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RESUME

Le virus HTLV-1 (Human Fc e | | Leukemia Virus) est | d6agent
l ymphocytes T de | 6adulte (ATL) et de | a par
personnes dans le monde sont infectées par le virus HTLMais seulement environ 2 a 4 %
d®vel oppent |l es pathologies associ ®es. A |0
recherche de traitements susceptibles doéoam®l
HTLV-1, maisladat ence du g®nome viral (jusqudé”™ 40 a
des patients encore plus difficile. Afin de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques, il est néces

de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de I'h6te dessapdr le virus HTLVL.

Le génome du virus HTLM code, entre autres, pour la protéine -Tagui confére au virus son
pouvoir transformant. La protéine Td&x e st d®finie comme | e tra
génome du virus HTLM (TransActivator of pX region). Elle est aussi impliquée dans la
déstabilisation de plusieurs mécanismes moléculateduisant a la transformatidies cellules hotes.
Grace aux nombreux domaines fonctionnels Tax établit des interactions avec un large pane
protéinesc el | ul ai r es. En par {iliest edractérisée pal & pnéserce & soh
extrémité carboxy er mi nal e doéun moti f de quatre acide
PDZ (PSD95DLG1-Z O1) . I a ®t ® d®mont rt@mirplde la praédée Taxi
1, conduisait a la diminution de son pouvoir oncogenétro. Les protéines contenant des domaines
PDZ interviennent dans la formation des jonctions cellulaires, des synapses et dans l'assemblag
récepteurs cellulaires. €¢ ai nes dodéentre elles sont capable
participer au contrble de la prolifération cellulaire. Le génome humain code pour au moins 1
prot ® nes ° domai nes PDZ, ma i-1sa ciblerces ppomes freste i

inconnue.

Dans cette étude nous avons utilisé plusieurs méthodes d'interactions prptéi@ames pour générer
une <cart e, l a plus compl {4 aveples pretéines adomathes PDZ6
Nous avons ensuite vdé notre approche en nous focalisant sur le role de deux protéines PL
(SDCBPet LNX2) dans la biologie du virus HTL-¥. Notre étude permet de proposer linteraction
entre Taxl et certaines protéines a domaine PDZ comme cible potentielle pour inhiber

transformation cellulaire due a Tdet la transmission celluacellule du virus HTL\W1.

MOTS-CLES : HTLV-1, Leucémie, Taxl, interactions, PDZ.






ABSTRACT

HTLV-1 (Human Fcell Leukemia Virus) is the etiologic agent of human adedel leukemia (ATL)

and tropical spastic paraparesis (TSP). More than 20 million people worldwide are infected with
HTLV-1 virus, but only about 5 % develop the associateldobagies. At present, efforts are invested
in the search for treatments that may improve the survival expectancy of patients infected by
HTLV-1 virus. The diagnosis of HTLAL infection is hampered by the viral genome latency (up to 40
years) and treatemt options are limited. To propose novel therapeutic opportunities, it thus |

necessary to better understand the host molecular mechanisms perturbed by the iHfECYon.

The HTLV-1 genome encodes for the Fhxprotein, which confers the transformiagility of the
virus. The Taxd protein is known as the transactivator factor of the HTLYrus genome expression
(TransActivator of pX region). It is also involved in the destabilization of several molecula
mechanisms within the host, leading to deltutransformation. Tat protein displays several
functional domains and interacts with a wide range of cellular proteins. In particular, tiepfabein
sequence contains, at its carbdgyminal end, a motif of four amino acids able to interact wiliz P
domain (PSD9LG1-Z01) containing proteins. It has been demonstrated that deletion of the PC
binding motif (PBM) of the Taxl protein leads to a decrease of its oncogenic capauciwtro.
Cellular proteins containing PDZ domains are involved infenmation of cellular junctions, synapses
and in cellular receptors assembly. Some of PDZ proteins are capable of relaying extracellular sig
and participate in the control of proliferation. The human genome codes for at least 150 proteins \
PDZ domans. However, the specificity of thenooprotein Taxl to target these proteins remains

unknown.

In this study, we have mapped The TaxPDZ interactome using a combination of several methods.
We reveal that Tat selectivelytarget a number of PDZ dommsicontaining proteins potentially
involved in HTLV-1 pathogenesis. We validated our approach by focusing on the raC&FRand
LNX2 proteins in HTL\V 1 biology. Our work also demonstrated that the -Td&XDZ interactome

might represent an attractive thpeutic target for HTLV1-induced diseases.

KEYWORDS: HTLV-1, Leukemia, Tax1, interactions, PDZ






Remerciements

Un grand merci a ma magnifique épouse Warda et a notre cher @oefckiou» (maintenant je le
sais codle)s,t jSd rviamwes!Ehi me © I 6infini

Je remercie chaleureusement les membres du jury M. Jacob, Mme Chainiaux et Mmewsadzoip o
faithonneud 6 e x ami ner mon travail

Je teremercie Jeddl aude de moéavoir accueill: au sein
tout au long de ma thésée te prie de croire a ma profonde gratitude. De plus, je remercie mes trc
autres encadreurs Franck, Laurence et Jacquemnqubo nt accompagn® parlel e
vous témoigne ici toute ma reconnaissance.

Je ne manquerai pas de remercier aussi les organismes qui ont soutenu mes recherches de do
CURAGX, FNRSFRIA et PACODEL.

Je souhaite aussi remerciertaus u x qui mbéont ac odyss@eadg sefit art,umais n
aussi ceux qui méont encourag® ° me | ancer d
Les membres du | aboratoire déinteractions

Pascal, Katia, Rebecca, Catheriklgjid, Sarah S, Sarah D, Sarah H, Héléne, Michel, Marco, Martin,
Despoina, Anouk, John, Cécile, Julia, Cone, Quentin, Tanguy, Alex, Charlotte, Tina, Maud, Eloc
Denis, JF, Xavier, Géraldine, Marfnge, Sophie, Thomas. Je vous remercie pour tous les bo
moments, les sorties, les activités et méme les réunions passées ehsemble

Les fameux viros: Marielle, Aurore, Marco, Laura, Laurent, Céline, Adeline, Yvette, Sylvie, Greg,
Mégane, Cédric, Charlotte, Erik, Nicolas, Giorgia, Alessia, Claude. Voussauez c on q u ®r i r
et je néboublierais jamais | a paillasse que Vv

La coordination, les plateformes et les membres du GIGA Caroline, Isa, Sandra, Aurélie,
Christophe, Sandra, Raafat, AbdelmoumaGustavo, Manu, Donia, Jedacques, Fabienne, Tony,
Claire, Sonia, Meriem, Catherine, Alex, Céline, Stéphane, Fabienne, Monique, Marie, Lucia, Tibel
Kateryna, Quentin. Vous mbéavez apport® une a
la bonne solution.

Les membresduCBMNet du | aboratoire do®pi g®8ven Cotpttee
Arnaud, Jérbme, Christéle, Aishea, J&éarc, Bernard, Richard, Luc, Daniel, Mathieu, Héléne,
Nicolas, Alix, PierreYves, Malik, Sathya, Beard, Fanny, JeaRock, Nathalie, Roland, Amel,
Sabrina et Fabian. Heureusement que vous étiez la pour mes premiers jours a Gembloux, car le
Marseillei Gembloux était dur a encaisspr. Vous avez illuminé cette petite ville par votre chaleur
humaine

Le centre de recherche en cancérologie de Marseille et le laboratoire de biologie moléculaire et
cellul aire de: JdadPauSBotgBDantel @iwey Francoise Birg, Frédérique, Nicolas,
Marie-José, Wilfied, Nadine, Kahina, Rima, Chanez, Mikéckkl, Raphaélle Bernard, Khadidja,
Luc, Chafia Touil, Dalila Mezioug et Sami a.
scientifique et de mbéavoir soutenu dans mes

Les membres du VentureLab: Pascal, Sophi®., SophieJ., Anais, Bernard, Vanessa, Sandrine,
Gabrielle, Julien, Luc, Hubert, Johann, Olivier M., Olivier D., Laura, Bernard, Chloé, Caro, Antoin



Jonas, Loic, Thomas, Elmaze, Mathias, Lippe, Frans, Camille, Pierre, Geoffrey, Momo, louis, Isle
Julien, Gilles, Atonia, Boris, tous les incubés et toutes les promos HEC entrepreneurs de 2005 a 2
Joai pass® des moments inoubliables © wvos ¢
recherche scientifigue et sa ®Walospgsabatbaon M

Mes amis Jean, LoganAbdellatif, Abdessamad, Sébastien, Florien, Jdamuel, Dimitri, Geoffrey,
John, Lamine, Abdelkrim, Abdelhafid, Omar, Maamar, Mustapha, Christophe, Youcef, Nassim N
Azeddine, Aymen, Issam, Abdellah, Oubaidall®&ahim, Nassim B., Boualem, Brahim, Khaled,
Khalid, Abdelkadir, Abdelmounaim, Nassim E., Amine, Djallal, Nabil, Fai¢cal, Mahmoud, Karim
Omar, Amine, Reda, Idir, Malek, Toufik, Aghiles, Lyes, Boualem, Abderrahim, AbnaHamid,
Ahmed, Malik, Malik, HocineSofiane, Amar, Makki, Farid, Lotfi, Hacéne, Fateh, BrahiBrahim,
Smail, Belkacem, Abdellah, Bachir, Islam, Madani, Moussa, Mustapha, Samir, Massi, Hacene, Sa
Hamid, Hakim, AKli, Arezki, Nordine, Samir et Rachid. Je sais que je peux comptenisgiet vous
pouvez compter sur moi

Aaah ma famille: Vava, Yemma, Nora, Mohammed, Samir, Lynda, Lyla, Hocine, Sarah, mes tante
mes oncl es, mes cousines, mes cousins, me s
Rabia, Papi, Mamietleurfaml | es. Sans vous, ri ehdoedpuraipo
vous rendre une partie de ce que vous mbdavez

Aaaaaah ma bellefamille : Zzi Moh, Ourida, Lyes, Hocine, Celia et toute ma grande belle famille.
Vous avez O®tp@teddwm ignsmeurdsieem |j e VvVOoOuS remerci e

Je rends un immense hommage a mes grands parents maternels et paternels qui ont vécu da

conditions difficiles et qui néont pasAhcene, |
gui sbest sacrifi® en venant travailler ici
en Al g®ri e. Le destin moéa peut °tre charg® d

gue Jeddi aurait pu avoir ici en IBigue.

Un remerci ement sp®ci al Tt oi, dont je nobéai
apres avoir lu ce paragrapiee.

Enfin, je vais remerciegious ceux qui liront ma these et qui feromirg ce travail a travers leurs
recherches.



TABLE DES MATIERES

CHAPITRE I: INTRODUGCTION ..ttt e et e e et e e e et e e e anens s e e e s e e e e e e e s 1
L L VITUS HTLV oottt ettt emme et oo oo oo et e ettt e emmt e e e e e e e e e bbb s e e e e e e e e ammme e e e e e e anns 1
1.1 HiStOIre de 18 OECOUVEITE. ........uiiiiiiiiiiie e iccee ettt e e eer e e e s e e e e 1
1.2 Classification ephylogénie du VIrUS HTLWL.......cooiiiiiiiiiiiiii e remiiee e 2
1.3 EPidémiologie dU VIFUS HTLWL......c.ccciiiiuiieeeee e seeies e eeets et smensseesessteateaseesaestesbemeaeesreans 3
1.4 Maladies asSOCIEES AU VIrUS HTLIV.........oiiiiiiiiiieiii ettt emne s 5

141 ATL: Leuc®mi e des cel |-aelllaueemid)..d.e...l.b6.a.d.ul.t.&

1.4.2 Di agnosti.c..de L b AT L e 7
143 Trai tement..de. . L 0.AT L 8
1.4.4  Autres maladies asSOCIEES AU HTFILV.........coocuiiiiiiiiiiieene et e e 11
1.5 SHUCUIE AU VIO, ..uuiiiiiiieiie ittt ieeei ettt e e e e e e e st e et e e e et e e e e s e s ssbe b s s emmnss e e e e e e e e e e e e annnbeneeeen 12
1.6  Legénome du VIFUS HTLAL ......oooiiiiiiiiiiieeieeeteees e e e e e e e e e e e e eeeee it nn e rmmneeeeeaeeees 13
1.7  Transmission humBE du VIFUS HTLML.......ouiiiiiiiiiiiiiiiree e e e e e e 15
1.8 Latransmission celluteellule du ViruS HTLVL ......cooiiiiiiiiiiiiiieecicemiiee e 15
1.9  Entrée du virus dans [es CellUleS NOLES........coouuiiii i 18
IO I @4 od [0 L= =Y o] o= 1o o U RRR 20
o T I T o o T o T G o 2 Y B 1 = T O T 21
2.1 ROle de Taxl dans la transactivation Virale............ccuuiiiiiiiieeeiiiee e 22
2.2  Potentiel de transforman cellulaire de 1a protéing Ta...........uuuuuiiiiiiiiiiimeeee e 24
2.3  Activation de la VOIENF-8 Bar TaXL........oooiiiuiiiiiiiiiiee i a e 25
2.4 Localisation cellulaire et extracellulaire de FAX..........ccuevieiiiiiiiiiace e 27
2.4.1  Localisation nucléaire de Télet activation transcriptionnelle............cccocveiiiccniiineenns 28
2.4.2 Localisation cytoplasmique de T-dxet manipulation des voies cellulaires........................ 31
243 Localisation extracellulaire de TaX.........oocuueiiiiiiiee i 32
2.4.4  Localisation de Tax lors de la transmission par contact celeadule.......................oooo e 32
2.5  INteraCtomMe A€ TaK........uiiiiiiiiiei i rre e e e e e r e e e e e e e e s rens e e e e e e e e e na e 32
251 Interactions de Ta# avec les facteurs de transcription et lggilg@teurs postranscriptionnel83
25.2 Interactions de Ta# avec les protéines impliquées dans la signalisation cellulaire......... 35
2.5.3 Interactions de Tat avec des protéines associées au cycle cellulaite................cccceene. 37
2.5.4  Interactions de Tag avec les pores nucléaires et les protéines de la voie sécrétaire......38
2.6  Interaction de TaxX avec des protéines contenant un ou plusieurs domaines.RDZ................ 38

(£

261 Ci bl age des domaines PRDZ..paur..dobaut.r.es..B9BM

2.6.2 La famille des protéines & dOMaiMRISZ...............uuuuviiiiiiiiimmmeeeee e eeeeeeeiae e e e e e e e e eeese s 42



2.6.3  Caractéristiques structurales des domaines.PDZ...............cooimmiiieieiiiiieeeeeiee e 42
2.6.4  Le site de liaison des domaines PDZ a leur ligand..........cccccevvvvveeeieeeeee e 46
2.6.5  Classification des domaiNeSs PDZ...........oooiiiiiiiiiiccni et eeee e 48
2.6.6 |l mportance des prot®i nes ~° do.ma..ne...PDZ48 ou

2.6.7 Domaines PDZ et remodelage du cytosquelette...............uvviiiieeeiiieiieeeeeee e 49
2.6.8  Ciblage des interactions impliquant des protéines a domaines.PDZ...........c..cccccceeeeennn. 50

3 Techniqgques utilis®es pour-prbtén@.l..u.d.e....d.e.s...i.n.t.eblact
4  Exploitation des données issuesed interactomes ProteiqUES...........ovvvveviieireeeeeeeieiieie e seeee e e e e e eeeen 55
CHAPITREIl : OBJECTI FS DE..LOETUDE. ... 57
CHAPITRE Il i RESULTATS ..ottt ettt eeeee et e e testsste et ssens et essate st s stessaseasssrnmnssstestensansssnanes 63
1 Les protéines a domaines PDXssues de la Itterature.............oooo e 63
2 Identification des interactions entre Tax1 et les protéines a domaines PDZ codées par I'ORFeome
ST PSSP 66
3 Identification des interactions entre Tax1 et les domaines PDZ clonés séparément.................... 67
4  Expression des génes codant pour les protéines a domaines Riazis des les lymphocytes T.......70
5 Meécanismes cellulaires ciblés préférentiellement par Tag via les protéines a domaines PDZ......75
5.1  Analyse des fonctions NrChIES. ........uuuuuiiiiiie et 75

52 Lbéorganisation cel | ukahles pméféenticllbsale Tayia lespmptaires 22 t t
(0 0] 4 g F= T ST I PP 76
5.3 La Syntenine (SDCBP) comme partenaire important dellaX...........ccccuvvvrrriieemieeeeeeessssinennes 177
531 Validation del/SDGBPn.t.e.r.a.c.t.i.on. . . T .aX .. 7
5.3.2  Localisations de Taf et de SDCBR..........ooiiiiiiiiirrer e 78

7
8
9

5.3.3 Lalocalisationde Tat est affect®e par | a mo duceéwns800 n
Anal yse gl obal e 4d/BDZl.b.i.nt.er.a.c.t.aome..T.aX ... 84
6.1 Comparaison des données obtenues par les différentes méthodes utilisées...............cceeeue. 84
62 Caract®risati on dZEeetlUN&2. . nt.e.r.a.ct.i.on..ent.r.e..T.86x
6.3 Détermination du domaine de LNX2resparts| e de | 6i ntle.rx.a.c.t..i..o.n...8v ec
64 D®termination des aci des ami n @lspari dopking»q..u.®88 d a

6.5 Détermination du réle de LNX2 dans les mécanismes moléculaires de transformation des lymphocy
T par le virus de la leucémie humaing HTLV L.........uuuiiiiiiiieiiiiee et rmmee s e e e e e e e Q0

66 LNX2 est impliqu® danssB |pdaatc.ti.avxa.t.i..o.n..de..l.a0 vo
67 LNX2 ne serait pas directemeni..i.mpl.i.gu®e.9ldan
Tax-1 INNIDE 18 VOIE NOTCN......cciiiiiiiiieee et s e e e 92
La molécule chimique FJ9 pourrait inhiber la transformation induite par Tax-1 ex vivo.................! 94

La molécule chimique FJ9 pourrait inhiber la transmission de cellule a cellule du virus HTLVL....97

10 Fj 9 inhibe | 06i nlteeSD@RPL..i..o.n.....e.n.t.r.e..T.a X s Q9



CHAPITRE IV : DISCUSSIONS ET PERSPECTIVES.......ooeiiiiii e 100

CHAPITRE V : CONCLUSIONS ...ttt ettt et e ettt et b b bneer e e e eeeeeaeenns 106
CHAPITRE VI : MATERIEL ET METHODES ....ocviieieeeeteete et eeee ettt ememt s nn e 107
1 CUIUIE CEIIUIRITE ...ttt et e e s e e e e e bnenne s 107
2 TranSfECtiONS TrANSITOINES. ... ... ueeiiiiiee e it iree e e e e e e rena e e e e e e e e e s e sn b s ememsssseeeeeeeeeeaaanas 107
G T [ 0] (=T g (=T (=T o= o F= LA NSRS 107
T | 1] 10T aTe] o] 0] £ OO PP PPPPPPPPPPPPN 108
5 Immunofluorescence et microscopie CONfOCAlE............cooeiii i 108
I = W 101 (g [o o Lo ] o O NPT PU PSP TPPPPPTIN 109
7 Mesure de | 0ac.t.i.v.i.tl.@. . . LUucCi. f . ®r.aS. .o eeeieeeeeen 109
S T N T NV 17 o1 11T [0 Y o 110
S B O (o]0 =T [ PP PP PP PPPP T PPPPO 110
10 Double hybride en levure de Taxl avec les domaines PDZ SEPAreés........ccccccvveevvvvvieeeieceeeeeeeeenn, 111
5 1S 10 1o o Y o 112
12 GRIT AP C R et e ettt e et ee e e e e e e et e e e e e et e e er e ebe e 112
13 Immunoprécipitation TaX -1/SDCBP..........cuutiiiiiiiie et eeee et e e eeeeees 113
14 Localisation cellulaire de Tax1l €t SDCBP..........ccuutiiiiiiiiie e 113
15 Effet mutuel de la surexpression de Tad et de SDCBP.........ccoiiiiiiiiiiii i eee 113
16 Test do6inhibition par FJ9 d-2..l.a..t.r.ans.f.or.mall3 on
17 Test doéinhibition par FJ9 de | 4..t.r.a.n.s.mi.s.s.ilddh d
18 Test doOoubi quilt.i.nat.i.on. .0 .. T 2.X s 114
19 Test doéinhi biti on -lawc3DEBPmaré&X.a.c.t.i..o.n....de... T.ax..114
20 PUrIfICAtION GBS EXOSOMIES ... ..uutiiiiiieeeiiiiittimeestattee e eeeeeeasaasbbbannasssese e et e e e eeeaaaannnbssannnsssssseeeeeeeeeaanns 115
21 ANAIYSE STALISHOUE......ceiiiiiiiiiiit ittt eeer e et e e e e e e e e e e e e e e eeee et bbb e b b — b b ab b b m—neaaaeeaaeeeaaseeeeeeeeeesannnns 115
N O Lo Tt (| T PP PP PP PP PP PPPTPN 116
23 Analyse des enrichissements de GO...........ooiiiiiiiiiii e nnnee e ns 117
24 Représentationgraphique des cartes interactomiques et création de réseaux protéiques compléxes
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES .......coouiiiiiiiiiieieieitiemee sttt seemse et snnsne 118
ANNEXES .. e oot e oot ettt e e e e e et e te oot et b b e e e et e et e b enan e e e e e eeene s 142

PUB LI C AT ION S et eee e e e e e e e e e aaeeaaaeeee et e e taaas s e e s e e s e ammmr e e e e e e eees 152






LISTE DES FIGURES

Figure 1: Arbre phylogénétique du virus HTLY et des virus apparentés.

Figure 2 : Répartition géographique des principaux foyers de l'infection par HILV
Figure3:Repr ®s ent ation de | a strudture doéune par
Figure4:Le génome duvirusHTLIM et | es prot ® nes quobi l cod
Figure 5: Transmission celluleellule du HTL\A1.

Figure 6 : Modele multirécepteurs pour I'entrée du HTLN

Figure 7 : Cycle de réplication du virus HTL.

Figure 8: Mise en évidence des éléments de réponse transcriptionnelle (TRE) dans le génome
virus HTLV-1.

Figure 9: ActivationdesvoiesN® B canoni que et #fon canonique

Figure 10 : Localisation cellulaire de Tax.

Figure 11 : Représentation 3D des différentes structures des domaines PDZ issues de la bas
données des structures 3D protéiques PDB

Figure 12: Représentation 3D des différentes positions de résidus important pbuir nt er ac

domaine PDZ avec son ligand

Figure 13: Représentation schématique de certaines interactions PDZ#éB&hdantes des GEFs et

de leurs conséquences.

Figure 14 : lllustration de la mise en place du systeme GST pulldown haut débit.

Figure15:1 |  ustration de |l a proc®dure doutilisat
Figure 16:Pr oc ®dur e de d®t ect tletiesdbmainestP®Z pacGPCAO ns e

Figure 17: Comparaison des genes codeés par chacun des génomes des virug B{THVLV-2.



Figure 18 Comparaison de la structure et des domaines fonctionnels des protéiriestTeax2. A.

Figure 19: Procédure de laccn st ruct i on do&éune c afrlteelesiprotéires a c

domaines PDZ.

Figure 20: Protéines a domaines PDZ décrites conpamgenaires de Tak.
Figure 21 : Classement des protéines partenaires delTax

Figure 22 : Identification de nouvelles protéines partenaires deIlax

Figure 23: Protéines a domaines PDZ partenaires deIT@assues du criblage double hybride en

levures

Figure 24: Carte interactomique de Tdxavec les protéines a domaines PDZ.

Figure 25 : Expression des protéines a domaines PDZ dans les lymphocytes T

Figure 26 : Expression des protéines a domaines PDZ dans les lymphocytes T infectées pat. HTLV

Figure 27 : Interactome de Taf avec les PDZ protéines dont les genes sont exprimés dans d

lymphocytes T

Figure 28: Carte représentant les interactions entre les protéines a domaines PDZ du clu
« Cytoskeleton», leurs interactions avec Tdxainsi que leurs interactions avec leurs partenaires

directs communs retrouvés dans la littérature.

Figure 29 : Interaction de SDCBP avec T4x

Figure 30: La localisation de Ta® dans les exosomes est dépendante de SDCBP

Figure 31 : La localisationcellulaire de TaxL est dépendante de SDCBP.

Figure 32 : Interdépendance de la localisation cellulaire de-Tax de SDCBP

Figure 33: Comparaison des résultats des différentes méthodes utilisées.

Figure 34 : Détermination de la région de LNX2 guoteragit avec TaA.

Figure35:D®t ecti on du PDZ1 de LNX2 commel.respons

Figure 36:1 denti fi cation des acides amin®s potent
et Taxl.



Figure 37 : LNX2 estimpliguédans 6 act i vat i eanB dpea-ll aTavxoi e NF
Figure38:LNX2 ne serait pas directemenil impliqgu®
Figure39:LNX2 est essentiel ° | 6activation de | a
Figure 40: Effetcombinéde Tat et L NX2 danlasvoieNokle.t i vati on de
Figure 41: Effet de la molécule FJ9 sur la transformation cellulaire induite pafdTax
Figure42:Ef f et de | a mol ®cul e FJ9 sur | a tralhsmi
Figure43:Ef f et de | a mol ®®cTakléSDEBPY9 sur | 0i nterac

Figure4:Hypot h se de | 6i mplication de SDCBP.da an

cellule a cellule.

Annexe 1: Révélation western blot des GST pulldown de quelques protéines a domainédagDZ
avec GSTTax1

Annexe 2 : Résultats du double hybride en levure. Les interactions positives sont indiquées par

colonies en croissance

Annexe 4: Diagramme des protéines a domaines PDZ partenaires de Tax retrouvées par

différentes méthodes.

Annexe 6 : Carte représentant laateractions entre les protéines a domaines PDZ du cluster -

Cytoskeleton »



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1: Méthodes de détection des interactions protphogéine.

Tableau 2: Liste des protéines a domaines PDZ connues dans la littératurafgoagir avec Tax.
Tableau3:Cr i bl age de | 60ORFeome 5.1 par pull down.
Tableau 4: Ensemble des domaines PDZ testés aveelTax

Tableau 5: Enrichissemente GO pour les 32 protéines a domaines PDZ ciblées pat.Tax

Annexe 3: Protéines a domaines P[Partenaires de Tak retrouvés par notre étude.

Annexe 5: Protéines a domaines PDZ exprimées en cellules T ou différentiellement exprimées
cellules HTLV+£,

Annexe 7: Liste des | ign®es cellulaires utilis®e

protéines a domaines PDZ.

Annexe 8: Liste des protéines a domaines PDZ prédites pour leur interaction av&c Tax



LISTE DES ABBREVIATIONS

Ad9
ADN
alloHSCT
APC/C
ARN
ARNi
ARNmM
ATF
ATL
AZT/IFN -U
BAFF
Bcl-3
BiFC
bzIP
CAMKII
cAMP
CBP
CCR4
CD2
Cdc42
CDK
CHOP
CREB
CRM1
CXCR4
DLG1
DMEM
DVL3
EGFR
Egrl
ELISA
Elk1l
Env
ERBB2IP
ERK
Etsl
FRET
FRZ7
Gag
GDP
GEFs
GFP

Adénovirus de typ®
Acide Désoxyribonucléique

Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation

Anaphasepromoting complex/cyclosome
Acide Ribonucléique

ARN interférant

Acide Ribonucléique messager
Activating Transcriptiori-actor

Adult T-cell leukemia/lymphoma
Zidovudin /interferosld  ( -UF N

B cell activating factor belonging to the TNF family

B-cell lymphoma 3encoded protein

Bimolecular Fluorescence Complementation

basic leucineipper

Ca2+/calmodulirdependent protein kinase Il

Cyclic adenosine monophosphate
CREB-binding protein

C-C chemokine receptor type 4
Cluster of differentiation 2
Cell-division cycle protein 42
Cyclin-dependenkinase

Cyclophosphamide Hydroxyadriamycine Oncovin Prednisone

C-AMP Response Elemetinding protein
Chromosomal maintenance 1

C-X-C chemokine receptor type 4

Disks large homolog 1
Dul beccods
Dishevelled homolog 3
Epidermal growth factor receptor

Early growth response protein 1
Enzymelinked immunosorbent assay

ETS domaircontaining protein EKL
Protéine d'enveloppe virale
ErbbZinteracting protein

Extracellular signategulated kinases
Protein Gets1

Fluorescence Resonance Energy Transfer
Frizzled7

Groupspecific antigen

Guanosine diphosphate

Guanine nucleotide exchange factors
Green fluorescent protein
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GLUT1 | Glucose transporter 1
GO | Gene Ontolgy
GPCA | Gaussia princeps protein complementation assay
GPCR | G proteiti coupled receptor
GPS2| G protein pathway suppressor 2
GST | Glutathione gransferase
GTP | Guanosine-triphosphate
HAM | HTLV-I-associatednyelopathy
HBV | Hepatetis B virus
HBZ | HTLV-1 basic leucine zipper
HCV | Hepatetis C virus
HDAC | Histone Desacetylase
HDM | Histone demethylase
HLA | Human leukocyte antigen
HMT | Histone MethylTransferase
HPV | Human papillomavirus
HSP | Heparan sulfatproteoglycans
HTLV -1 | Human Tcell Leukemia Virus 1
ICAM1 | Intercellular adhesion molecule
ICN | Intracellular Notch
IKK |1 @B ki nase
IL-2 | Interleukine2
JAK1/2 | Janus kinase 1 & 2
JNK | c-Jun Nterminal kinases
KSHV | Kaposi sarcome herpesvirus
LAP | LRR andPDZ
LCl | Literature curated interactions
LFA1l | Lymphocyte functiorassociated antigen 1
LNX2 | Ligand of numbprotein X 2
LTR | Long terminal repeats
MAGUK | Membraneassociated guanylate kinase
MAP3K | MAP kinase kinase kinase
MAPK | mitogenactivatedprotein kinase
MEKK1 | MAPK / ERK kinase kinase 1
MPTs | Modifications postraductionnelles
MTOC | Microtubule organizing center
NBs | Nuclear Bodies
NEMO | NF-kappaB essential modulator
NES | Nuclear export sequence
NF-a B| Nuclear factoikappa B
NF-YB | Nuclear transcription factor Y subunit beta
NI-NTA | Nickel-Nitrilotriacetic acid
NLD | Nuclear localization eterminant
NLS | Nuclear localization signal
NRP | Neuropiline
ORF | Open reading frame




PBM | PDZ binding motif
PCAF | P300/CBPRassociated factor
PDLIM2 | PDZ and LIM Domain 2
PDZ | PSD95DLG1-Z201
PLC | Phospholipase
PP2A | Protein phosphatase 2A
PSD95| Postsynaptic density protein 95
P-TEFb | The positive transcription elongation factor beta
gRT-PCR | Real time quantitative reverse transcriptipolymerase chain reaction
Racl | Rasrelated C3 botulinum toxin substrate 1
RANKL | Receptor activator of nuclearfacterB | i gand
RBD | Receptor binding domains
RelA | REL-associated protein A
RelB | REL-associated protein B
RhoA | Ras homolog gene family, member A
RPMI | Roswell Park Memorial Institute medium
SDCBP | Syndecan binding protein
SRE | Serum Response Element
SRF | Serum Response Factor
STAT3 | Signal transducer and activator of transcription 3
SUMO | Small ubiquitirlike modifier
TAB2 | TAK11 binding protein2
TAK1 | TGFbi activated kinase 1
Tax | Transactivator of pX region
TAX1BP1 | Tax1 binding protein 1
TGFR | Transforming growth factor beta
TLR | Toll-like receptor
TNF | Tumor necrosis factor
TNFR | TNF receptor
TORCs | Transducers of regulated CREB activity
TRE | Tax responsive element
TSA | Trichostatine A
TSLS | TSS localization signal
TSP | Tropical spastic paraparesis
TSS | Tax speckled structures
Y2H | Yeast two hybrid
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CHAPITRE I: INTRODUCTION
1 Le virus HTLV

1.1 Histoire de la découverte

La découverte des rétrovirus oncogénes dans le regne animal a été suivie par des recherches
de rétrovirus humains dans les cellules cancéreuses. En 1980, le premier rétrovirus humain a
éte détecté dans des lignées de lymphocytes T établies alpagtite nt at t realadie d 6 un

du sang et de la peaappelée mycosis fmoide. Ce rétrovirus a été nommé virus de la

|l euc®mi e humaine ~ | y mpliHumanT-eed leukKemid eirusf?6 a d ul t
Avant cette d®couverte, |l a mal adi e d&l Leuc®
Leukemia <«ATL € ) avai-t ®t ® d®crite au Japon. L6A
symptimes cliniques, tels que plésenceHe®sllulasns de

leucémiques avec des noyaux multilobés et une évolution clinique agrédsies patients

atteints dO6ATL se recensaient dans des zones
gui sugg®r ai-t gubun pathog ne ®tait lée6agent
rapport® que | es patients atteints dOATL ava
>l ai ssant penser que | 0ATL est caus®e par ul
remarqu® que | a s®quence du prdoHTULY @®&babser
gl obal ement i dentigqgues. De pl us, l es sympt?t

mycosisfongoide.

