenic (5µg/g) ont reçu une injection et ont été euthanasiés puis 

disséqués après 30 minutes ou 2 heures de traitement. Les souris traitées à l’APAP (300 µg/g) ont 

reçu une injection après un régime à jeun de 12 heures sur la nuit (boisson à volonté) et ont été 

euthanasiées puis sacrifiées après 2 heures ou 6 heures de traitement. L’induction d’une fibrose 

hépatique chronique sur nos modèles murins a nécessité 10 injections de tétrachlorure de 

carbone (2,5 µL CCl4 20%/µg) réparties sur 5 semaines (2 injections par semaine) ; les souris ont 

ensuite été euthanasiées puis disséquées 48h après la dernière injection. 

A la fin de chaque type de traitements, les différents lobes du foie ont été prélevés et 

conservés de différentes manières afin de procéder à de multiples analyses :  
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- Le lobe médian gauche coupé en deux dont un morceau a été congelé dans l’azote liquide 

pour de future analyse protéique, un morceau a été congelé à -20°C dans une solution de 

stabilisation des ARN appelée « RNAlater » (Invitrogen - Ref. AM7021) 

- Le lobe médian droit recouvert de milieu de congélation pour tissu (Leica – Ref. 

14020108926), a été congelé rapidement dans l’azote liquide afin d’obtenir un bloc, utilisable 

pour effectuer des coupes de tissu congelé au cryostat. 

- Le grand lobe gauche fixé directement dans l’AFA (Q-path – Ref. 11656713), un fixateur 

histologique à fixation rapide (mélange d’acide acétique, de formaline et d’alcool), a ensuite 

été inclus en paraffine après 24 heures de fixation, afin d’obtenir un bloc, utilisable pour 

effectuer des coupes de tissus au microtome. 

 

Isolation et culture des MEF primaires 

Les fibroblastes embryonnaires de souris primaires ont été isolés à partir d’embryons 

(E13,5) de souris PmlWT, PmlA220V. Après avoir retiré la tête et les viscères, les embryons ont été 

dissociés mécaniquement dans de la trypsine 0,5% v/v (Gibco). Les cellules ainsi obtenues ont été 

ensemencées en boites de culture de 15cm de diamètre, à raison de 3 millions de cellules par 

boite. Seules les cellules fibroblastiques adhèrent au fond de la boite. Elles sont cultivées en 

normoxie à 37°C, 5% CO2 , 3% O2 en atmosphère humide dans un milieu DMEM High Glucose 

(4,5g/L) avec pyruvate (Gibco) et supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (Eurobio 

Scientific), 100U/ml pénicilline-streptomycine (Gibco) et 2mM glutamine (Gibco). 

 

Préparation des coupes histologiques 

Cryosections de foies 

Les lobes de foie congelés directement dans un milieu de congélation spécifique ont 

ensuite été coupés par tranche de 7-8 µm d’épaisseur à l’aide d’un cryostat (modèle NX70, 

Thermofisher) mis à disposition sur la plateforme d’histologie (CIRB – Collège de France).  Les 

cryosections ont été recueillies sur une lame Superfrost Plus (ThermoFisher) et conservées à -

80°C. 
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Coupes en paraffine 

Les lobes de foie fixés dans l’AFA pendant 24 heures, ont ensuite été inclus en paraffine. 

L’inclusion en paraffine s’effectue par différents bains successifs à l’aide d’un automate de type 

carrousel (Modèle Citadel 2000, Thermofisher) mis à disposition sur la plateforme d’histologie 

(CIRB – Collège de France). Ainsi, le protocole d’inclusion dure 17h30, les lobes de foie sont 

d’abord déshydratés dans différents bains d’alcools de plus en plus concentrés : Ethanol 70% (1h), 

Ehtanol 90% (1h30), Ethanol 100% (1h), Ethanol 100% (1h30), Ethanol 100% (2h) ; puis les lobes 

de foie subissent une étape de clarification avec des bains successifs d’hydrocarbures aliphatiques 

(SubX – Leica Biosystems Ref.3803670E) : SubX (1h), SubX (1h30), SubX (2h) ; les lobes de foie 

imprégnés de solvant organique peuvent ensuite être infiltrés par la paraffine après 2 bains : 

Paraffine (2h), Paraffine (2h). Les lobes inclus en paraffine sont ensuite immergés dans un moule 

rempli de paraffine liquide sur une station d’enrobage (Shandon – Thermofisher) mise à 

disposition par la plateforme d’histologie (CIRB – Collège de France) ; les moules sont ensuite 

refroidis sur une plaque réfrigérée à -4°C afin de durcir la paraffine et figer le tissu à l’intérieur du 

bloc de paraffine. 

