¢ LIEGE université
Sciences

Carte interactomique entre I'oncoproteéine
Tax du virus HTLV-1 et les protéines a

domaines PDZ

Thése presentée par Karim BLIBEK

en vue de l’obtention du grade de

Docteur en Sciences

Supervisé par
Pr. Jean-Claude Twizere
et Pr. Jacques Piette

Laboratoire de
signalisation et
d’interactions protéiques

Unité de biologie
moléculaire des maladies

Centre de recherches
GIGA




Photo de couverture : Paysages et vues panoramiques du Djurdjura. (Euvres collectives des amoureux, amis

et enfants du Djurdjura. Album vues du Djurdjura. http://amis-du-djurdjura.over-blog.com



RESUME

Le virus HTLV-1 (Human T-cell Leukemia Virus) est I’agent étiologique de la leucémie humaine des
lymphocytes T de I’adulte (ATL) et de la paraparésie spastique tropicale (TSP). Plus de 20 millions de
personnes dans le monde sont infectées par le virus HTLV-1, mais seulement environ 2 a 4 %
développent les pathologies associées. A I’heure actuelle, beaucoup d’efforts sont investis dans la
recherche de traitements susceptibles d’améliorer I’espérance de vie des patients infectés par le virus
HTLV-1, mais la latence du génome viral (jusqu’a 40 ans) rend le dépistage précoce et le traitement
des patients encore plus difficile. Afin de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques, il est nécessaire

de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de I'h6te déstabilisés par le virus HTLV-1.

Le génome du virus HTLV-1 code, entre autres, pour la protéine Tax-1 qui confere au virus son
pouvoir transformant. La protéine Tax-1 est définie comme le transactivateur de 1’expression du
génome du virus HTLV-1 (TransActivator of pX region). Elle est aussi impliquée dans la
déstabilisation de plusieurs mécanismes moléculaires conduisant a la transformation des cellules hétes.
Grace aux nombreux domaines fonctionnels Tax établit des interactions avec un large panel de
protéines cellulaires. En particulier, I’oncoprotéine Tax-1 est caractérisée par la présence a son
extrémité carboxy-terminale d’un motif de quatre acides aminés reconnu par les domaines protéiques
PDZ (PSD95-DLG1-ZO1). 1l a été démontré que 1’élimination du motif C terminal de la protéine Tax-
1, conduisait a la diminution de son pouvoir oncogéne in vitro. Les protéines contenant des domaines
PDZ interviennent dans la formation des jonctions cellulaires, des synapses et dans I'assemblage de
récepteurs cellulaires. Certaines d’entre elles sont capables de relayer des signaux extracellulaires et de
participer au controle de la prolifération cellulaire. Le génome humain code pour au moins 150
protéines a domaines PDZ, mais la spécificité de I’oncoprotéine Tax-1 a cibler ces protéines reste

inconnue.

Dans cette étude nous avons utilisé plusieurs méthodes d'interactions protéine - protéines pour générer
une carte, la plus compléte possible, de I’interactome de Tax-1 avec les protéines a domaines PDZ.
Nous avons ensuite validé notre approche en nous focalisant sur le r6le de deux protéines PDZ
(SDCBP et LNX2) dans la biologie du virus HTLV-1. Notre étude permet de proposer l'interaction
entre Tax-1 et certaines protéines a domaine PDZ comme cible potentielle pour inhiber la

transformation cellulaire due a Tax-1 et la transmission cellule-a-cellule du virus HTLV-1.

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






ABSTRACT

HTLV-1 (Human T-cell Leukemia Virus) is the etiologic agent of human adult T-cell leukemia (ATL)
and tropical spastic paraparesis (TSP). More than 20 million people worldwide are infected with the
HTLV-1 virus, but only about 5 % develop the associated pathologies. At present, efforts are invested
in the search for treatments that may improve the survival expectancy of patients infected by the
HTLV-1 virus. The diagnosis of HTLV-1 infection is hampered by the viral genome latency (up to 40
years) and treatment options are limited. To propose novel therapeutic opportunities, it thus is

necessary to better understand the host molecular mechanisms perturbed by the HTLV-1 infection.

The HTLV-1 genome encodes for the Tax-1 protein, which confers the transforming ability of the
virus. The Tax-1 protein is known as the transactivator factor of the HTLV-1 virus genome expression
(TransActivator of pX region). It is also involved in the destabilization of several molecular
mechanisms within the host, leading to cellular transformation. Tax-1 protein displays several
functional domains and interacts with a wide range of cellular proteins. In particular, the Tax-1 protein
sequence contains, at its carboxy-terminal end, a motif of four amino acids able to interact with PDZ
domain (PSD95-DLG1-Z01) containing proteins. It has been demonstrated that deletion of the PDZ
binding motif (PBM) of the Tax-1 protein leads to a decrease of its oncogenic capacity in vitro.
Cellular proteins containing PDZ domains are involved in the formation of cellular junctions, synapses
and in cellular receptors assembly. Some of PDZ proteins are capable of relaying extracellular signals
and participate in the control of proliferation. The human genome codes for at least 150 proteins with
PDZ domains. However, the specificity of the oncoprotein Tax-1 to target these proteins remains

unknown.

In this study, we have mapped The Tax-1 - PDZ interactome using a combination of several methods.
We reveal that Tax-1 selectively target a number of PDZ domains-containing proteins potentially
involved in HTLV-1 pathogenesis. We validated our approach by focusing on the role of SDCBP and
LNX2 proteins in HTLV-1 biology. Our work also demonstrated that the Tax-1-PDZ interactome

might represent an attractive therapeutic target for HTLV-1-induced diseases.
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CHAPITRE I: INTRODUCTION
1 Levirus HTLV

1.1 Histoire de la découverte

La découverte des rétrovirus oncogenes dans le régne animal a été suivie par des recherches
de rétrovirus humains dans les cellules cancéreuses. En 1980, le premier rétrovirus humain a
été détecté dans des lignées de lymphocytes T établies a partir de patient atteint d’une maladie
du sang et de la peau appelée mycosis fongoide. Ce rétrovirus a été nommé virus de la
leucémie humaine & lymphocytes T de I’adulte HTLV-1 (Humain T-cell leukemia virus) 2.
Avant cette découverte, la maladie de Leucémie a lymphocytes T de I’adulte (Adult T-Cell
Leukemia « ATL ») avait été décrite au Japon. L’ATL est caractérisée par plusieurs
symptomes cliniques, tels que des 1ésions dermiques, I’hypercalcémie, la présence de cellules
leucémiques avec des noyaux multilobés et une évolution clinique agressive **. Les patients
atteints d’ATL se recensaient dans des zones limitées, dont les iles de Kyushu et Okinawa, ce
qui suggérait qu’un pathogéne était I’agent responsable de la maladie. En 1981, Il a été
rapporté que les patients atteints d’ATL avaient des anticorps qui ciblaient des lignées d’ATL
® laissant penser que ’ATL est causée par un virus inconnu. Par la suite, on a évidemment
remarqué que la séquence du provirus dans les cellules d’ATL et celle d’HTLV étaient
globalement identiques. De plus, les symptomes cliniques de ’ATL ressemblent a ceux du

mycosis fongoide.

En 1984, HTLV-1 a été rapporté comme associé a la Paraparésie Spastique Tropicale dite
TSP (Tropical Spastic Paraparesis) °, et la méme maladie a été rapportée au Japon comme
Myelopathie associée au virus HTLV-1 dite HAM (HTLV-1-Associated Myelopathy) ’. Les
deux maladies ont été classées sous la méme appellation de TSP/HAM. Par ailleurs, d’autres
maladies inflammatoires ont été liées a ce virus, telles que les uvéites associées au HTLV-1,
les myosites, les alvéolites et les dermatites infectieuses 2.

HTLV-2 a été découvert dans des lignées cellulaires établies a partir de patients atteints de
leucémie tricholeucocyte variante *. De plus, une infection avec ce virus a été découverte
dans la population amérindienne native de I’Amérique du Nord, du Sud et Centrale ; mais
aussi chez des populations d’Afrique Centrale et de 1’Ouest, ainsi que chez les toxicomanes

aux Etats-Unis et en Europe . HTLV-2 a été décrit pour étre associé a une maladie



neurodégénérative ressemblant & la TSP/HAM . Cependant, aucune relation définitive n’a

été faite entre HTLV-2 et les maladies Lymphoprolifératives.

En plus d’HTLV-1 et -2, les virus HTLV-3 et -4 ont été isolés a partir d’un chasseur « San »
au Cameroun *°. 1l existe trés peu de cas de patients atteints de ces deux derniers virus, 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 virus T-lymphotropiques des
primates PTLVs (Primate T-Lymphotropic viruses) (Figure 1). Jusqu'a présent, dans ce

groupe, 4 génotypes de rétrovirus humains ont été identifiés et nommés HTLVs 3617,

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

Simian T-lymphotropic viruses (virus T-lymphotropiques simiens) *2.

Par ailleurs, plusieurs sous-types du virus HTLV-1 ont été identifiés. lls se différencient par
des substitutions de nucléotides dans les régions de Env et des longues répétitions terminales
LTR (long terminal repeats) *2*°. Les différents sous-types sont souvent associés a des régions
géographiques particulieres, excepté le sous-type A (appelé souche cosmopolite), qui se

retrouve dans différentes zones °.
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Figure 1. Arbre phylogénétique du virus HTLV-1 et des virus apparentés. Cette
représentation est basée sur la variation des séquences nucléotidiques de genes viraux (gag-
pol-env-tax). Les virus T lymphotropiques primates (PTLV) comprennent a la fois des
différents sous-types de virus T lymphotropiques humains (HTLV) et des virus T
lymphotropiques simiens (STLV) étroitement apparentés. (Adapté de *°.

1.3 Epidémiologie du virus HTLV-1

La prévalence d’HTLV-1 varie considérablement dans le monde et semble se concentrer
principalement sur les zones endémiques. |l s'agit notamment du Japon, de I'Afrique, des
Caraibes et de I'Amérique du Sud (Figure 2) ?*. Dans certaines régions endémiques, comme

Kyushu au Japon, la séroprévalence peut atteindre 8% des donneurs de sang %.
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Figure 2. Répartition géographique des principaux foyers de I'infection par HTLV-1.
Estimations du nombre de porteurs du virus HTLV-1. Adapté de *°.

Les taux de séroprévalence mondiale de l'infection par le HTLV-1 sont difficiles a estimer.
L'estimation la plus récente indique plus de 10 millions d'individus infectés dans des zones
endémiques. On pense cependant que ces chiffres sont sous-estimés dans certaines régions

trés peuplées comme la Chine, I'Inde et I'Afrique de I'Est *°.

En Europe, plusieurs études épidémiologiques ont été réalisées sur la prévalence du HTLV-1,
principalement chez les donneurs de sang et chez les femmes enceintes 2“°. En outre,
plusieurs grandes séries d'ATL et TSP/HAM ont été rapportées **. Les pays les plus étudiés
sont le Royaume-Uni, la France et I'Espagne (Figure 2). Sur la base de tous ces travaux, il est
maintenant clair que la plupart (au moins plus de 80%) des personnes infectées par le HTLV-
1 vivant actuellement en Europe proviennent directement d'une zone d'endémie élevée,
principalement des Antilles et d'Afrique, ou sont des enfants ou des descendants d'immigrants.
Ainsi, au Royaume-Uni, la plupart des transporteurs HTLV-1 proviennent des anciennes
Antilles britanniques, en particulier de la Jamaique et, dans une moindre mesure, de la
Barbade, de la Trinité-et-Tobago “**’. Plus rarement, ils proviennent de I'Afrique de I'Ouest
comme le Ghana ou la Sierra Leone. En ce qui concerne la France meétropolitaine, la plupart
des personnes proviennent des Antilles francaises comme la Martinique ou la Guadeloupe **

4348 |1s peuvent aussi provenir d'Afrique de I'Ouest ou d'Afrique centrale comme le Sénégal,
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le Mali, la Guinée, la Cote d'lvoire ou le Cameroun ***®°!, || est important de noter que dans
les donneurs de sang et, donc, trés probablement dans la population générale, une certaine
proportion de personnes infectées sont des femmes qui ont acquis le HTLV-1 par des contacts
sexuels avec un partenaire provenant d'une région endémique du HTLV-1. Cette situation
peut représenter environ 5-10% dans différents pays européens, dont la France ou le
Royaume-Uni *’. En Espagne, la situation est légérement différente, car pour des raisons
historiques, la plupart des personnes infectées par le HTLV-1 sont originaires d'’Amérique du
Sud 23, Cependant, la prévalence semble beaucoup plus faible qu'au Royaume-Uni ou en

France métropolitaine.

Le taux d'infection par le HTLV-1 dans la plupart des autres pays européens, dont la Belgique
est tres faible, comme le démontre une prévalence du HTLV-1 de moins de 0,4 / 10 000 chez
les nouveaux donneurs de sang et une grande rareté de diagnostics d’ATL ou de TSP / HAM
% La seule exception semble étre la Roumanie, qui semble étre la seule zone endémique du
HTLV-1 en Europe >**°. En effet, une prévalence 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 d'habitants) *°.
1.4 Maladies associées au virus HTLV-1

Aprés Dinfection par HTLV-1, la charge provirale reste relativement constante chez un
individu, mais différe d’une personne a l'autre. La plupart des individus restent
asymptomatiques pendant toute leur vie, alors gu'une petite fraction des porteurs développe
des maladies associées au HTLV-1. Le virus HTLV-1 provoque d’un coté une maladie
néoplasique grave qui est ’ATL (Adult T-cell leukemia) et de ’autre co6té, des maladies
inflammatoires comme la paraparésie spastique tropicale TSP/HAM, des uvéites, des
alvéolites et des dermatites infectieuses. De plus, l'infection par HTLV-1 conduit a la

56

suppression de l'immunité a médiation cellulaire *°. La charge provirale est un facteur

déterminant pour le développement de 1’une ou I’autre de ces manifestations pathologiques.
141 ATL : Leucémie des cellules T de ’adulte (Adult T-cell leukemia)

L’ATL est une leucémie agressive des cellules T périphériques non Hodgkinienne causée par

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

2

aprés une longue période de latence clinique Diverses manifestations cliniques

caractérisent I’ATL, telles que la lymphadénopathie, les Iésions cutanées, la prolifération de



lymphocytes anormaux, les atteintes du sang et de la moelle osseuse, I'nypercalcémie et les
Iésions osseuses lytiques. Bien que I'ATL soit, le plus souvent, une leucémie a lymphocytes T
CD4 + , des exemples occasionnels de lymphomes CD8 + ont été décrits *®. De par son
caractére de maladie hétérogéne, I’ATL a été divisée en quatre sous-types cliniques. Ces sous-
types sont basés sur I'analyse de 854 patients souffrant d’ATL dans les années 1980, c’est la
classification de Shimoyama: le type aigu, le type lymphome, le type latent et le type

chronique **.