En 1984, HTLV1 a été rapporté comme associé a la Paraparésie Spastique Tropicale dite
TSP (Tropical Spastic Paraparedispt la méme maladie a été rapportée au Japon comme
Myelopathie associée au virus HTLVdite HAM (HTLV-1-Associated Myelopathy). Les

deux mal adies ont ®t® class®es sous | a m° me
maladies inflammatoires ont été liées a ce virus, telles que les uvéites associées al, HTLV

les myosites, les alvéolites et les dermatitesciéused ™2

HTLV-2 a été découvert dans des lignées cellulaires établies a partir de patients atteints de
leucémie tricholeucocyte varianté De plus, une infection avec ce virus a été découverte

dans la population amérindiesn nat i ve de | 6 Am®ri que;mis Nord
aussi chez des popul ations doAfrique Central

aux EtatsUnis et en Europé®. HTLV-2 a été décrit pour étre associé & une maladie



neurodégénérative ressemblant & la TSP/HAM Cependant , aucune r el

été faite entre HTLM2 et les maladies Lymphoprolifératives.

En plus @HTLV-1 et-2,les virusHTLV-3et-4 ont ®t ® i sol ®s San» part i

au Camerourt®. Il existe trés peu de cas de patients atteintsededeux derniengirus, et de
ce fait, leurs réles pathologiques restent peu définis.

1.2 Classification et phylogénie du virus HTLV-1

HTLV-1 appartient a la famille des deltarétrovirus, groupe des vilymphotropiques des
primates PTLVs (Primate -Lymphotropic viruses) Kigure 1). Jusqu'a présent, dans ce

groupe, 4 génotypes de rétrovirus humains onid&stifiés et nommés HTLVEeY

en
plus de 4 génotypes infectant exclusivement des primates non humains nommés STLVs pour

Simian Flymphotropic viruses (virus-lymphotopiques simiens}.

Par ailleurs, plusieurs sotipes du virus HTLVL ontété identifiés. lls se différencient par

des substitutions de nucléotides dans les régions de Env et des longues répétitions terminales
LTR (long terminal repeats§*® Les différents soutypes sont souvent associés a des régions
géographiques particuliéres, excepté le g¢gpe A (appelé souche cosmopolite), qui se

retrouve dans différentes zorngs



PTLV-2 (sous-
types HTLV-2
et STLV-2)

Sous-type A

Sous-type B

Sous-type B

PTLV-3 (Sous-types HTLV-3

et STLV-3)
PTLV-1 (Sous
types HTLV-1
Sous-type € STLV Africain et STLV_l
0.1

gag-pol-env-tax— 7075 pb

Figure 1. Arbre phylogénétique du virus HTLV-1 et des virus apparentés.Cette
représentation est basée sur la variation des séquences nucléotidiques de genamgir
pol-envtax). Les virus T lymphotropiques primates (PTLV) comprennent a la fois
différents soudypes de virus T Ilymphotropiques humains (HTLV) et des viru
lymphotropiques simiens (STLV) étroitement apparentés. (Adapté de

aux (

des

12)
_|

1.3 Epidémiologie du virus HTLV -1

La pr ®v al e-h vage cdnidérBhlilevhent dans le monde et semble se concentrer

principalement sur les zonemndémiques.ll s'agit notamment du Japon, de I'Afrique, des

Caraibes et de I'Amérique du Sugure 2) 2% Dans certaines régions endémiques, comme

Kyushu au Japon, la séroprévalence peut atteindre 8#odasurs de sarfg
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Figure 2. Répartition géographique des principaux foyers de l'infection par HTLW1.

Estimations du nombre de porteurs du virus HTL\Adapté dé®.

Les taux deséroprévalence mondiale de l'infection par le HTL\¢ont difficiles a estimer.
L'estimation la plus récente indique plus de 10 millions d'individtectés dans des zones
endémiques. Opense cependant que ces chiffres sont-sstimés dans certaines régions

trés peuplées comme la Chine, I'Inde et I'Afrique de st

En Europe, plusieurs études épidémiologiques ont été réalisées sur la prévalence dly HTLV
principalement chez lesodneurs de sang et chez les femmes enceffitds En outre,
plusieurs grandes séries d'ATL et TSP/HAM ontrépportés **°. Les pays les plus étudiés

sont le Royaum&Jni, la France et 'EspagriEigure 2). Sur la base de tous ces travaux, il est
maintenant clair que la plupart (au moins plus de 80%) des personnes infectées parde HTLV
1 vivant actuellement en Europe provienhalirectement d'une zone d'endémie élevée,
principalement des Antilles et d'Afrique, ou sont des enfants ou des descendants d'immigrants.
Ainsi, au RoyaumaJni, la plupart des transporteurs HTLN proviennent des anciennes
Antilles britanniques, en partiter de la Jamaique et, dans une moindre mesure, de la
Barbade, de la TrinitétTobago*®*’. Plus rarement, ils proviennent de I'Afrique de I'Ouest
comme le Ghana ou la Sierra Leone. En ce qui concerne la France métropolitaine, la plupart
des personnes proviennent des Antilles¢eises comme la Martinique ou la Guadelotipe

4348 |Is peuvent aussi provertitAfrique de I'Ouest ou d'Afrique centrale comme le Sénégal,
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le Mali, la Guinée, la Cote d'Ivoire ou le Camerdaff°’. Il est important de noter que dans

les donneurs de sang et, donc, trés probablement dans la population générale, une certaine
proportion de personnes @dtées sont des femmes qui ont acquis le HILpar des contacts
sexuels avec un partenaire provenant d'une région endémique du-HTC&ftte situation

peut représenter environ-1®% dans différents pays européens, dont la France ou le
RoyaumeUni *’. En Espagne, la situation est légérement différente, car pour des raisons
historiques, la plupades personnes infectées par le HTL\8ont originaires d'’Amérique du
Sud>**3 Cependant, la prévalence semble beaucoup plus faible qu'au Reyaiime en

France métropolitaine.

Le taux d'infection par le HTLM dans la plupart des autres pays européens, dont la Belgique

est trés faible, comme le démontnge prévalence du HTLXt de moins de 0,4 / 10 000 chez

les nouveaux donneurs de sang et une grande rareté de desphastA TL ou de TSP [/
%9 La seule exception semble étre la Roumanie, qui semble étre la seule zone endémique du
HTLV-1 en Europ€*® En effet, une prévahce de 5,3 / 10 000 dons a été rapportée parmi

les donneurs de sang dans ce pays d'Europe de I'Est (population de 22 millions dh&bitants
1.4 Maladies associées au virus HTLM

Apr s | 6i nf e-d,tla charge pravirale HeBteé ¥elativement constante chez un
individu, mai s di ff re déune personne
asymptomatiques pendant toute leur vie, alors qu'une petite fraction des portewppmevel

des maladies associées au HFLVLe virus HTLM1 provoque dbéun <c¢ct1t®
n®opl asigue grave -geallil elseé uklednhiTal) (eAtdude¢ IT6 au
inflammatoires comme la paraparésie spastique tropicale TSP/HAM, des uvéites, des
alvéolites et des dermatites infectieuses. De plus, linfection par HTlcénduit a la
suppression de limmunité & médiation cellulaife La charge provirale est un facteur

déterminant pour le développemene | 6 une ou | dautre de ces mal
141 ATL : Leuc®mi e des cel |l udeleleukerhia)de | 6adul t e

LOATL est une | euc®mi e agressive des cell ul

le virus HTLV-1>*°". Cette pathologie est développée par environ 5% des individus infectés

aprés une longue période de latenceniglie * . Diverses manifestations cliniques

car act ®r italesmue lallyinph@dénopathie, les lésions cutanées, la prolifération de



lymphocytes anormaux, les atteintes du sang et de la moelle osseuse, I'hypercalcémie et les
Iésions osseuses lytiques. Bien que I'ATL soit, le plus souvent, une leucémie a Iyepfocy

CD4 + , des exemples occasionnels de lymphomes CD8 + ont été d&cbis par son
caract re de mal adi e h®t ®r o gtypeseliniqueséGegdousa ®t ®
types sont bas®s sur | ' analyse de 854 patients
classification de Shimoyama: le type aigu, le type lymphome, le type latent et le type

chronique™.

En bref, les souypes latenet chronique, également connus sous le nom d'ATL indolente, se
caractérisent par une éruption cutanée et une atteinte minimale. Leymasisaigu” et de
type "lymphome", également connus sous le nom de ATL agressive, sont caractérisés par une

hypercalcéni e, ainsi qubébune une masse des ganglior

Loidentifidtgtpieomdedd 6 AGUlLs i nfluence grandemen
pronostic des patients. Les patients avec une ATL agressive ont un mauvais proeagstic a

des taux de survie de 4 a 6 mois pour le 4gps aigu et de 9 a 10 mois pour le soyse

lymphome. Les patients atteints d'’ATL indolente ont un pronostic plus encourageant avec des
taux de survie de 17 a 24 mois pour le stype chronique et de 3#ois a plus de 5 ans pour

le soustype latent.

L'ATL agressive a généralement un pronostic plus médiocre en raison de la résistance a
plusieurs médicaments, d'une masse tumorale plus importante (par rapport aux formes
indolentes), d'une défaillance muli@nique, d'une hypercalcémie et / ou d'infections
opportunistes fréquentes dues & l'immunodéficience intrinséque des lymphocyt8sDie

plus, Les patients atteints d'ATL peuvent retourner spontanément a un état asymptomatique
ou progresser vers la malignité ATL. Par ailleurs, les porteurs sains du virus-HTawéc

des lymphocytesdga ang p®ri ph®ri que anor maux ressembl

classés a la limite de la maladie dans un étatpiéRTL »*.

Il a été décrit dans la littérature qu'un grand nombre de ces maladies associées all HTLV

sont liées a une charge virale élevée et/ou a une surstimulation des cellules dendritiques, ce
qui entraine une produch chronique de taux élevés d'interférons de type 1 et d'expression

des génes stimulés par linterférfsf*. Bien que ces troubles cliniques soient associés a
I'infection par le HTLW1 , nous allons nous f ocanaladieer sur

maligne causée clairement par le rétrovirus HTLV



142 Diagnostic de | 6ATL

L'infection par HTL\A1 est confirmée par des analyses sanguines qui détectent des anticorps

contre l'infection par HTLVL, par ELISA ou western blot.

Des tests diagnostigesupplémentaires, tels que la PCR, permettent de confirmer la présence
de séquences provirales et quantifier la charge provirale. Les individus infectés parlIHTLV
et qui ne présentent pas de symptbmes connus sont considérés comme porteurs

asymptomatiques

Il n'existe actuellement aucune méthode établie pour prédire ou surveiller le risque de
d®vel oppement dOATL chez | es-1 Eepentdaptuyunesétudes y mp t
prospective menée dans le cadre de |'étude conjointe sur les facteurs paétkspios
développement de I'ATL a révélé que les patients présentant une charge provirale plus élevée

(> 4 copies / 100 cellules mononucléaires du sang périphérique) faisaient partie d'une
catégorie & haut risque pour le développement de I'RTCette étude a également conclu

gue le premier test de détection du virus HFLendant le traitement d'autres maladies, les
antécédents familiaux d'ATL et I'dge avancé étaient des facteurs de risque indépendants dans
développement de I'ATL. €lte étude confirme encore que I'ATL se produit presque
exclusivement chez des individus qui ont acquis HIILY la suite de l'allaitement, car il faut

généralement quatre a cing décennies avant le développement de la maladie.

Souvent, le diagnostic de A est réalisé par détection de cellules ATL dans le sang
périphérique®®. Les patients avec une ATL agressive affichgptquementplus de5% de

cellules T anormales, appelées cellules ATL ou cellules «fleurileswe¢ cellg. Les cellules

fleuries ont des noyaux multilobulaires avec une chromatine homogéne et condensée, des

petits nucléoles ou absents et un cytoplasmanadpire basophile.

Le diagnostic ATL peut également étre réalisé a partir d'une biopsie. Cela est préconisé chez

les patients asymptomatiques qui développent des lésions aprés une approche d'attente
vigilante (confirmation et caractérisation de la madadans médication). L'intégration
provirale du virus HTLV1 doi t °tre ®val u®e -~ partir d'un
L'intégration provirale monoclonale se retrouve dans tous les cas®®TLLes provirus

intégrés défectueux peuvent également étre un indicateur dutypeuglinique et du

pronostic®®. La mesure du niveau sérique de la LDH (l@ct@éshydrogénase) et I'analyse



immunophénotypique des cellules fleuries sont également effectuées dans les cas présumeés
d'ATL ®,

D'autres criteres de diagnastlinique de I'ATL qui aident a classer le sdype de la
maladie et les approches thérapeutiques directes incluent I'examen de la moelle osseuse,
I'imagerie radiologique et I'endoscopie pour détecter des attgjatssointestinales, la
cytogeénétique pour observer les anomalies caryotypiques et I'analyse des genes suppresseurs

de tumeur hote tels que p53 qui pourrait orienter vers un traitement AZUERN.
143 Traitement de | 0ATL

Les stratégies de traitements de I'ATL dépendent grandement dtygewdinique de I'ATL
et des symptébmes / criteres de diagnostics associés. Les options actudhaisehent
incluent l'attente vigilante, la chimiothérapie, la thérapie antivirale, la greffe allogénique de

cellules souches hématopoiétiques (alloHSCT) et les thérapies ciblées.
1431 Attente vigilante

Les patients avec des formes indolentes d'ATL, présept@aniou pas de symptéomes, sont
souvent dirigés vers une approche d'attente vigil@rte Par ailleurs, ceux qui sont atteints

de I'ATL indolente avec des symptémes apparents sont plutdt dirigés vers un traitement par
AZT / IFN-U . R®cemment , une ®tude a permis dobdéanal
auxquels on a prescrit principalent une attente vigilante et/ou chimiothérapie Les

résultats ont révélé un pronostic plus médiocre que prévu, avec une durée médiane de survie
de 4,1 ans, ce qui suggere que I'ATL indolente devrait étre étroitement surveillée dans le
cadre clinique, avec des pratiques aityee l'attente vigilante.

1.4.3.2 Chimiothérapie

Plusieurs régimes de chimiothérapie ont été utilisés pour traiter les patients atteints d'ATL,

mais avec des degreés variables de succes.

Une étude clinique de phase Ill de 2007 a suggéré que le traitement paycérapique a
fortes doses de VCARMP-VECP (Vincristine, Cyclophosphamide, Adriamycin et
Prednisone- Adriamycin, MCNU et Prednisone Vindesine, Etoposide, Carboplatine et

Predni sone) ®t ai t un traitement pniothérapie f f i c a



CHOP (Cyclophosphamide, Hydroxyadriamycine, Oncovin et Prednisone) toutes les deux
semaines chez des patients nouvellement diagnostiqués avec desyspue s dO ATL agr
. Le taux de réponse compléte était de 40% alors que le taux de survie globale & 3 ans de
CHOP était de 3%, celui de VCAPAMP-VECP était de 24%. Malheureusement, la durée
moyenne de survi e déenviron 13 moi s ®t ai t
hématologiques. Parmi les autres problemes avec ce schéma de chimiothérapie combinée, on
peut citer sa compkété et le manque de disponibilité de plusieurs de ces médicaments dans

de nombreux pays. Par ailleurs, on peut retrouver une efficacité similaire avec un autre
traitement combiné appelé DBPOCH (étoposide a dosgustée, prednisone, vincristine,

cyclophsphamide et doxorubicing}®:
1.4.3.3 Traitement antiviral

Depuis le milieu des années 1990, la combinaison de la zidovudine (AZT) et de l'interféron
apha(IFNU) a ®t ® test®e dans plusieurs ®tudes ¢
rapports ont décrit des taux de réponse majeurs au traitement assszd&deb8% (11/19
patients)®? et de 100% (5/5 patient&) chez les patients atteints de la forme aigué de I'ATL

lorsqu'ils étaient traités par une combinaison d'AZT et dUFN

Cependant, d'autres chercheurs ont signalé des taux de réponse inférieurs en utilisant cette
approche, probablement en raison de lantjtéaet du type de traitement antérieur que les
patients ATL avaient recfi®. Néanmoins, des résultats encourageants d'une-anélgse

mondiale de 254 patients ATL traités par AZT/HEN ont ®t ®Les pajeptotraité® s

par letraitement AZT/IFNU en premier | ieu avaient un tau
ans, comparativement a un taux de survie globale de 20% a 5 ans pour la chimiothérapie
comme premier traitement. L ¢ype lymphbmeeorpas at t e
autant bénéficié de la thérapie AZT / IEN en premier | ieu compar ®
chimiothérapie en premier lieu. Inversement, les patients atteints d'ATL aigué avaient un taux

de survie de 82% a 5 ans, tandis que les formes indolentes d'&$enpaiient un taux de

survie de 100% a 5 ans lorsqu'ils étaient traités par une thérapie AZIU IFBEn pr emi er |

Ensemble, ces rapports appuient l'utilisation et le développement des traitements AAT / IFN

pour les sousypes aigus et indolents HATL.



1434 alloHSCT

L'utilisation de I'alloHSCT (la greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques) est
apparue comme une option de traitement prometteuse, mais encore peu étudiée pour I'ATL
agressive. Les premieres études ont rapporté une moré&ditee liee au traitement.
Cependant, le taux de survie global estimé a 3 ans était de®%5Bans une étude
rétrospective, des chercheurs japonais ont trouvé un taux de survie globale de 3 ans de 33%
pour une cohorte de 386 patients ATL qui or
greffon®’. Cette étude a révépusieurs facteurs qui ont considérablement abaissé les taux de
survie: I'age du patient (> 50), le sexe, le statut en dehors de la rémission complete et

l'utilisation du sang du cordon HLA incompatible au lieu de greffes compatibles.

Une autre étude rétspective a récemment rapporté un taux de survie globale a 3 ans de
39,9% chez les patients traités par alloHS&T Malheureusement, dans cette étude,
l'utilisation d'alloHSCT a eu un effet limité chez les patients ATL résistants a la

chimiothérapie.

Gl obal ement , | 6all oHSCT demeure une option

patients avec des setigpes agressifs de I'ATL.
1435 Thérapies ciblées

A travers des essais cliniques récents, en cours et envisagés, plusieurs thérapies ciblées

prometteuses contre | 6ATL sont test ®es.

Ces thérapies incluent l'inhibiteur du protéasome Bomézoles inhibiteurs des HDACs
(Histones désacétylases) tels que le Vorinostat, la Romidepsine et le Panobinostat, I'inhibiteur
des JAK1/2 Ruxolitinib, le trioxyde d'arsenic et I'IEN, des anticorps mono
contre des molécules de surface defiules ATL (antiPD-1, anttCD25, antiCD2, anti

CD52 et antiCCR4), de nouveaux antifolates, I'inhibiteur de la phosphorylase du nucléotide
purine Forodesine, thérapie antiangiogénique et, enfin, le médicament immunomodulateur

Lenalidomidée®.

Initialement considérées comme un candidat intéressant pour un vacehiThNtil, les
glycoprotéines de I'enveloppe du virus HHLV i ni ti ent | 6i nfection et

réponse immunitaire humorale et cellulaire. Malheureusement, les prestiédes utilisant
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le vaccin du virus recombinant ou les adénovirus et les peptides chimériques de I'enveloppe
virale n'ont fourni qu'une protection partielle aux animaux infectés par les cellules porteuses
du virus HTLV-1%%%}

Récemment, des études ont suggéré I'utilisation thérapeutique potentielle des peptides Tax
ou HBZ pour fournir une immunité protectrice contre l'infection par HIL\ét/ou le
d®vel oppem@fit doO6ATLS

144 Autres maladies associées au HTLM

En plus de I'ATL, linfection avec HTLM est associée a plusieurs autres maladies et
affections, y compris la myélopathie associée au HILVparaparésie spastique tropicale

(TSP/HAM), l'uvéite associée au HTEY (HU) et diverses affections dermatologgu
1441 LaTSP/HAM

La TSP/HAM se développe chez environ 3 a 5% des individus infectés par le-HTLV
généralement des femmes, avec un age moyen d'apparition de la maladie d¥ 4bllarse
caractérise par une spasticité des membres inférieurs, des troubles de l'intestin et de la vessie
et une progression lente sur plusieurs annéess réguliére et sans rémissfBnEn tant que

maladie neurologique, la TSP/HAM est aggravée par des lésions du systemex central
associées a des infiltrats de lymphocytes T CB%B +

1442 LOuUuv ®i itecau dTd 10 C

LOuv®ite as sloestie@les cautamnheiit trdtvé chez les hommes et les femmes
de 45 a 65 ans, notamment, dans les régions endémiques du Japon. Caractérisée par des
flotteurs et une Vi sion br uasge commedunenuséitel ' T i |
intermédiaire et peut étre associée a la TSP/HAM ou constituer le seul symptome de

linfection au virus HTLV1 ¥,
1.4.4.3 La dermatite infectieuse

La dermatite infectieuse associée au HTL\(IDH) est une forme pédiatrique d'eczéma
r®current s®v re cour amment alsisllest im@oeantde | 6 nf
noter que | "1 DH est consi d®r ® comme un fact

de la TSP/HAM F°.
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1.5 Structure du virion

HTLV-1 est un deltarétrovirus appartenant a la gaaslle des orthoretrovirinaelle-méme

englobée dans la grande famille des retroviridae (rétrovirus). Il s'agit d'un virus enveloppé de
forme arrondie et d'environ 100 nm de diame&guyre 3). Le virion est entouré d'une

envel oppe form®e doune double couche de pro
cellule hote. Cette enveloppe est équigegrotéines virales de surface et transmembranaires.
L'enveloppe interne contient la couche neatyice qui aide a intégrer les composants viraux a

la membrane cellulaire interne. L'ARN viral, la protéase fonctionnelle, la transcriptase inverse

et lintégrase, qui sont organisées avec la nucléocapside dans un complexe

ribonucléoprotéique sont protégéer la capside icosaédrigté,

44— Protéines de surface
4— Protéines virales

Wy

Bicouche lipidique

Matrice

Capside

Transcriptase : ae
icosaédrique

inverse

Figure3: Repr ®sentation de | a strudture doune p

Section transversale schématiquend'yparticule virale mature de HTLY représentant sa

structure et sa composition. Adapté'dfe
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1.6 Le génome du virus HTLV-1

HTLV-1 est un virus a double ARNonocaténaire de polarité positiv€omme tous les
rétrovirus, 'ARN du virus est transcrit de maniére inverse par sa transcriptase inverse puis, il
int gre | 6ADN g®nomique de | a cellule htlte

proviral est d'environ 9000 paires de bases 15b)

Comme c'est le capour d'autres rétrovirus, le génome de HFL\tontient aux deux
extrémités du provirus des séquences identiques, de longues répétitions terminales (LTR). Le
544 TR &est |l e promoteur des transcHTRtestledans
promoteu pour la transcription antisert&®'% Entre les deux extrémités LTR, on retrouve
plusieurs cadres de lecture ouverts (open reading frames, ORFs viraux). La plupart des genes
structurels viraux, tels que gag, pol et env sont codés daostle ® 56 du pr ovi
I'orientation sens, comme cela est observé pour d'autres rétrvijus(4) 1%,

Le genegag est transcrit et traduit en tant que précurseur des protéines structurales internes.
La protéine Gag est scindée par protéolyse pour donner la capside de protéines structurales
matures (CA), la matrice (MA) et la nucléocapside (NC). Le gerheode lesenzymes de la
transcriptase inverse (RT), qui possede des activités ADN polymérase et RNase H, ainsi que
l'intégrase (IN), qui intervient dans l'integration du génome. Le gemeode la protéase

virale (PR), qui agit tardivement dans l'assemblage dé tprotéolytiquement les protéines
codées pagag, pro et pol. Le geneenvest un précurseur des glycoprotéines d'enveloppe. Il

code les glycoprotéines de surface (SU) et transmembranaires¢TM)

Léaut r earacé&igtiguelt génome HTLVL est représenté par la présence de la région

pX, située entre le genenve t LTR 3606. El'l e se compose de
épissés (I a IV) sur le brin sens, et deux ORFs alternativement épissés sur le brin antisens, qui
codent par des protéines régulatrices et accessoires. Les ORFs lll et IV sont traduits a partir

du méme transcrit doublement épissé et codent respectivement pour les protéines Rex et Tax

1 1% Rex est impliqué dans I'exportation nucléaire d'’ARN viraux non épissés ou simplement
épissési®1® tandis que Tat transactive le promoteur siitdans | e LTR 506
I'expression sens des géenes viraux et augmente la transcription de nombreux genes cellulaires
impliqués dans la prolifération des lodds hotes ' L'ORF Il code également pour une

forme tronquée isolée de Rex, p21Rex, qui est moins bien caractérisée. Les ORF | et Il
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produisent des ARNm épisseés alternativement, qui encodent quatre génes accgskdires
p271, p13Il et p30IH211,

Les protéines accessoires p8l, pl2l, p271, pl3ll, p30ll sont codées également

l'orientation sens dans la région pX a partir des ORFs 1'8¢4t” Par ailleurs, on retrouve

dans

aussi le facteur HTLM. bZIP (HBZ) qui est codé dans la région pX dans l'orientation

antisens ° pPartir du LTR 398

Ainsi, HTLV-1 utilise trés efficacement son petit génome via |'épissage alternatif et la

transcription bidirectionnelléFigure 4). De pl us, l utilisat.i

on h

viralesrégulatrices et accessoires permet un contréle de I'expression des antigenes viraux et le

maintien doédune infectid®™n persistante du viru
A.
' | r AN
L lgag-PR-pol precursor
g e env /\\/\/\
I C RS -7 tax
_____ H . Erexlf\/\/\
----- RRREETTONEEEE LA O o
_____________ P38 A A A
O, B—NN
~~.--" 38H
B.
E.:EI:I
LTR env[ 1 LTR
gag [ ‘]TI:
PR
pOI rex
= p12
-
@ p13
I HBZ
Figure 4. Le génome du virus HTLV-1 e t l es pr ot L'ARN messpged i | C C
primaire de longueur totale code pour la longue polyprotgiéeurseur GafR-P o | , | 6 ARN
messager simplement épissé code Env et les messagers doublement épissés codent pour les
protéines régulatrice®. Organisation génomique du virus HTENVa travers les protéings
codées et leur agencement. Adapté®de
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1.7 Transmission humaine du virus HTLV-1

Le virus libre étant peu infectieux, lansmission du virus HTLM est souvent liée au

contact cellulecellule. Celleci est possible lors du contact de cellules infectées par HI'LV

avec des cellules non infectées. Ainsi, les produits sanguins exempts de cellules ne
transmettent pas le HTLY"'® HTLV-1 est principalement transmis d'une mére infectée par

le virus a son enfant par l'allaitement ma&r En outre, le contact sexuel et la transfusion
sanguine sont des voies de transmission supplémentaires. La transmission sexuelle est
principal ement dobéorigine masculine, sachant

est beaucoup moins efficaté.

Les symptdbmes de la maladie prennent généralement quatre a cing décennies pour se
mani fester. Par cons®quent , | 6ATL est contr

infectés pendant I'enfant®.
1.8 Latransmission cellulecellule du virus HTLV -1

La transmission humaine du HTLY nécessite le transfert de cellules infectées par
l'allaitement maternel, les rapports sexuels, la transfusion de composants sanguins contenant
des cellules et le partage d'aiguilles. Ce qui suggére un mécamisrdépend du transfert

cellule-cellule du virus HTL\1.