Ces blocs de tissus inclus en paraffine ont ensuite permis d’effectuer des tranches de 6 

µm d’épaisseur à l’aide d’un microtome couplé à un système de transfert automatique de coupes 

vers le défripeur (HM355S + STS – Thermofisher), mis à disposition par la plateforme d’histologie 

(CIRB – Collège de France). Les coupes paraffines ont été recueillies sur une lame Superfrost Plus 

(ThermoFisher), séchées dans un incubateur à 40°C pendant 24 heures puis conservées à 4°C. 

 

Etude Histologique des coupes de foie 

Coloration hématoxyline – éosine – safran sur coupes de foie 

Afin d’apprécier la structure tissulaire du foie de nos modèles murins traitées et non 

traitées, une coloration histologique de type HES pour hématoxyline (noyau en violet foncé), 

éosine (cytoplasme en rose) et safran (fibres de collagène en jaune), a été effectuée sur les coupes 

de tissus inclus en paraffine.  
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Avant de procéder à la coloration, les coupes doivent être réhydratées, les lames sont 

donc plongées dans différents bains successifs permettant le déparaffinage et la réhydratation 

des coupes : SubX (5 min), SubX (5min), SubX (5 min), Ethanol 100% (5 min), Ethanol 100% (5 

min), Ethanol 90% (5 min), Ethanol 70% (5 min), Eau (2 min).  

Les coupes sont ensuite colorées au niveau des noyaux et du cytoplasme en pratiquant les 

bains suivants : Hématoxyline de Mayer (5 min, Leica Biosystems), eau du robinet (2 min), 

carbonate de Lithium saturée (30 s, SIGMA), eau du robinet (1 min), eosine 1% (2 min, Leica 

Biosystems – Ref. 3801602E), Eau du robinet (1 min).  

Les bains qui suivent, permettent la déshydratation des coupes et la coloration des fibres 

de collagène : Ethanol 90% (1 min), Ethanol 100% (2 min), Safran 0,1% (4 min, solution obtenue 

par infusion d’1 g de Safran dans 1 L d’éthanol 100 % chauffé à 40 °C pendant 24-48h), Ethanol 

100% (1 min), Ethanol 100% (1 min), Ethanol 100% (1min).  

Pour mieux éclaircir les colorants, les coupes sont plongées dans un clarifiant : SubX (1 

min), SubX (1 min), SubX (1 min) ; puis elles sont montées à l’aide d’un milieu de montage 

compatible avec l’agent clarifiant (SubX Mounting Medium – Leica Biosystems Ref. 3801741). 

Les lames colorées ont ensuite été scannées sur le scanner de lames (Axioscan 7 – Carl 

Zeiss Micro-Imaging) mis à disposition par les plateformes d’Imagerie et d’Histologie (CIRB- 

Collège de France) afin de procéder à l’analyse de la structure du tissu. 

 

Coloration au rouge picro-sirius sur coupes de foie 

Afin d’évaluer le niveau de fibrose du foie de nos modèles murins traitées, une coloration 

histologique de type Rouge Picro-Sirius (coloration des fibres de collagène en rouge) a été 

effectuée sur les coupes de tissus inclus en paraffine.  

Avant de procéder à la coloration, les coupes doivent être réhydratées, les lames sont 

donc plongées dans différents bains successifs permettant le déparaffinage et la réhydratation 

des coupes, suivant le même protocole que lors de la coloration HES décrite ci-dessus.  
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Les coupes sont ensuite colorées au niveau des fibres de collagène en pratiquant les bains 

suivants : Rouge Picro-Sirius (1 h sous agitation, solution obtenue en diluant 0,5 g de Rouge Sirius 

– Direct 80, SIGMA Ref.365548, dans une solution aqueuse saturée en acide picrique), Eau 

acétifiée 0,5% (1 min) en agitant fortement les lames, Eau acétifiée 0,5% (1min). 

Les lames sont déshydratées dans des bains successifs à concentration croissante 

d’alcools : Ethanol 50% (10s), Ethanol 70% (1 min), Ethanol 90% (1 min), Ethanol 100% (1 min), 

Ethanol 100% (5 min), Ethanol 100% (5 min). Pour finir, les coupes sont clarifiées : SubX (5 min), 

SubX (5min) ; puis elles sont montées (SubX Mounting Medium – Leica Biosystems Ref. 3801741). 

Les lames colorées ont ensuite été scannées sur le scanner de lames (Axioscan 7 – Carl 

Zeiss Micro-Imaging) mis à disposition par les plateformes d’Imagerie et d’Histologie (CIRB- 

Collège de France) afin de procéder à l’analyse des tissus et à la quantification des zones 

fibrotiques. 