En bref, les sous-types latent et chronique, également connus sous le nom d'ATL indolente, se
caractérisent par une éruption cutanée et une atteinte minimale. Les sous-types "aigu" et de
type "lymphome", également connus sous le nom de ATL agressive, sont caractérisés par une

hypercalcémie, ainsi qu’une une masse des ganglions lymphatiques et tumorale importante.

L’identification du sous-type de I’ATL influence grandement le schéma thérapeutique et le
pronostic des patients. Les patients avec une ATL agressive ont un mauvais pronostic avec
des taux de survie de 4 a 6 mois pour le sous-type aigu et de 9 a 10 mois pour le sous-type
lymphome. Les patients atteints d'ATL indolente ont un pronostic plus encourageant avec des
taux de survie de 17 a 24 mois pour le sous-type chronique et de 34 mois a plus de 5 ans pour

le sous-type 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 multiorganique, d'une hypercalcémie et / ou d'infections
opportunistes fréquentes dues & I'immunodéficience intrinséque des lymphocytes T >, De
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 HTLV-1, avec
des lymphocytes du sang périphérique anormaux ressemblants aux cellules de I’ATL, sont

classés a la limite de la maladie dans un état dit « pré-ATL »°*.

Il a été décrit dans la littérature qu'un grand nombre de ces maladies associées au HTLV-1
sont liées a une charge virale élevée et/ou a une surstimulation des cellules dendritiques, ce
qui entraine une production chronique de taux élevés d'interférons de type 1 et d'expression
des génes stimulés par l'interféron °#®. Bien que ces troubles cliniques soient associés &
I'infection par le HTLV-1, nous allons nous focaliser sur ’ATL, qui est la seule maladie

maligne causée clairement par le rétrovirus HTLV-1.



142  Diagnostic de ’ATL

L'infection par HTLV-1 est confirmée par des analyses sanguines qui détectent des anticorps

contre l'infection par HTLV-1, par ELISA ou western blot.

Des tests diagnostiques supplémentaires, tels que la PCR, permettent de confirmer la présence
de séquences provirales et quantifier la charge provirale. Les individus infectés par HTLV-1
et qui ne présentent pas de symptébmes connus sont considérés comme porteurs

asymptomatiques.

Il n'existe actuellement aucune méthode établie pour prédire ou surveiller le risque de
développement d’ATL chez les porteurs asymptomatiques de HTLV-1. Cependant, une étude
prospective menée dans le cadre de I'étude conjointe sur les facteurs prédisposants du
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 a haut risque pour le développement de I'ATL . Cette étude a également conclu
que le premier test de détection du virus HTLV-1 pendant 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. Cette étude confirme encore que I'ATL se produit presque
exclusivement chez des individus qui ont acquis HTLV-1 a la suite de I'allaitement, car il faut

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

Souvent, le diagnostic de I'ATL est réalisé par détection de cellules ATL dans le sang
périphérique %. Les patients avec une ATL agressive affichent typiquement plus de 5% de
cellules T anormales, appelées cellules ATL ou cellules «fleuries» (flower cells). Les cellules
fleuries ont des noyaux multilobulaires avec une chromatine homogene et condensée, des

petits nucléoles ou absents et un cytoplasme agranulaire basophile.

Le diagnostic ATL peut également étre réalisé a partir d'une biopsie. Cela est préconisé chez
les patients asymptomatiques qui développent des lésions apres une approche d'attente
vigilante (confirmation et caractérisation de la maladie sans médication). L'intégration
provirale du virus HTLV-1 doit étre évaluée a partir d'une biopsie du sang ou d’une Iésion.
L'intégration provirale monoclonale se retrouve dans tous les cas ATL °®®”. Les provirus
intégrés défectueux peuvent également étre un indicateur du sous-type clinique et du

pronostic . La mesure du niveau sérique de la LDH (lactate déshydrogénase) et I'analyse



immunophénotypique des cellules fleuries sont également effectuées dans les cas présumes
d'ATL ®°.

Dautres critéres de diagnostic clinique de I'ATL qui aident a classer le sous-type de la
maladie et les approches thérapeutiques directes incluent I'examen de la moelle osseuse,
I'imagerie radiologique et I'endoscopie pour détecter des atteintes gastro-intestinales, la
cytogénétique pour observer les anomalies caryotypiques et I'analyse des génes suppresseurs

de tumeur héte tels que p53 qui pourrait orienter vers un traitement AZT/IFN-a %®7°,

14.3 Traitement de ’ATL

Les stratégies de traitements de I'ATL dépendent grandement du sous-type clinique de I'ATL
et des symptdmes / criteres de diagnostics associés. Les options actuelles de traitement
incluent l'attente vigilante, la chimiothérapie, la thérapie antivirale, la greffe allogénique de

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

Les patients avec des formes indolentes d'ATL, présentant peu ou pas de symptémes, sont
souvent dirigés vers une approche d'attente vigilante "®””. Par ailleurs, ceux qui sont atteints
de I'ATL indolente avec des symptémes apparents sont plutot dirigés vers un traitement par
AZT | IFN-a. Récemment, une étude a permis d’analyser 90 patients atteints d'ATL indolente

8 Les

auxquels on a prescrit principalement une attente vigilante et/ou chimiothérapie
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 autres que 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 degrés variables de succes.

Une étude clinique de phase 11l de 2007 a suggéré que le traitement polychimiothérapique a
fortes doses de VCAP-AMP-VECP (Vincristine, Cyclophosphamide, Adriamycin et
Prednisone - Adriamycin, MCNU et Prednisone - Vindesine, Etoposide, Carboplatine et

Prednisone) était un traitement plus efficace que 1’administration d’une polychimiothérapie



CHOP (Cyclophosphamide, Hydroxyadriamycine, Oncovin et Prednisone) toutes les deux
semaines chez des patients nouvellement diagnostiqués avec des sous-types d’ATL agressifs
™ Le taux de réponse compléte était de 40% alors que le taux de survie globale & 3 ans de
CHOP était de 13%, celui de VCAP-AMP-VECP était de 24%. Malheureusement, la durée
moyenne de survie d’environ 13 mois ¢était faible par rapport a d'autres tumeurs
hématologiques. Parmi les autres problémes avec ce schéma de chimiothérapie combinée, on
peut citer sa complexité 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 DA-EPOCH (étoposide a dose-ajustée, prednisone, vincristine,

cyclophosphamide et doxorubicine) %8,

1.4.3.3 Traitement antiviral

Depuis le milieu des années 1990, la combinaison de la zidovudine (AZT) et de l'interféron
alpha (IFN-a) a été testée dans plusieurs études cliniques avec divers degrés de succes. Deux
rapports ont décrit des taux de réponse majeurs au traitement assez élevés de 58% (11/19
patients) et de 100% (5/5 patients) ® chez les patients atteints de la forme aigué de I'ATL
lorsqu'ils étaient traités par une combinaison d'AZT et d'IFN-a.

Cependant, d'autres chercheurs ont signalé des taux de réponse inférieurs en utilisant cette
approche, probablement en raison de la quantité et du type de traitement antérieur que les
patients ATL avaient recu ®*. Néanmoins, des résultats encourageants d'une méta-analyse
mondiale de 254 patients ATL traités par AZT / IFN-a ont été rapportés ®°. Les patients traités
par le traitement AZT / IFN-o en premier lieu avaient un taux de survie globale de 46% a 5
ans, comparativement a un taux de survie globale de 20% a 5 ans pour la chimiothérapie
comme premier traitement. Les patients atteints de I’ATL de sous-type lymphome n'ont pas
autant benéficie de la thérapie AZT / IFN-a en premier lieu comparé a ceux traités par la
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'’ATL présentaient un taux de

survie de 100% a 5 ans lorsqu'ils étaient traités par une thérapie AZT / IFN-o en premier lieu.

Ensemble, ces rapports appuient l'utilisation et le développement des traitements AZT / IFN-a,

pour les sous-types aigus et indolents de I'ATL.



1.4.3.4 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 premiéres éetudes ont rapporté une mortalité élevée liee au traitement.

8 Dans une étude

Cependant, le taux de survie global estimé a 3 ans était de 45%
rétrospective, des chercheurs japonais ont trouvé un taux de survie globale de 3 ans de 33%
pour une cohorte de 386 patients ATL qui ont recu I’alloHSCT de différentes sources de
greffon ®’. Cette étude a révélé plusieurs facteurs qui ont considérablement abaissé les taux de
survie: I'dge du patient (> 50), le sexe, le statut en dehors de la rémission compléte et

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

Une autre étude rétrospective a récemment rapporté un taux de survie globale a 3 ans de
39,9% chez les patients traités par alloHSCT ®. Malheureusement, dans cette étude,
l'utilisation d'alloHSCT a eu un effet limité chez les patients ATL résistants a la

chimiothérapie.

Globalement, 1’alloHSCT demeure une option de traitement encourageante pour les jeunes

patients avec des sous-types agressifs de I'ATL.
1.4.3.5 Thérapies ciblées

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

prometteuses contre I’ATL sont testées.

Ces thérapies incluent I'inhibiteur du protéasome Bortezomib, les inhibiteurs des HDACs
(Histones désacetylases) tels que le Vorinostat, la Romidepsine et le Panobinostat, I'inhibiteur
des JAK1/2 Ruxolitinib, le trioxyde d'arsenic et I'IFN-o, des anticorps monoclonaux dirigés
contre des molécules de surface des cellules ATL (anti-PD-1, anti-CD25, anti-CD2, anti-
CD52 et anti-CCR4), de nouveaux antifolates, I'inhibiteur de la phosphorylase du nucléotide
purine Forodesine, thérapie antiangiogénique et, enfin, le médicament immunomodulateur

Lenalidomide .

Initialement considéréees comme un candidat intéressant pour un vaccin anti-HTLV-1, les
glycoprotéines de I'enveloppe du virus HTLV-1 initient I’infection et provoquent a la fois une

réponse immunitaire humorale et cellulaire. Malheureusement, les premiéres études 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-1
ou HBZ pour fournir une immunité protectrice contre l'infection par HTLV-1 et/ou le

développement d’ATLs 9293

144 Autres maladies associées au HTLV-1

En plus de I'ATL, l'infection avec HTLV-1 est associée a plusieurs autres maladies et
affections, y compris la myélopathie associée au HTLV-1 / paraparésie spastique tropicale

(TSP/HAM), l'uvéite associée au HTLV-1 (HU) et diverses affections dermatologiques.
1441 LaTSP/HAM

La TSP/HAM se développe chez environ 3 a 5% des individus infectés par le HTLV-1,
généralement des femmes, avec un age moyen d'apparition de la maladie de 40 ans **. Elle se
caractérise par une spasticité des membres inférieurs, des troubles de l'intestin et de la vessie
et une progression lente sur plusieurs années, mais réguliére et sans rémission *. En tant que
maladie neurologique, la TSP/HAM est aggravée par des Iésions du systéme nerveux central
associées a des infiltrats de lymphocytes T CD8 + %.

1.4.4.2 L’uvéite associée au HTLV-1

L’uvéite associée au HTLV-1 est le plus couramment trouvé chez les hommes et les femmes
de 45 a 65 ans, notamment, dans les régions endémiques du Japon. Caractérisée par des
flotteurs et une vision brumeuse dans I'eeil, cette affection est classée comme une uvéite
intermédiaire et peut étre associee a la TSP/HAM ou constituer le seul symptéme de
I'infection au virus HTLV-1 %",

1.4.4.3 Ladermatite infectieuse

La dermatite infectieuse associee au HTLV-1 (IDH) est une forme pediatrique d'eczéma
récurrent sévére couramment associée a ’infection par le virus HTLV-1 %, Il est important de

noter que I'IDH est considéré comme un facteur pronostique du développement de I’ATL ou

de la TSP/HAM / %°,
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1.5 Structure du virion

HTLV-1 est un deltarétrovirus appartenant a la sous-famille des orthoretrovirinae, elle-méme
englobée dans la grande famille des retroviridae (rétrovirus). 1l s‘agit d'un virus enveloppé de
forme arrondie et d'environ 100 nm de diamétre (Figure 3). Le virion est entouré d'une
enveloppe formée d’une double couche de protéolipides provenant de la membrane de la
cellule hote. Cette enveloppe est équipée de protéines virales de surface et transmembranaires.
L'enveloppe interne contient la couche matrice, ce qui aide a intégrer les composants viraux a
la membrane cellulaire interne. L'ARN viral, la protéase fonctionnelle, la transcriptase inverse
et l'intégrase, qui sont organisées avec la nucléocapside dans un complexe

ribonucléoprotéique sont protégés par la capside icosaédrique %,

44— Protéines de surface
4— Protéines virales

ansmembranaires

Wy

Bicouche lipidique

Matrice

Capside

Transcriptase : ae
icosaédrique

inverse

Figure 3: Représentation de la structure d’une particule virale de HTLV-1

Section transversale schématique d'une particule virale mature de HTLV-1 représentant sa

structure et sa composition. Adapté de %%,
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1.6 Legénome du virus HTLV-1

HTLV-1 est un virus a double ARN monocaténaire de polarité positive. Comme tous les
rétrovirus, I'ARN du virus est transcrit de maniére inverse par sa transcriptase inverse puis, il
integre ’ADN génomique de la cellule hote et subsiste comme provirus. La taille du génome
proviral est d'environ 9000 paires de bases (pb) %

Comme c'est le cas pour d'autres rétrovirus, le génome de HTLV-1 contient aux deux
extrémités du provirus des séquences identiques, de longues répétitions terminales (LTR). Le
5’-LTR est le promoteur des transcrits dans l'orientation sens, alors que le 3’-LTR est le
promoteur pour la transcription antisens '°*%. Entre les deux extrémités LTR, on retrouve
plusieurs cadres de lecture ouverts (open reading frames, ORFs viraux). La plupart des génes
structurels viraux, tels que gag, pol et env sont codés dans le coté 5° du provirus dans
I'orientation sens, comme cela est observé pour d'autres rétrovirus (Figure 4) *%.