In vitro, HTLV-1 infecte une grande variété de cellules, y compris les lymphocytes T, les
lymphocytes B, les monocytes, les cellules endothéliales et les fibroblastes. Comme le virus
de | 6i mmunod®ficience humai ne HI V -1( dgewt ma n [
également infecter les cellules dendritiques, qui peuvent ensuite transmettre le virus aux
cellules T CD4 +?2% Cette capacité a infecter plusieurs types cellulaires est due en partie &

I'utilisation du récepteur cellulaire ubiquitaire GLUT?

La transmission celluteellule du HTL\ 1 se produit par le biais de la «synapse virologique»
formée en partie par la fonction lymphocytaire associée a l'antigene 1 (LFAl) et ICAM1
(Intercellular Adhesion Molecule 1)F{gure 5) 2'?* L'expression de la protéine de
transactivation virale dénommée Thet I'engagement de ICAM1 provoquent la polarisation
des microtubules associés a la synapse virologiquelTest également localisée dans la

région de contact cellieellule formée eme une cellule infectée par HTLY et sa cellule
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cible, mais aussi au voisinage du centre organisateur de microtubules associ&algicis
124125 | es particules virales du virus HTLY sont également stockées sous la forme
d'assemblages extracellulaires de type biofilms riches en glucidesattaeisent rapidement

aux cellules cibles pour la transmission du vifis

Enfin, la présence de protéines virales dans les exosomes suggére un rdle pour les
microvésicules cellulaires dans la transmission du vHELV-1 2. En effet, il est
envisageable que des microvésicules participent au transfert de particules viralessvers d
cellules non infectées. Cetaciliterait la délivrance de protéines virales bioactives ou la

séquestration de protéines virales immunoi¢est?® .
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Cellule cible

Cellule hote

{} Virus mature

ARN simple brin

ERK 1/2

|

MTOC
Relocation
Cell
? / Motility

Gag

Figure 5: Transmission cellulecellule du HTLV-1. Les deux formes du diagramn
représente une cellule héte (en bas) qui s'est ancrée a une cellule cible permissive (en
utilisant ICAM-1 et LFAl. La protéine accessoire p8 du HTFLVa été décrite pou
augmenter |'expression des récepteurs LFAL gimsil'augmentation du nombre de synap
cellulecellule; lesquelles sont ensuite traversées par p8 pour surrxprimer LFAL1 d
cellule cible. Une fois que I''CAM. est lié, il déclenche une cascade de signalisatior
conduit a la relocalisation du MOCT. De plus, Taxd est décrit pour sa liaison aux corps
Golgi qui sont attachés au MTOC. Ceci déclenche une variété de cascades de signa
cellulaires. Par exemple, une voie établie augmente l'expression de Gem, une prot
augmente la motiie cellulaire et éventuellement la localisation du MTOC. Quand Ga
produite, on la trouve concentrée au MTOC. Par la suite, Gag se localise au nive
contacts celluleellule ou des particules virales bourgeonnent dans la synapse Vvirolg
formée par les points d'adhérence cellulaire. Les particules virales produites peuvent
aux récepteurs pour l'entrée dans la cellule cible permissive. Les points d'interrogation
des lignes avec des fleches indiquent des mécanismes de trangiadtivation qui ne son

pas bien compris. Adapté dé°.
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1.9 Entrée du virus dans les cellules hotes

L'entrée du HTLV1 dans legellules hétes débute par la liaison des protéines d'enveloppe du
virus au récepteur contenu naturellement a la surface de la membrane de la cellule hote
GLUT-1 (Glucose transporter 1). Ceest suivi par la fusion des membranes virales et
cellulaires*?***° Par ailleurs, d'autres molécules de surface, comme la neurdpilMi@R.1)

et les héparanes sulfatprotéoglycanes (HSPGs), contribuent également a l'infection virale

(Figure 6) 13132

La protéine d'enveloppe du HTLY (Env) est sgthétisée sous la forme d'un précurseur de
polyprotéine de 68 kD, qui est clivé pour produire deux smitgs: la glycoprotéine de
surface (SU) de 46 kD (gp46) et la glycoprotéine transmenbranaire (TM) de 21 kD (gp21).
Les protéines d'enveloppes matures dirions forment des triméres constituées de trois SUs

et de trois TMs liées par des liaisons disulfures. Le domaine cytoplasmique de gp2l est
responsable de la formation de syncytiums dépendant de I'enveloppe et I'entrée par contact
cellulecellule 314 |'extrémité Gterminale de gp21 contient un motif de liaison aux
protéines & domaines PDZ et la délétion de ce motif réduit la stabilité FERar ailleurs,

un autre motif ¥S-L-I dans le domaine cytoplasmique de la gp21 est crucial pour la

transmission celluleellule HTLV-1 3¢
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1. Attachement aux HSPGs

RBD

\
SuU 88120

PRR

»
>

GLUT1

3.Recrutement de GIUH\

2.Liaison a la NRP-1

Figure 6: Modéle multi-récepteurs pour l'entrée du HTLV-1. Les HSPGs, NRR et

GLUT-1 exprimés a la surface des cellules cibles contribuent ensemble a I'entrée dcdHTLV

Etape 1: SU interagit avec HSPG via son domainee@ninal (CTD), ce qui permgt

l'attachementriitial et la concentration de particules de HFIL\A la surface cellulair&tape

22L6i nteraction des HSP-Gainsaquelaliaidor directe deuaxSUS U

au domaine b de NRP via le domaine 994 permettent le recrutement de NRFEtape 3:

La liaison stable de SU avec les complexes HSPGs /-NEEclenche des changements

conformationnels au sein de SU, permettant la liaison du GLUbtamment via les résid
D106 et Y114 de SU. Dans cette figure, SU est représenté en bleu aveissesdules: |
domaine de liaison aux récepteurs (RBD), la région riche en Proline (PRR) et le don]
terminal (CTD). La partie noire dans le RBD représente la régidt288jui contient le mot
KPxR et les résidus D106 / Y114 responsables respeaivede la liaison avec NRP et
GLUT-1. Adapté dé*’.
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1.10 Cycle de réplication

Le cycle de réplication commence par la liaison de l'enveloppe virale (Env) aux
récepteurs/facteurs de fixation de la cellule hote. Cette interaction déclenche un changement
conformationnel dans Env qui permet ision avec la membrane plasmique de la cellule
héte. Cette fusion conduit a la libération de la capside virale dans le cytoplasme. Une fois
i b®r ®, Il 6ARN viral est inversement transcr.i
ADN double brin.La copie d'ADN du génome viral est alors intégrée dans I'’ADN héte par
l'intégrase virale, formant le provirus, qui représente la matrice de la transcription du génome
viral. En s'intégrant dans le génome de la cellule hote, le virus est capable de geofie
machinerie de la cellule héte pour reproduire son génome. Un certain nombre de transcrits
différents sont générés a partir du provirus, y compris une copie de pleine longueur non
épissée du génome viral qui sert, soit & coder les précurseurs dird&bxg, GadPro et Gag

Pro-Pol; soit & étre encapsidée comme génome viral dans les particules de la progéniture. Des
transcrits simplement épissés, codant le précurseur Env et des transcrits doublement épissés,
codant les protéines régulatrices et aamess, sont également générés. Les transcrits
doublement épissés sont facilement exportés hors du noyau, alors que les transcrits non
épissés et épissés individuellement nécessitentp@exse lier a leurs éléments de réponse

Rex (RXRE), pour promouvoileur exportation. Une fois dans le cytoplasme, ces transcrits
sont traduits sous formes de précurseurs, ou protéines régulatrices / accessoires. Les protéines
Gag, GagPro, GagPro-Pol et Env se rassemblent alors sur un site commun a la membrane
cellulaire et bourgeonnent sous forme de particules virales. Lors du bourgeonnement de la
membrane plasmique, ces particules sont considérées comme immatures, car elles n'ont pas
encore éteé traitées. La maturation du virion se produit par l'activation de la protébset

le clivage des précurseurs Gag, Gag et GagPro-Pol (Figure 7) *2°.
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Virus infectieux

Liaison de I'enveloppe
au récépteur
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Figure 7: Cycle de réplication du virus HTLV-1. Apres fixation aux récepteurs de la cellule

hote, la membrane virale fusionne avec la membrane plasmique. Puis, la capside virale est
|l i b®r ®e dans | e cytopl as me, oY% el l e est
transcrit de maniere invergegour donner un ADN doubl e |brin
génome de la cellule héte. La transcription du génome viral permet de reconstituer des
particules virales apres assemblage des différents constituants a proximité de la membrane
plasmique. Unedeni r e ®t ape de maturation au Jjcour s
des particules virales infectieuses. Adaptéfe

2 Looncopr ot ®i ne Tax

Tax-1 est une protéine de 353 acidasineés,

localisée a la fois dans le noyau et le

cytoplasme. Taxd est généralement défncomme une protéine multifonctionnelle, car elle

permet d'activer la transcription de genes viraux et cellulaires et d'agir comme médiateur de

plusieurs voies celluiges. Tax1l agit comme une protéine pléiotrope conférant des propriétés

prolifératives et de survie aux cellules infectées par HIL¥n modulant les facteurs
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régulateurs qui induisent la prolifération cellulaire, la progression du cycle cellulaire,
l'inhibition de l'apoptose et l'interférence avec la réparation de I'ADN. De plus, il est bien
établi que Taxl joue un rdle important dans I'oncogenése induite par l'infection liée au virus
HTLV-1. Ceci est confirmé suite a la mise en évidence de la capaditexdea immortaliser

et & transformer les lymphocytes T CD4 + primaires humathet la décougrte que les
souris transgéniques exprimant la protéine -Tadans des thymocytes développent une
mal adi e ress&rblant ~ | 6ATL

2.1 Role de Tax1 dans la transactivation virale

La protéine TaxL active la transcription du génome viral & partir des LFigure 8) **2 Le

LTR est divisé en trois régions: U3, R et U5. Trois séquergmastitives de 21 pb dans la

région U3 jouent le rdle d'amplificateurs sensibles a Tax (Tax responsive elemeit, TRE
Chaque TREle21pbest compos® de trois ® ®ments (1" ®I
et 36 de | 6® ®me nt spow ka randadivatioe Virdle par 7k s pensab |

La séquence de base d'un TRE est trés similaire & un élément de réponse a l'adénosine
monophosphate cyclique (AMPCc) et agit en effet comme un site de liaison pour la famille des
facteurs de transcription CREB (CAMP responsive element binding protein)&CTivating
transcription factor)***'*> Ainsi, un TRE est également appelé un élément de réponse a

Il AMPc viral (VCRE) et r®pond ° | ' AMPC. Les
GC. Bien que Tad n'interagisse pas avec 'ADN TRE par @léme, elle peut le faire
lorsqu'elle interagit avec les protéines CREB/ATF capables de lier I'KDN® Lorsque cela

se produit, Taxl liée a I'ADN interagit avec la poche mineure des séquences adjacentes

riches en GC pour stabiliser le complexe protéimN 7.

La protéine CREB est exprimée de fagon ubiquitaire et régule plusieurs genes cellulaires, en
particulier des génes induits par 'AMPc. Un signal initié par AMPc phosphoryle CREB au
niveau de la Sérine 133, en recrutant deuxactivateurs de transcription, la protéine de
liaison a CREB (CBP) et p300. Une étude transcriptomiguéro basée sur la chromatine a
indiqué que la phosphorylation de CREB est essentielle pour 'activité e, Eaxstabilisant

le complexe Taxl / CREB / CBP / ADN. Par ailleurs, Tdxinduit en soi la phosphorylation

de CREB™® Conformément & cette observation, une substance qui augmenterait le niveau
d'AMPc intracellulaire, et donla phosphorylation de CREB, augmenterait l'activation de la
transactivation virale par Tak
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CBP/p300 est une histone acétyltransférase qui acétyle les queues d'histone, changeant ainsi
les structures de la chromatine pour activer la transcription. tDdesn vitro etin vivo ont

montré que p300 est cruciale pour l'activation transcriptionnelle dépendant-de dtap300,

en interaction avec Tak et CREB, induit l'acétylation des histones nucléosomiques sur
I'ADN TRE **"1%® De maniére intéressante, le recrutement de p300 pat #axn promoteur
HTLV-1 intégré réduit la quantité d'histone H1 et H3 sur I'ADN du promoteur, et stimule le
recrutement de I'ARN polymérase'tf. Ce qui suggére que le recrutement de CBP / p300 au
niveau du promoteur intégré acétyle des queues histones, en éliminant ainsi les histones du
promoteur HTL\1.

Le facteur associé au CBP/p300 (PCAF) est oradtivateur pour divers facteurs de
transcription cellulaire, et il augmente également l'activation transcriptionnelle induite par
Tax-1 par le promoteur HTLM. Comme le complexe CBP / p300, la protéine PCAF est
aussi une histone acétyltransférase; cépet son activité est accessoire pour kactivation

de Taxl. Le mutant bien connu de TaxM47 (L319R, L320S), qui est inactif pour
I'activation transcriptionnelle du promoteur HT{lVmais actif pour celui de la voie Ni-B

est défectueux pour l'intaction avec la protéine PCAF.

Les lignées de cellules T infectées par HFLMraitées avec un inhibiteur de I'histone
désacétylase (HDAC), Trichostatine A (TSA), augmentent I'expression de I'ARNsh Tax
Rex ainsi que de la protéine Faxsuggérant que les HDAC peuvent inhiber ladcaption

du virus HTLV-1 dans les cellules infecté&S. Conformément & cette hypothése, HDAC1 et
HDACS3 inhibent I'activation transcriptionnelle induite par Tlgxet cette inhibition peldtre
restituée par le traitement a la TSA, un inhibiteur catalytigue des HDACs ou l'expression de
l'acétylytransférase CBB® HDAC1 et HDAC3 ont été montrés pour interagir avec-Tast
analyse par immunoprécipitation de ¢aromatine a montré que HDACI était associé a
I'ADN proviral intégré du HTLV1. La quantité de HDACI associé au promoteur est réduite
par l'expression de Tak indiqguant que Taf, par interaction avec HDAC1, dissocie
HDACL1 de I'ADN du promoteur intégau virus HTLV-1.

Les TORC (Transducer of regulated CREIRding proteins) et le FEFb (The positive
transcription elongation factor) sont des régulateurs positifs supplémentaires pour l'activation
du promoteur HTLV1 *21%3 Les deux protéines interagissent avec-Tagt l'inhibition de

I'expression de l'une ou lautre par petits ARN interféerants (ARNi) réduit I'activation
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transcriptionnelle dépendante de ThxD'autre part, BeB, en interagissant avec TORCS3,

agit comme un régulateur transcriptionnel négatif du promoteur 1R

5 ¥
—tR — R
U3 | R |us —28 Pol ey B us |R|uUs

Gag

Env
Rex

Tax

p30
pl2
pl3

CBP/p300

Région riche VCRE Région riche
en G/C enG/C |

TRE-1 (1, Il,0ulll)

Figure 8: Mise en évidence des éléments de réponse transcriptionnelle (TRE) dans le
génome du virus HTLV-1. Diagramme schématique du génome viral HTL\Wlustrant
l'interaction entre le TRE et le complexe Tag / CREB / CBP / p300. La transactivation|de

I'expression virale par Tax ~ partir du LTR est un ®v®nem

géenes viraux. Les protéines virales majeures sont liées a leurs régions génomiques et LTR est

D

divisée en trois régions U3, R et U5. La région U3 mise en évidence dangcmsst d'ung

importance significative dans la transcription médiée parIlaette partie contient tro|s

(D

régions TREL, chacune capable de recruter le complexe T&XCREB / CBP / p300. L
TRE-1 contient trois domaines (A, B et C) dont B, conjointenasmeic A ou C, est nécessajre
pour que le complexe Tak/ CREB / CBP / p300 se lie au LTR. Adap&™>.

2.2 Potentiel de transformation cellulaire de la protéine Taxl

Tax-1 est capable de transformer des lymphocytes T et des fibroblastes et d'induire des
tumeurs chez les souris transgéniqti@s>®**® La capacité de Tax & transformer les
cellules T humaines primaires a également été démontrée pour la protéine Tax du virus
HTLV-2 (Tax2) 1***° Les deux protéines sont cafesbd'inhiber la fonction du suppresseur

de tumeur p53. Une étude comparative entre lestypes Taxl et Tax2 a démontré que

Tax-2A inhibe la fonction p53 moins efficacement que -Taou Tax2B '*°. Bien que
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plusieurs étudet vitro aient étudié la capacité de Faxa inactiver p53°* en agissant sur la

voie CREB ou NFe B le mécanisme de cette inhibition n'a pas encore été completement

clarifi®. Des recherches r®centes ont per mi

cellulaire Wipl (phosphatase 1 induite par le p53 sauvage) dans l'inactivation de p53-par Tax

1; des recherches ultérieures ont démontré des interactions entteeTakip1°>

Dans des recherches utilisant des souris transgéniques exprimaht quaxdéveloppent une
maladie comparable a I'ATL, il a été démontré que-Taktere la fonction de p53 et que cet
effet précéde I'actation de NFe B

2.3 Activation de la voieNF-a Bpar Tax-1

La stimulation de l'activation de la voie NFBest I'une des principales conséquences de

I'expression de Tag dans les cellules infectées. La famille des facteurs de transcription

inductiblesNFe B r ®gul e divers processuwscedlagurviegi que

des cellules T et des cellules non lymphoides. L'activation des facteurs de transcriphid® NF

se fait par deux processus de signalisation étroitement contr6lés connus sous le nom de voie

canonigue et non canonique {8FRFigure 9).

La voie canonique est activée par différents signaux récepteurs tels que les cytokines

inflammatoires, le stress génotoxique, les antigénes et les réceptedikeTOILR). Alors

gue l'activation de la voie non canonique impliqgue des molécules de sigoaligaitine sont
reconnues que par un searssemble spécifique de facteur de nécrose tumorale (TNFR), tels
gue la lymphotoxiné® |, | e {BeN RchvatiogBfactor), le RANKL (receptor activator of
nuclear factor kappB ligand) et le TWEAK (TNFrelated wealinducer of apoptosisf”.

La famille des facteurs de transcription dFBcomprend cing membres: RelA/p65Rel,

RelB, p50 et p52. Les protéines p50 et p52 sont exprimées comme protéines précurseurs

nommées pl05 et pl00, respectivement. Le traitement de ces précurseurs a des formes

matures Rcessite une activité protéasomique. Les cing membres forment des diméres les uns

avec | es autres et peuvent se I|ier “ une va
pour moduler I'expression génique. P50 et p52 peuvent activer la transcriptosmant des
hétérodimeres avec RelA / p65Rel ou RelB. Dans le cytoplasme, les complexesaNE
sont inactifs puisqu'ils sont l i ®s ~ des pr
L'activation de la voie nécessite la dégradation de la protéiaeB et l a transl o
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diméresNFe B vers | e noyau. L' ®t ape commune d' act
qgui phosphoryle |1 8B et |l e dirige vers | a dBe@
constitu® de deux kimasade dat ipreod,® InkeKWEMO I
de I'échafaudag®.

Tax-1 interagit directement avec ces facteurs, conduisant a une activation persistante de la
transcription médiée par N& B Tax1 stimule l'activation de la voie canonique et fion
canonique NFe Batraverslinteraction avec les facteurs IKK; L'interaction Tax / | KK2 es

requise pour le recrutement de Thsur les sousnités catalytiques IKK et pour l'activation

IKK par Tax1
Voie canonique Voie non canonique
TNFR1 LT-pR
Cytoplasme
TRADD — mrzm”
t::sz = 182 i
- Sedsnio Nk /
N g
IKKa
NEMO | ‘
Ty <— Tax-1 e
— / P

Figure 9: Activation des voies NFeB canonique et non canonique par TaA.

L6 oncopr eltingragiteavecd pusigs facteurs de la voie N& B . Les fl| ches

indiquent les interactions entre Faet les différents facteurs. Adapté'de

D'autres protéines cellulaires sont importantes pour l'activatio® BF p a-1. Taxa x
interagit avec NRP / Optineurin et TAX1BP£%!%° et avec la peptidase spécifique de
l'ubiquitine USP20'°. Des recherches ont d-®rfavandait ®, do

I'expression de BeB et la translocation nucléaire de RelA / p85 D'autre part, il a été
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prouvé que TaAd induisait I'expression de B8l principalement par 'activation de la voie de
NF-a B2 De plus, il a été rapporté que Fhxtransactivait CD69, un marqueur de
l'activation précoce des lymphocytes, & travers les voies de signalisatimrBNFCREB ",

L'activation de la voie neoanonique NFe B par m®d i -4 test cégalenrg T a X
importante dans la tumorigénése induite par le virus HILWne région de Tak couvrant

les acides aminés 2282 est essentielle pour I'activation de la voie non canonique.

Contrairement a Tag, Tax2 n'est pas capable d'activer la voie non canonique et n'interagit
pas avec ou n'induit pas de protéolyse de 0852 **'"> De plus, il aété démontré que
Tax-2 ne pouvait pas interagir avec TRAF6, une protéine avec une activité de ligase E3 qui,

en présence de T régule positivement |'activation de la voie-BFB"®.

L'ubiquitination et la SUMOylation de Tak sont aussi impliquées dans I'activation de la voie

NF-a B'"’. La protéine Taxl coimmunoprécipite etcb ocal i se avec | KKa /
et RelA / p65 dans des cellules transfecté&5'®'"® De plus, I'expression des protéines de

Tax-1 induit la translocation nucléaire de IKKa et RelA / p65%° Une suractivation de la

voie NFa B p a-f indlimla sénescence cellulaif®. Il a été démontré récemment que
l'activation chronique de la voie N\&+B p a-1 entfamexune sénescence rapide (sénescence

rapide induite par la Tax, Tax1l-l RS) qui d®pend de | ' ad¥®ivatioc
Le phénoméne 8x-1-IRS constitue une réponse de contrble de I'héte a la suractivation de la

voe NFe B qui emp°che | a {(*%%aiefrésenmart méoanisme dd | ul ¢
défense intéressapbur les cellules hétes contre les activités de dérégulation de protéines

virales.
2.4 Localisation cellulaire et extracellulaire de Tax1

Tax-1 est connue pour son activité a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme des
lymphocytes T transformes par HTEM Ainsi, le trafic intracellulaire de Tak est essentiel

pour |l es effets pl ® otropes de -lllabcapadtéoder ot ®i
moduler avec succes la transcription et la transformation cellulaire. Bien que les mécanismes
de régulation précis de la distribution intracellulaire de-Taxécessitent des recherches
supplémentaires, des progrés majeurs ont été realisgéd'éacidation de la navette nucléo

cytoplasmique de Tak et de ses fonctions associ&&s®
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2.4.1 Localisation nucléaire de Taxl et activation transcriptionnelle

Disposant d'un signal de localisation nucléaire NLS (nuclear localization signal) au niveau des
acides aminés 1B2 de son extrémité ierminale, Taxl est principalement une protéine
nucléaire **. Tax1 nucléaire a été initialement identifiée comme étant des structures
tachetées de Tak TSS (Taxl speckled structures) dans des lymphocytes T transformés par
HTLV-1 ou des cellules transfectées avec des vecteurs d'expressionHe®Taxes foyers
distincts ont été définis par la suite comme des corps nucléaires NBs (nuclear bodies) de Tax
1 *¥® Dans la partie centrale de Faxon trouve une séquence d'exportation nucléaire NES
(nuclear export sequence) aux acides aminés218& , gui s0®t end sur ui
r®si dus | eucine. Lorsquodoell e est fusi onn®e
I'exportation nucléaire via la voie CRM1, mais cet effet n'était pas observé dans les cellules
infectées par HTLVL. Cela suggere que la protéine complete -Tautilise une voie
d'exportation nucléaire alternativet que la présence de NES et de NLS doit potentiellement
étre combinée avec des modifications giestiuctionnelles, conduisant & des changements de

conformation ou a des interactions macromoléculaffes

Par ailleurs, la formation d'hordimneres de Tax joue un role dans le transport nucléaibe

fait, les protéines Tat mutantesontincapables de dimériset ne peuvent pas se localiser

dans le noyauCettelocalisation peut étre retrouvée une fois l'activité de dimérisation de Tax

1 restauréé®® La dimérisation de Tak dépend de la région centrale englobant les acides
aminés 127228 qui peut étre, en outre, divisée en trois domaines dedgnésisation (DD)

DD1 (acides aminés 12I746), DD2 (acides aminés 181 a 194) et DD3 (acides aminés 213
228)%°. Ceci révéle une irtaction complexe de la structure primaire et secondaire avec les
facteurs contrdlant la localisation cellulaire. De plus, un domaine supplémentaire-deaTax

été identifié pour jouer un réle dans le ciblage spécifiquesous | ®ai re deé®* | doncc
La région du signal de localisation dans les TSSs (TSLS) s'étend sur les acides ammes 50

est nécessaire et suffisante pour diriger-Tavers les TSSs. De maniére intéressante, le TSLS

est un domaine de régulation distinct et indépendant du donzaljaezent NLS. Les
modifications postraductionnelles (MPTs) de la protéine Thxfournissent une couche
supplémentaire de complexité dans la régulation de la distribution cellulaire de la protéine et

le modele correct de ces MPTs spécifiques est connuimpftuencer la localisation nucléaire

de Taxl. En conséquence, il a été suggéré quelTaxnon modi fi ®e a | a cary

librement la navette nucléytoplasmiqué’’. Dans ce sens, | 6®quilib
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et la SUMOylation joue un réle majeur dans l'activation de la voies NBpar Taxl et

participe a la localisation subcellulaire déncoprotéine .

Cet équilibre entre
l'ubiquitination et laSUMOylation sur les résidus de lysineste&@minales détermine la
répartition de Taxl dansles compartiments nucléairet cytoplasmique. En effet, Tdx
SUMOylée prédomine dans le noyau alors que-Taiquitinée se localise principalement
dans le cytoplasm&? Parmi les autres fonctions induites par I'ubiquitination-Tarous
pouvons citer l'interactionvac la E3 ubiquitine ligase PDLIM2, qui est responsable de la
polyubiquitination liée a K48 de Tak '°3. En réponse a divers stress génotoxiques ou
cellulaires,la monoubiquitination des lysines 280 et 284 de-Taonduit a son exportation
nucléaire dépendant de CRM¥. De méme, l'attachement de SUMQA Tax1 régule sa
localisation dans les NBs et, par conséquentTraolySUMOylée est localisée ildement
dans ces structures. On estime que la somoylation régule la rétention-fleldiax le noyau

Y77 (Figure 10).

De plus, il a été démontré que la forme acétylée delTaaut étre détectée dans les cellules
exprimant Taxl ainsi que dans les lymphocytes T transformés par HILMh événement

qui a des répercussions d'activation transcriptionnelle. Cette forme dé maxifiée et
l'agent d'acétylation p300, sont détectés comme étalucabisés dans le noyad*'*> Par
ailleurs, la phosphorylation des résidus Ser 300 et 301 est critique pour la migration nucléaire

de Tax1 phosphoryléé®®.

Une étude tilisant les ARNSs interférants a identifié la métalloprotéase STANMIing
proteinlike 1 (STAMBPL1) comme régulateur du transport nuatgtoplasmique de Tak.
STAMBPL1 est une enzyme de -dbiquitination qui stabilise Tat en empéchant sa
dégradation ptéasomal dans le noya®. En outre, I'enzyme est un facteur nécessaire pour
I'exportation noléaire de Tax liee au dommage a I'ADN, ce qui illustre bien la dynamique
de localisation de Tag aprés les dommages a 'ADRF?® Une étape supplémentaire pour

la relocalisation de Tag dans le noyau implique des interactions avec les protéines appelées
nucléoporines dans les structures du complexe de pores nucléaires tNP®)Jus
exactement, on a observeé l'interaction du domakteridinal en doigt de zinc de Tdxavec

la nucléoporine p62, qui est un événement d'importation indépendant dgsotraars de

prot®i nes et ne consommant pas doé®nergi e.
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Figure 10. Localisation cellulaire de Taxl. Tax-1 subit dimportantes modifications po
traductionnelles, qui régulent son trafic entre le cytoplasme et le noyau, mais ay
interactions avec les molécules partenaires, par conséquent sa fonction. La figure m
translocation Taxd du noyawau cytoplasme par un cycle de SUMOylation (addition de S
Modi f i SUMO) / ubiquitinati on
(PDZ And LIM Domain 2) favorise la polyubiquitination K48 de ThxLa ramification de

Ubiquitin-l i k e er
l'ubiquitine au nieau des Lysines 48 et 63 est désignéeKdd et UbK63 respectivement
alors que la monabiquitination des Lysines 280 ou 284 est indiquée comme K284 /-K
Ub. Une fois ubiquitinée, Tak cytoplasmique active plusieurs voies de transductiof
signal etpeut étre trouvée en association avec le réticulum endoplasmique (ER), l'app
Golgi et le centre organisateur de microtubules (MTOC). De plus,lT@xoplasmique peu
étre secrétée par une expulsion extracellulaire. La protéinel Tubiquitinée migre au
noyau ou elle est SUMOylée (SUMO) et acétylée (AC), résultant dans I'assemblage al
nucléaires. Tad nucléaire peut étre impliquée dans un certain nombre de proces
compris les interactions avec les protéines nucléaires, l'incagodans les corps nucléair
pour une activité transcriptionnelle élevée, le ciblage pour la dégradation protéasomiqu
gue la translocation active dans le cytoplasme via la voie CRM1 (chromosomal maint
1); ou d'autres voies encore mal démi telles que la voie STAMBPL1 (STAM bindir
proteinlike 1). Adapté dé>°

o

St
ssi les
ontre la
mall

(addi

(280
n du
areil de
t

IX COrps
sus, Y
es

le, ainsi
enance

9

30



2.4.2 Localisation cytoplasmiquede Tax1 et manipulation des voies cellulaires

Comme décrit précédemment, la présence delT@dans le cytoplasme et dans le noyau peut
étre nécessaire pour l'activation de I'expression génétique médiée pdr axLa
surexpression de Tax entraine une répartition intracellulaire hétérogéne qui peut étre diffuse
ponctuelle ou localisée dans des structures lipidiques associées a l'appareil de Golgi
177171919519 En plus de sa localisation dans les granules de stressl Peut inhiber la

formation de ceuxi. Cette inhibiion dépend de la localisation cellulaire de TlaxEn effet,

| i nhi bition de | a formation dédesflocalisgéuddnes de

le cytoplasmé®.