 

Immunomarquage et analyse de la distribution des CNP par microscopie confocale sur coupes de 

foies de souris 

PML Merck Millipore MAB3738 Souris 1/1000e 
DAXX Santa Cruz sc-7152 Lapin 1/500e 
γH2AX Merck Millipore 05-636  1/500e 

Tableau 9: Anticorps primaires utilisés pour les immunofluorescences 

 Les coupes de foie de souris utilisées pour les immunomarquages ont été cryopréservés 

dans un milieu de congélation pour tissu (Leica) à -80°C. Les Mefs primaires ont quant à elles été 

ensemencées sur des lamelles de verre.  

Le même protocole d’immunomarquage a été utilisé pour les coupes de foies et les Mefs 

primaires. Les échantillons ont été fixés à la formaline 10% (Sigma-Aldrich) durant 15 minutes et 

perméabilisées dans une solution de PBS 0,5% Triton-X100 (Sigma-Aldrich) pendant 15 minutes. 

Pour les coupes de foies de souris, une étape supplémentaire de blocage dans une solution de 

PBS 0,5% Triton-X100 supplémenté de 10% v/v de sérum de chèvre normal (NGS) durant une 

heure à température ambiante a été réalisée. Les anticorps primaires ont été dilués dans du PBS 

0,5% Triton-X100 (supplémenté de 10% NGS v/v pour les coupes de foies de souris) et incubés à 
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température ambiante pendant 1 heure. Les anticorps secondaires supplémentés en DAPI 

(1µg/ml) ont également été dilués dans la solution de perméabilisation et incubés durant 1 heure 

à température ambiante. Les anticorps secondaires utilisés pour la microscopie confocale ont été 

fournis par Jackson ImmunoResearch et sont couplés à des fluorochromes (Alexa Fluor 488, 568, 

594, 647). Les lamelles ont été montées en utilisant un milieu de montage à base de Mowiol. 

 L’analyse par microscopie confocale a été réalisée sur un microscope à balayage laser LSM 

980 (Carl Zeiss Micro-Imaging) équipé d’un détecteur spectral et d’un module Airyscan 2 ou avec 

un microscope confocal à spinning disk (Nikon Eclipse Ti) équipé d’une caméra Coolsnap HQ2 

(Photometrics) mis à disposition par la plateforme d’Imagerie (CIRB – Collège de France). Les 

acquisitions ont été réalisées en utilisant un objectif 60X à immersion à huile. 

 

Western blot 

Les échantillons de foies de souris ont été gelés instantanément dans de l’azote liquide. Ils ont 

ensuite été broyés avec une bille de métal en utilisant un Tissue Lyser (Qiagen) dans un tampon 

Laemmli dépourvu de réducteur (200mM Tris pH 6,8, 8% SDS, 40% glycérol, 0,2% bleu de 

bromophénol). Tous les produits entrant dans la composition des tampons cités ci-dessus ont été 

fourni par Sigma-Aldrich.  

Le protocole utilisé pour la suite de l’analyse par Western blot est similaire à celui décrit dans 

les méthodes de la partie « résultats supplémentaires ». 

 

Analyse des données 

Quantification des zones fibrotiques sur une coupe de foie colorée au rouge picro-sirius 

Le logiciel QuPath, software open source, permet d’analyser des coupes de tissus colorées 

et de quantifier tout type de signal (Bankhead, P. et al. QuPath : Open source software for digital 

pathology image analysis. Scientific Reports (2017).) Ce logiciel permet d’analyser l’image 

complète des coupes de tissu ; on peut à l’aide d’outils de classification d’objet et de pixel 

apprendre au logiciel à reconnaitre le signal que l’on souhaite quantifier (machine learning). Des 
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scripts d’analyse peuvent aussi être incorporés dans le programme pour l’adapter à notre 

demande. 

La coloration rouge-picrosirius a ainsi été quantifiée sur l’ensemble de chaque coupe de 

foie, en utilisant l’outil de machine learning ; le programme de machine learning a été mis en 

place par Philippe Mailly (Plateforme Imagerie – CIRB – Collège de France). 

 

Comptage du nombre de foyers γH2AX 

 Les comptages du nombre de foyers gH2AX, a été réalisée sur des coupes de foies de 

souris imagées avec un microscope confocal à spinning disk (Nikon Eclipse Ti) équipé d’une 

caméra Coolsnap HQ2 (Photometrics). Les analyses ont été menées sur les échantillons de foies 

de n=3 animaux. Pour chaque animal, un minimum de n=3 champs, projetés en z (somme des 

intensités), comportant chacun environ n=50 cellules ont été analysés.  
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Annexe 3 : Article de recherche, Nature 
Communications, publié 
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