Le géne gag 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 géene pol code les enzymes de la
transcriptase inverse (RT), qui possede des activités ADN polymérase et RNase H, ainsi que
I'intégrase (IN), qui intervient dans l'integration du génome. Le géne pro code la protéase
virale (PR), qui agit tardivement dans I'assemblage et traite protéolytiquement les protéines
codées par gag, pro et pol. Le géne env est un précurseur des glycoprotéines d'enveloppe. I

code les glycoprotéines de surface (SU) et transmembranaires (TM) %%,

L’autre aspect caractéristique du génome HTLV-1 est représenté par la présence de la région
pX, située entre le géne env et LTR 3°. Elle se compose de quatre ORFs alternativement
épissés (1 a 1V) sur le brin sens, et deux ORFs alternativement épissés sur le brin antisens, qui
codent pour des protéines régulatrices et accessoires. Les ORFs Il et IV sont traduits a partir
du méme transcrit doublement épissé et codent respectivement pour les protéines Rex et Tax-
1 % Rex est impliqué dans I'exportation nucléaire d’ARN viraux non épissés ou simplement
épissés 9"1% tandis que Tax-1 transactive le promoteur situé dans le LTR 5’ pour
I'expression sens des génes viraux et augmente la transcription de nombreux genes cellulaires
impliqués dans la prolifération des cellules hotes ', L'ORF 111 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 épissés alternativement, qui encodent quatre géenes accessoires - p12l,
p271, p13Il et p3011 M4,

Les protéines accessoires p8l, pl2l, p271, pl3ll, p30Il sont codéees également dans
I'orientation sens dans la région pX & partir des ORFs | et Il ***"_ Par ailleurs, on retrouve
aussi le facteur HTLV-1 bZIP (HBZ) qui est codé dans la région pX dans l'orientation
antisens a partir du LTR 3’ 103,

Ainsi, HTLV-1 utilise tres efficacement son petit génome via I'épissage alternatif et la
transcription bidirectionnelle (Figure 4). De plus, 'utilisation harmonieuse des protéines

virales régulatrices et accessoires permet un contrdle de I'expression des antigenes viraux et le

maintien d’une infection persistante du virus HTLV-1*%.
A.
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Figure 4: Le génome du virus HTLV-1 et les protéines qu’il code. A. L'ARN messager
primaire de longueur totale code pour la longue polyprotéine précurseur Gag-PR-Pol, I’ARN
messager simplement épissé code Env et les messagers doublement épissés codent pour les
protéines regulatrices. B. Organisation génomique du virus HTLV-1 a travers les protéines

codées et leur agencement. Adapté de **
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1.7 Transmission humaine du virus HTLV-1

Le virus libre étant peu infectieux, la transmission du virus HTLV-1 est souvent liée au
contact cellule-cellule. Celle-ci est possible lors du contact de cellules infectées par HTLV-1
avec des cellules non infectées. Ainsi, les produits sanguins exempts de cellules ne
transmettent pas le HTLV-1"®, HTLV-1 est principalement transmis d'une mére infectée par
le virus a son enfant par l'allaitement maternel. En outre, le contact sexuel et la transfusion
sanguine sont des voies de transmission supplémentaires. La transmission sexuelle est
principalement d’origine masculine, sachant que la transmission de la femme vers 'homme

est beaucoup moins efficace **°.

Les symptdmes de la maladie prennent généralement quatre a cing décennies pour se
manifester. Par conséquent, ’ATL est contractée presque exclusivement par les individus

infectés pendant I'enfance .
1.8 La transmission cellule-cellule du virus HTLV-1

La transmission humaine du HTLV-1 nécessite le transfert de cellules infectées par
I'allaitement maternel, les rapports sexuels, la transfusion de composants sanguins contenant
des cellules et le partage d'aiguilles. Ce qui suggere un mécanisme qui dépend du transfert

cellule-cellule du virus HTLV-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 I'immunodéficience humaine HIV (human immunodefficience virus), HTLV-1 peut
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-1 %,

La transmission cellule-cellule du HTLV-1 se produit par le biais de la «synapse virologique»
formée en partie par la fonction lymphocytaire associée a I'antigene 1 (LFAL) et ICAM1

(Intercellular Adhesion Molecule 1) (Figure 5) %1%

. L'expression de la protéine de
transactivation virale dénommée Tax-1 et I'engagement de ICAML1 provoquent la polarisation
des microtubules associés a la synapse virologique. Tax-1 est également localisée dans la

région de contact cellule-cellule formée entre une cellule infectée par HTLV-1 et sa cellule
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cible, mais aussi au voisinage du centre organisateur de microtubules associé au cis-Golgi
124125 | es particules virales du virus HTLV-1 sont également stockées sous la forme
d'assemblages extracellulaires de type biofilms riches en glucides, qui s'attachent rapidement

aux cellules cibles pour la transmission du virus *%.

Enfin, la présence de protéines virales dans les exosomes suggére un role pour les
microvésicules cellulaires dans la transmission du virus HTLV-1 ¥, En effet, il est
envisageable que des microveésicules participent au transfert de particules virales vers des
cellules non infectées. Ceci faciliterait la délivrance de protéines virales bioactives ou la

séquestration de protéines virales immunoréactives 1 .
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Figure 5: Transmission cellule-cellule du HTLV-1. Les deux formes du diagramme
représente une cellule héte (en bas) qui s'est ancrée a une cellule cible permissive (en haut) en
utilisant ICAM-1 et LFAL. La protéine accessoire p8 du HTLV-1 a été décrite pour
augmenter l'expression des récepteurs LFA1L ainsi que l'augmentation du nombre de synapses
cellule-cellule; lesquelles sont ensuite traversées par p8 pour surrxprimer LFAL dans la
cellule cible. Une fois que I''CAM-1 est lié, il déclenche une cascade de signalisation qui
conduit a la relocalisation du MTOC. De plus, Tax-1 est décrit pour sa liaison aux corps de
Golgi qui sont attachés au MTOC. Ceci déclenche une variété de cascades de signalisations
cellulaires. Par exemple, une voie établie augmente I'expression de Gem, une proteine qui
augmente la motilité cellulaire et éventuellement la localisation du MTOC. Quand Gag est
produite, on la trouve concentrée au MTOC. Par la suite, Gag se localise au niveau des
contacts cellule-cellule ou des particules virales bourgeonnent dans la synapse virologique
formée par les points d'adhérence cellulaire. Les particules virales produites peuvent se lier
aux récepteurs pour I'entrée dans la cellule cible permissive. Les points d'interrogation le long
des lignes avec des fleches indiquent des mécanismes de transport ou d'activation qui ne sont

pas bien compris. Adapté de %.
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1.9 Entrée du virus dans les cellules hotes

L'entrée du HTLV-1 dans les cellules hotes 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). Ceci est suivi par la fusion des membranes virales et
cellulaires *#*¥_ par ailleurs, d'autres molécules de surface, comme la neuropiline-1 (NRP-1)
et les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPGs), contribuent également a l'infection virale

(Figure 6) 131132,

La protéine d'enveloppe du HTLV-1 (Env) est synthétisée sous la forme d'un précurseur de
polyprotéine de 68 kD, qui est clivé pour produire deux sous-unités: la glycoprotéine de
surface (SU) de 46 kD (gp46) et la glycoprotéine transmenbranaire (TM) de 21 kD (gp21).
Les protéines d'enveloppes matures des virions forment des triméres constituées de trois SUs
et de trois TMs liées par des liaisons disulfures. Le domaine cytoplasmique de gp21 est
responsable de la formation de syncytiums dépendant de I'enveloppe et I'entrée par contact
cellule-cellule *33%**, L'extrémité C-terminale de gp21 contient un motif de liaison aux
protéines & domaines PDZ et la délétion de ce motif réduit la stabilité d'Env **°. Par ailleurs,
un autre motif Y-S-L-1 dans le domaine cytoplasmique de la gp21 est crucial pour la

transmission cellule-cellule HTLV-1 .
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Figure 6: Modéle multi-récepteurs pour I'entrée du HTLV-1. Les HSPGs, NRP-1 et
GLUT-1 exprimés a la surface des cellules cibles contribuent ensemble a I'entrée du HTLV-1.
Etape 1: SU interagit avec HSPG via son domaine C-terminal (CTD), ce qui permet
I'attachement initial et la concentration de particules de HTLV-1 & la surface cellulaire. Etape
2: L’interaction des HSPGs avec les deux SU et NRP- 1 ainsi que la liaison directe de la SU
au domaine b de NRP-1 via le domaine 90-94 permettent le recrutement de NRP-1. Etape 3:
La liaison stable de SU avec les complexes HSPGs / NRP-1 déclenche des changements
conformationnels au sein de SU, permettant la liaison du GLUT-1, notamment via les résidus
D106 et Y114 de SU. Dans cette figure, SU est représenté en bleu avec ses trois modules: le
domaine de liaison aux récepteurs (RBD), la région riche en Proline (PRR) et le domaine C-
terminal (CTD). La partie noire dans le RBD représente la région 88-120 qui contient le motif
KPxR et les résidus D106 / Y114 responsables respectivement de la liaison avec NRP-1 et
GLUT-1. Adapté de **’.
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1.10 Cycle de replication

Le cycle de réplication commence par la liaison de l'enveloppe virale (Env) aux
récepteurs/facteurs de fixation de la cellule héte. Cette interaction déclenche un changement
conformationnel dans Env qui permet sa fusion avec la membrane plasmique de la cellule
hote. Cette fusion conduit a la libération de la capside virale dans le cytoplasme. Une fois
libéré, I’ARN viral est inversement transcrit par la transcriptase inverse virale pour donner un
ADN double brin. La copie d'/ADN du génome viral est alors intégrée dans 'ADN hote par
I'intégrase virale, formant le provirus, qui représente la matrice de la transcription du génome
viral. En s'intégrant dans le génome de la cellule héte, le virus est capable de profiter de la
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 viraux de Gag, Gag-Pro et Gag-
Pro-Pol ; soit a étre encapsidée comme genome 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 accessoires, sont également générés. Les transcrits
doublement épissés sont facilement exportés hors du noyau, alors que les transcrits non
épissés et épissés individuellement nécessitent Rex pour se lier a leurs éléments de réponse
Rex (RxRE), pour promouvoir leur exportation. Une fois dans le cytoplasme, ces transcrits
sont traduits sous formes de précurseurs, ou protéines régulatrices / accessoires. Les protéines
Gag, Gag-Pro, Gag-Pro-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 été traitées. La maturation du virion se produit par I'activation de la protéase virale et

le clivage des précurseurs Gag, Gag-Pro et Gag-Pro-Pol (Figure 7) *?°.
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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
libérée dans le cytoplasme, ou elle est non revétue. Lorsque I’ARN viral est libéré, il est
transcrit de maniere inverse pour donner un ADN double brin qui pourra s’intégrer dans le
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. Une derniére étape de maturation au cours du bourgeonnement permet d’obtenir

des particules virales infectieuses. Adapté de **%,

2 L’oncoprotéine Tax-1

Tax-1 est une protéine de 353 acides aminés, localisée a la fois dans le noyau et le
cytoplasme. Tax-1 est généralement définie comme une protéine multifonctionnelle, car elle
permet d'activer la transcription de génes viraux et cellulaires et d'agir comme médiateur de
plusieurs voies cellulaires. Tax-1 agit comme une protéine pléiotrope conférant des propriétés

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

139

et a transformer les lymphocytes T CD4 + primaires humains et la découverte que les

souris transgéniques exprimant la protéine Tax-1 dans des thymocytes développent une

maladie ressemblant a I’ ATL 14014,

2.1 ROle de Tax-1 dans la transactivation virale

La protéine Tax-1 active la transcription du génome viral & partir des LTR (Figure 8) **2 Le
LTR est divisé en trois régions: U3, R et U5. Trois séquences répétitives de 21 pb dans la
région U3 jouent le role d'amplificateurs sensibles a Tax (Tax responsive element, TRE).
Chaque TRE de 21 pb est composé de trois éléments (I'élément fonctionnel et les éléments 5’
et 3° de I’élément fonctionnel) indispensables pour la transactivation virale par Tax-1 *4,

La séquence de base d'un TRE est tres 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)/ATF (activating
transcription factor) ****°. Ainsi, un TRE est également appelé un élément de réponse a
I'"AMPc viral (vCRE) et répond a I'AMPc. Les ¢éléments 5’ et 3’ dans un TRE sont riches en
GC. Bien que Tax-1 n'interagisse pas avec I'ADN TRE par elle-méme, elle peut le faire
lorsqu'elle interagit avec les protéines CREB/ATF capables de lier 'ADN ¢ |orsque cela
se produit, Tax-1 liée a I'ADN interagit avec la poche mineure des séquences adjacentes
riches en GC pour stabiliser le complexe protéine-ADN **7.

La protéine CREB est exprimée de facon ubiquitaire et régule plusieurs genes cellulaires, en
particulier des génes induits par 'AMPc. Un signal initie par AMPc phosphoryle CREB au
niveau de la Sérine 133, en recrutant deux co-activateurs de transcription, la protéine de
liaison a CREB (CBP) et p300. Une étude transcriptomique in vitro basée sur la chromatine a
indiqué que la phosphorylation de CREB est essentielle pour l'activité de Tax-1, en stabilisant
le complexe Tax-1/ CREB / CBP / ADN. Par ailleurs, Tax-1 induit en soi la phosphorylation
de CREB **. Conformément & cette observation, une substance qui augmenterait le niveau
d’AMPc intracellulaire, et donc la phosphorylation de CREB, augmenterait I'activation de la

transactivation virale par Tax-1.
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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. Des études in vitro et in vivo ont
montré que p300 est cruciale pour I'activation transcriptionnelle dépendant de Tax-1, ou p300,
en interaction avec Tax-1 et CREB, induit l'acétylation des histones nucléosomiques sur
I'ADN TRE *"!*° De maniére intéressante, le recrutement de p300 par Tax-1 & un 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 11 **°. 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 HTLV-1.