Le centre d'organisation des microtubules (MTOC), en association aveecGelgisa été
décrit comme un site extranucléaire exclusif pour la localisation dd.,Teonjointement avec
la région de contact cellukeellule de la synapse virologiqu®. En outre, Taxl a été détecté
en association avec des foyers cytoplasmiques contdddB® (TAKL1ibinding protein 2

177,179,201

traductionnel de Tat a un effet significatif sur sa fonctionnalité et sa localisation. Pour

et avec la structure du centrosoAie Comme indiqu® pr ®&c ®dem

il lustrer davantage ce point, |l a SUMOyIl ati ot

résidus Lysine qui chewuchent et qui se traduypar des effets de régulation opposés. Par

exemple, les moléculesde Fax et doéubi quitine colocalis®es

dans le cytoplasmdandis que cette elocalisation a été faiblement détectée dans le noyau.

Ce qui est éventuellement d0 a une dégradation protéasomique rapide ou a une navette
ddoexportati on e¥%eQnpendegue tupiquitimatioa sonrole la rétention de
Tax-1 dans le cytoplasm¥’. D'autres modifications pestaductionnelles de Tak dans le
cytoplasme comme la phosphorylation représentent un prérequis pour finbtepn
cytoplasmique de la protéine, en plus de l'acétylation et de la SUMOWtibn Similaire

aux conditions d'importation nucléaire de Thxl'exportation de Tat dans le cytoplasme

s'est avérée étre indépendante des transpotféutine étude a décrit l'interaction entre Tax

1 et | 6histone m®t hyl transf ®rase SMYD3, 0 %
Tax-1 dans lecytoplasmé®. De mémepne nouvelle étude a identifié un enrichissement du
cytoplasmique a partir du noyau dépendant de RNF4, ce qui a pour résultat une suractivation
de la voie NFe Bet une diminution de l'activité de Tdxmédiée par CREB. De plus, il a été
décrit que la détéon sélective de RNF4 inhibait le transfert nuet§toplasmique de Tax,

habituellement induit par les dommages a I'ABf
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2.4.3 Localisation extracellulaire de Tax1

Peu de choses sont connues au sujet dédeetion de I'oncoprotéine Taxpar les cellules

infectées par HTLVL. Toutefois, TaxL extracellulaire contribu
sympt*mes de | 6ATL et de | a TSP/ HAM. -1@hez | ¢
été montré pour hyperstimulir systéme immunitairé>?”". De plus, des études sur Fax
extracellulaire ont estimé la capacité du virus HTL\A provguer une démyélinisation et

une inflammation des cellules du systéme nerveux central (EREn effet, les cellules T

infectées sont une source de Tlaextracellulaire, car elles infiltrent le SNC pendant une

maladie neurologiqu&®?*.

Tax-1 a été démontré pour-bacaliser avec des organites cytoplasmiques qui sont impliqués
dans la voie exocgtique comme le complexe de Golgi et le réticulum endoplasmique (ER).
De plus, ces études ont montré un mouvement delTextoplasmique couplé a une
migration de protéines associées aux microtubules ou a celle des vésicules sétféaes
ailleurs, la présence de la protéine -Tlaa été cofirmée dans le milieu de culture de cellules

exprimant Taxl et dans les exosom&$
2.4.4 Localisation de Tax1 lors de la transmission par contact cellukeellule

Les virions HTL\A1 libres, qui ne sont pas détectés dans le sérum de sujets infectés avec les
techniques actuellement disponiblesont peu infectieux?*? La transmission efficace
dépendrait donc plutdt du contact direct celcddlule, de la polarisation du centre
organisateur de microtubules (MTOC) qui est déclenchée paf Txla formation d'une
synapse virologique permettateritrée de protéines virales ainsi que 'ARN génomique dans
un nouveau lymphocyte T cibf&®

2.5 Interactome de Tax1

L6®t ude des i npraéin@ est une rsteatégie refiidac® i paue déchiffrer les
fonctions de la protéine Tak et de sa capacité a perturber la régulation des voies celtulai
Nous résumons essous la littérature a propos des interactions €ated et desprotéines
impliquées dans régulation de l'expression des getesignalisation cellulairele cycle
cellulaire et le transport des protéines cellulaires. Nousviésr plus en détail l'interaction
entre la protéine Tag et les protéines cellulaires possédant un ou plusieurs domaines PDZ (
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PSD95(postsynaptique density 95), DiGdiscs large homoled) et ZO1 (zonula occludens

protéinel)). .

2.5.1 Interactions de Tax1 avec les facteurs de transcription et les régulateurs pest

transcriptionnels

Tax-1 déregle I'expression de plus d'une centaine de génes grace a des interactions avec des
activateurs transcriptionnels, des facteurs de transcription basale et des protéines impliquées
dans le remodelage de la chromatine. De plus;ITsiassocie a des protéinegpliquées dans

le contrdle postranscriptionnel des ARNm et module en outre I'expression géfiique

Tax-1 interagit avec des activateurs et des répresseula tmanscription. En effet, Tak
présente une faible affinité pour 'ADN et ne se lie pas directement a I'élément*fxRais
interagit avec les facteurs de transcription de CREB/ATFDe plus, Taxl se lie également

aux protéines cactivatrices de CREB appelées transducteurs de l'activité régulée de CREB
(TORCs) 2?17 Tax-1 active une variété de génes cellulaires par ses interactions avec les
protéines CREB / ATFpar exemple celles codant pour linterleukine 17 eosc?'®'
Inversement, Taxd réprime également I'expression de genes comme la cycline A, p53 et ¢

myb en ciblant les facteurs CREB / AT#?%2

Tax-1 active la transcription des promoteurs sous le controle de motifsseREN(response

219.223.22453ns liaison directe & I'ADN mais par des interactions avec des facteurs de

elemeny
transcription associés a laigdcSRF (serum response factor). Il a été démontré quel Bax
liait directement a SRF [501] et a divers membres du complexe TCF (ternary complex
factor) tel que Sapl (SRF accessory protein 1), EIk1 (ETS desoataining protein EHL),

Spil (SFFV pruiral integration oncogene 1) et Etsl (proteiet§1) >2%?’. L'interaction de
Tax-1 avec le SRF entraine une augmentatioladi@aison du SRF au SRE et une sélection du
site modifiée®®. Ainsi, cette augmentatio de | a | i ai son ~ | 6ADN pe
co-activateurs?®. Par ailleurs, le répresseur transcriptionnel MSX2 (msh homeobox homolog

2) se lie & Taxl et réprime sa transactivatiof.

Parmi les facteurs nucléaires ciblés par-Tax nous pouvons <citer | es
(NF-a B) . De mani re g®Briamel il gaetli aaphosnp N&r y
| @B Ipar ki nase l B (1 KK) , ce qgui d®cl enche
protéasomique subséquente, entrainant la translocation nucléaire des dimer&s 22
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Tax-1 s'associe a RelA;Rel, p50 et p52 aprés leuatislocation dans le noy&t>*° mais
recrute diectement aussi RelA & partir du cytoplasthe®® Aprés linteraction avec ces
facteurs NFo B Tax1 augmente leur dimérisation qui est essentielle pour la liaison a des
promoteurs cible§®*?%23 | orsque le complexe est lié au promoteur, -Taecrute les co

activateurs de CBP/p300 et PCA®?*® conduisant a I'activation transcriptionnelle.

Outre les facteurs NB B, -1Tacxi bl e aussi dbaut r es'assotiancat eur s
des protéines de liaison CCAAT telles que-XB (sousunité YB de facteur nucléaire) et

C/ EBPb (CCAAT / prot ®i ne #®¢*%Tax1i aativeslopnométeurl ' a mp
du complexe majeur d'histocompatibilité de clas$é'liDe plus, Taxl forme des complexes
ternairesin vitro avec Spl (protéine de spécificité 1)/Egrl (réponse de croissance précoce 1)

242 ot Spl/Etsl (Protein -€ts1) 2%° participant ainsi directement a I'activation
transcriptionnelle du protoncogene is/PDGFB (- facteur de croissance B dérivé des
plaguettes) et des promoteurs P2 PTHrP (protéine apparentée a I'hormone parathyroidienne),
respectivement*®?* Parailleurs, Taxl s'associe au facteur respiratoire nucléaire 1 (NRF1)

et active le promoteur du récepteur de chimiokine CX&R4rax1 interagit également avec

les facteurs de la transcription basale. Ainsix-Tainteragit avec TFIIA (facteur de
transcription Il A) et avec deux sousités de TFIID: TBP (TATAAbinding protein) et

TAFI128 (TBP-associated factor Il 28¥°?*” Grace & cette interaction, Faxaugmente la

liaisondu TBP au site TATAA et stimule davantage l'initiation de la transcription a partir du

LTR ?*8 De plus, Taxl interagit directement et recrute plusieurs protéines impliquées dans le
remodelage de la chromatineys moduler la transcription génique. En effégx-1 interagit

avec plusieurs HATs (histone acetyltransferases): p300, son homologue CBP (protéine de
liaison & CREB) et le facteur associé a p300/CBP (P / CRE§° Parmi les trois histore
désacetylases HDAC](, -2 et-3) interagissant avec le LTR virale dans les lignées cellulaires
infectées, Taxl se lie directement & HDACY® HDAC6 a été décrit pour son activité
nécessaire a I'assemblage des granules de Stte€sace & son interaction avec HDACS, la
protéine Taxl peut ainsi inhiber 'assemblage des granules de $ffess L6 oncopr ot ®i
capable déinteragir avec |l es deux enzymes 1in
H3K9: SUV39H1 (suppresseur de la variet® homologue 1), qui est une HMT (histone
methyltransferase) et JIMJD2A (Jumonji contenant le domaine 2A), qui est une HDM (histone
déméthylasef®??> Tax1 lie aussi les différentes composantes du complexe SWI/SNF:
BRG1, BAF 53, 57 et 155",
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Afin de contréler la transcription virale, Tdx agi t sur |l es facteurs
transcription tels que -PEFb (Facteur d'élongation b de transcription positive). Tak

recrute PTEFb au promoteur viral et induit l'activation transcriptionnéff&®>> De plus,

| 6oncoprot ®i ne Vvi ni@pressedr wanscriptiomneal gémérat desréceptewrs
nucléaires tels que les récepteurs des glucocorticoides {GRx1 réprime la signalisation

GR en dissociant Tax1BP1 du complexe contenant la protéine récehteur

Enfin, I'expression des genes dirigés par-Taest régulée au niveau pasanscriptionnel et
traductionnel par des interactions protémetéine. Parmi ceugi, Tax1 s'associe a TTP,
Int6 et TRBP*>%2%°.

2.5.2 Interactions de Tax1 avec les protéines impliquées dans la signalisation

cellulaire

La voie NFe B peut °tre activ®e par une s®rie de
cytokines qui déclenchent deux voies alternatives (dites canoniques et non canoniqtks). Tax
stimule les voies canoniques et non canoniques, et active constitutivdmenB dans | es
cellules infectées par le HTI-¥ *°%*"4?! Dans la voie canonique, Tdxs'associe & la sous

uni t ® | KK*5*pinsiggEadOkinases en amont telles que la MAPK / ERK kinase

kinase 1 (MEKK1) et la kinase 1 activant le T6F ( T AK?°)Tax1 relie ainsi les
kinases activ®es au complexe | KK et force | &
d®gradati on %% DeplBsUraxe se liel dpeBtément aux seusités IKKa et

| KKb et act i v ee ihdépendamment desskinas@s akidhtiascl interfére

avec la voie canonigue N6B maar | i ai son directe aux | &
i nd®pendamment de | Z"*pDeplaspTad intgraga dve deux sodsd | K K
unités du protéasome 20S (HsN3 et HC9), favorise I'ancrage de p105 et accélere sa protéolyse
° Taxl conduit ~ |l a d®gradation de | aB,- per me
aB i nd®pendamment des stimuli externes. Par
parTaxlIn®cessite son i nt eY*@®tTilealieaux@otéindskPR2A et p
et | KKo2 et maintien |l e complexe | KK dans wun
NF-oa B De son c!t®, | 6ub iloyialinteiactientaveoUbcl@ett Vv i ¢
Tax1BP12'22"3 par perturbation du complexe AZ@x1BP1, Taxl inactive la fonction

DUB (deubiquitin enzyme) de A20 et empéche la réguiation ®gat i ve de | "ubiq
273,274
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Les MAPKs (kinases activées par des mitogenes) sont des protéines kinases spécifiques de
sérine / thréonine qui répondent a des stimuli externes de mitogénes tels que des facteurs de
croissance, des cytokines ou un stress physique-lTiateragit avec k& dew MAP3K,

MEKK1 et TAK1 #°4%° Tax1 se lie & I'extrémitéraino-terminale de MEKK1 et stimule
lactivité de la kinase MEKK1**, De ce fait, -1l aexgmeas i é¢n ade i
condui sant ) |l a phosphoryl ation el stinlue d®gr
l'activité IKK en reliant TAK1 sur le complexe IKK>?'®; et grace a son interaction avec le
suppresseur de la voie de la protéine G2 (GPS2)1Tiakibe potentiellement l'inactivation

de la signalisation JNK par le GP$2

Les protéines de liaison aux nucléotides guanines (GTPases) sont des commutateurs
mol ®cul ai res qui se d®pl acent entre des ®tat
coté, Taxl se lieaveclasousni t ® b des pr ot ®FSeteasec @usitudt ®r ot
membres de la petite famille des Rho GTPases tels que RhoA, Rac, Gaplm eCdad2

| 6aut r e -1céle @ux prdiéines impliquées dans la structure et la dynamique du

cyt osquédlndgtetren:e x iUn e, cytok®ratine, -tumlme i ne,
202254219280 Grace A ces interactions, Faypourrait ainsi relier RhGTPases a leurs cibles et

affecter I'organisation du cytosquelette. De ce fait,-Tdaurnit un signal intracellulaire qui

se synergise avec | b6action doél CAM1 pour pr c

cellules T et la formation de la synapseidgique®*

La phosphatidylinositol -Kinase (PI3K) et son effecteur en aval Adtient un réle central

dans la régulation du métabolisme des nutriments, de la survie cellulaire, de la motilité, de la
prolifération et de l'apoptos®™. Tax1 ci bl e p85a et perturbe |
conduisant & une activité accrue de PI3® une phosphorylation d'Akt Ser473, une

activation d'AP1 et finalement une pféliation cellulairé®,

Tax-1 inhibe la signalisation Smatépendante, favorisant ainsi la résistance des cellules
infectées par HTLVL au TGFR**?®®.  Cette inhibition est m®di @
avec | o6extr®mit® C ter mi’h &laee a des in®tvasdT2xl Smad ?
inhibe la complexation et la liaison & I'ADN des Sm&aiBad4°3+28¢

Les protéines appartenant a la famille des substrats associés a Crk (Cas) sont des molécules
adaptatrices et do®chafaudage. El'l es contr?t]|

des signaux en aval des intégrines, des régeptde la protéine tyrosine kinase, des
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récepteurs des oestrogénes et des GPCR. Parmi les protéines Chs, aBawcie a p130Cas
et CasL. Les interactions Tdxet CasL se traduisent par une motilité accrue des lymphocytes
exprimant Taxl en réponse & fibronectine et au CD%”".

2.5.3 Interactions de Tax1 avec des protéines associées au cycle cellulaire

La progression du cycle cellulaire est un processus étroitement régulé et contrélé par des
cyclines associées aux kinases cyeliépendantes (CDKY®®. Taxl reprogramme la
progression du cycle cellulaire, en particulier la transition G1/S, par différents mécanismes
liés a l'activation ou a leépression transcriptionnelle, aux modifications ficeductionnelles

et aux interactions protéimmotéine®®®?® Tax-1 est caphle d'interagir avec les cyclingsl,

-D2 et -D3 ainsi quavec CDK4 et CDK6’?*2 De plus, Taxl s'associe également a
p15INK4b et p16INK4a et neutralise leur activité inhibitrice de COR¥®? Grace a ces
interactions, Taxl stabilise le complexe cycline D2/CDK4 et améliore son activité kinase,
conduisant a I'nyperphosphorylation de la protéine rétinoblastome (Rb). Par ailleuds, Tax

peut se lier et cibler Rb pour la dégradation protéasseiig

Les agressions de | 0OADN et | e stress de r®pl
a I'ADN (DDR) dans les phases S et G2/M du cycle cellufdfie Tax-1 lie Rad51%* et

| 8ADN t op o i® guisent taus deuxidirectement impliqués dans les processus de
réparation de 'ADN®?%® De plus, Taxl s'associe et eocalise avec les protéinéshkl

(point de contrdle kinase) ket Chk2 (point de controle kinase #¥2%° Tax1 cible donc

plusieurs composants de la voie de rapan des dommages a I'ADN et favorise les

anomalies de I'ADN.

L'une des caractéristiques des cellules exprimant-1Ta@n particulier dans I'ATL est
l'instabilité chromosomique et I'aneuploidie sév8tece qui suggére que les mécanismes de
surveillance de la ségrégation chromosomique pendant la mitose sont subvertispab@&ax

fait, Tax1 interagit avec 4 protéines impliquées dans I'amplification du centrosome ou dans le
point de controle d'assemb&agle broches mitotiques (SAC). Faxcolocalise avec le
centrosome pendant la mitose et provoque I'amplification des centrosomes par interaction
physique avec la protéine de liaison Ran/Ran 1 (RanBP1) et TaxiBP? La
segmentation du cemsome nécessite l'interaction directe -IaRanBP1 et la capacité de

Tax-1 a transactiver N B . On pense que TFrapkcatiBrPapornmle @eg i e n t
centrosomes et *4% Gdce A des neragidno physigues avec Madl et
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Cdc20, Taxl subvertit [lactivation de SACet APC/C (complexe promoteur
d'anaphase/cyclosome) [256]. L'activation prématurée de I'APC/C pdl ihait un arrét et
une sénescence G1 permanéfité®’

2.5.4 Interactions de Tax1 avec les pores nucléaires et les protéines de la voie

Sécrétoire

La navette de Tag entre le cytoplasme et le noyau gjie par une séquence de localisation
nucléaire (NLS) et par un signal d'exportation nucléaire (NES}’ Cette navette est médiée

par linteraction avec des protéines impliquées dans limportation nucléaire, I'exportation
cytoplasmigie et les voies sécrétoires3®

En conclusion, lus e 200protéines cellulaires ont été décrites comme partenaires de Tax
309311 Tax-1 est en effet unprotéinede structuredésordonnéeContrairement la plupart

des protéinescellulaires qui adoptent une structure fixe et stableptegtinesde structure
désordonné@ossedente petits motifs qui leuconferentune flexibilité permettant établir

un nombreéleve d'interactionsavec dives partenairs. Ces motifslinéairescourts (SLiM)
sontretrouvésdansdes protéines eucaryotes et sont répartis dans ~ 150 difféctadess,

dont plus d'un tiers sont également retrouvés dansotéines codées par divers vittfs Les

SLiM participent donc aux stratégies utilisées par des virus pour détourner la machinerie
cellulaire de I'héte a leur avantage. En effet, les SLiMs sont utilisés par des virus comme
motifs d'entrée, de propatjon et de perturbations des voies de signalisation de la cellule
héte. Nous intéressons particulierement a un SLIM de séquence ETEV qu'on retrouve a
I'extrémité carboxyl terminal de Tak et qui lui permet d'interagir avec des protéines
cellulaires posasdant un domaine PDZ. Ce motif est donc dénommé PBM Ribdrbinding

motif.

2.6 Interaction de Tax-1 avec des protéines contenant un ou plusieurs domaines
PDZz

Différentes protéines a domaines PDZ sont connues pour former un complexe adeenlax
raison de so motif (ETEV) de liaison aux PDZ appelé PBM (PDZ Binding Matif) situé dans

l'extrémité C terminale 3%

L'interaction de Tad avec ces protéines PDZ conduit
fréquemment & leur délocalisatio**!°. Une protéine liant Tat, DLG1 (disc Large
homolog 1), a été particulierement étudiée en raison de sa capacité a agie com

suppresseur de tumeur. DL@git en aval de la voie Wnt / frizzled et se lie au complexe de
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polypose adénomateuse (APC) qui régule la progression du cycle celiaité La

formation de complexe ARDLGL1 régule négativement la transition G1 a S et joue un réle
important dans la transduction du signal de blocage du cycle cellulaire®*APGrace &
l'interaction PBM/domaine PDZ, Tak i ndui t | 6hyper plhafecglsaor yl at

316

localisation®*° et empéche sa liaison & APE,

261 #EA1 ACA AAO AT I duttds REMvibagix DAO A

Les motifs PBM sont sélectivemeptésents dans d'autres virus pathogenes, mais pas leurs
parents non pathogéniques. Par exemple, les papillomavirus humains (HPV) ont des sous
types a risque éleveé tels que HPV16 et 18 qui sont associés a des tumeurs malignes telles que
le carcinome cervidaet des sougypes a faible risqutels que HPV6 et 1fjui sont associés
uniguement aux maladies hyperplasiques bénignes. Les oncoprotéines E6 des HPV a haut
risque, mais pas celles a faible risque, possedent des motifs PBM. Une association similaire
d'un PBM avec une oncogenese spécifique d'un-sqesviral est également observée pour
l'adénovirus humain de type 9, qui provoque des tumeurs mammaires chez le rat. Il est a noter
que les PBM provenant de E6 du HPV et de@F1 de I'adénovirus peuvent relacer le

PBM de Taxl en permettant a Tak de transformer les cellules CTi4. Cette observation
suggere que les fonctions de ces PBM viraux et les protéines a domaines PDZ avec lesquelles
elles interagissent sont identiques que ces trois virus onodiges utilisent un mécanisme

commun pour induire des tumeurs maligriés®*! Les mémes conclusions peuvent étre

déduites en analysant des séquences PBM d'autres virus pathoganess.

Le virus de I'hépatite C (HCV) est le facteur de risque commun pour le carcinome
hépatocellulaire. Pour I'entrée du virus et la transmission cellilde, le virus utilise
principalement la dépolarisation de I'épithélium hautement polarisé dd*foleexpression

de la protéine nucléocapsidiqgue du HCV perturbe la polarité dpsale des épithéliums

polarisés et conduit a la dérégulation des composants du complexe de polarité contenant la
prot ® ne PDZ SCRI B. Ell e influencees d@gxal emer
protéines & domaines PDZ, DLG1 et SCRIB En outre, il a été rapporté que la séquence de

la protéine non structurale NS4B, mal caras&i contient un motif PBM de classe (S

X-C); cependant, il n'existe pas encore de preuve expérimentale qui soutienne l'interaction
entre les protéines PDZ et NS#
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Le virus de I'hépatite B (HBV) est un autre virus dont l'infection du foie provoque une
hépatite aigué et chronique avec un risque accru de développer un carcinome hépatocellulaire.
Comme la protéine nucléocapsidique du HCV, les activités de la protéine nucléocapsidique du
HBV (HBVc) st liées a la pathogénicité virale. Des protéines a domaines PDZ telles que
GIPC1 (ou TIP2) ont été révélées comme partenaires de HBVc. L'interaction de HBVc avec
GIPC1 est médiée par son PBM, qui présente des similitudes de séquence avec d'autres
ligandsde GIPC1%% Le HBVc peut également se lier via son PBM & la protéine tyrosine
phosphatase nemécepteur PTPN3. Cependant, le réle précis de cette association dans la

pathogenese du HBV n'est pas connu.

L 6 h éskvinus du sarcome de Kaposi KSHV (herpésvirus humain 8pst I'agent
étiologique du sarcome de Kaposi, du lymphome d'épanchement primaire et de la maladie de
Castleman multicentrique. De plus, les cancers induits par le KSHV sont particuliérement
fréquentschez les patients atteints du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). Le virus
KSHV agi't sur | 6expression de | a prot®ine
voies cellulaires dépendantes de-&lfBet de STATZ?®

Le HIV-1 est un lentivirus qui infecte plusieurs types de cellules immunitaires, mais
principalement des lymphocytes T CD4 + positifs. Le HI@rovoque le SIDA, une affection
caractérisée par l'immunosuppression et les patients atteints du SIDA courent ugleggue
d'infections microbiennes opportunistes. Plusieurs interactions de protéines-duadé¢ les
protéines & domaines PDZ de I'hGte ont été décrites. Entre autres, la protéine Gagldu HIV
interagit avec différentes protéines & domaines PDZ, telleBQd®8 et DLG1%?"3%,
L6Ad®novirus destun wirgsehumdin dowkamgngnt associé a des infections
oculaires béniges, mais causant des tumeurs mammaires chez les rats en présence de niveaux
®l ev®s de | ' h¥rl'oncayénicitt d'Ad9 esigdéterrainée par la seule fonction

de la région E4 du géne ORF1 (E4OR®1) Trois régions de E4AORFI sont importantes dans

la transformation cellulaire, y compris une igdgg C-terminale contenant un PBM. Il a été
démontré que E4ORF1 pouvait se lier a un certain nombre de protéines contenant un domaine
PDZ, telles que DLG1, MAGI1, MUPP1, PATJ et Z&2°%

Le virus de la rageest un rhabdovirus neurotrope qui cause une encéphalite mortelle chez les
mammi f res. La glycoprot® ne de | 6enveloppe

son extrémité C terminale (QTRL). Il a été rappague la survie ou la mort des neurones

40



infectés par le virus de la rage dépend de quelles protéines PDZ cellulaires sont capables de
lier le PBM de la protéine virale. Le PBM de la glycoprotéine du type sauvage virus (virulent)
interagit avec le domaineDZ de deux serinéhréonine kinases MAST1 et MAST2 pour
meédier a la fois l'activation de la voie AKT antiapoptotique et la survie neurofale.
contrario, la glycoprotéine G du virus de la rage atténué avec un PBM muté (ETRL) possede
un répertoire d'interéions PDZ plus étendu qui inclue DLG2, MUPP1 et la tyrosine
phosphatase PTPN4 favorisant la mort des cellules neurdfiales

Le virus de I'encéphalite a base de tiques (TBEWJst un flavivirus de type arbovirus (ayant

pour vecteur un arthropode suceur de sang). Le TBEV prowatgienaladie fébrile chez les
humains qui progresse souvent vers une encéphalite, avec des taux de mortalité assez élevés
(20 a 30%). La protéine virale NS5 est une méthyltransférase et une ARN polymérase
impliquée dans la réplication du génome viral du VBE NS5 interagit avec SCRIB et cette
interaction est essentielle au virus dans la perturbation de la voiSTAR®®.

Le virus de la dengue (DV)est un autre flavivirus de type arbovirus. Calucause la fievre

de la dengue et la plus séveére fievre hémorragique de la dengue dans les régions tropicales et
subtropich e s . De s e s siravitrs ontdntomtra que ka protéine BI$6 du DV utilise

un PBM interne pour se lier & ZO1, régulant ainsi la synapse viroldgique

Le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SARSCoV) La protéine
d'enveloppe E du SARGoV contient un PBM de classe Il (DLLV) qui permet la liaison au
domaine PDZ de MPP5. Cette derniere protéine est un composant clé du complexe de polarité
Crumbs. Dans les cellules épithéliales atées par le SAREo0V, la protéine virale
d'"enveloppe E d®l ocalise PALS1 vers | O0appar
affecte la polarité cellulaire et la formation des jonctions entre celfiifes.

En conclusion, la perturbation des fonctions cellulaires via l'interaction PBM/PDZ semble étre
un mécanisme conserveé a travers divers types de virus pathogénes humains y compris des
virus oncogéniques et namcogeéniques. Dans la plupart des situatiorssptetéines virales
utilisent des motifs PBM localisés a leurs extrémitétei@inal. Actuellement, les virus
pathogenes humains sont classés en fonction de leur proximité de séquences génétiques.
Cependant, cette classification est rigide et ne prencepaonsidération les informations

liées aux interactions protéipeotéine que des virus établissent avec les celhidéss Ce
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g e n robservhtionsest trésintéressant dans la conception des stratégies thérapeutiques

ciblant un large spectre d'infect®mirales.

2.6.2 La famille des protéines a domaines PDZ

La famille de protéines contenant des domaines PDZ a été décrite pour la premiere fois au
d®but des ann®es 1990 et a ®t® cl ass®e en
d'acides aminés commsiraux trois premiers membres identifies, PSD95 (postsynaptique
density 95), LG1 (discs large homoled) et ZO1 (zonula occludens protéihg d'ou
l'origine du nom PDZ2*.. On peut les retrouver a travers les différentes espéces, des bactéries
j usquoau x ** vEdles tséb im@iguées dans un trés grand nombre d'activités
cellulaires, y compris le contréle de la migration et de l'invasion cellulaires, la prolifération
cellulaire, la polarité cellulaire, la fixation cellulaire, le contact celadBule, I'apoptosete
I'établissement des synapses immunologiques.

Les domaines PDZ sont des sites d'interaction prof#iotgine et, comme bon nombre de ces
protéines possédent de multiples domaines PDZ capables de multiples interactions protéiques,
on les considére génément comme des molécules d'échafaudage autour desquelles des

complexes multprotéines sont assemblés.

Il est souvent impossible de séparer les fonctions des protéines a domaines PDZ de celles de
leurs ligands possédant des motifs de liaison aux PDZ JPBMr conséquent, on doit
toujours se rappeler qu'il s'agit d'une interaction bidirectionnelle ou, par exemple, la protéine
contenant le domaine PDZ peut exercer une activité suppresseur de tumeur en régulant
l'activité d'un ligand contenant un PBM, tele SRIBa v e-Bix *#. Inversement, un ligand

PBM peut agir directement sur, eaativer ou séquestrer, un partenaire contenant un domaine
PDZ, par exemple, l'interaction entre I'onoprotéine E6 de HPV (papillomavirus humain) et
DLG1%**,

2.6.3 Caractéristiques structurales des domaines PDZ

Plus de 200 structures de domaines PDZ (soit les domaines PDZ seulspheplesxes avec
des partenaires de liaison ou des dimeres-PDZ) ont été déterminées par RMN et par
cristallographie aux rayons X'°. La diffusion de rayons X a petits angles (SAXS) en

combinaison avec la RMN a également été utilisée pour déterminer la structure des protéines
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contenant des PDZ®. Ces études structurales fournissent des informationsléésagur la

reconnaissance du ligand et la sélectivité des protéines contenant PDZ au niveau moléculaire.

2.6.3.1 Les domaines PDZ canoniques

Les domaines PDZ sont composés généralement de 80 a 100 acides aminés et adoptent une
topologie similaire. Le domaine POzAnonique est globulaire avec un diametre approximatif

de 35 A. Les études structurales ont révélé que les domaines canoniques PDZ sont
g®n®r al ement ¢ ompobsF®s, duen e6 choruirntse bh & A e U (
U ( B®Y(Figure 11A).

2.6.3.2 Les domaines de type PDZ «PDZlike »

Les domaines de type « PBEKe »ad@t ent un repl i emeAts)f occrom® f dRe
par 2 h®l ices U (U2 et U3), ainsi que 2 bri.i
bC).-h@l'ilce bien d®finie (Ul) est form®e dan
domaine de type PD (Figure 2B). Cette structure se retrouve par exemple au sein des
domaines PDZ la famille HTRA (HTRA ou DEGP, DEGS et DEGOY*?(Figure 11B).

2.6.3.3 Dimérisation du domaine PDZ

Bien que la plupart des domaines PDZ isolés soient des monomeérest @i ns dodéentr
forment des dimére§***° Le PDZ de SHANK1 et le PDZ6 de GRIP1, par exemple, forment

un homodim re via | a b o utermipauxpdi/ dé€entemtt unel e s I
orientation antiparall | e enttioreduldimée PDZ i ns ¢
n'affecterait pas la liaison avec des partenaires, car les sites de liaison aux peptides des deux
domaines PDZ restent accessibles. Cependant, le role de ces deux dimérisationsirde PDZ

vivo reste incertain, car il n'y a aucune preupee les protéines complétes forment des
dimeéres fonctionnel vivo 3% Un autre mode de dimérisation des domaines PDZ a été
rapporté dans des études cristallographiques par RMN et rayons X. Il a été démontré que le
second domaine PDZ (PDZ2) de la protéine ZO forme un dimére, par un échange de
domaines symétriques étendulde i ns b . Cette di m®BDZ2eoaserveon du
le repliement canonique des domaines. De plus, le site de liaison s'ouvre parfaitement pour
permettre linteraction avec le ligand cible. vivo, la présence du dimére ZO1 ou des
oligomeres d'ordrsupérieur a été confirmée par lainumunoprécipitation de ZO1 marquée

par la protéine fluorescente GFP (ZGEP) avec ZO1l endogéh&®® (Figure 11C),
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suggérant ainsi que la dimérisation de certains domaines PDZ pourrait avoir un role

fonctionnel in vivo..

2.6.3.4 Les domaines PDZ en tandem

Les domaines PDZ isolés se replig@néralement dans une structure native bien définie.
Cependant, certains domaines PDZ ont besoin d'autres domaines PDZ complémentaires pour
s0Oy connecter en tandem et se replier corr
domaines PDZ (PDzZ1+PDZ2) da protéine GRIP1 sont connectés de cette maniere. Les
études structurales ont réveélé que le PDZ1 isolé de GRIP1 n'est pas bien replié, mais que le
tandem PDZ1+PDZ2 adopte un repliement correcte. Ce qui indique que le repliement du
PDZ1 dépend strictementda fixation covalente avec le PDZ2. Dans la méme protéine
GRIP1, un autre exemple de domaines PDZ en tandem concerne le quatriéme et le cinquieme
domaine PDZ (PDZ4+PDZ5). Cewx, sont nécessaires pour interagir avec GLUR2/3. La
structure en solution dtandem PDZ4+PDZ5 montre que le PDZ4 contient une cavité de
liaison déformée, mais que cette cavité déformée stabilise la structure dePPHZ5

En plus de <ces exempl es, strudtires dé domainesfRPDd dne s 0O |
tandem présents dans P9B, SDCBP et X11A. Ce qui prouve que les domaines PDZ en
tandem jouent un rble crucial dans la formation de structures et de supramodules

fonctionnelled®**®° (Figure 11D).
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Figure 11 : Représentation 3D des différentes structures des domaines PDZ issues de
de données des structures 3D protéiques PDB. A) Représentation de la structure du
PDZ canonique de DAL (code PDB: 2KAW). B) Représentation de la structure du dom
« PDZlike » de HTRA2 (code PDB: 1LCY). C) Représentation de la structure en dimé
domaine PDZ2 de ZO1 (code PDB: 2RCZ). D) Représentation de la structure en tang
domaines PDZ1 et PDZ2 de GRIP1 (code PDB: 2QT5). Le site de liaison de chaqmed
PDZ est représenté par la surface hachurée ovale. Ces structures ont été générées
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2.6.4 Le site de liaison des domaines PDZ a leur ligand

La fonction clé du domaine PDZ est la capacité a lier des motissn@naux spécifiques

(PBM) et est médiée par une boucle de liaison exposée a la surface. Les domaines PDZ ont un
seul site de |liaison dans une pBommengntleent r e
boucle de liaison au carboxylate qui est hautement conservée (motif RXKXKG-u-G-0

0% X repr®sente un r®sidu d'acide amin® et
344371 | e premier résidu de Gly dans ce motif est varighleni les domaines canoniques de

PDZ et peut étre remplacé par un résidu de Ser, Thr od’Phe deuxiéme et lquatriéme

résidu sont hydrophobes, tels que Val, lle, Leu ou Phe. Les chaines latérales de ces deux
résidus créent la poche de liaison hydrophobe des domaines canoniques PDZ. Le ligand est
fortement lié a la boucle de liaison, de maniere-patalléle albo r i n b B, ce qui p

interactions importantd8 (Figure 12A).

Lors de la liaison canonique, la chaine latérale du résidu PO du ligand (premier résidu en C
terminal) est dirig®e vers | a cavit® hydrop
domaine PDZ (S0) et, par conséquent, la grande majorité des ligandsaieel®DZ ont un

résidu hydrophobe a cette position PO. La taille et la forme de SO varient entre les différents
domaines PDZ, contrdlant ainsi la préférence de SO par rapport a différents résidus
hydrophobes a PO. Toutefois, la plupart des domaines P&&rent des résidus hydrophobes

non aromatiques a PO, tels que valine, isoleucine ou let/éH& (Figure 12B).

En cons®quence de | "insertion pr-patakzle,d®e du
chaines latérales des résidus-a & R3 seront exposées au solvant. De ce fait, ces résidus

st rarement directement impliqués dans la liaison canonique du domaine PDZ. Cependant,
certaines études ont suggéré que les résidus amphipathiques tels que le tryptophane ou la
tyrosine pourraient étre légérement favorisés a ces positf8n&€n revanche, la chaine

latérale du résidu-R pointe vers la surface du domaine PDZ, comme la chaine latérale du
résidu PO. De plus, cette chaine latérale du résidueRtre en contact direct avec la chaine

| at ®r al e du pr emi erqguré®sviedcu pdeu sUBe u(r&B 1a)u;t rAeisn s
hydrophobes) d'UB et bB, qui co-Bslapréféteecat une
de S2 visavis des résidus spécifigues a2Rest beaucoup plus stricte que la préférence
résiduelle de SO et,ap conséquent, la classification des ligands de domaine PDZ repose
principalement sur le résidu-2 De fait, les domaines PDZ ont été classés par rapport au
premi er rh@liideue 4BY° (QighEN2B).
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En plus des séquerede liaison C terminale, des positions internes de liaisons aux domaines
PDZ ont été décrites pour quelques ligands. Ainsi, les domaines PDZ de P4X6TB

31 et de DLG2**?interagissent avec la protéine nN@8 une structure en épingle a cheveux

( finger) mimant une queue carbeterminale 3"°*® Avec une présence faible dans la

litt®rature, ce mode dointeraction sethbl e mo

2.6.5 Classification des domaines PDZ

Baséesurlmaat ure du pr emdleircea & i(dwWwBide, II'dds domai n
en trois classes différentes. Les domaines PDZ de classe |, qui forment de loin la plus grande
classe. lls reconnaissent généralement un mX#/TX-6 en ut i | idmea ant une
position UB1 pour former une | i-2°4@RSDYydr og "
(PDZ2 et 3) et la Syntrophine sont des exemples classiques des domaines PBZsele cl

classe IP®%> Les domaimes de classe Il reconnaissent les metfsi-X-G en uti | i san
r®si du hydrophobe " la position UBL1. Pour ce

CASK, GRIP1 (PDZ 5 et 6) et SDCBP sont décrits pour avoir une seconde poche hydrophobe
fooméemr des r®sidus aux po¥iPP pes domdinBsiPDZ déB 4, C
classe lll reconnaissent un mot-D/E-X-0 et ont g®n®r al ement wune
U B 1permettant au groupe hydroxyle d'interagir avec la chaine latérale carboxyle de
I'Aspartate ou du Glutamate. Le domaine PDZ des nNOS lie typiqguement les ligands de classe
111°7® (Figure 12C, D et E).

266 )i BT OOAT AA AAOG POT OTi ETAO U ATiT AETA 0%$: DI
Les interactions protéiques médiées par les domaines PDZ sont impliquées dans un large
éventail de processus cellulaires, y compris y comprisolgréle de la migration et de

I'invasion cellulaires, la prolifération cellulaire, la polarité cellulaire, la fixation cellulaire, le

contact cellulecellule, I'apoptose et I'établissement des synapses immunologiques. .

Outre leur conservation a travel&vblution, I'importance des protéineslomaine$DZ dans
I'hnoméostasie cellulaire est également mise en évidence par les défauts dramatiques observeés
lorsque leur fonction est perturbgBlotammentdans des situations pathologiques telles que

le cancer.Par exemple, la dérégulation des fonctions des protéingsmainesPDZ, par
surexpression ou par régulation négative, est bien établie dans divers cancers d'origine

épithéliale®®*3..
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2.6.7 Domaines PDZ et remodelage du cytosquelette

La motilité cellulaire est une caractéristique fondamentale des cellules eucaryotes au cours de
I'embryogenése, et lors du développement. Ainsi, les défauts de motilité cellulaire sont
caractéristiques de diverses maladies telle que la progression detmssstaancéreuses

La migration est étroitement contrélée par l'organisation du cytosquelette d'actine dont la
famille des Rho GTPas constitue des régulateurs importafits Une protéine Rho est en
étatonf or mati onnel i nactif |l orsqudelle est | i @G
elle est liée au GTP. Cet interrupteur est contrdlé par différentes protéines régulatrices: les
régulateurs positifs (Guanine exchange factors, GEFs) qui stimuleamnjg@acement d'une

GDP par une GTP, ce qui conduit a une GTPase active. Plus de fGHE®sodifférents ont

été décrits et 37% d'entre eux possédent des motifs PBM & leurs extréteitésnthal >**
ddautres ont des domaines PDZ et certaines
| 6 i tamce des interactions PERBM comme régulateurs critiques de la fonction f&ter

et du remodelage du cytosquelefg(re 13).
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Figure 13. Représentation schématique de certaines interactions PDZ/PBNEpendantes
des GEFs et de leurs conséquences. La partie supérieure indique les domaines/motifs
protéiques présents dans les GHBEsLa partie inférieure montre des interactions qui sont
PDZ dépendantes, PB&Ependantes et celles qui impliquent potentiellement a la fois PDZ et
PBM. CAMKII, protéine kinase |l dépendante de Ca2+/calmoduline. :DBH, Dbl
homology; EGFR: epidermal growth factor receptor; hScrib: human Scribble; PH: pleckstrin
homology; PLC: phospholipase C; SAP 102: synass®ciated protein 102; SH3: Src
homology 3. Adapté d&>.

2.6.8 Ciblage des interactions impliquant d es protéines a domaines PDZ

Le concept de perturbation des interactions protpiogine reéstpas souvent exploité par
l'industrie pharmaceutique. Cependail apparaitqu'au moins certaines de ces interactions
peuvent étre ciblées par des petites molécules de faible poids molédahaiadfet, les
interactions dynamiqugseuvent étre ciblées par destites molécules. Ceci en se liand une
protéine avec une affinité trés élevée, afin d'empécher une interaction ultérieure avec une

protéine partenair&®.

Diverses études appuient fortement l'idée que les interactions impliqguant des domaines PDZ

sont «ciblables» et peuvent fournir une nouvelle génératiom mbuveaux médicaments
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ciblant des états pathologiques importaiitsDans ce sens, un certain nombre de molécules

ont été identifiées comende potentiels inhibiteurs des interactions PDZ/lighhd

De plus, le ciblage des interactions protéimetéine est une approche pratique pour
manipuler plus précisément des fonctions cellulaires spécifiques. Ceci, en évitant les effets
indésirables associés aux larges panoplies de réponses qui peuvent énmaé@dicaments

visant les cibles de maniére plus large'®

3 Technigues utili s®es pour | 0

protéine-proteine

Le développement du domaine deil nt e r aesttl dhendes) woiesmportants pour la
compréhension des systémes biologiques compligués | 6 or i ent aptochesn ver

cliniques ciblées

Les méthodes utiliségsour identifier et analysele$ dverses interactions impliquant des
prot®i nes cellulaires ou doéorigine p&eéhog ne
techniquespeuvent étre limitées a la détection de complexes protéiques ou assez sensibles

pour |l a d®tectiof.déinteractions binaires

Malgré leur diversité, les méthodes de détection des interactions protéidme peuvent

étre regroupées eruglques grandes catégori@@bleau 1) Les essais de reconstitution de
fragments, tels que le systeme du double hybride en levure (Y2H)Gaussia princeps
protein complementation assqPCA) sont basés sur des protéines scindées qui sont
reconstituée fonctionnellement par des fusions de protéines interactantes. Les méthodes
biophysiques incluent la détermination de la structure et l'identification par spectrométrie de
masse (MS) des protéines dans les complexes. Les méthodes biochimiques comgesnnent
proc®d®s tels que | 6i mmunopr ®ci pitation sui
données, il est encore difficile de comparer ces méthodes en fonction de leur efficacité et de
leurs taux d'efficacité. Les données actuelles ne favorisent auctimede@articuliere et, par
conséquent, de multiples approches expérimentales sont nécessaires pour couvrir au

maximum | '"interactivit® % une cat®gorie de p
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Tableau 1: Méthodes de détection des interactions protginééine (adapté d8?).

Principe Type Soustype Technique dérivée
Dosage de la Dosage de la complémentatior] Reconstruction de
complémentation| cytoplasmique I'ubiquitine
des protéines Reconstruction de lal GPCA
luciférase
Dosage de la complémentation] Piege d'interaction d
liée a la membrane protéines
mammiferes
Dosage de laomplémentation | Double hybride Double hybride en
transcriptionnelle levure

Fluorescence de la
complémentation bimoléculaire
Méthode 3 hybrides Triple hybride

Biophysique Résonance magnétiqgue nuclés
Résonance de plasmon de
surface

Etudes de spectrométrie de
masse des complexes
Cristallographie par rayons X
Calorimétrie a titrage isotherme
Technologie de fluorescence | Le transfert d'énergig
par résonance
fluorescente (FRET)

Biochimique Etude de réticulation
Technologie d'affinité Technologie
d'affichage
Western blot
Technologie de Pulldown
chromatographie Purification d'affinité
d'affinité en tandem
Co
immunoprécipitation
Technologie de Matrices peptidiques
matrice Matrice deprotéines
Etude enzymatique Dosage de
phosphotransfert
Techniques Microscopie a fluorescence
d'imagerie

Aprés le criblage des bases de données de la littérature pour retrouver les interactions déja
connues, nous avons combiné plusieurs méthodesl @& e ct i on doéinteract
protéine dans notre étude. En effet, nous avons choisit des techniqgues complémentaires qui
utilises des concepts différents pour détecter des interactions nécessitant des conditions
particulieres. Ainsi, la technique du &S p u | | down permet doidenti
exigeantes mais qui nécessitent la présence des protéines complétes. Une technique que nous

avons adapt®e pour une wutil i saRgueld. =~ grande
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Figure 14 : lllustration de la mise en place du systeme GST pulldown haut débitax-1
fusionn® © | a GST est produit en bact®nies
Ces billes chargées de F&GST sont incubées avec une protéine a domainesidifinée
au Flag purifiée a partir de cellules HEK. Apres élution, une immunoprécipitation permet de

distinguer les échantillons positifs grace a la révélation de la présence des deux protéines par

des anticorps anfiax-1, antrFlaget antiTax-2 (Tax2 étant notre contrdle négatif)

De son c6té, la technique du double hybride en levure (Y2H) permet de détecter des
interactions nécessitant des modifications f@&tuctionnelles sur les protéines a tester. Cette

technique a été adaptée pour le haut d&biitilisant des plaques 96 puiidgure 15).
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Figure15:1 I l ustration de | a proc®durx6 abbartd,l icsmat
cultive déun ctt® | es {l&ausiomméesuneemoipérdu factearde | a p
transcription Gal 4, et de | 6autre c*t® |l es d
facteur Gal4. Puis nous mettons en contact les deux esifhaur une phase de conjugaison

des levures haploides, qui fusionnent pour donner des levures diploides. Ces dernieregs

expriment en plus de Tak un des domaines PDZ. Chaque levure diploide est capable de
survivre sur un mi | ionentre $aklletdecdomaine PDA, suttealas | d 61 n t
reconstitution du facteur de transcription Gal 4.

Enfin, |l a technique de GPCA permet | a d®tect

mammiféres sans nécessiter la présence de protéines conflgtes {6).
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Figure 16:Pr oc®dur e de d®t ect i o-hettkddomainesrP®Lpgal ons ¢
GPCA. Des cellules HEK sont emansformées par des vecteurs Glax-1 et GL2PDZ.
GL1 et GL2 étant les deux parties complémentaires de la luciférase, dont la reconstitution par
interaction des protéines de fusion testées émet de la fluorescence. Aprésldgdaret

| 6analyse de | a fluorescence per+het dobéident.

De maniereggénérale,ds méthodes utilisées en interactomigefetent chacunda puissance
et le potentiel de ce domaine de la biologie moléculairetammentiansle décryptage des

mécanismes moléculairesla découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.

4 Exploitation des données issues des interactomes

protéiques

Les études interactomiquesngé r e n t des quantit®s doéinfor mat
plupart des études interactomiques cherchent a détecter un maximum de partenaires. De ce
fait, i est imp®ratif dbéadapter | es outils
Parmi les premieres applications dé i nt er act o mi g u'Eentification dge ut c
fonctions protéiques liées aux partenaires détectés. Cette étape nécessite la représentation des

prot ® nes par | eur g ne codant, afin dé®vite

L'interprétation biologique de grandes listes de genes dérivées d'é@ntdeactomiques
nécessitent des méthodes-bitormatiques. De ce fait, plusieurs outils ont été développés
afin doéaider | es scientifiques ~ 't rcanotiser | es

nous sommes i Nt ®r e s s ®ka nanuoxt ad u toinlss ed 6 adtet rfi druc
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g ne dbébune | iste de candidats doi rRekpgss’ t ( Gc
GoToolBox, FatiGO, GOSSIP, GFINDer, GOB&H

Ces outils mettentystématiquement en évidence les termes biologiques GO (Gene Ontolgy)
les plus surreprésentés, sur une liste de centaines ou de milliers de termes, pour augmenter la
probabilité d'identifier les processus biologiques les plus pertinents aux phénomeénes

biologiques étudié&™.

En utilisant des outils bimformatiques bien développés tels que la platme DAVID *%®

on peut éviter un bon nombre de difficultés liées eetdnerche des fonctions des génes. En
effet, chaque géne peut avoir une grande quantité d'annotations fonctionnelles, plusieurs

sources déinformations non homog nes et plus

Dans | e cas de | 0®undepdet PROnetediact ®met don
toutes ®tablies, |l es r®sultats issus des ou
directement en identifiant les protéines partenaires codées par les genes les plus enrichis. En
effet, les protéines partenaires participent souvent au méme processus biologique et sont donc
susceptibles de partager certaines fonctfhsAi nsi , i1 est possible d

fonctions © |l a prot®i ne doéint®r °t.
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CHAPITREINl : OBJECTI FS DE LOE£TUDE

Le groupe desdeltarétrovirus humaingst composé deguatre membres (HTLV1 a 4).

Comme expligué dans lintroductioTLV-1 e st étiofbogigyes det la leucémie a

l ymphocytes T de | 6adulte (ATL) et e&alal a par
méme organisation génomigatinfecte esmémes cellules ciblesin vivo (les lymphocytes T)

mais avec un tropisme différe(€D8 au lieu de CD4oour HTLV-1). Au niveau clinique,

HTLV-2 nodest pas associ ®e ~ P &TLV-2 etcA®@mtiéd des

découvert en 2005*" et aucune pathologieastencore associée a aBsuxvirus.

L'objectif ultime de notre étude est de proposer des interactions pathdg#agouvant étre
exploitées comme nouvelles cibles thérapeutiques. Notre stratégie consiste a réaliser une
analyse la plus exhaustive possibés ohteractiors entre certaines ptéines humaines et un

motif spécifique au virus HTLM que I'on ne retrouve pas chez son homologue HZLV

Afin doéo®tablir nos hy ppatchmparaes structuesigenomiqguesn s c 0
des virus HTLV1 et HTLV-2. En effet, cesleuxvirus montrent une grande homologie de
structure dugénome Figure 17). Les deux génomes viraux contiennent des génes qui codent

pour les protéines de structure (Gag, Pol et Env) communs a tous les réteiplas, is

contiennent une région "pX" catadstique des deltarétrovirus et codantuipdes protéines
régulatrices P30, TaX, Rex, P12, P13 et HBZ (codé par un ARN antisens) pour HILV

ainsi queP28, Tax2, Rex, P10, P11 et ARBI(codé par un ARN antisens) pour HTH2/
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HTLV-1 —_— 5LTR LTR =——
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gag rex
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HBZ
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HTLV-2 — 5UTR TR ——
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gag rex
pl0
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APH-2
Bl  Génesstructuraux Génes non structuraux
Figure 17: Comparaisondes génes codés par chacun dgénomes des virus HTLV1 et
HTLV -2. Les geénes structuraux sont représentés avec des rectangles noirs et les gengs non
structuraux sont représentivecdes rectanglegris. Pour les deux virus les genes structuraux
sont lesmémes, mais les génes non structuraux sont différdépté dé®.

Nous nous sommes intéressés de plus pregpeiginesTax-1 et Tax2 qui contrélent la
réplication virale desleux virus HTL\V1 et HTLV-2, respectivemengt qui établissent un
grand nombre d'interactions avec festéines cellulairede 'h6te’**°"“% Notre hypothése
est que les différences de pathogenése observées pour les deux virus pourraient étre en partie

dues aux différences d'interactomie entre les protéines codées par ces ded¥.virus

Les deux protéineFax-1 et Tax2 présentent une structure protéique similaire. De fait, dans

la région Nterminale des deux protéines Tax se trouvent une région de liaison a GREB, u
domaine de doigt de zinc et des domaines de liaison nécessaires pour l'interaction avec des
sousunités protéasomales, des coactivateurs de transcription et des protéines impliquées dans
la transcription eigure 18). Un domaine de localisation nucléa{eLS) estsitué dans les 60
premiers acides aminés de Faxandis qu'ilseretrouve dans les 42 premiers acides aminés

de Tax2 "% Tax2 est dot ®e doédun do maritaiteedertion 100 ¢ a | i

acides aminés en position-200, qui a été décrit comme étant impliqué dans la localisation
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cytoplasmiqué’®. Dans la région centrale de Faxse trouvent deux motifs de type glissiére

a leucine, comprenant les acides aminésdBet 21248. Cette région est nécessaire pour

l a di m®risation et | 6inter actt hCettevégionest e s
absente chez TaX. Il existe une région conserveée nffaxl et Tax2, qui représente un
domaine putatif de type KID (acides aminés 81 a 95). &elest nécessaire a la liaison avec
CBP / p300 “’. De plus, la région de liaison CR2 (acides aminés®) qui est cruciale
pour lier CBP / p306*? est semblable pour Taket Tax2.
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Identities = 263/358 (73%), Similarities = 303/358 (85%), Gaps = 5/358 (1%)

Tax-1 1 MAHFPGFGQSLLFGYPVYVFGDCVQGDWCPISGGLCSARLHRHALLATCPEHQITWDPID €0
MAHFPGFGQSLL+GYPVYVFGDCVQ DWCP+SGGLCS RLHRHALLATCPEHQ+TWDPID
Tax-2B 1 MAHFPGEFGQSLLYGYPVYVEFGDCVQADWCPVSGGLCSTRLHRHALLATCPEHQLTWDPID &0

1 2 3
Tax-1 61 GRVIGSALQFLIPRLPSFPTQRTSKTLKVLTPPITHTTPNIPPSFLQAMRKYSPFRNGYM 120
GRV+ S LQ+LIPRLPSFPTQRT+KTLKVLTPP T +P +PP+F Q+MRK++P+RNG +
Tax-2B 61  GRVVSSPLQYLIPRLPSFPTQRTAKTLKVLTPPTTPVSPKVPPAFFQSMRKHTPYRNGCL 120
1 2 2i 3

Tax-1 121 EPTLGQHLPTLSFPDPGLRPONLYTLWGGSVVCMYLYQLSPPITWPLLPHVIFCHPGQLG 180
EPTLG LP+L+FP+PGLRPQN+YT WG +VVC+YL+QLSPP+TWPL+PHVIFCHP QLG
Tax-2B 121 EPTLGDQLPSLAFPEPGLRPQNIYTTWGKTVVCLYLFQLSPPMTWPLIPHVIFCHPRQLG 180
4 5 A NF-xB p100 processing
Tax-1 181 AFLTNVPYKRIEELLYKISLTTGALMILPEDCLPTTLFQPVRAHVTLTAWQNGLIPFHST 240
AFLT VP KR+EELLYK+ L TGA+++LPED LPTT+FQPVRAP  TAW GL+P+HS
Tax-2B 181 AFLTKVPLKRLEELLYKMFLHTGAVIVLPEDDLPTTMFQPVRAPCIQTAWCTGLLPYHSI 240
3ii 4 5
6 7 8
Tax-1 241 LTTPGLIWTFTDGTPMISGPCPKDGQPSLVLQSSSFIFHKFQTKAYHPSFLLSHGLIQYS 300
LTTPGLIWTF DG+PMISGPCPK GQPSLV+QSS IF KFQTKA+HPS+LLSH LIQYS
Tax-2B 241 LTTPGLIWTFNDGSPMISGPCPKAGQPSLVVQSSLLIFEKFQTKAFHPSYLLSHQLIQYS 300

6 7 g
PEM
9 10
Tax-1 301 SE‘HNLHLLFEEYTNIPISLLFNEK-EADDNDHEPQISPGGLEPPSE-KHF e 353
SFENLHLLF+EYTNIP+S+LFN K EADDN +P P 5 K Ri¥
Tax-2B 301 SFENLHLLFDEYTNIPVSILFN-KGEADDNGDQPP-EPAAQGESSTQKV-RPSHTNNPK 356
9 10 101

Figure 18 Comparaison de la structure et deslomainesfonctionnels des protéines Tax
1 et Tax2. A. Les domaines spécifiques et les régions impliquées dans des voies d'ac
transcriptionnelles sont indiqués. Le signal de localisation nucléaire (NLS), le

tivation

signal
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d'exportation nucléaire (NES), la région en glissiere a leucine (LZR), la séquencisate| lia

CBP / p300, le domaine de liaison de-BBainsi que le motif de liaison de PDZ sont

représentés. La position des lysines et leur ubiquitination, SUMOylation et acétylatign sont
indiquées. Les points rouges identifient les sérines phosphorylées.éAdapt’. B.
Alignement des séquences d'acides amii@eBax-1 etde Tax2 (Tax-2B). Les 10 résidus de
lysine de Taxl et les 10 résidus de lysine équivalents de-Zarnt désignés K1 a K10. Les
quatre résidus de lysirmupplémentaiede Tax-2 sont désignés K2i, K3i, K3ii et K10i. Le
domaine fonctionnel impliqué dans dévage depl00 par TaxlL et k motif de laison aux
protéinesa domains PDZ (PBM), abserd chez Tax2, sont mis en évidence par un cadre.

Adapté de''?

Les modifications podraductionnelles de Tak et Tax2 telles que la phosphorylation,
l'acétylation, l'ubiquitination et la SUMOylation ont été largement déctfte®’ % Des
analyses comparatives des modifications fagtuctionnelles de Tak et Tax2 ont été
centrées sur la contribution de l'ubiquitination et de la SUMOylation a la localisation
intracellulaire de Tax et & sa capacité a activer la voie NE*1""#1#19 Ces études ont mis

en évidence le rble des lysines spécifigues comme cibles pour la SUMOylation et
['ubiquitination des protéines Tdx et Tax2. Les lysines K6 et K8 sont critiques pour

l'activation de NFe Bet sont hautement conservées dans les deux protéiné& Tax

Parmi les activités de transformation cellulaire observées pouf Baxpas pour Tag, on
pourrait citer | é&anoniqueWNBtRBi oenterattednidvet des proté@nesn o n
a domaines PDZ"**?° Le motif PBM (PDZ binding motif) en C terminal, inexistant chez
Tax-2, permet a Tad d'interagir avec les protéines a domaines RD@me expliqué plus

haut dans le chapitre consacré a l'interactome del.Tax

Par ailleurs, a4 transformation induite pafax-1 et Tax2 a été testée elymphocytes T
cytotoxiques de souri s, dont | a croRflsance
2) (CTLL-2). La transduction par un lentivirus exprimant Tlaxans les CTL{2 transforme

ces cellules, les convesiant d'une croissance dépendan® 2 &n croissance indépendante

de I'lL-2. Dans ce modéle cellulaire, 'activité transformatidee Ta-2 est beaucoup moins
importanteque celle de Tat. De plus,le motif PBM de Taxl a été décrit pour son

implicationdans cette activité de la protéine ThX**%°
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Dans un modele d'infection de lapins par des virus HIL&t-2, la contribution du PBMle
Tax-1 dans lgprolifération, 'immortalisation des lymphocytes T primairessla stabilité des
virus ont été démontréta comparaisonle différents mutants virauxads les séquences de
Tax-1 et deTax-2 a révélé que le motif PBM joue un réle clé dans la prolifération cellulaire
et dans la persistance virdfevivo **%. Ces observationpermettragrt d'expliquerune plus
grande prolifération clonale de cellules infecté@ewivo, ce qui est uneondition préalable
pour le développement de I'ATL.

Il est donc bien établi quéa difféerence de pathogénéicité entre HFLVet HTLV-2
résulterait dypouvoir transformandifférentdes deux protéireeTax1 et Tax2 et que le PBM
de Taxl est I'élémentéterminant de cette différendear conséquentes interactions de

Tax-1 avec les protéines a domaines PDZ sont importantesspn pouvoir transformant.