Le facteur associé au CBP/p300 (PCAF) est un co-activateur pour divers facteurs de
transcription cellulaire, et il augmente également I'activation transcriptionnelle induite par
Tax-1 par le promoteur HTLV-1. Comme le complexe CBP / p300, la protéine PCAF est
aussi une histone acétyltransférase; cependant, son activité est accessoire pour la co-activation
de Tax-1. Le mutant bien connu de Tax-1 M47 (L319R, L320S), qui est inactif pour
I'activation transcriptionnelle du promoteur HTLV-1 mais actif pour celui de la voie NF-«B,

est défectueux pour l'interaction avec la protéine PCAF.

Les lignées de cellules T infectées par HTLV-1 traitées avec un inhibiteur de I'histone
désacétylase (HDAC), Trichostatine A (TSA), augmentent I'expression de 'ARNm Tax-1 /
Rex ainsi que de la protéine Tax-1, suggérant que les HDAC peuvent inhiber la transcription
du virus HTLV-1 dans les cellules infectées **. Conformément & cette hypothése, HDAC1 et
HDACS3 inhibent l'activation transcriptionnelle induite par Tax-1, et cette inhibition peut étre
restituée par le traitement a la TSA, un inhibiteur catalytique des HDACSs ou l'expression de
I'acétylytransférase CBP ¢, HDAC1 et HDAC3 ont été montrés pour interagir avec Tax-1, et
I'analyse par immunoprécipitation de la chromatine a montré que HDACI était associé a
I'’ADN proviral intégré du HTLV-1. La quantité de HDACI associé au promoteur est réduite
par l'expression de Tax-1, indiquant que Tax-1, par interaction avec HDACI1, dissocie
HDAC1 de I'ADN du promoteur intégré du virus HTLV-1.

Les TORC (Transducer of regulated CREB-binding proteins) et le P-TEFb (The positive
transcription elongation factor) sont des régulateurs positifs supplémentaires pour l'activation
du promoteur HTLV-1 *2153 | es deux protéines interagissent avec Tax-1; et I'inhibition de

I'expression de l'une ou l'autre par petits ARN interférants (ARNi) réduit I'activation
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transcriptionnelle dépendante de Tax-1. D'autre part, Bcl-3, en interagissant avec TORCS,

agit comme un régulateur transcriptionnel négatif du promoteur LTR .
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Figure 8 : Mise en évidence des éléments de réponse transcriptionnelle (TRE) dans le
génome du virus HTLV-1. Diagramme schematique du genome viral HTLV-1 illustrant
I'interaction entre le TRE-1 et le complexe Tax-1/ CREB / CBP / p300. La transactivation de
I'expression virale par Tax-1 a partir du LTR est un événement clé pour I’expression des
génes viraux. Les protéines virales majeures sont liées a leurs régions génomiques et LTR est
divisée en trois régions U3, R et U5. La région U3 mise en évidence dans ce schéma est d'une
importance significative dans la transcription médiée par Tax-1. Cette partie contient trois
régions TRE-1, chacune capable de recruter le complexe Tax-1 / CREB / CBP / p300. Le
TRE-1 contient trois domaines (A, B et C) dont B, conjointement avec A ou C, est nécessaire
pour que le complexe Tax-1/ CREB / CBP / p300 se lie au LTR. Adapté de ***.

2.2 Potentiel de transformation cellulaire de la protéine Tax-1

Tax-1 est capable de transformer des lymphocytes T et des fibroblastes et d'induire des
tumeurs chez les souris transgéniques “*°°%%® | a capacité de Tax-1 & transformer les
cellules T humaines primaires a également été démontrée pour la protéine Tax du virus
HTLV-2 (Tax-2) **°. Les deux protéines sont capables d'inhiber la fonction du suppresseur
de tumeur p53. Une étude comparative entre les sous-types Tax-1 et Tax-2 a démontré que

Tax-2A inhibe la fonction p53 moins efficacement que Tax-1 ou Tax-2B **. Bien que
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plusieurs études in vitro aient étudié la capacité de Tax-1 & inactiver p53 *®* en agissant sur la
voie CREB ou NF-«xB, le mécanisme de cette inhibition n'a pas encore été compléetement
clarifié. Des recherches récentes ont permis d’identifier un rdle coopératif pour le facteur
cellulaire Wipl (phosphatase 1 induite par le p53 sauvage) dans l'inactivation de p53 par Tax-
1; des recherches ultérieures ont démontré des interactions entre Tax-1 et Wip1 2,

Dans des recherches utilisant des souris transgéniques exprimant Tax-1, qui développent une
maladie comparable a I'ATL, il a été démontré que Tax-1 altére la fonction de p53 et que cet

effet précéde l'activation de NF-kB .

2.3 Activation de la voie NF-kB par Tax-1

La stimulation de I'activation de la voie NF-xB est I'une des principales conséquences de
I'expression de Tax-1 dans les cellules infectées. La famille des facteurs de transcription
inductibles NF-xB régule divers processus biologiques, y compris la croissance et la survie
des cellules T et des cellules non lymphoides. L'activation des facteurs de transcription NF-xB
se fait par deux processus de signalisation étroitement contrdlés connus sous le nom de voie

canonique et non canonique NF-xB (Figure 9).

La voie canonique est activée par différents signaux récepteurs tels que les cytokines
inflammatoires, le stress génotoxique, les antigénes et les récepteurs Toll-like (TLR). Alors
que l'activation de la voie non canonique implique des molécules de signalisation qui ne sont
reconnues que par un sous-ensemble spécifique de facteur de nécrose tumorale (TNFR), tels
que la lymphotoxine-B, le BAFF (B-cell activating factor), le RANKL (receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand) et le TWEAK (TNF-related weak inducer of apoptosis) ***.

La famille des facteurs de transcription NF-xB comprend cing membres: RelA/p65, c-Rel,
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 nécessite une activité protéasomique. Les cing membres forment des dimeres les uns
avec les autres et peuvent se lier a une variété de séquences d'ADN cibles appelées sites kB
pour moduler I'expression génique. P50 et p52 peuvent activer la transcription en formant des
hétérodiméres avec RelA / p65, c-Rel ou RelB. Dans le cytoplasme, les complexes NF-«xB
sont inactifs puisqu'ils sont liés a des protéines IkB inhibitrices (IxBa, IkBf, IkBe, etc.).

L'activation de la voie nécessite la dégradation de la protéine IkB et la translocation des
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diméres NF-xB vers le noyau. L'étape commune d'activation est médiée par le complexe IKK,
qui phosphoryle IkB et le dirige vers la dégradation protéasomique. Le complexe IKK est
constitué¢ de deux kinases actives, IKKa et IKKp, et de la protéine NEMO (IKKY) régulatrice

de I'échafaudage *.

Tax-1 interagit directement avec ces facteurs, conduisant a une activation persistante de la
transcription médiée par NF-kB. Tax-1 stimule l'activation de la voie canonique et non-
canonique NF-xB a travers l'interaction avec les facteurs IKK; L'interaction Tax-1 / IKKy est
requise pour le recrutement de Tax-1 sur les sous-unités catalytiques IKK et pour I'activation
IKK par Tax-1 .
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Figure 9: Activation des voies NF-«xB canonique et non canonique par Tax-1.

L’oncoprotéine Tax-1 interagit avec plusieurs facteurs de la voie NF-xB. Les fléches rouges

indiquent les interactions entre Tax-1 et les différents facteurs. Adapté de **’.

Dautres protéines cellulaires sont importantes pour l'activation NF-kB par Tax-1. Tax-1
interagit avec NRP / Optineurin et TAX1BP1 %1% et avec la peptidase spécifique de
l'ubiquitine USP20 '"°. Des recherches ont démontré, d’une part, que Tax-1 favorisait

I'expression de Bcl-3 et la translocation nucléaire de RelA / p65 **. D'autre part, il a été
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prouvé que Tax-1 induisait I'expression de Bcl-3 principalement par I'activation de la voie de
NF-kB "2 De plus, il a été rapporté que Tax-1 transactivait CD69, un marqueur de
I'activation précoce des lymphocytes, a travers les voies de signalisation NF-kB et CREB .

L'activation de la voie non-canonique NF-«kB par médiation de Tax-1 est également
importante dans la tumorigénese induite par le virus HTLV-1. Une région de Tax-1 couvrant

les acides aminés 225-232 est essentielle pour I'activation de la voie non canonique.

Contrairement a Tax-1, Tax-2 n'est pas capable d'activer la voie non canonique et n'interagit
pas avec ou n'induit pas de protéolyse de p100 en p52 *"*"°. De plus, il a été démontré que
Tax-2 ne pouvait pas interagir avec TRAF6, une protéine avec une activité de ligase E3 qui,
en présence de Tax-1, régule positivement I'activation de la voie NF-xB *"°.

L'ubiquitination et la SUMOylation de Tax-1 sont aussi impliquées dans I'activation de la voie
NF-xB '”". La protéine Tax-1 co-immunoprécipite et co-localise avec IKKy / NEMO, TAB2
et RelA / p65 dans des cellules transfectées *°°1817° De plus, I'expression des protéines de
Tax-1 induit la translocation nucléaire de IKKa et RelA / p65 *"**®. Une suractivation de la
voie NF-kB par Tax-1 induit la sénescence cellulaire '®!. Il a été démontré récemment que
I'activation chronique de la voie NF-«kB par Tax-1 entraine une sénescence rapide (sénescence
rapide induite par la Tax-1, Tax-1-IRS) qui dépend de l'activation de IKKa et p65 / RelA ¥,
Le phénoméne Tax-1-IRS constitue une réponse de controle de I'n6te a la suractivation de la

180.181 ot représente un mécanisme de

voie NF-kB qui empéche la transformation cellulaire
défense intéressant pour les cellules hotes contre les activités de dérégulation de protéines

virales.
2.4 Localisation cellulaire et extracellulaire de Tax-1

Tax-1 est connue pour son activité a la fois dans le noyau et dans le cytoplasme des
lymphocytes T transformés par HTLV-1. Ainsi, le trafic intracellulaire de Tax-1 est essentiel
pour les effets pléiotropes de 1’oncoprotéine, ce qui offre au virus HTLV-1 la capacité de
moduler avec succes la transcription et la transformation cellulaire. Bien que les mécanismes
de regulation précis de la distribution intracellulaire de Tax-1 nécessitent des recherches
supplémentaires, des progres majeurs ont été réalisés dans I'elucidation de la navette nucléo-

cytoplasmique de Tax-1 et de ses fonctions associées %25,
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2.4.1 Localisation nucléaire de Tax-1 et activation transcriptionnelle

Disposant d'un signal de localisation nucléaire NLS (nuclear localization signal) au niveau des
acides amines 18-52 de son extrémité N-terminale, Tax-1 est principalement une protéine
nucléaire ', Tax-1 nucléaire a été initialement identifiée comme étant des structures
tachetées de Tax-1 TSS (Tax-1 speckled structures) dans des lymphocytes T transformés par
HTLV-1 ou des cellules transfectées avec des vecteurs d'expression de Tax-1 *®. Ces foyers
distincts ont été définis par la suite comme des corps nucléaires NBs (nuclear bodies) de Tax-
1 . Dans la partie centrale de Tax-1, on trouve une séquence d'exportation nucléaire NES
(nuclear export sequence) aux acides aminés 188-202, qui s’étend sur une région riche en
résidus leucine. Lorsqu’elle est fusionnée a la protéine GFP, la NES recombinante oriente
I'exportation nucléaire via la voie CRM1, mais cet effet n'était pas observé dans les cellules
infectées par HTLV-1. Cela suggere que la protéine complete Tax-1 utilise une voie
d'exportation nucléaire alternative ; et que la présence de NES et de NLS doit potentiellement
étre combinée avec des modifications post-traductionnelles, conduisant a des changements de

conformation ou a des interactions macromoléculaires %',

Par ailleurs, la formation d'homodiméres de Tax-1 joue un rdle dans le transport nucléaire. De
fait, les protéines Tax-1 mutantes sont incapables de dimériser et ne peuvent pas se localiser
dans le noyau. Cette localisation peut étre retrouvée une fois l'activité de dimérisation de Tax-
1 restaurée 1888 | a dimérisation de Tax-1 dépend de la région centrale englobant les acides
aminés 127-228 qui peut étre, en outre, divisée en trois domaines de sous-dimérisation (DD) :
DD1 (acides aminés 127-146), DD2 (acides aminés 181 a 194) et DD3 (acides amines 213-
228) 1%, Ceci révéle une interaction complexe de la structure primaire et secondaire avec les
facteurs contrélant la localisation cellulaire. De plus, un domaine supplémentaire de Tax-1 a
été identifié pour jouer un réle dans le ciblage spécifique sous-nucléaire de 1’oncoprotéine .
La région du signal de localisation dans les TSSs (TSLS) s'étend sur les acides aminés 50-75,
est nécessaire et suffisante pour diriger Tax-1 vers les TSSs. De maniére intéressante, le TSLS
est un domaine de régulation distinct et indépendant du domaine adjacent NLS. Les
modifications post-traductionnelles (MPTs) de la protéine Tax-1 fournissent une couche
supplémentaire de complexité dans la régulation de la distribution cellulaire de la protéeine et
le modeéle correct de ces MPTs spécifiques est connu pour influencer la localisation nucléaire
de Tax-1. En conséquence, il a été suggéré que Tax-1 non modifiée a la capacité d’emprunter

librement la navette nucléo-cytoplasmique *’’. Dans ce sens, I’équilibre entre l'ubiquitination

28



et la SUMOylation joue un réle majeur dans l'activation de la voie NF-xB par Tax-1 et

participe a la localisation subcellulaire de I'oncoprotéine %,

Cet équilibre entre
I'ubiquitination et la SUMOylation sur les residus de lysines C-terminales détermine la
répartition de Tax-1 dans les compartiments nucléaire et cytoplasmique. En effet, Tax-1
SUMOylée prédomine dans le noyau alors que Tax-1 ubiquitinée se localise principalement
dans le cytoplasme *%2. Parmi les autres fonctions induites par l'ubiquitination Tax-1, nous
pouvons citer l'interaction avec la E3 ubiquitine ligase PDLIM2, qui est responsable de la
polyubiquitination liée & K48 de Tax-1 . En réponse & divers stress génotoxiques ou
cellulaires, la monoubiquitination des lysines 280 et 284 de Tax-1 conduit a son exportation
nucléaire dépendant de CRM1 2, De méme, l'attachement de SUMO-1 & Tax-1 régule sa
localisation dans les NBs et, par conséquent, Tax-1 polySUMOylée est localisée seulement
dans ces structures. On estime que la somoylation régule la rétention de Tax-1 dans le noyau

7 (Figure 10).

De plus, il a été démontré que la forme acétylée de Tax-1 peut étre détectée dans les cellules
exprimant Tax-1 ainsi que dans les lymphocytes T transformés par HTLV-1, un événement
qui a des réepercussions d'activation transcriptionnelle. Cette forme de Tax-1 modifiée et
I'agent d'acétylation p300, sont détectés comme étant co-localisés dans le noyau ***'%°. par
ailleurs, la phosphorylation des résidus Ser 300 et 301 est critique pour la migration nucléaire

de Tax-1 phosphorylée *.

Une étude utilisant les ARNSs interférants a identifié la métalloprotéase STAM-binding
protein-like 1 (STAMBPL1) comme régulateur du transport nucléo-cytoplasmique de Tax-1.
STAMBPL1 est une enzyme de de-ubiquitination qui stabilise Tax-1 en empéchant sa
dégradation protéasomal dans le noyau '°®. En outre, I'enzyme est un facteur nécessaire pour
I'exportation nucléaire de Tax-1 liée au dommage a I'ADN, ce qui illustre bien la dynamique
de localisation de Tax-1 aprés les dommages & I'ADN *2'%®_ Une étape supplémentaire pour
la relocalisation de Tax-1 dans le noyau implique des interactions avec les protéines appelées
nucléoporines dans les structures du complexe de pores nucléaires (NPC) **’. Plus
exactement, on a observe l'interaction du domaine N-terminal en doigt de zinc de Tax-1 avec
la nucléoporine p62, qui est un événement d'importation indépendant des transporteurs de

protéines et ne consommant pas d’énergie.
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Figure 10. Localisation cellulaire de Tax-1. Tax-1 subit d'importantes modifications post-
traductionnelles, qui régulent son trafic entre le cytoplasme et le noyau, mais aussi les
interactions avec les molécules partenaires, par conséquent sa fonction. La figure montre la
translocation Tax-1 du noyau au cytoplasme par un cycle de SUMOylation (addition de Small
Ubiquitin-like Modifier SUMO)/ubiquitination (addition de 1’Ubiquitine). De plus, PDLIM2
(PDZ And LIM Domain 2) favorise la polyubiquitination K48 de Tax-1. La ramification de
I'ubiquitine au niveau des Lysines 48 et 63 est désignée Ub-K48 et Ub-K63 respectivement,
alors que la mono-ubiquitination des Lysines 280 ou 284 est indiquée comme K284 / K280-
Ub. Une fois ubiquitinée, Tax-1 cytoplasmique active plusieurs voies de transduction du
signal et peut étre trouvée en association avec le réticulum endoplasmique (ER), I'appareil de
Golgi et le centre organisateur de microtubules (MTOC). De plus, Tax-1 cytoplasmique peut
étre sécrétée par une expulsion extracellulaire. La protéine Tax-1 de-ubiquitinée migre au
noyau ou elle est SUMOylée (SUMO) et acétylée (AC), résultant dans I'assemblage aux corps
nucléaires. Tax-1 nucléaire peut étre impliquée dans un certain nombre de processus, y
compris les interactions avec les protéines nucléaires, I'incorporation dans les corps nucléaires
pour une activité transcriptionnelle élevée, le ciblage pour la dégradation protéasomique, ainsi
que la translocation active dans le cytoplasme via la voie CRM1 (chromosomal maintenance
1) ; ou dautres voies encore mal définies, telles que la voie STAMBPL1 (STAM binding

protein-like 1). Adapté de **.
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2.4.2 Localisation cytoplasmique de Tax-1 et manipulation des voies cellulaires

Comme décrit précédemment, la présence de Tax-1 dans le cytoplasme et dans le noyau peut
étre nécessaire pour l'activation de I'expression génétique médiée par Tax-1 *®. La
surexpression de Tax entraine une répartition intracellulaire hétérogene qui peut étre diffuse,
ponctuelle ou localisée dans des structures lipidiques associées a I'appareil de Golgi
17717919519 En plus de sa localisation dans les granules de stress, Tax-1 peut inhiber la
formation de ceux-ci. Cette inhibition dépend de la localisation cellulaire de Tax-1. En effet,
I’inhibition de la formation de granules de stress est observée lorsque Tax-1 est localisé dans

le cytoplasme 2%,

Le centre d'organisation des microtubules (MTOC), en association avec le cis-Golgi, a été
décrit comme un site extranucléaire exclusif pour la localisation de Tax-1, conjointement avec
la région de contact cellule-cellule de la synapse virologique **. En outre, Tax-1 a été détecté
en association avec des foyers cytoplasmiques contenant TAB2 (TAK1-binding protein 2)
177179201 ot avec la structure du centrosome 2%, Comme indiqué précédemment, 1état post
traductionnel de Tax-1 a un effet significatif sur sa fonctionnalité et sa localisation. Pour
illustrer davantage ce point, la SUMOylation et I’ubiquitination concourent pour les mémes
résidus Lysine qui chevauchent et qui se traduit par des effets de régulation opposés. Par
exemple, les molécules de Tax-1 et d’ubiquitine colocalisées ont été détectées exclusivement
dans le cytoplasme, tandis que cette co-localisation a été faiblement détectée dans le noyau.
Ce qui est éventuellement di a une dégradation protéasomique rapide ou a une navette
d’exportation vers le cytoplasme 2. On pense que l'ubiquitination contrdle la rétention de
Tax-1 dans le cytoplasme *"". D'autres modifications post-traductionnelles de Tax-1 dans le
cytoplasme comme la phosphorylation représentent un prérequis pour l'ubiquitination
cytoplasmique de la protéine, en plus de I'acétylation et de la SUMOylation **'%. Similaire
aux conditions d'importation nucléaire de Tax-1, I'exportation de Tax-1 dans le cytoplasme
s'est avérée étre indépendante des transporteurs . Une étude a décrit I'interaction entre Tax-
1 et I’histone méthyltransférase SMYD3, ou SMYD3 contribue a la présence préférentielle de
Tax-1 dans le cytoplasme 2. De méme, une 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 NF-xB et une diminution de l'activité de Tax-1 médiée par CREB. De plus, il a été
décrit que la délétion sélective de RNF4 inhibait le transfert nucléo-cytoplasmique de Tax-1,

habituellement induit par les dommages & I'ADN **.
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2.4.3 Localisation extracellulaire de Tax-1

Peu de choses sont connues au sujet de la sécrétion de I'oncoprotéine Tax-1 par les cellules
infectées par HTLV-1. Toutefois, Tax-1 extracellulaire contribuerait a 1’apparition des
symptomes de I’ATL et de la TSP/HAM. Chez les patients atteints d'une TSP/HAM, Tax-1 a
été montré pour hyperstimuler le systtme immunitaire “”. De plus, des études sur Tax-1
extracellulaire ont estimé la capacité du virus HTLV-1 a provoquer une démyeélinisation et
une inflammation des cellules du systéme nerveux central (CNS) 2. En effet, les cellules T
infectées sont une source de Tax-1 extracellulaire, car elles infiltrent le SNC pendant une
maladie neurologique 2941,

Tax-1 a été démontré pour co-localiser avec des organites cytoplasmiques qui sont impliqués
dans la voie exocytotique comme le complexe de Golgi et le réticulum endoplasmique (ER).
De plus, ces études ont montré un mouvement de Tax-1 cytoplasmique couplé a une
migration de protéines associées aux microtubules ou a celle des vésicules sécrétoires 2. Par
ailleurs, la présence de la protéine Tax-1 a été confirmée dans le milieu de culture de cellules

exprimant Tax-1 et dans les exosomes **’.
2.4.4 Localisation de Tax-1 lors de la transmission par contact cellule-cellule

Les virions HTLV-1 libres, qui ne sont pas détectés dans le sérum de sujets infectés avec les

212 | a transmission efficace

techniques actuellement disponibles, sont peu infectieux
dépendrait donc plutdét du contact direct cellule-cellule, de la polarisation du centre
organisateur de microtubules (MTOC) qui est déclenchée par Tax-1 et la formation d'une
synapse virologique permettant I'entrée de protéines virales ainsi que I'ARN génomique dans

un nouveau lymphocyte T cible 23,

2.5 Interactome de Tax-1

L’étude des interactions protéine-protéine est une stratégie efficace pour déchiffrer les
fonctions de la protéine Tax-1 et de sa capacité a perturber la régulation des voies cellulaires.
Nous résumons ci-dessous la littérature a propos des interactions entre Tax-1 et des protéines
impliquées dans régulation de I'expression des génes, la signalisation cellulaire, le cycle
cellulaire et le transport des protéines cellulaires. Nous décrivons plus en détail I'interaction
entre la protéine Tax-1 et les protéines cellulaires possédant un ou plusieurs domaines PDZ (
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PSD95 (postsynaptique density 95), DLG1 (discs large homolog-1) et ZO1 (zonula occludens
protéine-1)). .

2.5.1 Interactions de Tax-1 avec les facteurs de transcription et les régulateurs post-

transcriptionnels

Tax-1 déregule 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, Tax-1 s'associe a des protéines impliquées dans
le contrdle post-transcriptionnel des ARNm et module en outre I'expression génique .

Tax-1 interagit avec des activateurs et des répresseurs de la transcription. En effet, Tax-1
présente une faible affinité pour I'ADN et ne se lie pas directement & I'élément TXRE #°, mais
interagit avec les facteurs de transcription de CREB/ATF #'°. De plus, Tax-1 se lie également
aux protéines co-activatrices de CREB appelées transducteurs de l'activité régulée de CREB
(TORCs) *%2'7 Tax-1 active une variété de génes cellulaires par ses interactions avec les
protéines CREB / ATF, par exemple celles codant pour l'interleukine 17 ou c-fos #8%°,
Inversement, Tax-1 réprime également I'expression de génes comme la cycline A, p53 et c-

myb en ciblant les facteurs CREB / ATF 220?22,

Tax-1 active la transcription des promoteurs sous le contréle de motifs SRE (serum response

element) 219,223,224

sans liaison directe a 'ADN mais par des interactions avec des facteurs de
transcription associés a la voie SRF (serum response factor). Il a été démontré que Tax-1 se
liait directement a SRF [59-61] et a divers membres du complexe TCF (ternary complex
factor) tel que Sapl (SRF accessory protein 1), EIk1 (ETS domain-containing protein EIk-1),
Spil (SFFV proviral integration oncogene 1) et Ets1 (protein C-ets-1) ?>“’_ L'interaction de
Tax-1 avec le SRF entraine une augmentation de la liaison du SRF au SRE et une sélection du
site modifiée %2, Ainsi, cette augmentation de la liaison 2 ’ADN permet le recrutement des
co-activateurs %%, Par ailleurs, le répresseur transcriptionnel MSX2 (msh homeobox homolog

2) se lie & Tax-1 et réprime sa transactivation 2*°.

Parmi les facteurs nucléaires ciblés par Tax-1, nous pouvons citer les facteurs nucléaires kB
(NF-xB). De maniére générale 1'activation NF-kB, implique la phosphorylation des inhibiteurs
IkB par la kinase IkB (IKK), ce qui déclenche leur ubiquitination et la dégradation

protéasomique subséquente, entrainant la translocation nucléaire des diméres NF-xB #1232,
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233-235’ mais

Tax-1 s'associe a RelA, c-Rel, p50 et p52 apres leur translocation dans le noyau
recrute directement aussi RelA & partir du cytoplasme "%, Aprés l'interaction avec ces
facteurs NF-xB, Tax-1 augmente leur dimérisation qui est essentielle pour la liaison a des
promoteurs cibles 232523 | orsque le complexe est lié au promoteur, Tax-1 recrute les co-

activateurs de CBP/p300 et PCAF 2% conduisant & I'activation transcriptionnelle.

Outre les facteurs NF-xB, Tax-1 cible aussi d’autres facteurs de transcription. En s'associant a
des protéines de liaison CCAAT telles que NF-YB (sous-unité YB de facteur nucléaire) et
C/EBPB (CCAAT / protéine de liaison & l'amplificateur B) ***?*°, Tax-1 active le promoteur
du complexe majeur d'histocompatibilité de classe 11 ?*. De plus, Tax-1 forme des complexes
ternaires in vitro avec Spl (protéine de spécificité 1)/Egrl (réponse de croissance précoce 1)
242 ot Spl/Etsl (Protein C-ets-1) 2% participant ainsi directement & [l'activation
transcriptionnelle du proto-oncogéne c-sis’lPDGF-B (- facteur de croissance B dérivé des
plaquettes) et des promoteurs P2 PTHrP (protéine apparentée a I'normone parathyroidienne),
respectivement 2**?* Par ailleurs, Tax-1 s'associe au facteur respiratoire nucléaire 1 (NRF1)
et active le promoteur du récepteur de chimiokine CXCR4 2. Tax-1 interagit également avec
les facteurs de la transcription basale. Ainsi, Tax-1 interagit avec TFIIA (facteur de
transcription Il A) et avec deux sous-unités de TFIID: TBP (TATAA-binding protein) et
TAFI128 (TBP-associated factor 11 28) 2**2*"_ Grace & cette interaction, Tax-1 augmente la
liaison du TBP au site TATAA et stimule davantage l'initiation de la transcription a partir du
LTR %8, De plus, Tax-1 interagit directement et recrute plusieurs protéines impliquées dans le
remodelage de la chromatine pour moduler la transcription génique. En effet, Tax-1 interagit
avec plusieurs HATs (histone acetyltransferases): p300, son homologue CBP (protéine de
liaison & CREB) et le facteur associé & p300/CBP (P / CAF) %% parmi les trois histone-
désacetylases HDAC (-1, -2 et -3) interagissant avec le LTR virale dans les lignées cellulaires
infectées, Tax-1 se lie directement & HDAC1 #*°. HDACS6 a été décrit pour son activité
nécessaire & l'assemblage des granules de stress 2**. Grace & son interaction avec HDACS, la

protéine Tax-1 peut ainsi inhiber I'assemblage des granules de stress 2%

. L’oncoprotéine est
capable d’interagir avec les deux enzymes impliquées dans la régulation de la méthylation de
H3K9: SUV39H1 (suppresseur de la variété 3-9 homologue 1), qui est une HMT (histone
methyltransferase) et IMJD2A (Jumonji contenant le domaine 2A), qui est une HDM (histone
déméthylase) 223, Tax-1 lie aussi les différentes composantes du complexe SWI/SNF:

BRG1, BAF 53, 57 et 155 2**,
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Afin de contrbler la transcription virale, Tax-1 agit sur les facteurs d’élongation de la
transcription tels que P-TEFb (Facteur d'élongation b de la transcription positive). Tax-1
recrute P-TEFb au promoteur viral et induit I'activation transcriptionnelle ***%°. De plus,
I’oncoprotéine virale fonctionne comme un répresseur transcriptionnel général des récepteurs
nucléaires tels que les récepteurs des glucocorticoides (GR) *°. Tax-1 réprime la signalisation

GR en dissociant Tax1BP1 du complexe contenant la protéine récepteur »'.