Au début de notre étude, 14 protéines possédant au moins un domaine PDZ étaient connues
pour inteagir avec Taxl (Tableau 2. Le génome humain code pour au moins 256 domaines
PDZ répartissurau moins 145 protéines différentéé Notre premier objectif est de générer
une cartographie plus compléte dpsotéines a domaines PDgartenaires de Ta,
permettant de mieux connaitre fesictions biologiques ciblées par Fawia ces interactions

Par la suite, déterminda spécificité possible de Tak pour certaines classes de protéiaes
domaines PDZ. Nouavonssouhaiés également dans cette étude mettre en évidixe
protéines PI interagissant avec Tek et dont les genes sont exprimés dans des lymphocytes
T infectés ou non par HTLAL. Ces derniéres constitueraient des cibles potentielles du virus
HTLV-1in vivo. Nousavonsvoulu caractériser plus en détail certaines interastimouvelles

pour conforter notre stratégie et, enfdt€montrer que des interactions THRDZ peuvent

étre inhibées par de petites molécules chimiques.
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CHAPITRE lll : RESULTATS

Le premier objectif de notrétude étant deartographier de fagon la plus complete possible
des interactions -4 wettles@rotéinesoandomginesoPDA inoug avins X
complété les interactic déja connues dans la littérature par des interactions nouvelles
obtenues par des criblages a moyen délittre stratégie expérimentale est schématisée ci

dessougFigure 19).

GST-Pulldown: Protéines a
domaines PDZ complétes

Interactions I\ / Y2H et GPCA:

Tax/PDZ connues Domaines PDZ séparés

Carte Interactomique
Tax/PDZ

Figure 19: Procédure delaonst ructi on doéune cart detilest er act
protéines a domaines PDZCombi nai son des trois applroches

prot®i ques, afin doéidentifier un maxilmum de

1 Les protéines adomaines PDZ issues de la litterature

Nous avons effectué une recherche bibliographique manuelle pour retrouver des articles de
recherche mentionnant une interaction entre-Taavec une ou plusieurprotéines a
domaines PDZNous avonsrecensél4 protéires a domaines PDZ partenaires de-Tax
(Tableau 2 et Figure 20. Cesinteractions permettent a Tdxde perturber le cycle cellulaire,

la prolifération et la réponse immunitaire.
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Tableau 2: Liste des protéines a domaines PDZ connues dans la littérature pour

interagir avec Tax-1.

Nom Id Gene Nom Uniprot Id Uniprot Id article Pubmed | . A 2f 2 3A-B
Accélération du
DLG1 1739 DLG1 HUMAN Q12959 9192623 cycle cellulaire
DLG4 1742 DLG4_HUMAN P78352 9482110 -
ERBB2IP | 55914 LAP2 HUMAN Q96RT1 17100642 -
Accélération du
IL16 3603 IL16 HUMAN Q14005 12620798 cycle cellulaire
LIN7A 8825 LIN7TA_ HUMAN 014910 9482110 -
LNX2 222484 LNX2_HUMAN Q8N448 22458338 -
Croissance
indépendante de
MAGI1 9223 MAGI1_HUMAN Q96QZ7 23279616 IL2
MAGI3 260425 MAGI3_HUMA Q5TCQ9 15003862 -
PARDG6A | 50855 PAR6A_HUMAN QINPB6 9482110 -
Suppression de la
tumorigénése
PDLIM2 64236 PDLI2_HUMAN Q96JY6 19131544 induite parTax
Suppression de la
réponse
SCRIB 23513 SCRIB_ HUMAN Q14160 17855372 immunitaire
SNTB1 6641 SNTB1 _HUMAN Q13884 9482110 -
SNTB2 6645 SNTB2_HUMAN Q13425 9482110 -
TAX1BP3| 30851 TX1B3 HUMAN 014907 9482110 -

Figure 20: Protéines a domaines PDZ décrites comme partenaires de Tax14 protéine

[72)

a domaines PDZ sont décrites pour leur interaciet Taxl. La couleur rouge correspand

aux protéines ayant été validées expérimentalement au cours de notre étude.

Afin doéesti mer -1axibler pn® clasqedrticuliere@ pbtéined adomaines
PDZ données, un classement basé sur la structure protéique et les domaines constitutifs des

protéines PDZ partenaires de Tha été realisé.
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Ce classement a révélé que la protéine-Tavible des protéines a domaines PDZ de la
famille MAGUK (MembraneAssociated Guanylate Kinase) telles que DLG1, DLG2, MAGI1

et MAGI3; de la famille MulttPDZ, telles que IL16 et de la famille LAP (LRR And PDZ
domain), telles que ERBB2IP et SCRIBe classement nous indiqgee Taxl cible aussi
desprotéines non classées dans ces grandes familles, telles que LIN7A, LNX2, PARDGA,
PDLIM2, SNTB1, SNTB2 et TAX1BP3Figure 21). Aucune préférencd e | 6 oncopr ot
Tax-1 a interagir avec une catégorie de protélPABZ données ne peut étre dédulk cette

analyse qui ne prend pas en compte la totalité des protéines a domaines PDZ susceptibles

d'interagir avec Tax.

Acides aminés

500 1000 1500 2000
) DLG1 -6 &> @E
Famille MAGUK . DLG4 ©e ©p @)
(Membrane-Associated MAGI1 CEH-6— 6 6©-©- 6 ——
Guanylate Kanases) MAGI3 -©EEDIe6 © €-6 € ©
Famille des mono- ou IL16 W PR
multi-PDZ TAX1BP3 €
Famille des LAP (LRR ERBB2IP i e g - ©
and PDZ) SCRIB g - - -€e-6e~-00€ --—-- -
LIN7A €¢-©
. LNX2 ¢+ ©€-©©
Protéines avec PDZ et
|
d’autres domaines PARDGA P
PDLIM2 ®-=—--=
SNTB1 & @
SNTB2 —& @

' AN IR (P ©

~dAl.
T

Figure 21 : Classement des protéines partenaires de Tdk Les protéines a domaines PDZ

112

sont classées selon leurs structures et leurs domaines protéiques conblitstiiggion issu

de la banque de données protéiques SMART.
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2 ldentification des interactions entre Tax1 et les
protéines a domaines PD£odées pr 'ORFeome 5.1

L 6 ORF e o meunécollectioa sde 1548@RFs (Open Reading Frames) représentant

12794 génes, dont 74 codent pales protéines & domaines P2 Nous avons testé

| 6interaction de <ces @avc lgpotéirie®&axh ers utilisantdao ma i n €
technique du GST pulldowrPour ce faire, la protéine de fusion GBax-1 a été produite en

bactérie BL21, purifiée a l'aide des billes d'agarose couplées a la gluthatione, incubées avec
des lysats de cellules HEK293T contenlas différentes protéines a domaine PDZ flanquées

d'une étiquette "Flag" en position-tlrminale. Les complexes ont épgécipités lavés

plusieurs fois et analyséear SDSPAGE suivie de western blot & I'aid'un anticorps anti

Flag. Le aibleau 3ésume le résultat obtenu pour I'ensemble des ORFs testés.

Tableau3:Cr i bl age de | 6 ORF e or4n@RFScodant poarrdes pratéinesd o wn .

a domaines PDZ ont été testgar la méthode du GST Pull dow®ui(en Gris): Il y a
interaction. Non (sanscouleur) Il n yda pas dointeraction.
Protéine Interaction Protéine | Interaction Protéine Interaction Protéine Interaction
AHNAK Non INTU Oui PDLIM3 Non SDCBP Oui
APBA3 Non LDB3 Non PDLIM4 Oui SDCBP2 Oui
ARHGAP21 Non LIMK2 Non PDLIM5 Non SIPA1L2 Non
CARD11 Non LIN7A Non PDLIM7 Qui SNTG2 Non
CASK Non LNX1 Non PDZD11 Non SNX27 Non
CNKSR2 Non LNX2 Oui PDZD3 Oui STXBP4 Non
CYTIP Non LRRC7 Non PDZD4 Non SYNJ2BP Non
DVL1 Non MAGI3 Oui PDZD8 Non TAX1BP3 Oui
DVL2 Non MAGIX Non PDZK1 Non TIAF1 Non
DVL3 Oui MAST1 Non PRX Non TIAM1 Non
ERBB2IP Non MPP1 Non PSMD9 Non TIP1 Non
FRMPD1 Non MPP2 Non PTPN3 Non TIP3 Non
FRMPD2 Non MPP3 Non PTPN4 Non USH1C Non
FRMPD4 Non MPP4 Non RADIL Oui
GIPC2 Oui MPP5 Non RAPGEF2 Non
GIPC3 Non PARD3 Non RAPGEF6 Non
GOPC Non PARDGA Non RGS3 Oui
GRIP1 Non PARDG6B Non RHPN1 Non
HTRA2 Non PDLIM1 Non RHPN2 Non
IL16 Oui PDLIM2 Non RIMS2 Non
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Sur les 74 protéines a domaines PDZ testées par GST puldbivn, interagissent
spécifiqguement avec Tek: DVL3, GIPC2, IL16, INTU, LNX2, MAGI3, PDLIM4,
PDZLIM7, PDZD3, RADIL, RGS3, SDCBP, SDCBP2 et TABR3. Parmi ces 14 protéines,
guatre protéines MAGI3, LNX2, IL16 et TAX1BP3 sont déja connues pour interagir avec
Tax-1. Les dix autres protéines restantes sont de nouvelles partenaires Hé-itaxe 22 et

Annexe 1)

Figure 22 : Identification de nouvelles protéines partenaires de Tat. 14 protéines [a
domaines PDZ ont été identifiees comme partenaireSadel par GST pulldown. Parmmi
cellesci, seules les protéines en caractere rouge représentées (dans un cercle blanc) sont

connues dans la littérature.

3 Identification des interactions entre Tax1 et les
domaines PDZclonésséparanent

Afin de couvrir un ensmble plus large de protéines PDZ codées par le génome hunoam
avons test@ar la technologie du double hybride en levure (Y2e8,interactions de Tak
avec le PDZome humaimne ressource de dames PDZ regroupant 96% des domaines PDZ

humains conus®?
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Tableau4: Ensemble des domaines PDZ testés aveclTa®haque domaine est nommé
selon | a prot® ne qui |l e contient en -plus d
terminaletC-t er mi n a | guand | a prot® ne contigent pl

interagissent avec la protéine Taxsont indiqués en couleur grise. NEG est un contréle

APBA1_1

DLG5_1

APBA2_1 APBA2_2 ARHGAP21

DLG3_1

ARHGEF11

INADL_10

ARHGEF12 CARD11 CARD14 CASK

DLG2_1 DLG2 2 DLG2_3 DLG3_3 DLG4_1 DLG4_2 DLG4_3

INADL_3 ‘

DLG5_2 DLG5_4 HTRA2 HTRA4

INADL_6 INADL_7 INADL_8 INADL_9 LNX1_1 LNX1_3 LNX1_4 LNX2_1 LNX2_2
MAGI1_2 MAGI1_3 MAGI1_4 MAGI1_5 MAGI1_6 MAGI2_1 MAGI2_2 MAGI2_3 MAGI2_4 MAGI2_5 ‘
MAGI3_2 MAGI3_3 MAGI3_4 MAGI3_5 MAGI3_6 MAGIX MPP1 MPP2 MPP3 MPP4 MPP5 MPP6
MPP7 PARD3_1 | PARD3_3 | PARD3B_1 | PARD3B_2 | PARD3B_3 PSMD9 RAPGEF2 | SCRIB_1 SCRIB_2
! SHANK2 SNTB1L NEG NEG TIPL 2 TIP2 2 TIP2_3 TIP3 1 TIP3 2 TIP3 3
AHNAK CNKSR2 CNKSR3 | DEPDC2_1 | DEPDC2_2 DFNB31_2 DFNB31_3 DVL1 DVL2 DVL3
215045 215860 FNIPL FRMPD1 | FRMPD2_1 FRMPD2L2 FRMPD4 GlpC1 GIPC2 felltex] GOPC

GORASP2 GRASP

MAST1

GRIP1_2 GRIP1_3 GRIP1_4 GRIP1_5 GRIP1_6 GRIP1_7 GRIP2_1 GRIP2_3

INTU KIAA1849 LDB3 LIMK2

GRIP2_6 GRIP2_7 IL16_2

PREX1_1

MAST3 MAST4 MPDZ_1 MPDZ_11 MPDZ_12 MPDZ_13

MPDZ_6 MPDZ_7 MPDZ_8 MPDZ.9 | MYO18A PDLIML PDLIM2 PDLIM3 PDLIM4 PDLIMS

PDLIM? PDZD11 | PDZD2.1 | PDZD2_2 PDZD2_4 PDZD2_5 PDZD2_6 PDZD3_1 PDZD3 2 | PDZD3_3

PDZD4 PDZD7_1 PDZKL_1 | PDZKL_2 PDZK1_3 PDZRN3_2 PDZRN4 | PPPIR9A

LRRC? PARDGA | ERBB2IP LIN7C PICKL HTRA3 HTRAL | TAX1BP3 LIN7B
NEG MLLT4 LIN7A PARD3_2 TIAML SLCOA3RL_2 TIP1_3 MPDZ_2 | SCRIB_4 IL16_3
PRX PTPNI3 2 | PTPN13.3 | PTPN13_4 PTPN4 RGS12 ﬂ-

RHPN2 SDCBP_1 | SDCBP.2 | SDCBP2_1 | SDCBP2_2 NEG NEG SIPAILL | SIPALL2

SIPALL3 Schfg’Rz E-I SNTG2 SNX27 SYNJ2BP USHIC 1 | usHiC 2 | usHic 3

Pour ce faire, 'ADNc ddax-1 a été cloné et exprimé en levure haploide AH10ATlsl)

sous forme de fusion avec le domaine de liaison a 'ADN (DBjahsactivateur Gal4 de la
levure (transactive le géne de sélection HISB@ PDZome (246 domaines) a été cloné et
exprimé en levure haploide Y187 AMT Ysous forme de fusion avec le domaine d'activation
de la transcription (AD) de Gal4. La conjugaison desx types de levure et l'utilisation d'un
gene rapporteur HIS3 codant pour l'histidine permet d'identifier des levures diploides
contenant des partenaires d'interaction. Parmi2l& domainesPDZ appartenant a 138
protéines différentetestés, 47 doma@s appartenant a 38 protéines interagissent avec Tax
1(Figure 22). Les ADNCc correspondant aux 47 domaines positifs en Y2H ont été clonés dans
le vecteur GLUcCN1 exprimant le premier fragmeBL{) de la luciférase de Gaussia princeps
(GLuc), tandis que I'ADNc de Tak a été cloné dans le vecteur GLUcN2 exprimant le second
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fragment GL2) de la GLuc. La cdransfection de ces deux vecteurs en cellules HEK293T
permet de détecter des interactions eentn domaine PDZ et Tek via la complémentation
des fragment$GL1 et GL2 de la Gluc. En utilisantette méthode, nous avons confirmé
I'interaction de 33 domaines PDZ avec Tlaxsoit 70% des interactions obtenues par Y2H.

(Figure 23 et Annexe 2)

Figure 23: Protéines a domaines PDZ partenaires de Tak issues du criblage double
hybride en levuressNous avons test® | es intdrta2d@t i ons
domaines PDZ appartenant a 138 protéines par la technique duC&tdins domaines

positifs en Y2H ont ét&alidés par GPCA. Dans cette figure, nous avons schématisé sans
redondance les protéines auxqguelles appartiennent les domaines PDZ séparés. Les protéines a
domaines PDZ partenaires de Tasont indiquées en coulegrise. Les protéines partenaires

indiquées en caractere rouge (dans un cercle blanc) sont celles déja décrites dans la littérature.

A lissue de ce criblage des domaines PDZ, nous avons donc identifié 38 interactidhs dont
déja décritedans la littéraire pour interagir avec Tag, tandis que 33 interactions sont

nouvelles

La compilation desésultats obtenuen analysant les 74 clones PDZ de I'ORFeome 5.1 et les
246 domaines du PDZome humain permitedn r le mombre total de partenaires de Tlax
possédant au moins un domaine PDZ de 136 grotéinesCeci illustre I'avantage d'une

analyse systématique d'interactions pour avoir un apercu giedahteractome de Tat
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avec deprotéines a domaines PD@EFigure 24, Annexe 3 et Annexe 4)Tax-1 pourrait donc

cibler un tiers du PDZome humain.

PARD6B
PARD6G PARDGA

SNTG1 1px1gps  APBA3CYTIP
APBA1

Figure 24: Carte interactomique de Taxl avec les protéines a domaines PDZ. Les
protéines avec uncercle blanc sont les protéines déja connues dans la littérature (14
protéines). Les protéines avec un caractere rouge (et avec cercle blanc) sont celles déja

connues dans latiérature et qui sont retrouvées par notre étlideites les autres protéines

(cercles gris) sont de nouvelles partenaires potentielles d&.Tax

4 Expression s genes codartour les protéines a
domaines PDZdans desles lymphocytes T

Afin de proposer une liste de protéines & domaines PDZ susceptibles de jouer un rdle dans la

biologie du virus HTLV1, nous avons veérifiges valeurs @xpression des 5¢enes codant
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pour desprotéines a domaines PDZ partenaires de-Tralans des données de puces

d'hybridation (microarray) d24 lignées lymphocytaires neinfectées par le virus HIV-1

(Annexe 7). Cete analysea permis de austater que 22 genes sur &ntsignificativement

exprimé dansau moins 3 lignées différentes lgenphocytes T(Figure 25 et Annexe 5)

Génes codant les protéines a domaines PDZ
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Figure 25: Expression des protéines a domaines PDZ dans ldgmphocytes T

A. Expression des protéines PDZ dans 24 lignées de lymphocytes T par microa

rray. Le




graphe représente les genP®Z et le nombre de lignées dans lesquelles ils|sont
significativement exprimésB. Réseau des interactions Tax PDZ Les niud
représentent les génes des protéines PDZ significativement exprimés dans les lymphocytes T

testés.

Une analyse comparati ve ddne de$ igeéesplymposyiaien de s
infectées (HUT102C91PL, MT4, MT2, C8145) ou non (CTV1, HUT78, CEM, MOLT16 et
JURKAT) par le virus HTLV1 permet d'identifier 14 genes dont les valeurs d'expression sont
significativement différentes §0,05) dans des lymphocytes infectés par rapport aux non
infectés(Figure 26 et Annexe 5).3 génes (MPDZ, PREX1 et PTPN13) sont surexprimés en
présence du virus tandis que I'expression de 11 génes est réprimée patil HSDCBP,

SHANK1, SHROOM4, SLC9A3R1, SNTA1, LMO7, GRIP1, GRIP2, MAGI3, PDZD3 et
PDZRN3).
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Génes codant les protéines a domaines PDZ

Figure 26 : Expression des protéines a domaines PDZ dans les lymphocytes T infec
par HTLV -1. A. Expression relative des genes de protéines PDZ dans 5 lignées HTL

lignées HTLV par microarray. Le graphe représente les genes des protéines PDZ

tées
/ +eth

et leur

expres®n « fold change » dans les lignées HTL¥ersudles lignées HTLY. B. Réseau de

| 6i nt er alc/t PoDnee: Tlaexs niuds repr ®sentent l es g
différemment exprimés dans les cellules HTLV+ comparées aux cellulesHTL\L. e sss ni ud
verts et |l es nifuds rouges cCcoOr r essspuserpdmés,t aux
respectivement
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En somme fusion de lafigure 25+figure 26), il apparait donc que 32 génes sur 56 codant

pour des protéinesPDZ partenaires de Tak sont exprimg dans les lymphocytes.

T

L'expressiord'un certain nombre d'entre eubd(protéines)etant modulé par la présence du

virus HTLV-1 (Figure 27 et Annexe 5)
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Figure 27 : Interactome de Tax1 avec les PDZ protéines dont les génes sont exprir

dans dedymphocytes T. Représentation d&¥2 protéines dont les génes sont exprimés
l es lymphocytes T ou dont | dexpression
le virus HTLV-1. Les génes sont représentés avec une couleur rouge sont saneespit
| 6i nf ect il.obes gpnaesont keprésshtés en vesont surexprimés lors
I 6i nf ect i d.nLespganesior lekpkéssion n'est pas modifiee par la présen
virus sontreprésentés en grignfin, les genes codant pour gesténes déja connues dang

littératurepour interagir avesont marqués par un trait rouge.
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5 Mécanismes cellulaires ciblés préférentiellement par

Tax-1 via les protéines a domaines PDZ

5.1 Analyse des fonctions enrichies

Comme expliqué dans la partie "Introduction”, les protéines a domaine PDZ ont été

impliquées dans une diversité de fonctions biologiques. Dans elmaractériser parmi ces

fonctions, celles qui sont enrichies au sein du groupe des 32 partenaireslden®as avons

utilisé la base de Données d'Annotation, Visualisation et Intégration des Découvertes

(DAVID, https://david.ncifcrf.gov)*?*. Lesfonctionsbiologiques les plus significatives sont

répertoriées dans le tableawisdessous. Cette analyse suggére quellaxases partenaires

PDZ, pourrait préférergllement ciblel 6 or gani s at lette, ha régulation gutcycle q u e

cellulaire, la régulation des flux métaboliques, et la prolifération cell(faakleau 5)

Tableau 5: Enrichissement de GO pour les 32 protéines a domaines PDZ ciblées
Tax-1.Enrichi ssement des GOs “*®v®l ®s par
o
S —
-c S E e
\g % 8 c iGene Ont hol ¢ Nombrede Geénes codant les protéines a
£32| Qo0 (GO) génes domaines PDZ
> © ©
p4
©
APBA3, DLG1, LMO7, LNX2,
MAGI3, PARDG6A, PARDGB,
1 0.66 cytoskeleton, cellular proces 19 PPP1R9B, PREX1, PTPN13, PTPN
' organization RADIL, SCRIB, SDCBP, SDCBP2,
SHANK1, SHROOM4, SLC9A3R1,
SNTAL
interspecies interaction
2 0,63 between organisms, 3 DLG1, MAGI3, MPDZ
multi-organism process
3 061 regulation of cell cycle, 6 DLG1, PARD6B, PPP1R9B, SCRIH
' cellular developmental proce SHROOM4, SNTA1
negatrlc\)/ceersesgtilgltlar;t(i);:(e;lflula APBA3, DEPDC6, DLG1, DLG3,
a [ om2 [ enons 11 DVL3, GRIP1, PDZD3, PPP1R9B,
pre ' pons PTPN3, SCRIB, TAX1BP3
to stimulus
5 0,46 | regulation of cell proliferation 3 DLGS3, PPP1R9B, TAX1BP3

par

nt e
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52 Lé6organisation cellulaire et |l e cytosqg!

Tax-1 via les protéines a domaines PDZ.

Parmi les fonctions enrichie§lor gani s at i o ncondemne enynonbre pgluse&levé t t e
de partenaires (19) et n'a pas été suffisamment étudiée dans le cadre du virds &l pMs
spécifiguement lors des nombreuses études focalisées sur lI'oncoprotétheNbdas avons
répertoriéles interactions provenant de trois bases de données: Bi§&RHPRD?® et

InterAct*?’

entre les19 partenaires impliqués dans l'organisation du cytosquelette, mais
également s interactionsdites secondaires entre chacune deprb®ine avec une autre
protéine humaine connectant au moins deux protéines PDZ du réseau cytosqueelette
visualisation de ces donnépar le logiciel Cytoscap&® permet de mettre en évidence les
protéines partenaires de TAxPARDGA etPARDG6EB ainsi que SDCBP et SDCBP2, les plus

connectées dans le réseau du cytosquéletiare 28).

- GR(N2B 2
!@\GI\S‘ } PTEN DLG1) GRIA1
) —  GRIK2
N PPP1R ACTA1
= K/ DL%N
$criB DG4 zp ZCCHC17
N o e NFASC
§ ARHGEF7 (N % (07‘ ’ :/)css o
3/ St j PRRF40A =
A\ ><Roo 2 - PRRE38A s(oca}
BCR s EIF1AD —
ABC s'{?f‘i?" ‘ 7 Y AX1 PREX1) PRR13
APP 13‘)3 \\ — uee SFRS12IP1
PLCB1 CTNNB1 QTM HOXAT TIFA
“YwHAz T X S Al o T
T/PN1\ P X
F&/} PNWMAT QADI B \l\_NXz ‘ (,\\
LLGLA i)
LLGL2
PRKCI \/|
< MPB5 >
rarDeX P@D&k MRFAP1L1
\___/ PRKCZ — ERER1
CcDCA2
PARD3
RAC1
RHOQ

du

cluster «Cytoskeleton», leurs interactions avec Taxl ainsi queleurs interactions avec

Figure 28: Carte représentant les interactions entre les protéines a domaines PDZ

leurs partenaires directs communs retrouvés dans la littératureTax-1 est représenté par

un niud en | osange. Les nifuds de grandle tail
domaines PDZ partenaires de Thx L e s peiitautallle et deeforme ronde représentent

les partenaires communs (n+1 communs) des protéines a domaines PDZ partenairek|de Tax
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Les niuds blancs repr®sentent | es {ddandl®i nes
littérature.

5.3 La Syntenine (SDCBP) comme partenaire important de Taxl

Parmi les nouveaux partenaires de Tax impliqués tadsanisagion du cytosquelette, les
syntenines$yndecan Binding ProteiBDCBP1 et 2) sont parmi les plus connectéégure

28). De plus, le géne codanbpr la protéineSDCBPest régulé négativement en présence du

virus HTLV-1 (Figure 27). SDCBP est connue powxerce un role déchafaudage, en

agissant commeneplateforme moléculaire sur laquellei e nnent sbéagencer dboé
du cytosqueletté®®. De plus, SDCBP peut réguler I'expression des héparanes sulfates a la
surface des cellulé$® cequi pourrait influencer l'infectivité des cellules par le virus HFLV

1.

531 Validati on de -1/SOCB®t er acti on Tax

LO6i ntrededaxl avec SDCBP a été confirm@ar coimmunoprécipitation. Pour ce
faire, FlagSDCBP et TaxL ont été ceexprimées de facorransitoire dans des cellules
HEK293T, le complexe FlagsDCBRTax-1 a été immunoprécipita I'aide d'un anticorps
anti-Flag couplé aux billes d'agarostanalysé par western blot avec un anticorpsTan#il.
Comme contrdle négatif, la protéine F2xnedisposant pas de PBM a été utilis€emme
montré sur la figure 28, la protéine Faxet non TaxX2, coprécipite avec la protéine Flag

SDCBP, confirmant l'interaction spécifique entre Jlagt SDCBRFigure 29).
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Figure 29 : Interaction de SDCBP avecTax-1. Des cellules HEK 293T ont été transfectées
avec FlagSyntl, Tax1 d 6 HiTetTéx2d 6 H T-2. ¥8H apreés la transfection, les cellules
ont ®t ® | ys®es et | 6expression de prot/® nes
spécifiques anflfax-1, antiTax-2 et antiFlag. Les lysats ont été immunoprécipités en
utilisant les anticorps, soit afilfiax-1, soit antiFlag. Les protéines immunoprécipitées ont été
analysées par SDBAGE et western blot. Les résultats sont représentatifs de troisezxes

indépendantes.

5.3.2 Localisations de Taxl et de SDCBP

Depuis quelques annéda protéine SDCBP a été décrite pour jouer un réle dans la biogenése

des exosome&®. Ces derniers pourraient contribuer a la transmison  du Vv ilrus do
doune cel | uf eomime cela @ étéadécriogpelevi r us de 1A RAa@®pat i t
ailleurs, les HSPGs partenaires de SDCBP ont été décrits pour jouer un rdle au niveau de

| entr ®e d-ddamsilacelle®HTIC qui sugg re quodil po
entre les modifications du cytosquelette contrélées par SDCBP, son rble dans la biogenése des

exosomes da transmision du virus HTLV/1.

Pour déterminer un role potentiel de SDCBP dans la présence de damsles exosomes

nous avonssolé des exosomea partir de cellules transfectés a I'aide d'un ARN interférant
(SiCTRL) contréle ai n s i qguod” partir de cellules dont
parun ARN interférant spécifique (siSDCBR)aanalysecomparéve de la quatité de Taxl

par western bloa permis daévéler une différencentre lesexosomegles deux conditions
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testéesEffectivement, lesésultats montrent@u | 6 i nhi bi t i opréseahee dshD CB P

siSDCBR les quantités ddax-1 dans les exosome®nt minimesen comparaison avda
condition contréleigure 30). Comme attendu, SDCBP contrble également la présence
protéine Alix dans les exosomes. Cette expérisnggere que SDCBP est indispensable

localisation de Taxd dans les exosomes.

de la

ala

A.
Lysat total Exosomes
kDa SCTRL SDCBP  SICTRL s50CBP
100 | — ey S — Alix
70 }
-_——— CytochromeC
50 } vt
40} | Tax
35| -_— ey | Actin
B C.
Relative quantification of Relative expression of
Tax-1 protein intensity SDCBP gene
100% 100%
50% 50%
0% 0% = Y — i
siCTRL  siSDCBP siCTRL  siSDCBP

Figure 30: La localisation de Tax1 dans les exosomes est dépendante de SDCBPPar
rapport au contrll e de charge ( guan- danhg
|l es exosomes | or sque SDCB.Ruantiéeredative gdaxsl qui

correspond a la normalisation par rapport a la quantité de protéines totales (Acti
comparée a la quantité de la condition contrdle (100G46). V®r i f i cati on

répression du géne codant la protéine SDCBRantificationpar gRFPCR de | 6
relative du gene SDCBP par rapport a un gene de référence interne (GARBHg@sultats

sont représentatifs de trois expériences indépendantes.

R de p
®pr i md
n) puis

de | ¢

expre:
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5.3.3 LalocalisationdeTaxl est affect®e par | a modul ati o

etviceversa

Il est bien établi que la protéine Faxcirculeentre le noyau et le cytoplasn#gin de vérifier

si la SDCBP influence la localisatioreltulaire de Tax, nousavons transfecté des cellules

HelLa avec le gsmide exprimant Tag, en plus doéun ARN interf ®r
ou un ARN interférant contréle (négatibes cellules ont été ensuite fixées, perméabilisées et
marquées a l'aide d'un anticorps dardk suivi d'un anticorps secondaire couplé au
fluorochrome Alexa 488. Les cellules ont été enfin visualisées a l'aide d'un microscope
confocal Nikon A1R.Apres analyse quantitative des images (logiciel NIS Al Nikdn),
appar anprésengce Gu siSDCBP,glélibre de localisation nucléoytoplasmique de

Tax-1 est modifiée avec une présence moindre dell@dans le cytoplasmpar rapport aux

cellulescontréleg(Figure 31).
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trois expériences indépendantes.