Enfin, I'expression des genes dirigés par Tax-1 est regulée au niveau post-transcriptionnel et
traductionnel par des interactions protéine-protéine. Parmi ceux-ci, Tax-1 s'associe a TTP,
Int6 et TRBP 2%%%°,

2.5.2 Interactions de Tax-1 avec les protéines impliquées dans la signalisation

cellulaire

La voie NF-kB peut étre activée par une série de stimuli tels que des antigénes ou des
cytokines qui déclenchent deux voies alternatives (dites canoniques et non canoniques). Tax-1
stimule les voies canoniques et non canoniques, et active constitutivement NF-kB dans les
cellules infectées par le HTLV-1 *1721 Dans |a voie canonique, Tax-1 s'associe & la sous-
unité IKKy / NEMO %22 ainsi qu'aux kinases en amont telles que la MAPK / ERK kinase
kinase 1 (MEKK1) et la kinase 1 activant le TGF-B (TAK1) **?®. Tax-1 relie ainsi les
kinases activées au complexe IKK et force la phosphorylation de IKKa et IKKPB menant a la
dégradation de IxBa et IkBB 2°2%. De plus, Tax-1 se lie directement aux sous-unités IKKa et
IKKp et active leur activité kinase indépendamment des kinases amont 2%, Tax-1 interfére
avec la voie canonique NF-kB par sa liaison directe aux IkBs et leur dégradation
indépendamment de la phosphorylation d’IKK ?°7?%® De plus, Tax-1 interagit avec deux sous-
unités du protéasome 20S (HsN3 et HC9), favorise I'ancrage de p105 et accélére sa protéolyse
%9 Tax-1 conduit a la dégradation de IkB, permettant ainsi la translocation nucléaire de NF-
kB indépendamment des stimuli externes. Par ailleurs, l'activation de la voie non canonique
par Tax-1 nécessite son interaction avec IKKy et p100 "% Tax-1 se lie aux protéines PP2A
et IKKy et maintien le complexe IKK dans un état actif qui est nécessaire pour l'activation
NF-«kB 2%% De son c6té, I’ubiquitination est visée par Tax-1 via l'interaction avec Ubc13 et
Tax1BP1 22?3 par perturbation du complexe A20-Tax1BP1, Tax-1 inactive la fonction

DUB (deubiquitin enzyme) de A20 et empéche la régulation négative de 1'ubiquitination IKKy
273,274
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Les MAPKSs (Kkinases activées par des mitogenes) sont des protéines kinases specifiques de
sérine / thréonine qui répondent a des stimuli externes de mitogénes tels que des facteurs de
croissance, des cytokines ou un stress physique. Tax-1 interagit avec les deux MAP3K,
MEKK1 et TAK1 %% Tax-1 se lie & I'extrémité amino-terminale de MEKK1 et stimule
I'activité de la kinase MEKK1 %®*. De ce fait, I’expression de Tax-1 augmente l'activité IKK,
conduisant a la phosphorylation et la dégradation de IkBa. Par ailleurs, Tax-1 stimule

l'activité IKK en reliant TAKZ1 sur le complexe IKK 2> ;

et grace a son interaction avec le
suppresseur de la voie de la protéine G2 (GPS2), Tax-1 inhibe potentiellement I'inactivation

de la signalisation JNK par le GPS2 2"’

Les protéines de liaison aux nucléotides guanines (GTPases) sont des commutateurs
moléculaires qui se déplacent entre des états actifs (liés a GTP) et inactifs (liés a8 GDP). D’un

coté, Tax-1 se lie avec la sous-unité B des protéines G hétérotrimériques *'®

et avec plusieurs
membres de la petite famille des Rho GTPases tels que RhoA, Rac, Gaplm et Cdc42 »*. De
Iautre c6té, Tax-1 se lie aux protéines impliquées dans la structure et la dynamique du
cytosquelette: o-internexine, cytokératine, actine, gelsoline, annexine et y-tubuline
202254219280 Grace 4 ces interactions, Tax-1 pourrait ainsi relier Rho GTPases a leurs cibles et
affecter I'organisation du cytosquelette. De ce fait, Tax-1 fournit un signal intracellulaire qui
se synergise avec ’action d’ICAMI1 pour provoquer la polarisation des microtubules des

cellules T et la formation de la synapse virologique .

La phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et son effecteur en aval Akt jouent un réle central
dans la régulation du métabolisme des nutriments, de la survie cellulaire, de la motilité, de la
prolifération et de l'apoptose 2*'. Tax-1 cible p85a et perturbe le complexe p85a/pll10a
conduisant & une activité accrue de PI3K %2, une phosphorylation d'Akt Ser473, une

activation d'AP1 et finalement une prolifération cellulaire 2%,

Tax-1 inhibe la signalisation Smad-dépendante, favorisant ainsi la résistance des cellules
infectées par HTLV-1 au TGFB %% Cette inhibition est médiée par I’interaction de Tax1
avec I’extrémité C terminale de Smad2, Smad3 et Smad4 2®°. Grace a ces interactions, Tax-1

inhibe la complexation et la liaison & I'ADN des Smad3-Smad4 28428,

Les protéines appartenant a la famille des substrats associés a Crk (Cas) sont des molécules
adaptatrices et d’échafaudage. Elles controlent spatialement et temporellement la transduction

des signaux en aval des intégrines, des récepteurs de la protéine tyrosine kinase, des
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récepteurs des oestrogenes et des GPCR. Parmi les protéines Cas, Tax-1 s'associe a p130Cas
et CasL. Les interactions Tax-1 et CasL se traduisent par une motilité accrue des lymphocytes
exprimant Tax-1 en réponse a la fibronectine et au CD3 %'

2.5.3 Interactions de Tax-1 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 cycline-dépendantes (CDK) %

. Tax-1 reprogramme la
progression du cycle cellulaire, en particulier la transition G1/S, par différents mécanismes
liés a l'activation ou a la répression transcriptionnelle, aux modifications post-traductionnelles
et aux interactions protéine-protéine 222 Tax-1 est capable d'interagir avec les cyclines-D1,
-D2 et -D3 ainsi quavec CDK4 et CDK6 %2 De plus, Tax-1 sassocie également &
p15INK4b et p16INK4a et neutralise leur activité inhibitrice de CDK4 2%?% Grace a ces
interactions, Tax-1 stabilise le complexe cycline D2/CDK4 et améliore son activité kinase,
conduisant a I'nyperphosphorylation de la protéine rétinoblastome (Rb). Par ailleurs, Tax-1

peut se lier et cibler Rb pour la dégradation protéasomique 2.

Les agressions de I’ADN et le stress de réplication activent la voie de réponse aux dommages
a I'ADN (DDR) dans les phases S et G2/M du cycle cellulaire 2°°. Tax-1 lie Rad51 %* et
I’ADN topoisomerase 1 2%’ qui sont tous deux directement impliqués dans les processus de
réparation de 'ADN 2***%_De plus, Tax-1 s'associe et co-localise avec les protéines Chkl
(point de contrdle kinase 1) et Chk2 (point de contrdle kinase 2) ****%®. Tax-1 cible donc
plusieurs composants de la voie de réparation des dommages a I'ADN et favorise les

anomalies de I'ADN.

L'une des caracteristiques des cellules exprimant Tax-1 en particulier dans I'ATL est
I'instabilité chromosomique et I'aneuploidie sévere **, ce qui suggére que les mécanismes de
surveillance de la ségrégation chromosomique pendant la mitose sont subvertis par Tax-1. De
fait, Tax-1 interagit avec 4 protéines impliquées dans I'amplification du centrosome ou dans le
point de contrble d'assemblage de broches mitotiques (SAC). Tax-1 co-localise avec le
centrosome pendant la mitose et provoque l'amplification des centrosomes par interaction
physique avec la protéine de liaison Ran/Ran 1 (RanBP1) et Tax1BP2 3023%3 | g
segmentation du centrosome nécessite l'interaction directe Tax-1/RanBP1 et la capacité de
Tax-1 a transactiver NF-kB. On pense que Tax1BP2 prévient la sur-réplication anormale des

centrosomes et donc I’aneuploidie *****. Grace & des interactions physiques avec Mad1 et
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Cdc20, Tax-1 subvertit l'activation de SAC et APC/C (complexe promoteur
d'anaphase/cyclosome) [256]. L'activation prématurée de I'APC/C par Tax-1 induit un arrét et
une sénescence G1 permanente 30397,

2.5.4 Interactions de Tax-1 avec les pores nucléaires et les protéines de la voie

sécrétoire

La navette de Tax-1 entre le cytoplasme et le noyau est régie par une séquence de localisation
nucléaire (NLS) et par un signal d'exportation nucléaire (NES) '#**%". Cette navette est médiée
par l'interaction avec des protéines impliquées dans l'importation nucléaire, I'exportation
cytoplasmique et les voies sécrétoires 20+%,

En conclusion, plus de 200 protéines cellulaires ont été décrites comme partenaires de Tax
309311 Tax-1 est en effet une protéine de structure désordonnée. Contrairement & la plupart
des protéines cellulaires qui adoptent une structure fixe et stable, les protéines de structure
désordonnée possedent de petits motifs qui leur conféerent une flexibilité permettant d'établir
un nombre élevé d'interactions avec divers partenaires. Ces motifs linéaires courts (SLiM)
sont retrouvés dans des protéines eucaryotes et sont répartis dans ~ 150 différentes classes,
dont plus d'un tiers sont également retrouvés dans de protéines codées par divers virus *'?. Les
SLiM participent donc aux stratégies utilisées par des virus pour détourner la machinerie
cellulaire de I'néte a leur avantage. En effet, les SLiMs sont utilisés par des virus comme
motifs d'entrée, de propagation et de perturbations des voies de signalisation de la cellule
hote. Nous intéressons particulierement a un SLiM de séquence ETEV qu'on retrouve a
I'extrémité carboxyl terminal de Tax-1 et qui lui permet d'interagir avec des protéines
cellulaires possédant un domaine PDZ. Ce motif est donc dénommé PBM pour PDZ binding

motif.

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

Différentes protéines a domaines PDZ sont connues pour former un complexe avec Tax-1 en

raison de son motif (ETEV) de liaison aux PDZ appelé PBM (PDZ Binding Motif) situé dans

313

I'extrémité C terminale L'interaction de Tax-1 avec ces protéines PDZ conduit

fréquemment & leur délocalisation 34431

. Une protéine liant Tax-1, DLG1 (disc Large
homolog 1), a été particulierement étudiée en raison de sa capacité a agir comme un

suppresseur de tumeur. DLG1 agit 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 cellulaire 3"*2 La

formation de complexe APC-DLGL1 régule négativement la transition G1 a S et joue un role
important dans la transduction du signal de blocage du cycle cellulaire APC *!". Grace a
I'interaction PBM/domaine PDZ, Tax-1 induit I’hyperphosphorylation de DLG1, affecte sa

316

localisation *° et empéche sa liaison 8 APC %°.

2.6.1 Ciblage des domaines PDZ par d’autres PBM viraux

Les motifs PBM sont sélectivement présents dans d'autres virus pathogénes, mais pas leurs
parents non pathogeniques. Par exemple, les papillomavirus humains (HPV) ont des sous-
types a risque élevé tels que HPV16 et 18 qui sont associés a des tumeurs malignes telles que
le carcinome cervical, et des sous-types a faible risque tels que HPV6 et 11 qui sont associés
uniquement 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 sous-type viral est également observée pour
I'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 E4-ORF1 de I'adénovirus peuvent remplacer le
PBM de Tax-1 en permettant a Tax-1 de transformer les cellules CTLL-2. Cette observation
suggere que les fonctions de ces PBM viraux et les protéines a domaines PDZ avec lesquelles
elles interagissent sont identiques, et que ces trois virus oncogénes utilisent un mécanisme

320,321

commun pour induire des tumeurs malignes Les mémes conclusions peuvent étre

déduites en analysant des séquences PBM d'autres virus pathogenes humains.

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 cellule-cellule, le virus utilise
principalement la dépolarisation de I'épithélium hautement polarisé du foie *?2. L'expression
de la protéine nucléocapsidique du HCV perturbe la polarité apico-basale des épithéliums
polarisés et conduit a la dérégulation des composants du complexe de polarité contenant la
protéine PDZ SCRIB. Elle influence également ’expression et la localisation des deux
protéines & domaines PDZ, DLG1 et SCRIB *%. En outre, il a été rapporté que la séquence de
la protéine non structurale NS4B, mal caractérisée, contient un motif PBM de classe | (X-T/S-
X-C); cependant, il n'existe pas encore de preuve expérimentale qui soutienne l'interaction
entre les protéines PDZ et NS4B %%,
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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 (HBVCc) sont liées a la pathogénicité virale. Des protéines a domaines PDZ telles que
GIPC1 (ou TIP-2) ont eté révelées comme partenaires de HBVc. L'interaction de HBVc avec
GIPC1 est médiée par son PBM, qui présente des similitudes de séquence avec d'autres
ligands de GIPC1 **°. Le HBVCc peut également se lier via son PBM & la protéine tyrosine
phosphatase non-récepteur PTPN3. Cependant, le role précis de cette association dans la

pathogenese du HBV n'est pas connu.