Figure 31: La localisation cellulaire de Taxl est dépendante de SDCBPA. La

répression de SDCBP fait que TFaxse retrouve plus dans le noydl. Quantificatior

relative de | dexpression du g ne Codant SDC
(SiRNA SDCBP).C. Quantification de | 6i ntaerel ®p end:
SDCBP. Les images de microscopie confocale
AlR. Nous avons calcul® | 6intensit® de fluo
cytoplasme et ROI noyau). Ce qui nous a permis de déterminer le rataralsatiorn
cytoplasme/noyau. Les données significatives statistiquement sont indiquées par une
(P<0.05), deux (P<0.01) ou trois (P<0.001) astérisques.résultats sont représentatifs de

81



Cette observation a éte&onfirmée par les expériences de surexpression del Taxec
SDCBP. En effet, lorsque SDCBP et Thxsont ceexprimées, la localisation de
| 6oncoprot ®i ne est pl us marqu®e dan-fest e cyt

exprimé seuleRigure 32A, B).

De plus, |l a quantification de | 6expression d
Tax-1 nous a révélé que la localisation de SDCBP ne reste pas inchangée. De fait, lorsque
Tax-1 est surexprimé avec SDCBP, cette derniére se retrouve moindeday®plasme

comparé a la condition controlgigure 32C).

Ensemble, ces résultats suggerent QIRCBP influencela présence de Tak dans le
cytoplasme et conforterles résitats précédents, concernant le réle de SDGBRs la
localisation de Tad dans les exosomes. SDCBP pourralbnc étre impliquée dans la

transmission du virus HIV -1 de cellule a cellule, vi®$ exosomes.
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SDCBP + Tax

B. Quantification de C. po;Jant.ltfllcstlzgggp
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Figure 32: Interdépendance de la localisation cellulaire de Taxt et de SDCBPA. La
localisation de Taxl est changée suite a la surexpression de SDCB# afersa B. La
surexpression de SDCBP fait que Thxest moins présente dans le Noydll. La
surexpression de Tak conduit a moins de présence de SDCBP dans le cytoplasm
données significatives statistiquement sont indiquées par une (P<0.05), deux (P<0.01

(P<0.001) astérisquelses résultats sont représentatifs de trois expériences indépendan
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6 Anal yse gl obal e -d/ebDZl 6i nt er ac

6.1 Comparaison des donnéesbtenues par les différentes méthodes utilisées.

Une autre maniere démontrex potentielde notre approchele cartographie d'interactions
Tax-1/PDZ consiste a compardes données obtenyest a se focaliser sur certaines

interactions qui sont retrouvées par au moins deux méthodes différentes.

Sur les56 protéinedPDZ interagissant avec Tak 42 sont rapportées pour la premiére fois.

Parmi les 14 partenairesnnues au début de cette étudenBété retrouveés par au moins un
criblage soit de 'ORFeome ou du PDZome, et 3 partendérdsax1, a savoilL16, MAGI3

et LNX2 ontétéretrouvéear les deux criblages effectuélses roles de I'lL16 et MAGI3

dans les fonctions biologiques de Thwontfait I'objet d'études ciblé&4*32 L'interaction de

Tax-1 avecLNX2 avait quant a elle était rapportée dans une étude de criblage haut débit
effectué dans notre laboratdftemais son roledans la biologie du virus HTLM n 6 est pas

caractériséFigure 33 et Annexe 4)
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Interactions identifiées Interactions de
expérimentalement la littérature

42 6 8

42.8 %

Double hybride en levure

IL16
LNX2

MAGI3 2
8 Littérature

GST pulldown

9

Figure 33: Comparaison desrésultats des différentes méthodes utiliséesA. Nousg

pouvons voir sur ce diagramme que sur les 56 protéines a domaines PDZ partenaires de Tax
1, 42 protéines ne sont pas décrites dans la littérature. Par ailleurs, nous avons pu valider notre

systeme en ightifiant techniguement 43% des interactions déja conrBleEn plus des

partenaires de Tak déja connus dans la littérature (cercle ovale rouge), ce diagramme

représente les partenaires de -Taxetrouvés par les différentes méthodes de détection

d O iractiores utilisées | e cri bl age de | 60RFeome 5.
criblage du PDZome par Y2H et GPCA (cercle ovale vert). LNX2 (parmi les 3 du milig
le seul partenaire de Tdxa étre retrouvé avec toutes les méthodes, @i n p a s

biologie du HTL\ 1 dans la littérature.

2U) est
Rt ®

85

1 par



62 Caract®ri sation de-1ktdtNX2.t er acti on entre

LNX2 (Ligand of Numb x protein 2) est une protéine a domaines PDZ impliguée dans

| 6®chafaudage mol ®cul ai r e lluaire dp k& protérte tNanfbt | a
elleméme impliquée dans la voie de signalisation N8téhLa voie Notch a été rapportée

pour son réle positif dans la transformation des lymphocytes T par HTEV Par ailleurs,

des donn®es au sein du | aboratoire montrent
cellules infectées par FLV-1 provoque une réduction drastique de la réplication vitdle

De plus, LNX2 interagit également avectegres protéines du virus HI¥*'°, ce qui suggére

un réle général dans ladbdgie des rétrovirus.
63 D®t er mi nation du domaine de LNX2-1respoi

La protéine LNX2 comprend un domaine RING et quatre domaines PDZ. Différentes
constructions de mutants de LNX2 ont été généerddlsis particulierement, quatre
constructions contiennent chacune un seul des quatre domaines PDZ de LNX2. La
détermination de chaque domaine a nécessité des études poussées sur la séquence de la
protéine; ceci en utilisant des outils de prédiction de domaines en ligne tels que PFAM et
SMART.

Les séquences nucléotidiques codant les domaines séparés de LNX2 ou la protéine compléte
ont été clonées dans les vecteurs adéquats, afin de tester leur intereatidraxl par Y2H
(vecteurs AD) et par GPCA (vecteurs GL1). De méme-Tax été clonécomme décrit

précédemmentansles vecteursitiliséspour le Y2H (vecteurs DB) et le GPC&I2).

Apres avoir testé les difféerents domaines PDZ pour leur interaatiea Taxl, nous avons
observ® que |l e PDZ1 -est |l e domaine ~rlespons
(Figures #A et ).
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Figure 34: Détermination de la région de LNX2 qui interagit avec Taxl. A. Structure
par domaines de la protéine LNX&présentatiom bt enue sur SMARTUB. i | en
Tax-1 interagit avec le PDZ1 de la protéine LNX2 en Y2H. Les six contrbles sont utilisés

pour valider chaque expérience.
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Figure35: D®t ecti on du PDZ1 de LNX2 commel|respor
A. Principe @& la méthod&aussia princeps protein complementation aé8®CA) **° basé

117

sur la reconstitution des deux fragments GI¢GL1) et Gluc2(GL2) fusionnés chacun|a
| 6une des de uxB. RésultatsRMGRGAUr les doreamés es@parés de LNX2.

Le domai ne PDzZ1 &est clairement pl us i nter a

correspondent a trois expériences indépendantes.

64 D®t er mi nati on des acides amin®s-1i mpl i g

par « docking ».

Outre les méthodes de biologieokéculaire, lesprédictionspar analyses bianformatiques
sont doéun grand apport dans dédeuxudtuesEmienat i on
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autres, la simulatiom siicodes affinit®s dbébagencement de d
nous rensgner sur les acides aminés probablement impliqués dans la liaison. Cette méthode
de modélisation moléculaire est appel#oeking».

Dans notre étude, nous avons réalisé dogking» du PBM de Taxl (RETEV) et le PDZ1

de LNX2. Aprés avoir congu les metks tridimensionnels des deux peptides, nous avons

proc®d®s ~ des cal cul s doéaf k.iAinsl, ho@s agmeslréugsi un ¢
d®t ecter |l es aci des ami n®s i mpl-1. Pus®s dan

précisément, ette techrque nous a permis de révéler 6 acides aminés au niveau du domaine

PDZ1 potentiell ement r e&pPBVideTabll: 828 TREE256i nt er

G251 H296 R30QFigure 36).

PD21 248 251 255
PDZ1/CtTax TIEIHRSNPYIQLGI S IV G GI':;TPLINIVIOEWRDGVIARDGR
Docking
LLAGDQILQVNNYNISNVS H NYA R AVLSQPCNTLHLTVLRER
296 300
\ N N TaxCt 349 351 353
! . RETEV
\) ('“"/ 350 352
Figure 36: Identification des acides aminés potentiellemerit mp | i qu®s danps | &I

entre LNX2 et Tax-1. A gauche, la ngrésentationde la position tridimensionnelle du
docking r®alis® | a plus favodatkelPBZlde LN nt er &
Loextr ®mi t ® C -1t((RETEM)iest miseesn &videncé eovge et vertla séquence
du PDZ1 de LNX2 en griet en bleu ¢és acides aminés potentiellement impliqués |dans
I 6i nt er ac t1i(S248 T2bY E2654 GPH. X296 R300). La séquence de droite montre

avec précision la position des@&s aminés au niveau désuxpeptides.

Alors que le Y2H etla GPCA nt ser vi ) | 6i denti fication de
LNX2 impligu® dans-l,l6@aipprecaet den maodestsiaBax i or
permis deprédireavec précisiond si te doi nter act i oDesmatanisr e | e s

ponctuelsdevraientgtregénérés afin de valider cette prédiction
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6.5 Détermination du réle de LNX2 dans les mécanismes moléculaires de
transformation des lymphocytes T par le virus de la leucémie hmaine
HTLV1.

Apr s avoir caract ®r i s® -1, Goumndvens eealis€idesnteste nt r e
fonctionnels préliminaires, visant a déterminer le role de LNX2 dans les mécanismes
moléculaires de transformation des lymphocytes T parlTaBesexpériences concernent

not amment , des tests de type rapporteur (av
biologie du virus HTLV1 tels que LTR et N® B.

66 LNX2 est impligqgu® dansoBaiBxk-1i vation de

Afin de mes urdelaprdtéie INEA dans & ttransfarmation des cellules cibles

par | 6oncolpron®anneaviaxs r®ali s® des tests r e
NFFeB En effet, nos r®sultats montrent que |
induit une diminutionsignificatived e | é act i v a toi BbanTadléFiglrea37)vCei e NF

gui suggere un role de la protéine LNX2 dans la transformation des cellules induite{iar Tax

A. B
Effet de LNX2 surPactivation
de NFkB par Tax 1.5 Répression de LNX2
0.257 '
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Figure 37:LNX2 est i mpliqu® dan so Bpd daz-1.A.Campareo n de
a la condition contréle (\FB uc +si _C+Tax) , | 6 ascB(representé pmm d e
| 6expression relative Lucif®rase/ Renillla) e
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(NFe RBRuct+si_LNX2+Tax).B.R®p r essi on d egénke mdamtnarpmtéitseiLNT. du

Les barres dbéerreur correspondent ~ trpis ex
67 LNX2 ne serait pas directement -1mpl i gquc¢
Lébun des ®l ®ment s cl ® de Bpad daglt est aonh i étan de
d 6 u itinatiod’”. De par son activit® doéubiquitine
candi dat dans | a modul at i elnPardcenséfuén® ihaus nousd u b i
sommes i nt® ress®s au r!'le de LNX2 dans | 0ubi
Danslebutdee ®r i fi er | 6i mplication de LNX2-1dans |
nous avons proc®I® ~ des tests domMWNouspr ®ci ¢
avonscot ransfect® des cellules HEK293d marquéec un

pa une étiquette Histidine (HisTabpx-1 ) et avec un plasmide dbé
marquée par une étiquette Flag (FI&¢X2). Nous avons aussi utilisé un siRNA pour

r®pri mer | 6expressi on dAnsinduX avone pu purifier T RNA ¢
ave |l es Dbilles de Ni 2+ et r®v®l er son ®tat df

Nos r®sultats montrent g-te nbé®t atpad o Wb if d wir te
r ®prime | 6expression de L NX(EBigure G8. @ gur ndus ~ | a
lac sse croire que LNX2 nbéest pas i mpliqu®e da
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siRNA - - cftrl LNX2

Tax1-His + - + 4+
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Ni-NTA 100 Tax1-Ub
WB:Ub 70

55
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Ni-NTA Tax-1 Modifié
WB: His 55

40 -a Tax1 non modifié

Figure 38: LNX2 ne serait pas directementl.lgmpl i gu

r®pression de LNX2 ne c¢hang-4. Ulp:abiquiting, ®is:a t dou
Histidine.Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.

7 Tax-1 inhibe la voie Notch

Comme citée précédemment, la voie Notch est impliquée dans la transformation des
lymphocytes T par HTLVL. De son cotd,NX2 a été décrit pour la modulation positive de la

voi e Notch. De ce fait, nous avons r®alis® d
rapporteurs. Ceci nous a r®v®l ® quden r®pri

activée(Figure 39). Ce qui va dans le sens de ce qui est déja décrit dans la littérature.
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De plus, nous avons voulu savoir si la protéine-Tgouvait elle aussi avoir wffet positif

sur | 6activation

de | a

VOoi e

Notch.

Pour

de
i vat i

expe®r.i

ce

présence ou en absence de -Taxen plus de tests complémentaires en réprimant ou non

LNX2. Nosr ®s ul t at s

mo nt r e n tl inhike érteménblanwwie Natch. D& i n e

plus, la combinaison de la présence de-Tawvec la répression de LNX2 montre une plus

forte inhibition de voie NotclFigure 40).

93

(



1.07
-‘g 0.8
=
5 0.6
o
S 0.4
-
o
— 0.27
0.0"
3 N NI
é\/ x\0$ Qh\:\’ X\(, x«'b*. X\(, x«’b +x\
RS PR
Y \,Q & x .\’é x
Rt V) N ~\:"
@ N/ ™
) v
>

Figure 40: Effet combiné de Taxl et L NX2 dans | dactGowmme i on d
lemontrel e gr aphi que, | 6activation de | a vioi e NoO
promoteur TP1) est affectée par la répression de LNX2. En présence-dle, Taxl 6 acft i vat i
la voie Notch est sensiblement diminuée. En combinaison de la répresdibiX@et de la
présence de TakX, on observe logiguement une inhibition de la voie Notch. Les barres

déerreur correspondent ~° trois exp®riences i

En r ®s um®, nos r ®sul tats rAMenUWNX2epouraitgoueeun!l 6i nt

réle dans la transformation cellulaire par le virus HT{1\Wia la voie Notch.

8 La molécule chimique FJ9 pourrait inhiber la

transformation induite par Tax-1 ex vivo

Loun de nos objectifs du@enesineractions PEkaali PBM e st ¢
peuventétre ciblées par de petites molécules chimigGes. molécules permettraient ensuite
detestersi 6i nhi bi ti on -d/PBZ affeatd lesifoactond najewes dealyet

par conséquent la pathogenese du virus HILYa molécule FJ9 a été déerpour inhiber

| 6i nteraction entre | a prot® ne ~ domaine PLC

importante dans la voie WNT (Winglesslated integration site) canonique et son ligand
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FRZ7 (Frizzled class receptor . Par aill eurs, il a ®t® d®c
WNT canonique indut | a mort <cellul aire dans | es <cell
cellulaires transformées par le virus HTV*?"*® Ces observations nous indiquent que

|l 6i nhi biti on d/@BZ pourditaffedec lesipmpristéadogeriquesle Tax

1. Par cons®quent, nous avons test® |-beffet

ainsi que la transmission deloé a cellule du virus HTLM.

Pour analyser I'effet de la molécule FJ9 sur la capacité transformatrice -de f@xs avons

utilisé des cellules Rdt exprimant la protéine Tak de facon stable, via transduction par un
lentivirus (LentiTax-1-Blastidin).L 6 ef f et de | a t r Rat$pgaolaxhaet i on d
traduit habituellement pdrapparition de colonies cellulaires formant des amas de cellules
qgualifiés de «foci », lorsqu'elles sonmmises en culturden immersion)dans un milieu
contenantde l'agar(SoftAgal). En présence de la molécule FJ9, la capacité des cellules a
former ce typede colonies estliminuéede plus de 70% comparées aux celludesatrdles

(Figure 41).
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Figure 41: Effet de la molécule FJ9 sur la transformation cellulaire indite par Tax-1. A.

Afin de tester | 6effet de FJ9 sur 1 ,a&0uf
avons réalisé un test en SoftAgar. Apres trois semaines de culture, les colonies dg
Ratl exprimant Taxl sont examinées sous microscapp t i q u e . Léef f e
des cellulesparTak se traduit habituell ement p

cellules ou €oci ». En présence de la molécule FJ9 la capacité des cellules a former

chimique de la molécule FJ8. Quantification du nombre defaci » formé en absence et
pr ®sence de | a mol ®cul e FJO9. Les b ar

indépendantes.
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9 La molécule chimique FJ9 pourrait inhiber la

transmission de cellule a cellule du virus HTLV1

Pour estimer | 6effet de | a mol &cnodsavoris309 s ur
cultivé des celluleMT2 produisant le viruavec des cellules contend@tgéne codant pour la
luciférase sous le contréle du promoteur viral LTR (JutkeR). Les cellules sont eo

cultiveesvingguat re heures en pr®sence ou pas de 1(
| 6activation de | a | ucelfl®urlasier ec ormmdn thr®e ¢ u d ear

mol ®cul e FJ9 | 6expression de |l a lucif®rase e

FJ9 pourrait empécher la transmission du virus HTlLWe cellule a cellulesans affecter

significativement la viabilité ckilaire (Figure 42).
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Figure 42: Effet de la molécule FJ9 sur la transmission de cellule & cellule
| 6oncoproli®i nPodrmaxmontrer | 6effet de |
cellule a cellule des particules du virus HTHLY nous avons réaé un test de coulture de
cellules produisant le virus (MT2) avec des cellules contenant le géne codant
luciférase sous le contréle du promoteur viral LTR (JutkéR-Luc). En présence FJ
| 6expression de | a | uminués® ceasi emdigaesune trarismiss
plus faible de Taxl. B. Contrble de la viabilité cellulaire des cellules Jurkat LTR Lu
pr ®s ence de l a petite mol ®cul e FJO9.
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10F91i nhi be | 6i nt eledSDCBFON entr e

£t ant donn® que FJ9 peut i nhi ber | 6i nteract
avons voulu savoir si cette mol ®cul e chi miqu
a domaines PDZ SDCBP et sagaind Tax1.

Pour ce faire, nous avonsatisé un test ddBimolecular Fluorescence Complementation
(BiFC) basé sur lgprotéine YFP (yellow flurescent proteirfour ce faire, nous avons-co
transfecté des cellules HEK293T avec un plasmide codant pototé&ng de fusion entre le
fragment N1 de la YFP et la SDCEBT1) et un plasmide codant pour une fusion entre le
fragment N2 de la YFP et la protéine ThxNous avons ensuite analysé par FACS le nombre
de cellules YFP positives suite a l'interaction e @DCBP/TaxL et rapprochement stérique
des fragments N1 et N2 de la YFEn présence dé&a molécule FJ9le pourcentage de
reconstitution de la molécule fluorescente est largement diminué. Ce qui signifie que
6i nt er act i dserabdoBRibédadI9(Figure 43).
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Figure 43:Ef f et de | a mol ®c ul e-1/$DCBP. Nousravohsgéalisé er a c
un test de Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC). En présence de la molécule
FJ9, le pourcentage de reconstitution de la molétubeescente est largement diminué, La

barre doéerreur correspond © trois exp®rience
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CHAPITRE IV : DISCUSSIONSET PERSPECTIVES

Le virus HTLV-1, comme les autres pathogénes, est engagé dans une série d'interactions avec
des cellules hétes. Ces interactions, dans le cadre du virus-HTéMautres virus pathogenes,
vont conditionner l'infection et la réplication virale ainsi que la progression des maladies
associées. HTLM est essentiellement responsable de deux pathologies: la leucémie des
lymphocytes T de l'adulte & paraparésie spastique tropicale. Les thésaprctuelles contre

ces maladies consistendu traitement avec desantirétroviraux classigues comme
I'Azidothymidine (AZT) ou linterféromlpha (IFNa); avec des agentsnoléculaires
cytotoxiques nosspécifiques utilisées en chimiothépge (Vincristine, Alriamycine,
Cyclophosphamide, ...gvecdes inhibiteurs du protéasome comm8dgtezomid ou d'histone
deacétylases comme\Worinosta ou avecla greffe de cellules souches. A I'heure actuelle, tres
peu de molécules ciblées ont été proposées. @rllasluent des inhibiteurs de la voie JAK
STAT et de la voie Notch. L'identification des protéines cellulaires responsables des
interactions esseietles aux activités du virus HTLX in vivo, devraient permettre'dargir

I'ensemble de thérapies ciblées contre les maladies associées a ce rétrovirus.

Le virus HTLV-1 est génomiquement apparenté au virus HP, \pour lequel aucune
pathologie leucémique'est associée. Notre laboratoire et d'audiasipesont démontré, par

des études ciblées ou a large éch@le utilisant des modéles cellulaires iowivo), que des
interactions entre les protéines virales et les protéines de I'h6te pouvaient exfdgue
différences de pathogénicité entre les deux types de rétrd¥ittisDans ce travail, nous nous
intéressons spécifiguement aux interactions entre les protéines cellulaires contenant un
domaine PDZ et le motif PBM présent a I'extrémitée@ninal de la priégine Tax1 codée par

le virus HTLV-1, et absent chez I'homologue Taxcodée par le virus HTLA2.

Dans ce travail, nous avons analysé 74 clones PDZ provee#@®RFeome humain version

5.1 et 246 domaines PDZ isolés pduaire évoluerle nombre de protéines cellulaires
interagissant avec Tak et contenant un domaine PDZ de 14 ap&g@éines Les protéines a
domaines PDZ représentent donc 23% de linteractome del Tiak qu'il est connu
actuellement, soit 240 protéines®:%44 | a capacité de Tak & interagir avec un nubre

élevé de partenaires est di@e sa gucture désordonnée, permettant une conformation
dépendante du partenaire d'interacidnLe motif de Taxd permettant l'interaction avec des
protéines a domaines PDZ est un motif PBM de 4 acides aminés ETEV. Nos collaborateurs de

I'Université de Toronto (Laboratoire du Professeur Gary Bader http://baderlab.org/Home) ont
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développé ua méthode permettant de prédire des interactions entre un motif PBM et des
peptides PDZ. Ces prédictions se basent soit sur la séquence du domaine PDZ, soit sur sa
structure prédite Annexe §. Ces prédictions détectent9 8protéines potentiellement
interagssant avec le PBM de Tdlxdont43 sont validées expérimentalement. Nous pouvons
donc considérer que la prédiction silico peut résulter a un certain nombre de faux positifs
(46/82 non validés expérimentalemgrdt de faux négatifsl(¥82 non prédity. Cependant, il

faut noter que le nombre d'interactions obtenues lors de notre étude dépend fortement des deux
librairies employées et pourraient étre seameée. L'OReome 5.1 humain comprend tout au

plus la moitié du génome dont le nombre de génes abgjgssserait 24000 sans compter les
isoforme&?3441442 | 3 |ibrairie du PDZome neoatient pas non plus tous les domaines PDZ
prédits et son clonage (prédictions des séquences des doneaihesr longueyr peut
influencer la conformation de certains domaines et leur capacité d'interactions avEé*Tax

Enfin, les méthodes utilisées (Y2H et G$illdown) ne permettent pas de détecter toutes les
interactions possibles comme décrit précédemffientPar rapports aux prédictions
d'interactions, nos criblages expérimentaux ont utilisé la protéind Eatiere, tandis que la
méthode de prédiction ne prend en compte que les 5 derniers résidutemiral de Tax
(RETEV). La spécificité des PBMs poles domaines PDZ implique en effet d'autres résidus

en amont comme il a été démontré pour les-$gpess oncogéniques de HPV E6 et E7 dont le
répertoire des protéines PDZ en interaction change tout en maintenant la méme structure du
PBM de type 1 (XS/T-X-Ocoon)*** Dans le casde Tak, | 6i nteraction PBNMN
donc étre influencée par la conformation générale de la protéind, et le domane de

liaison a CBP/p30Qainsi quepar les sites de phosphorylation de Thyen amont du PBM.
L'importance du contexte peptidique entourant le PBM dellpaut également étre illustré en
comparant les criblages du PDZome avec-Tate HTLV-1 (notre étud) et la protéine E6 du

virus HPV16%2 montrant des interactions communes et $jogeis & chaque oncoprotéine

virale. Nous pensons cependant que ces prédictions d'interactions motifs/domaines vont
evoluer rapidement et seront de plus en plus proches des données expérimentales au fur et a
mesure qu'elles intégreront des données issi@ss criblages non biaisés comme celles
présentées dans notre étude tenant compte de I'environnement peptidique des motifs PBM. Ces
criblagesin silico, a l'instar d'autres méthodes de prédictions d'interactions prpiéiténe,
devraient intégrer d'ausedonnées comme la -expression des genes et les profiles

phylogénique¥”.
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Les stratégies employées dans notre étude pour identifier les nouvelles interactions (Y2H,
GST-pulldown) ne prennent pas en compte la biologie du virus HTIdAns le contexte d'un
lymphocyte infecté. Il est possible d'envisager une autaggie qui consisterait a infecter des
lymphocytes CD4+ par eoulture avec des lignées établies produisant le virus HILV
d'immunoprécipiter Taxd a l'aide d'anticorps spécifiques et de détecter par spectrométrie de
masse les partenaires de Tlax Cete stratégie est limitée par les niveaux faibles d'expression

de Taxl dans des lymphocytes primaires ou lignées de cellules T, et seulement quelques
interactions entre Tak et des protéines cellulaires ont pu étre confirmées en cellules
T193315432496947 | aurait été possible de -@xprimer Taxl avec chacun des cDNA codant

pour les protéinea domaines PDZ dans une lignée cellulaire phglé a transfecter comme
HEK293 et de révélerek interactions par eenmunopre€ipitation. Cette méthode a été
appliguée avec succes pour identifier les interactions entrel Eades protéines impliquées

dans les damages de I'ABR Associée & la spectrométrie de masse, cette stratégie, méme si
elle utilise une lignée non lymphocytaire, aurait pu narengttre d'inclure dans l'interactome
Tax/PDZ, les protéines cellulaires en complexe alex: partenaires PDZ de T4x comme
démontré dans des études globales d'interactome par spectrométrie dé’fiads@utres

études montent cependant que la stratégie du Y2H comme celle employée dans notre travail,
permet d'obtenir des interactions biophysiques de bonnes qualités pour la cartographie des
interactions binairés”.

In vitro, le virus HTLV-1 est capable d'infecter différents types de cellules de mammiferes
grace a son récepteur ubiquiste, le transporteur du glucose (BYHT In vivo, HTLV-1

infecte préférentiellement les lymphocytes T CD4, probablement a I'aid®-désepteurstels

que la neuropilind et les hépar@s sulfateS’. Dans le butde tenir compte du contexte
biologique d'infection par le virus HTLXY, nous avons analysé l'expression des 56 génes
codant pour des protéines PDZ en interaction binaire avec Tax dans des lignées de
lymphocytes T infectées ou non par HTH1V Notre raisonmaent se base sur des études,
essentiellement en levures, montrant uneégulation de la transcription des genes et la
formation des complexes protéigfés Ces observations ont étdnfirmées en organismes
supérieurs et ont permis, par exemple, de construire un interactome du lymphocyte B

humairf>

et de prévoir des perturbations de cette interactome suite a la présence de fusions
oncogéniques®. Dans notre étude, en absence d'iidecpar HTLV-1, I'expression de 22
genes sur 56 eskétectable dans au moins 3 @slignées lymphocytaires analyséegy(re

25). Sachant que la présence du virus HTLYhfluence via ses protéines régulatrices (Tax
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HBZ, p30, p12 et p13) I'expression d'une sdegeénes cellulairds®, nous avons tenwmpte

de 14 geneslont I'expression est régulée par la présence du virus HILNbus proposons

donc une liste d82 genegfusion des deux listegpdantpour des protéines PDZ susceptibles

de jouer un réle darla biologie du virus HTLVL1. Cette liste rést pas exhaustive et pourrait
contenir des genes qui ne jouent aucun réle dans le contexte d'une cellule infectée, car nous
n‘avons pas utilisé de lymphocytes CD4 primaires mais des lignées établies. De plus, nous
n‘avons pas eu acces aux cellules ATteciement issues de patients infectés pour pouvoir
faire une analyse int®gr®e de | 6expression

susceptibles d'affecter des interactions Tax/PDZ ou PDZome cellulaire.

L'analyseGene Ontologyes processus cellulairéanslesquels les 3 génessont impliqués
permet de souligner l'enrichissement en protéines impliquises l'organisation du
cytosquelette, suggérant un réle probable deII'dans la perturbation de cette fonction des
protéinesadomaine PDZ. Parmi cellas, Synteninl (Syndecan binding protein, SDCBP), est
une protéine Kub' ayant plusieurs partenaires dans le réseteractomiquehumain (16
protéines partenairgsL'implication de la SDCBP dans biologie du HTLV n'a pas été
complétement démontrée, mais elle pourrait favoriser l'entrer du virus dans la cellule en
favorisant I'expession des coécepteurs, les paranes sulfatéd32 ou alors le transfert du
matériel viral de cellulé cellule via la formation des exosorfi&sL'étudede la formation des
exosomes est relativemembuvelleen #rovirologie”**® Elle permet de mieux expliquer la
transformation descellules avoisinantes di& cellule infectée sans transfert de particules
virales. Ce phénomeéne est observé chez HIL&L a été longtemps attribaéa production de
cytokines (L-15, IL-2, IL-7,...) induisant l'activation de lymphocyte&*® L'étude de
Alefantis et al. 2005avait déjamontré que la protéine Tdak pouvait étre excrétée et se
retrouver dans I'environnement intercellulaire. Plus réecemdangrskiet al.ont démontré la
présence de Tak dans des exosomes isolés de cellules infectées par HThsis aussi de
cellules tansfectées de facon transitoad'aide d'un vecteur codant uniquement pour-Tax
Ces études suggéraient donc une capacitélTadépendante des autres molécules virales, de
se transmettre d'une cellldaine autre via des exosomé&sgure 44). Dans ette perspective,
I'identification de moléculescomme la SDCBRcontrélantla présencede Tax1l dans les
exosomes est fondamentale. Dans ce contexte, l'inhibition de I'expression du géne codant pour
la SD@P en présence du virus HTEVpourrait faire partie des mécanismes mis en place par

le virus pour inhiber sa propre propagation afin d'échapper au contréle immunitaire de I'héte.
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Figure 4: Hypot h se de | 6i mplication de SDCBP dan
HTLV -1 de cellde a cellule.Sachant que Tak a été rapporté pour sa présence dans les
exosomes et que SDCBP est essentielle a la formation des exosomes, cette derniere pourrait
étre impliquée dans la transmission des particules giddeHTLV-1 de cellule a celluleLe
schéma représente une cellule infectée (en bas), dont les exosomes pourraient transporter
| oncopr dte®la rramsméatteex vers la cellule non infectée (en haut). ESCRT =
endosomal sorting complexes required for transpdkiIX= ALG-2-interactingprotein X
Adapté dé°.