L’herpésvirus du sarcome de Kaposi KSHV (herpésvirus humain 8) est l'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
fréquents chez les patients atteints du syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). Le virus
KSHYV agit sur I’expression de la protéine a domaine PDZ PDLIM?2, afin de déréguler les
voies cellulaires dépendantes de NF-«kB et de STAT3 %,

Le HIV-1 est un lentivirus qui infecte plusieurs types de cellules immunitaires, mais
principalement des lymphocytes T CD4 + positifs. Le HIV-1 provoque le SIDA, une affection
caractérisée par I'immunosuppression et les patients atteints du SIDA courent un risque élevé
d'infections microbiennes opportunistes. Plusieurs interactions de protéines du HIV-1 avec les
protéines a domaines PDZ de I'hte ont été décrites. Entre autres, la protéine Gag du HIV-1
interagit avec différentes protéines & domaines PDZ, telles que PDZD8 et DLG1 /3%
L’Adénovirus de type 9 (Ad9) est un virus humain couramment associé a des infections
oculaires benignes, mais causant des tumeurs mammaires chez les rats en présence de niveaux
élevés de I'hormone cestrogéne 3. L'oncogénicité d'’Ad9 est déterminée par la seule fonction
de la région E4 du géne ORF1 (E4ORF1) **!. Trois régions de EAORFI sont importantes dans
la transformation cellulaire, y compris une région C-terminale contenant un PBM. Il a été
démontré que E4AORFL1 pouvait se lier a un certain nombre de protéines contenant un domaine
PDZ, telles que DLG1, MAGI1, MUPP1, PATJ et ZO2 %3#3%,

Le virus de la rage est un rhabdovirus neurotrope qui cause une encéphalite mortelle chez les
mammiferes. La glycoprotéine de I’enveloppe virale est dotée d’un motif PBM de classe I a

son extrémité C terminale (QTRL). Il a été rapporté que 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 domaine PDZ de deux serine-thréonine kinases MAST1 et MAST2 pour
médier a la fois l'activation de la voie AKT antiapoptotique et la survie neuronale. A
contrario, la glycoprotéine G du virus de la rage atténué avec un PBM muté (ETRL) possede
un répertoire d'interactions PDZ plus étendu qui inclue DLG2, MUPP1 et la tyrosine
phosphatase PTPN4 favorisant la mort des cellules neuronales®®.

Le virus de I'encéphalite & base de tiques (TBEV) est un flavivirus de type arbovirus (ayant
pour vecteur un arthropode suceur de sang). Le TBEV provoque une maladie fébrile chez les
humains qui progresse souvent vers une encephalite, 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 TBEV>*". NS5 interagit avec SCRIB et cette
interaction est essentielle au virus dans la perturbation de la voie JAK-STAT®® .

Le virus de la dengue (DV) est un autre flavivirus de type arbovirus. Celui-ci cause la fiévre
de la dengue et la plus sévére fievre hémorragique de la dengue dans les régions tropicales et
subtropicales. Des essais d’interaction in vitro ont montré que la protéine NS5 du DV utilise

un PBM interne pour se lier & ZO1, régulant ainsi la synapse virologique®®.

Le coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévére (SARS-CoV) La protéine
d'enveloppe E du SARS-CoV contient un PBM de classe Il (DLLV) qui permet la liaison au
domaine PDZ de MPP5. Cette derniére protéine est un composant clé du complexe de polarité
Crumbs. Dans les cellules épithéliales infectées par le SARS-CoV, la protéine virale
d'enveloppe E délocalise PALS1 vers 1’appareil de Golgi. Cette délocalisation de PALSI1

affecte la polarité cellulaire et la formation des jonctions entre cellules. 3*.

En conclusion, la perturbation des fonctions cellulaires via I'interaction PBM/PDZ semble étre
un mécanisme conservé a travers divers types de virus pathogénes humains y compris des
virus oncogéniques et non-oncogéniques. Dans la plupart des situations, les proteines virales
utilisent des motifs PBM localisés a leurs extrémités C-terminal. Actuellement, les virus
pathogénes humains sont classés en fonction de leur proximité de séquences génétiques.
Cependant, cette classification est rigide et ne prend pas en considération les informations

liees aux interactions protéine-protéine que des virus établissent avec les cellules hétes. Ce
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genre d’observations est tres intéressant dans la conception des stratégies thérapeutiques

ciblant un large spectre d'infections virales.

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
début des années 1990 et a été classée en tant que telle apres I’identification des trongons
d'acides aminés communs aux trois premiers membres identifiés, PSD95 (postsynaptique
density 95), DLG1 (discs large homolog-1) et ZO1 (zonula occludens protéine-1), d'ou
l'origine du nom PDZ **!. On peut les retrouver a travers les différentes espéces, des bactéries

%2 Elles sont impliquées dans un trés grand nombre d'activités

jusqu’aux vertébrés
cellulaires, y compris le contréle de la migration et de I'invasion cellulaires, la prolifération
cellulaire, la polarité cellulaire, la fixation cellulaire, le contact cellule-cellule, I'apoptose et

I'établissement des synapses immunologiques.

Les domaines PDZ sont des sites d'interaction protéine-protéine et, comme bon nombre de ces
protéines possedent de multiples domaines PDZ capables de multiples interactions protéiques,
on les considére genéralement comme des molécules d'échafaudage autour desquelles des

complexes multi-protéines 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 (PBM). Par 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
I'activité d'un ligand contenant un PBM, tel que SCRIB avec p-Pix 3*. Inversement, un ligand
PBM peut agir directement sur, et inactiver 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 seuls, leurs complexes avec
des partenaires de liaison ou des dimeres PDZ-PDZ) ont été déterminées par RMN et par
cristallographie aux rayons X *%®. La diffusion de rayons X & 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 3. Ces études structurales fournissent des informations détaillées sur 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 PDZ canonique est globulaire avec un diamétre approximatif
de 35 A. Les études structurales ont révélé que les domaines canoniques PDZ sont

généralement composés de 6 brins B (BA - BF), une courte hélice a (aA) et une longue hélice

a (aB) 37 (Figure 11A).

2.6.3.2 Les domaines de type PDZ : « PDZ-like »

Les domaines de type « PDZ-like » adoptent un repliement formé de 5 brins B (B1-B5) coiffés
par 2 hélices a (a2 et a3), ainsi que 2 brins  courts aux extrémités N et C terminales (BN et
BC). L'a-hélice bien définie (al) est formée dans la région entre la boucle Bl et B2 du
domaine de type PDZ (Figure 2B). Cette structure se retrouve par exemple au sein des
domaines PDZ la famille HTRA (HTRA ou DEGP, DEGS et DEGQ) *'*? (Figure 11B).

2.6.3.3 Dimérisation du domaine PDZ

Bien que la plupart des domaines PDZ isolés soient des monomeres, certains d’entre eux
forment des diméres ***3%°_ e PDZ de SHANK1 et le PDZ6 de GRIP1, par exemple, forment
un homodimére via la boucle BB/BC et les brins BA N-terminaux, qui présentent une
orientation antiparalléle entre les brins BA des protéines. La formation du dimere PDZ
n'affecterait pas la liaison avec des partenaires, car les sites de liaison aux peptides des deux
domaines PDZ restent accessibles. Cependant, le r6le de ces deux dimérisations de PDZ in
vivo reste incertain, car il n'y a aucune preuve que les protéines completes forment des

3638 " Un autre mode de dimérisation des domaines PDZ a été

dimeres fonctionnels in vivo
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 étendu de brins . Cette dimérisation du domaine ZO1-PDZ2 conserve
le repliement canonique des domaines. De plus, le site de liaison s'ouvre parfaitement pour
permettre l'interaction avec le ligand cible. In vivo, la présence du dimere ZO1l ou des
oligomeres d'ordre supérieur a été confirmée par la co-immunoprécipitation de ZO1 marquée

par la protéine fluorescente GFP (ZO1-GFP) avec ZO1 endogeéne®*®*' (Figure 11C),
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suggerant 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 replient généralement dans une structure native bien définie.
Cependant, certains domaines PDZ ont besoin d'autres domaines PDZ complémentaires pour
s’y connecter en tandem et se replier correctement. Par exemple, les premier et second
domaines PDZ (PDZ1+PDZ2) de la protéine GRIP1 sont connectés de cette maniére. Les
études structurales ont révélé 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 depend strictement de la fixation covalente avec le PDZ2. Dans la méme protéine
GRIP1, un autre exemple de domaines PDZ en tandem concerne le quatrieme et le cinquiéme
domaine PDZ (PDZ4+PDZ5). Ceux-ci, sont nécessaires pour interagir avec GLUR2/3. La
structure en solution du tandem PDZ4+PDZ5 montre que le PDZ4 contient une cavité de

liaison déformée, mais que cette cavité déformée stabilise la structure du PDZ5%%%3%,

En plus de ces exemples, d’autres études ont révélé des structures de domaines PDZ en
tandem présents dans PSD-95, SDCBP et X11A. Ce qui prouve que les domaines PDZ en
tandem jouent un réle crucial dans la formation de structures et de supramodules

fonctionnelles®***3* (Figure 11D).
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Figure 11 : Représentation 3D des différentes structures des domaines PDZ issues de la base
de données des structures 3D protéiques PDB. A) Représentation de la structure du domaine
PDZ canonique de DVL-I (code PDB: 2KAW). B) Représentation de la structure du domaine
« PDZ-like » de HTRA2 (code PDB: 1LCY). C) Représentation de la structure en dimere du
domaine PDZ2 de ZO1 (code PDB: 2RCZ). D) Représentation de la structure en tandem des
domaines PDZ1 et PDZ2 de GRIP1 (code PDB: 2QT5). Le site de liaison de chaque domaine
PDZ est représenté par la surface hachurée ovale. Ces structures ont été générées a l'aide du

logiciel Pymol. Adapté de 3.
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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 motifs C-terminaux 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 poche, entre les éléments structuraux aB et BB contenant la
boucle de liaison au carboxylate qui est hautement conservée (motif R / K-XXX-G-O-G-®,
ou X représente un résidu d'acide aminé et @ un résidu hydrophobe) situé avant le brin B
344371 | e premier résidu de Gly dans ce motif est variable parmi les domaines canoniques de
PDZ et peut étre remplacé par un résidu de Ser, Thr ou Phe *"2, Le deuxiéme et le quatriéme
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 anti-parallele au brin BB, ce qui permet des

interactions importantes®” (Figure 12A).

Lors de la liaison canonique, la chaine latérale du résidu PO du ligand (premier résidu en C-
terminal) est dirigée vers la cavité hydrophobe constituée par les résidus de B et aB du
domaine PDZ (SO0) et, par conséquent, la grande majorité des ligands de domaine PDZ ont un
résidu hydrophobe a cette position PO. La taille et la forme de SO varient entre les différents
domaines PDZ, contr6lant ainsi la préférence de SO par rapport a différents résidus
hydrophobes a PO. Toutefois, la plupart des domaines PDZ préferent des résidus hydrophobes

non aromatiques & PO, tels que valine, isoleucine ou leucine ¥*3"® (Figure 12B).

En conséquence de l'insertion prolongée du ligand au niveau du brin B anti-parallele, les
chaines latérales des résidus a P-1 et P-3 seront exposées au solvant. De ce fait, ces résidus
sont rarement directement impliqués dans la liaison canonique du domaine PDZ. Cependant,
certaines études ont suggéré que les residus amphipathiques tels que le tryptophane ou la
tyrosine pourraient étre légérement favorisés a ces positions 3*3. En revanche, la chaine
latérale du résidu P-2 pointe vers la surface du domaine PDZ, comme la chaine latérale du
résidu PO. De plus, cette chaine latérale du résidu P-2 entre en contact direct avec la chaine
latérale du premier résidu de aB (aB1); Ainsi qu’avec plusieurs autres résidus (principalement
hydrophobes) d'aB et BB, qui constituent une poche de liaison secondaire (S-2). La préférence
de S-2 vis-a-vis des résidus spécifiques a P-2 est beaucoup plus stricte que la préférence
résiduelle de SO et, par conséquent, la classification des ligands de domaine PDZ repose
principalement sur le résidu P-2. De fait, les domaines PDZ ont été classés par rapport au
premier résidu de l'a-hélice B (aB1) ¥ (Figure 12B).
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Figure 12: Représentation 3D des différentes positions de résidus important pour
P’interaction du domaine PDZ avec son ligand. A) Repliement d’un domaine PDZ
canonique qui comprend deux hélices a (aA et aB) et six brins  (BA-BF) (code PDB: 2LUI).
Le ligand est montré en rouge et est étroitement lié dans la boucle de liaison située entre
I'hélice aB et le brin BB. La boucle de liaison au ligand est composée par le motif R/K-X-X-
X-G-¢-G-¢ (X-tout résidu; ¢-résidu hydrophobe) dont les caractéres sont indiqués en rouge.
B) Représentation de la surface d’'un domaine PDZ canonique complexé a son ligand. Les
poches hydrophobes SO et S-2 (pour les domaines de classe Il) sont indiquées en vert. De
méme, les cing résidus C-terminaux du ligand sont indiqués de PO a P-4 en orange. La ligne
en pointillés noires indique le plan de coupe utilise dans les parties C, D et E de la figure. C)
Les domaines de liaison de classe | reconnaissent habituellement des ligands avec Ser ou Thr
a P-2. Le résidu aB1 est habituellement His (code PDB: 1TP3). D) Les domaines PDZ de
classe Il reconnaissent des ligands avec des résidus hydrophobes a P-2. Le résidu aB1 est
souvent hydrophobe et permet la formation d'une seconde poche de liaison hydrophobe
(désignée S-2 dans la partie B de la figure) (code PDB: 1N7F). E) Les ligands qui lient les
domaines de classe 111 ont typiquement Asp ou Glu au niveau de P-2 et Tyr a la position aB1
(code PDB: 1B8Q). Adapté de **'.
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En plus des séquences de liaison C terminale, des positions internes de liaisons aux domaines
PDZ ont été décrites pour quelques ligands. Ainsi, les domaines PDZ de PSD95 **°, SNTB
%1 et de DLG2 % interagissent avec la protéine nNOS via une structure en épingle & cheveux
(B-finger) mimant une queue carboxy-terminale *®3%. Avec une présence faible dans la

littérature, ce mode d’interaction semble montrer une occurrence biologique peu fréquente 384,

2.6.5 C(Classification des domaines PDZ

Basée sur la nature du premier résidu de 'a-hélice B (aB1), les domaines PDZ ont été divisés
en trois classes différentes. Les domaines PDZ de classe I, qui forment de loin la plus grande
classe. lls reconnaissent généralement un motif -XS/TX-¢ en utilisant une histidine en
position aB1 pour former une liaison hydrogene avec la Sérine/Thréonine P-2 3 e PSD-95
(PDZ2 et 3) et la Syntrophine sont des exemples classiques des domaines PDZ de classe
classe 1 ¥3%° Les domaines de classe Il reconnaissent les motifs -X-¢-X-¢ en utilisant un
résidu hydrophobe a la position aB1. Pour cette raison, les domaines PDZ de classe II tels que
CASK, GRIP1 (PDZ 5 et 6) et SDCBP sont décrits pour avoir une seconde poche hydrophobe
formée par des résidus aux positions aB1, aB4, aB5 et B3 **738%3%%8 | es domaines PDZ de
classe 11l reconnaissent un motif -X-D/E-X-¢ et ont généralement une Tyrosine a la position
aB1, permettant au groupe hydroxyle d'interagir avec la chaine latérale carboxyle de
I'Aspartate ou du Glutamate. Le domaine PDZ des nNOS lie typiquement les ligands de classe
111%"® (Figure 12C, D et E).