Une autre interactiowvalidée au cours de ce travail est celle impliquant l'ubiquitine ligase
LNX2. Il a été démontré que l'ubiquitination de Tax contréle son implication dans I'activation
de la voie NFkB. Nous montrons dans cette étude que Tax n'est pas uldgquiém LNX2

(Figure 38). Toutefois,LNX2 est connue pour réguler positivement la voie de signalisation
dépendante du récepteur Notchl. Deux études précédentes ont montré que la voie Notch
activée dans des cellules infectées par HIL®t que des inhibiteurs de la gadlotch pourrait

réduire la tumorigenese des cellules A¥let inhiber I'expression viral¥. L'interaction entre

LNX2 et Tax1, en plus dd'inhibition de la voie Notchl par Tak sont, a notre connaissance,

les premieres évidences mécanistiques permettant de mieux exm@igeeturbation de la voie

Notch par le virus HTLVL. LNX2 fait également partie des facteurs conditionnant
I'expression du virus HI\**% Nous spéculons donc sur un réle plus général de LNX2 dans le
contrble des infections rétrovirales. Dans ce contexte, la détermination précise des domaines

PDZ impligués (PDZ1 dans tmas de Tax, Figures 34 et 35 pourraitpermettre des criblages
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des inhbiteurs d'interaction spécifiques aux différentes protéinedeg interagissant avec
LNX2.

Dans le but d'apporter une preuve de principe que des interactions enfrefllas protéines a
domaines PDZ peuvent étre ciblées par de petites moléculesavansstestéa moléculeFJ9

qgui avai-t ®t ® d®j d®crite pour i nhi ber |
(dishevelled segment polarity protein 3) importante dans la voie WNT (Wingleded
integration site) canonique et son ligand FRZfiziffed class receptor 7f°. Nous avons
montré quecette moléculest égalment capable d'inhiber l'interaction entre Tax1 et SDCBP,
d'affecter la transformation de cellules Ragpar Taxl et d'inhiber la transmission virale d'une
cellule infectée (MT2) vers une cellule non infectée (Jutd&-Luc). Méme si ces résultats
sontencourageants dans la perspective de corréler l'inhibition des ces interactions Tax/PDZ
avec la biologie du virus HTLAL, ils suggérent la difficulté d'idengfi des inhibiteurs
spécifiques d'interaction PBM/PDZ. Nous suggérons de continuer ce travai pablage de
banques de petites molécutdsmiques en nous servant des résidus en amont du PBM de Tax

1 pour nous orienter vers des molécules spécifiques aux interactioisPIaX.

En résume notre travail a permis de porter l'interactome de-Tale 194 a 36 partenaires

avec l'ajout de 42ouveaux partenaires contenant un domaine PDZ. Nous avons caracteérisé
plus en détail les interactions FaXSDCBP et Taxl/LNX2, montrant le réle potentiel de
SDCBP dans l'infectivité du virus HTLY et celui dd_NX2 dans & modulation des voies NF

kB et Notch par Taxd. Enfin, nous proposons l'inhibition des interactions-I&DZ comme

cible potentielle dans la recherche des thérapies ciblées contre les malddiéss i par
HTLV-1.

105



CHAPITRE V :

CONCLUSIONS







CHAPITRE V : CONCLUSIONS

Actuell ement, l es traitements di-%gsoothnitdsl es co
Decefait,ilest pl us qudi d e idésnplvélesmilllds thérapeutiques pouvant
améliorer, voire révolutionner ces traitements. Pour ce faire, une compréhension plus
approfondie du virus et de ses mécanismes de pathogenese est nécessaire. Ainsi,ddsntifi

éléments clés ayant une grande influence sur la biologie du virus 4TLV

L6oncopr dd®vrus BITLFIaest responsable de la transactivation virale, ainsi que

du déclenchement des mécanismes de transformation cellulaires. Par conséesietat,itila

fait 1égitime de se concentrer sur les stratégies ingénieuses que cette protéine utilise, afin
déinduire | a tr an sifimeragitaavec one paooplie [daigrotings ele la T a x

cellule héte, notamment via ses nombreux domaines fometis.

Danscetravaginous nous s ommes niotifdp@teiguessd® Tag, qui $ed6 un d e
trouve en extrémité C terminale et qui cible des protéines contenant un domaine PDZ. Ce
motif a étérapportépour son importance dans la transformation calhélinduite par Taxl.

Les protéines a domaines PDZ représentent des cibles privilégiées de plusieurs autres
oncoprotéines virales telles que @6virus HPV18et EAORFId e | 6 a dd®type 9 i r u s

Nous avons démontré dans cette étude queusumoinsl50 protéines a domaines Pd

protome humainTaxl ne ci bl ai't gudune ©partie de <ces
permis de construire une carte interactomique dont laquelleombre de protéines a
domaines PDZ partenaires de Thse limite a 5@rotéines. Cependant, nous n‘avons pas mis

en évidence une séguence consergauss le domaine PDZesponsable de l'interaction avec

Tax-1. Par ailleurs, aus avons pu valider biologiqguemdet interactions entre Tak et

SDCBP ou LNX2. D'autres interatons Tax1/PDZ pourraient faire l|'objet @études

complémentared ans | e cadre de | 61l.nfection par | e v

A travers cette étude, nous avons mis a disposition de la communauté scientifique un
catalogue intedactionssélectivesde Taxl avec des protéineslés cans| 6 or gani s at i
cellul aire. De pl us, nous avons d®montr ® | a

la transformation et/ou la transmission de cellule a cellule du virus HIILV
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CHAPITRE VI : MATERIEL ET METHODES

1 Culture cellulaire

Les | ign®es <cellulaires HEK et HelLa ont ®t ®
Modi fied Eagles Medium) contenant 10% de FBS
des antibiotiques (Pénicilline 100U/ml, Streptomycine 100 pg/ml). Les lignées
lymphocytaires (JURKAT, JURKAILTR, JPX9, CEM, CTV1, MOLT16, HUT78) ont été
maintenues en culture dans le milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium)
contenant 10% de FBS, 10% de glutamine et des antibiotiques (Pénicilline 100U/ml,
Streptomycine 100 (ml). Les lignées lymphocytaires infectées par HTL(MT2, MT4,

HUT102, C8145, C91PL) ont été cultivées dans les mémes conditions que les lignées
lymphocytaires non infectées par HTilY en plus des conditions de confinement

(biosécurité) de niveau L3. Ttes les cellules ont été incubées a 37°C avec 5 % de CO2.
2 Transfections transitoires

La transfection avec PEI a été réalisée sur des cellules HEK cultivées dans du DMEM a 80%
de confluence. Le milieu a été changé avant la transfection et les celluéé cecueillies 24
heures aprés la transfection. Les cellules HeLa ont été transfectées par I'ADN en utilisant le
réactif lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les instructions du fabricant et collectées 24
heures aprés la transfectiobes cellules trasfectées avec des siRNA sont cultivées dans le
milieu de culture DMEM a 460% de confluence. La transfection de siRNA a été realisée
avec du phosphate de calcium en utilisant le kit de transfection ProFection® Mammalian
Transfection System (Promega) seles instructions du fabricant. Le milieu de culture a été

changé 24 heures plus tard et les cellules ont été recueillies 48 h aprés transfection.

3 Interférence par ARN

Les ARNSs interférents double brins ont été congus puis commandés aupres de la firme

Eurogentec (Liege, Belgique). Les séquences sont listéessbus
SDCBP senseGCAAGACCUUCCAGUAUAA

SDCBP antisense UUAUACUGGAAGGUCUUGC
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LNX2 sense CAGCCACUUAGUUUACCAGAA
LNX2 antisense UUCUGGUAAACUAAGUGGCUG

ARN interférent contrdle Contrdle négdtsiRNA duplex (Eurogentec).
4 Immunoblots

Les cellules collectées a partir des différentes expériences sont lysées (Buffer+inhibiteurs de
protéases). Les lysats sont centrifugés pour éliminer les débris cellulaires. Aprés dénaturation
des protéines du lgs 5 min a 100°C en présence de bleu de charge (Laemmli buffer), on
proc de © | 6®l ect fPAGHEO rl 0% ssuurvigeldedd 63 Dn3nu n
suivants ont été utilisésantiFlag, antiHis, antiTax-1, antiSDCBP, antiLNX2, anti

ubiquitin.
5 Immunofluorescence et microscopie confocale

Pour les expériences dimmunofluorescence, les cellules HelLa ont été ensemencées sur des
lamelles coverslips dans des plaques a 24 puits, pendant 48 heures. Elles ont été lavées dans
du PBS (37°) trois fois dixées avec PB®araformaldéhyde 4% pendant 15 min. Puis, lavées
deux fois avec du PBS. Les cellules ont été perméabilisées dans €riRBSK-100 a 0,5%

pendant 20 min et bloquées dans la solution de blocageFBBS20% pendant 30 min.
Ensuite, lavéedeux fois avec du PBS. Les cellules ont été incubées avec I'anticorps primaire
correspondant dilué dans le RPB8ton X-100 a 0,5% pendant 2 heures, lavées 3 fois avec du
PBS, incubées 1 heure avec les anticorps secondaires conjugués Alexa correspondants
(Invitrogen) dilués 1/1000 dans PBSiton. Les cellules on été lavées 3 fois avec du PBS et
montées sur des lamelles en verre avec ProLonf Gold Antifade contenant DAPI (life
technologies). Les lames ont été examinées par microscopie confocale avec L®i&®2C

ou microscope confocal Nikon A1R avec un objectif de 60X. Les images ont été prises avec
une résolution de 1024x1024 pixels. Puis, traitées et assemblées avec le logiciel LEICA LAS
AF Lite 5 ou A1R Software.

108



6 La méthodeGPCA

La technique de GPCAGaussia Protein Complementary Agsagt utiliséegénéralement
pour la validatiordGnteractiors et de complexeprotéique. Grace a sa simplicité de mise en
Tuvre et s aavec tamgbatisafiob, icétte tednigpeut étre utilisée dans des

étudesa grande échell&?

Pour l e test dodedxer aecttenss bddakpegssi on
peuvent générer des protéines de fusion contenant les deux protéines a tester. Ces deux
prot®i nes doint®r °t sont mar qu®es chacune ¢
Gaussia GL1 ou GL2. Larecorisi t uti on de |l a Lucif ®rase et
fluorescence i ndi que PRoarlagibré@eredelaeéthadé, umaatrei nt er
vecteur exprimant la protéine fluorescente Renilla est simultanément utilisé. Ce qui permet

d 6 o bt eatioide fluerescence normalisé (NLR).

Afin de valider les interactions d€ax-1 avec les domaines PDZ séparéss aellules
HEK293 ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits. Apres 24 heures (a une
confluence de 80%), les cellules sont transfées avec des plasmides GL1 et/ou GL2
exprimant lespeptidesde fusion a tester. L'activitiiciférase a été mesuréer les lysats
transférés dans des plaques 96 peitsutilisant la machine automatisée DLR. Les résultats
sont normalisés par rapport a Valeur de la luciférase contrdle Renilla. Le rapport de
luciférase normalisé a été calculé comme suit: NLR = valeur lucifélasmstransfection

(GL1 + GL2) / (valeur luciférase GL4eul+ valeur luciférase GL2eul) Une interaction est
considéréeposi ti ve ou valid®e dcellulare etdes MdsuRe® de3 , 5 .

fluorescencent étéréalisée®n triple pour chaque condition.
7 Mesur e delLudiféaseti vit ®

Les cellules sont collectées et lysées avgrabsive lysis buffgfPromega). Par la lecture de

la luciférase, 100 pul des lysats ont été utilisés, auxquels les substrats Firefly et Renilla stop &
glo (Promega) ont été rajoutés. Les essais de lyse cellulaire et de luciférase ont été effectués
en triple. Les mesures de luciférase étét effectuées dans des plaques a 96 puits en utilisant
une machine automatisée DLR. Les valeurs de luciférase de luciole ont été normalisées aux

valeurs de Ruc et le rapport calculé représente l'activité luciférase.
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8 Ni-NTA pulldown

Les cellules 293T on¢té ensemencées dans des boites de 10 cm et transfectées (Polyfect,
Qiagen) avec un plasmide pSG5Mx-1-His (2 pg), ainsi que des doses croissantes d'un
plasmide Flag-NX2 (2-6 pg). Quarantéuit heures plus tard, les cellules ont été récoltées et
lysées dans des conditions hautement dénaturantes et réductrices dans le tampon A
(GuanidiumHCI 6M, NaH2P04 0,1 M, imidazole 10 mM, pH 8) et incubées avec des billes
Ni2 + -NTA (acide 15 nitrilotriacétique), pendant 2 h a température ambiaetebilles ont

été lavees trois fois dans le tampon A, deux fois dans le tampon B (tampon A dilué 1: 4 dans
le tampon C) et deux fois dans le tampon C (R@ 25 mM pH 6,8, imidazole 10 mM). Les
protéines liées ont été éluées dans du tampon de Laemmli et révéléesmanoblots. Pour

les lysats de cellules entieres (input), on a lysé les cellulesHOliS0 mM pH 7,4, NaCl

150 mM, NP40 a 1%, NBOC 0,25%) en présence d'inhibiteurs de protéase (Complete,
Roche Di agnostics) avant | 6 ®Iri camtrifugatian.o n de
L'immunoblot a été réalisé sur un gel Criterion XT 10%-Bis (Biorad). Les anticorps

suivants ont été utilisés: atlistidine6, antiubiquitin, antiFlag.
9 Clonage

Le clonage des protéines a été réalisé en utilisant la technologie de recombinaison Gateway.
Ce systeme est un procédé de clonage universel qui tire partie des propriétés de
recombinaison spécifiques au site du bactériophage lambda pour fournir un mugleneta

hautement efficace de déplacer des séquences d’ADN entre plusieurs systemes vectoriels.

Afin de cloner |l es mutants de LNX2 ou doautr
les amorces qui délimitent les différentes séquences. Puis, nouseffeatise une PCR pour
amplifier le mutant d'intérét avec les amorces spécifiques flanquées par des séquences de

recombinaison attB.

Les produits de PCR des fragments ou prot ®i-r
donneur en réaction BP, enligant la clonase BP Gateway (InvitrogerQette réaction est

effectuée en ajoutant 100 ng du produit de PCR a 150 ng du vecteur donneur avec 1 pl du
meélange d'enzymes BP clonase Il pour un volume total de 10 ul dans un eppendorf de 1,5 ml

a 25°C, penddrune heure. Pour terminer la réaction, 1 ul de solution de proteinase K a été
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ajout® au m®l ange et incub®e pendant 10 mint
transform®s en 40c¢l de cellules Dbacta®s i enne
1ml de milieu LB et incubés a 37 ° C pendant 1 heure sous agitation. 100 pl de chaque
transformation ont été ensemencées sur des boites d'agar LB complétées par un antibiotique
d'ampicilline (1 ug / ml) et incubées a 37 ° C pendant une nuit. Les eslpositives ont été
sélectionnées et transférées dans 5 ml de milieu LB + ampicilline liquide pour l'extraction
d'ADN en utilisant le kit NucleoSpin Plasmid (Marchei¢ggel) selon les instructions du

fabricant. L'ADN extrait a été vérifié par PCR, éleptnorese et séquencage en utilisant des

amorces spécifiques dans les vecteurs donneurs.

Aprés avoir cloné puis amplifiés les génes d'intérét dans les vecteurs donneur pDNR223, nous
les avons transférés dans différents vecteurs d'exprgssiomes levurs (pAD et pDB), pour

les bactéries (GST, His, NINTA) et pour les cellules humaines (GFP, Flag, pNIGLuc et
pN2GLuc).

Afin de cloner les genes dans des vecteurs d'expression, la réaction LR a été réalisée en
utilisant la clonase LR Gateway (Invitrogen).tt€eréaction a été réalisée en ajoutant 150 ng

du plasmide d'entrée (contenant le géne d'intérét flanqué de sites attL) et 150 ng d'un vecteur
de destination (contenant des sites attR) avec 1 pul du mélange d'enzymes LR clonase Il pour
un volume total de 1L dans un eppendorf de 1,5 ml a 25 ° C pendant une heure. Ensuite,
nous avons suivi les mémes étapes mentionnéasssus pour la réaction de la clonase BP,
mais l'antibiotique spectinomycine est utilisé a la place de I'antibiotique ampicilline dans la
culture bactérienne. Les plasmides clonés ont été vérifiés par PCR, électrophorése sur gel

ddbagarose et s®quen-age.

10Double hybride en levure de Taxl avec les domaines

PDZ séparés

Le double hybride en levure est une méthode de criblage d'interactions bien établie permettant

la détection d'interactions binaireSette méthode a comme principe la reconstitution du

facteur de transcription Gal4. Une premiére protéine est couplée aingode fixation de

Gal 4 et une deuxi me prot ®i ne est fusionn
reconstitution du facteur Gal4 par interaction des deux protéines de fusion indique la présence

doune interaction suiten | 6expression doéun
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Les clones d'entrée PDZ ont été utilisés dans une réaction Gateway® LR pour transférer
I'ADN codant le domaine PDZ dans le vecteur d'expression en levure AD pACT2. Tous les
domaines PDZ ont été transformés dans la souche haploide de levure Y187 (M&E2,u

his3-200, adezl01, leu23 , 112, -galg4ap,80met MEL1, URA3
GALL1TATA-l ac Z) . De fa-on simil ai r-laétélclené dansdeg me n't
vecteur d'expression en levures DB pGBT9, puis transformé dans la souche de levure
haploide AH109 (MATa, trpB01, leu23, 112, Ura®2, his32 0 0 , gal 4 o, gal 80
GALL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UASGAL2TATA-ADE2, URA3 : MEL1UAS
MEL1TATA-lacZ, MEL1). Les interactions entre chaque PDZ et-Teaont été testées par
conjugaison des deux sdwes de levure. En résumé, une culture nocturne des deux types de
levures (du type d'accouplement opposé) a été réalisée. Ceci dans un milieu sélectif favorisant
les levures diploides (extrait de levure liquleleptoneDextrose YPADI W Tryptophand L

Leucire) supplémenté avec 10% de PEG pendant 4 h & 30 ° C Sous agitation douce. Apres un
lavage avec de l'eau, on a placé les levures sur un milieu sélectif solide Tryptophane
Histidine-Leucine (WHL) pour un dosage phénotypique. Les levures diploides quiégmeif

sur le milieu-WHL indiquent une interaction entre les deux protéines de fid&ion
11GST-pulldown

Pour détecter les partenaires de -Iapar pulldown, nous avons exprimé les protéines a
domaines PDZ {ull length» en cellules HEK293. Ces cellules ont été ensuite lysées et
incubées avec des billes contenant la protéine-GSd1 ou GSFTax-2 comme comble

négatif.Les protéines Tat etTax2 s b6attachent aux billes de Se
puis elles sont mises en contact avec-1le | ys:s
Flag. La révélation du flag par immunoblot, nous indique mbteraction entre Tat et la

protéine a domaine PDZ.

12gRT-PCR

L'ARN total a été extrait en utilisant le kit de purification GeneJET RNA (Thermo scientific)

et trait® par | a DNasel (Thermo Scientific)
transcrit @ec des amorces aléatoires en utilisant le Kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis (Thermo scientifique). Le gPCR a été réalisé en utilisant la détection SYBER Green

de Roche dans | 6appareil Lightcycl er isde80 ( RO
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par normalisation relative au géene constitutif GAPDH. Les taux d'expression relatifs ont été

calcul ®s pour chaque g ne en utilisant | a m®
13 Immunoprécipitation Tax-1/SDCBP

L6i nt er ac-1avecrSDGBE a ftéargvalidée par immuncipitation. En effet, des
cellules HEK 293T ont été transfectées avec Swgtenin, Taxl et Tax2. 48 heures apres
l a transfection, |l es cellules ont ®t® | ys®es

en utilisant des anticorps spécifiquadiTax-1 et antiFlag.
14 Localisation cellulaire de Tax1 et SDCBP

Les cellules HelLa ont été transfectées avec des constructions exprimantlleeTalRNA

contrble ou siRNA SDCBP. Vingjuatre heures aprés la transfection, les cellules ont été
fixées, perméabilisées et marquéess avec des anticorps primai€axahté des anticorps
secondaires conjugués a Alexa 488. Les cellules ont ensuite été analysées au microscope
confocal. En utilisant le logiciel Nikon A1R, nous avons quantifié les intensités de ROI
(régions d'intérét) qui nous ont permis de déterminer le ragytoplasme / nucléus de la
localisation des protéines. Les données statistiqguement significatives sont indiquées avec un
astérisque (P <0,05), deux (P <0,01) ou trois (P <0,001).

15 Effet mutuel de la surexpression de Tad et de SDCBP

Des cellules HeLant été transfectées avec des constructions exprimant Edou Flag
SDCBP. Vingtquatre heures apres la transfection, les cellules ont été fixées, perméabilisées
et marquées avec des anticorps-aati-1 ou antiFlag et des anticorps secondaires confisgu
Alexa 488 ou Alexa 633. Les cellules ont ensuite été analysées au microscope confocal

comme décrit pour la section précédente.

16Test doéinhibition par FJ9 de
par Tax-1

Afin de tester | o6effet dksikdditd paslevirusHaLMt r an s f

nous avons transduit de maniere stable des cellule$ @iaroblastes de rat) avec un vecteur
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lentiviral pTax1-1B. Un pool de cellules résistantes (5 x°J1@ été ensemencé dans du
DMEM/ 10 % FCS contenad8t wdesupagpos®e”™ "une cC
dans une plaque 24 puits avec 100 uM de FJ9 ou de DMSO. Aprés trois semaines de culture,

les colonies qui forment habituellement defeai » ont été examinées au microscope optique

et des photosontétéré®die s pour quantifier | 6effet de FJ

Tax1 a ®t ® r®alis® © | 6aide du |l ogiciel | mage

17Test doéi nhibition par FJ9 de

cellule de Tax1

Nous avons caultivé des cellules produisant le virus (MT2)ea des cellules contenant le
géne codant pour la luciférase sous le contréle du promoteur viral LTR. Les cellules-sont co
cultivéesvingguatre heures en pr®sence ou pas de 1

de la luciférase a été réalisée commeritigréecédemment/Oir section §.

18Test dOubiquilti nation de Tax

Pour v®rifier | 6implication de L-llX&isaamns | e
procédé a des emansfections de HisTagax-1 avec Flago NX2 mai s aussi | 6u
SRNApur r®primer | 6expression de LNXadec De ce¢
des billes de Ni 2+ et r®v®l er son ®tat doéubi

l e taux doéubi-Guidtainsatliesn ddd f Pax nt sssianals de n
LNX2.

19T e st déi nhi biti on-1dwcdIDEBPNnt er
par FJ9

Le BiFC ou lacomplémentation de fluorescence bimolécelast uneméthode de détection

doéi nt epraequesEderest basésur la reconstitution de dedragments @ u pretéine
fluorescente qui sorftisionnéschacuna une des deux protéines a tester. Techniquement, les
deuxfragmentsi e | a pr ot ® ne fluorescente sont C omp

de la protéine reconstituée rdiades cellules vivantes. L'inéetion de protéinestestées
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rapprocheles fragmentsrapporteursqui émettent le signal de fluorescence suite a la

reconstitutiorde laformenativede la protéine fluorescente.

Le signal fluorescerdescellules peut étre détectét catégorisé l'aide @& la cytométrie en
flux, qui nous permetde quantifier le taux de reconstitution de la protéine rapporteuse.
Léinteraction des deux prot®i nes test®es est

au seui l d®t ermin® paes | deatni esati mpl dgserrto
prot®i ne rapporteuse seul.e ou | dune des deux
Afin dobéesti mer |l a capacit® de | a petliett e mol

SDCBP, nous avons utilisé la protéine fluorescente MIeB. cellules HEK 293T ont été
transfectées avec le fragmedtterminal dela protéine YFPfusionné aSDCBP et avecle
fragment Nterminal deYFP fusionné a Taxl.. Vingt-quatre heures aprés la transfection, les
cellules ont été traitées avec 100 de FJ9 o de DMSO et cultivées pendant une période
supplémentaire de 24 heures. Les cellules ont été analysées par cytométrie de flux. Les

r®sul tats r epr ®s e aypede troislexpériemoey iadéperdanees | 6 ®c ar t

20Purification des exosomes

Les exosome® n t ®t ® isol ®s ~ partir d e100sml den a g e an
surnageants ont été soumis a une centrifugation a faible vitesse de 2000 g pendant 20 minutes

a température ambiante pour éliminer les cellules flottantes. Ensuite, le surnagsant san
cellules a ®t ® centrifug® ©~ 12 000 g pendan:
débris cellulaires supplémentaires. Le milieu recueilli a ensuite été ultracentrifugé pendant 2 h

a 100 000 g. Le culot contenant les exosomes a été lavéisrevée du PBS, centrifugé de

nouveau pendant 2 h a 100 000 g et finalement suspendu dans du tampon de {i&l 80is

mM, SDS a 1%, pH 7,5, supplémenté avec des inhibiteurs de protéase et de phosphatase). Le
lysat a été stocké a 4°C jusqu'a utilisaBmnwestern blot. Toutes les étapes de centrifugation

ont été realisees a 4 ° C.
21 Analyse statistique

Les valeurs des graphes sont présentées sous la forme de moyenne * écart type, calculée sur

au moins trois expériences indépendantes. La signification a été déterminée a l'aide d'un test t
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de Student a deux variables (comparaison des moyennes). Lesdseudkeur P (p value)

sont représentés comme suit; *= p <0,05; **= p <@0**= p <0,001.

22 Docking

Le dockingest une méthodén silico q u i per met ddoanal yser |l es
molécules par simulation 30Cette prédictiorde liaisors moléculares, est possible grace a

des algorithmes puissants qui exécutent des calcules de probabilité tres précis. Ces calcules
sont appliqués plusieurs fois pour chaque couple de deux endroits choisis sur les deux

molécules. Les résultats sont présentés sounsefde probabilité de liaison pour chaque point

doéinteraction. En plus, des d®tails concerna

Pour tester | 4i natveercaclte odomaei nleaxPDZ1 de LNX
déterminé la séquence peptidiqueimébnt le domaine. Puis, nous avons construit sa
structure 3D gr©ce ° | o6utilisation de | 6out |
structure 3D matrice doéoun peptide ayant une
domaine PDZCette structurematrice a été trouvé sur la base de données HHDHB (ID:

2DM8) gr ©ce © | b6utilisation de | 6outil Bl ast

Apr s | 6obtention de | a structure 3D du doma
Tax-1 a tester. En effet, nous avons sélectionnéBlsl le Tax1 qui est composé de cing

r®si dus dobéacides amin®s d®structur ®s (RETEV)
de prédiction adapté aux petits peptides PEPLOOK.

Afin déatteindre une efficaci t ®realisg Aingnanee, un
interaction déja résolue par cristallisation et connue dans la base de données PDB a été
utilis®e. De faide | i pret®cnieoLGa BDEcC | e
E6 du virus HP\18 a été exploité€¢PDB ID: 20QS) Ceci, en séparant les deux éléments et

en les soumettant aux analyses de prédiction. Une opération qui nous a permis de régler les

parameétres de calcules pquédireexactement la méme position résolu expérimentalement.

Les analyses ddockingont étee f f ect u®es en utilisant l e sys
logiciel Autodock a été utilisé comme interface pour réaliser les calcules de doeking
entrantparallélement eslignes de commandesur le terminal prévu a cet effet dans Linux

La visualisatdn et la présentation des résulmséte réalisées™ | 6ai de du | ogi ci «
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23 Analyse des enrichissemeside GO

Afin de réaliser les analyses de Gene Ontol8g§), nous avons prépatéslistesde géenes

codant legrotéines partenaires de Faxen vérifiant le nom de chaque protéine dans la base
dedonnéesNCBI Par | a suite, nous avons utilis® | &
®vi dence des fonctions pertinentes ot@ex seir
doéint®r°t. Ceci en r®alisant des analyses st
de chaque fonction. Par ailleurs, la calibration de la méthode a été réalisée grace a

| 6application de | 6anal yse sadomainesuPPZ, bhfiaes g 1

do®viter |l es biais | i®s aux fonctions natur e

24 Représentation graphiquedes cartes interactomiques et
création deréseaux protéigues complexes

La représentation graphigue deartesinteractomiqueset la création de réseaux protéiques
complexesont été réaliségavec le logiciel Cytasape. Ce logiciel permet de transformer les

donnéesl 6 i nt er act ierdonnses geomeétogues @herses.

Pour représenter graphiquement les différentes cartes interqosninous avonsonstruit

des | istes doéi nt elragec chagoenpsotéitei arda@amaines BDZ gpatendira. x
Puis, nous avons introduit chaque liste séparément dans le logiciel Cytoscape. Enfin, nous
avons appliqué le code couleur nécessaire didtinction des caractéristiques de chaque

partenaire de Tag.

La création de réseaux protéiques complep@snet de remettre les interactions TaRDZ
dans leur contexte physiologique. En effet, nous avons introduit a cet effet les listes
doi nbesadctsisues des <cartes | nptoEinea pattemanesgese s , r

protéinesa domaines PDZ connues dans la littérature.

Ces différentes représentatigpermettent de mieux visualiser les partenaires qui y figurent et

déanal yser | eurs affinit®s.
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