2.6.6 Importance des protéines a domaine PDZ pour ’homéostasie cellulaire

Les interactions protéiques médiées par les domaines PDZ sont impliquées dans un large
éventail de processus cellulaires, y compris y compris le contrdle de la migration et de
I'invasion cellulaires, la prolifération cellulaire, la polarité cellulaire, la fixation cellulaire, le

contact cellule-cellule, I'apoptose et I'établissement des synapses immunologiques. .

Outre leur conservation a travers I'évolution, I'importance des protéines a domaines PDZ dans
I'noméostasie cellulaire est également mise en évidence par les défauts dramatiques observeés
lorsque leur fonction est perturbée ; Notamment, dans des situations pathologiques telles que
le cancer. Par exemple, la dérégulation des fonctions des protéines a domaines PDZ, par
surexpression ou par régulation négative, est bien établie dans divers cancers d'origine

épithéliale 38939
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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'embryogenese, et lors du développement. Ainsi, les défauts de motilité cellulaire sont
caractéristiques de diverses maladies telle que la progression des métastases cancéreuses 2.
La migration est étroitement contrdlée par l'organisation du cytosquelette d'actine dont la
famille des Rho GTPases constitue des régulateurs importants 3*. Une protéine Rho est en
état conformationnel inactif lorsqu’elle est liée au GDP et en état conformationnel actif quand
elle est liée au GTP. Cet interrupteur est controlé par différentes protéines régulatrices: les
régulateurs positifs (Guanine exchange factors, GEFs) qui stimulent le remplacement d'une
GDP par une GTP, ce qui conduit a une GTPase active. Plus de 70 Rho-GEFs différents ont
été décrits et 37% d'entre eux possédent des motifs PBM & leurs extrémités C-termininal 3,
d’autres ont des domaines PDZ et certaines ont les deux (PBM et PDZ). Ce qui suggere
I’importance des interactions PDZ-PBM comme régulateurs critiques de la fonction Rho-GEF

et du remodelage du cytosquelette (Figure 13).
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Figure 13. Représentation schematique de certaines interactions PDZ/PBM-dépendantes
des GEFs et de leurs conséquences. A. La partie supérieure indique les domaines/motifs
protéiques présents dans les GEFs. B. La partie inférieure montre des interactions qui sont
PDZ dépendantes, PBM-dépendantes et celles qui impliquent potentiellement a la fois PDZ et
PBM. CAMKII, protéine kinase Il dépendante de Ca2+/calmoduline. DH: DH, Dbl
homology; EGFR: epidermal growth factor receptor; hScrib: human Scribble; PH: pleckstrin
homology; PLC: phospholipase C; SAP 102: synapse-associated protein 102; SH3: Src

homology 3. Adapté de 3.

2.6.8 Ciblage des interactions impliquant des protéines a domaines PDZ

Le concept de perturbation des interactions protéine-protéine n'est pas souvent exploité par
Iindustrie pharmaceutique. Cependant, il apparait qu'au moins certaines de ces interactions
peuvent étre ciblées par des petites molécules de faible poids moléculaire. En effet, les
interactions dynamiques peuvent étre ciblées par des petites molécules. Ceci en se liant a une
protéine avec une affinité trés élevée, afin d'empécher une interaction ultérieure avec une

protéine partenaire 3%.

Diverses études appuient fortement I'idée que les interactions impliquant des domaines PDZ

sont « ciblables » et peuvent fournir une nouvelle génération de nouveaux meédicaments
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ciblant des états pathologiques importants *’. Dans ce sens, un certain nombre de molécules

ont été identifiées comme de potentiels inhibiteurs des interactions PDZ/ligand *%,

De plus, le ciblage des interactions protéine-protéine 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 émaner de médicaments

visant les cibles de maniére plus large 3994,

3 Techniques utilisées pour I’élude des interactions

protéine-protéine

Le développement du domaine de I’interactomique est 1’une des voies importantes pour la
compréhension des systemes biologiques compliqués et ’orientation vers des approches

cliniques ciblées.

Les méthodes utilisées pour identifier et analyser les diverses interactions impliquant des
protéines cellulaires ou d’origine pathogéne sont généralement reproductibles facilement. Ces
techniques peuvent étre limitées a la détection de complexes protéiques ou assez sensibles
pour la détection d’interactions binaires*®" .

Malgré leur diversité, les méthodes de détection des interactions protéine-protéine peuvent
étre regroupées en quelques grandes catégories (Tableau 1). Les essais de reconstitution de
fragments, tels que le systeme du double hybride en levure (Y2H) et le Gaussia princeps
protein complementation assay (GPCA) sont basés sur des protéines scindées qui sont
reconstituées fonctionnellement par des fusions de protéines interactantes. Les méthodes
biophysiques incluent la détermination de la structure et I'identification par spectrométrie de
masse (MS) des protéines dans les complexes. Les méthodes biochimiques comprennent des
procédés tels que I’'immunoprécipitation suivie du western blot. En raison du manque de
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 aucune méthode particuliére et, par
conséquent, de multiples approches expérimentales sont nécessaires pour couvrir au

. . ., , . L. . 402
maximum l'interactivité d’une catégorie de protéines cibles 02,
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Tableau 1 : Méthodes de détection des interactions protéine-protéine (adapté de

402
).

Principe

Type

Sous-type

Technique dérivée

Dosage de la
complémentation

Dosage de la complémentation
cytoplasmique

Reconstruction de
I'ubiquitine

des protéines Reconstruction de la | GPCA
luciférase
Dosage de la complémentation Piege d'interaction de
lice a la membrane protéines
mammiferes
Dosage de la complémentation Double hybride Double hybride en
transcriptionnelle levure
Fluorescence de la
complémentation bimoléculaire
Méthode 3 hybrides Triple hybride
Biophysique Résonance magnétique nucléaire
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'énergie
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 de protéines
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 méthodes de détection d’interactions protéine-

protéine dans notre étude. En effet, nous avons choisit des techniques complémentaires qui

utilises des concepts différents pour détecter des interactions nécessitant des conditions

particuliéres. Ainsi, la technique du GST pull down permet d’identifier des interactions peu

exigeantes mais qui nécessitent la présence des protéines complétes. Une technique que nous

avons adaptée pour une utilisation a grande échelle avec I’ORFeome 5.1 (Figure 14).
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Figure 14 : lllustration de la mise en place du systéme GST pulldown haut débit. Tax-1

fusionné a la GST est produit en bactéries puis purifié grace a 1’utilisation de billes d’agarose.

Ces billes chargées de Tax-1-GST sont incubées avec une protéine a domaines PDZ fusionnée

au Flag purifiée a partir de cellules HEK. Apreés élution, une immunoprécipitation permet de

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

des anticorps anti-Tax-1, anti-Flag et anti-Tax-2 (Tax-2 étant notre contrdle négatif).

De son cOté, la technique du double hybride en levure (Y2H) permet de détecter des

interactions nécessitant des modifications post-traductionnelles sur les protéines a tester. Cette

technique a été adaptée pour le haut débit en utilisant des plaques 96 puits (Figure 15).
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Figure 15 : Illustration de la procédure d’utilisation du PDZome humain. D’abord, on
cultive d’un coté les levures exprimant la protéine Tax-1 fusionnée a une moitié du facteur de
transcription Gal4, et de I’autre coté les domaines PDZ fusionnés a la deuxiéme moitié¢ du
facteur Gal4. Puis nous mettons en contact les deux cultures pour une phase de conjugaison
des levures haploides, qui fusionnent pour donner des levures diploides. Ces derniéres
expriment en plus de Tax-1, un des domaines PDZ. Chaque levure diploide est capable de
survivre sur un milieu sélectif en cas d’interaction entre Tax-1 et le domaine PDZ, suite la

reconstitution du facteur de transcription Gal 4.

Enfin, la technique de GPCA permet la détection d’interactions détectables dans des cellules

mammiferes sans nécessiter la présence de protéines completes (Figure 16).
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Figure 16 : Procédure de détection d’interactions entre Tax-1 et les domaines PDZ par
GPCA. Des cellules HEK sont co-transformées par des vecteurs GL1-Tax-1 et GL2-PDZ.
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. Aprés lyse et lecture,

I’analyse de la fluorescence permet d’identifier les candidats partenaires de Tax-1.

De maniere générale, les méthodes utilisées en interactomique reflétent chacune la puissance
et le potentiel de ce domaine de la biologie moléculaire ; notamment dans le décryptage des

mécanismes moléculaires et la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.

4 Exploitation des données issues des interactomes

proteigues

Les études interactomiques générent des quantités d’informations importantes. En effet, la
plupart des études interactomiques cherchent a détecter un maximum de partenaires. De ce
fait, il est impératif d’adapter les outils d’analyses afin d’optimiser I’exploitation des données.
Parmi les premiéres applications de I|’interactomique, on peut citer l'identification des
fonctions protéiques liees aux partenaires détectes. Cette étape nécessite la représentation des

protéines par leur gene codant, afin d’éviter les complications liées aux isoformes.

L'interprétation biologique de grandes listes de génes dérivées d'études interactomiques
nécessitent des méthodes bio-informatiques. De ce fait, plusieurs outils ont été développés
afin d’aider les scientifiques a traiter les masses importantes de données. Parmi ceux-Ci, nous

nous sommes intéressés aux outils d’attributions d’annotations et de fonctions pour chaque
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geéne d’une liste de candidats d’intérét (GoMiner, DAVID, EASE, GOstat, Onto-express,
GoToolBox, FatiGO, GOSSIP, GFINDer, GOBar) “%.

Ces outils mettent systématiquement 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 phénomenes

biologiques étudiés ***.

En utilisant des outils bio-informatiques bien développés tels que la plate-forme DAVID **,
on peut éviter un bon nombre de difficultés liées a la recherche des fonctions des génes. En
effet, chaque gene peut avoir une grande quantité d'annotations fonctionnelles, plusieurs

sources d’informations non homogenes et plusieurs répétitions de fonctions redondantes.

Dans le cas de 1’étude de I’interactome d’une protéine d’intérét dont les fonctions ne sont pas
toutes établies, les résultats issus des outils d’enrichissement de GOs peuvent étre exploités
directement en identifiant les protéines partenaires codées par les génes les plus enrichis. En
effet, les protéines partenaires participent souvent au méme processus biologique et sont donc
susceptibles de partager certaines fonctions “®°. Ainsi, il est possible d’assigner de nouvelles

fonctions a la protéine d’intérét.
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CHAPITRE Il : OBJECTIFS DE L’ETUDE

Le groupe des deltarétrovirus humains est composé de quatre membres (HTLV-1 a 4).
Comme expliqué dans l'introduction, HTLV-1 est 1’agent étiologique de la leucémie a
lymphocytes T de 1’adulte (ATL) et de la paraparésie spastique tropicale (TSP). HTLV-2 a la
méme organisation génomique et infecte les mémes cellules cibles in vivo (les lymphocytes T)
mais avec un tropisme différent (CD8 au lieu de CD4 pour HTLV-1). Au niveau clinique,
HTLV-2 n’est pas associée a la leucémie des lymphocytes T *°. HTLV-3 et -4 ont été

5 16,17

découvert en 200 et aucune pathologie n'est encore associée a ces deux virus.

L'objectif ultime de notre étude est de proposer des interactions pathogene - hdte pouvant étre
exploitées comme nouvelles cibles thérapeutiques. Notre stratégie consiste a réaliser une
analyse la plus exhaustive possible des interactions entre certaines protéines humaines et un

motif spécifique au virus HTLV-1 que I'on ne retrouve pas chez son homologue HTLV-2.

Afin d’établir nos hypothéses, nous avons commencé par comparer les structures genomiques
des virus HTLV-1 et HTLV-2. En effet, ces deux virus montrent une grande homologie de
structure du génome (Figure 17). Les deux génomes viraux contiennent des genes qui codent
pour les protéines de structure (Gag, Pol et Env) communs a tous les rétrovirus. De plus, ils
contiennent une région "pX" caractéristique des deltarétrovirus et codant pour des protéines
régulatrices P30, Tax-1, Rex, P12, P13 et HBZ (codé par un ARN antisens) pour HTLV-1;
ainsi que P28, Tax-2, Rex, P10, P11 et APH-2 (codé par un ARN antisens) pour HTLV-2.
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Figure 17: Comparaison des génes codés par chacun des génomes des virus HTLV-1 et
HTLV-2. Les génes structuraux sont représentés avec des rectangles noirs et les génes non
structuraux sont représentés avec des rectangles gris. Pour les deux virus les génes structuraux

sont les mémes, mais les génes non structuraux sont différents. Adapté de*’®.

Nous nous sommes intéressés de plus pres aux protéines Tax-1 et Tax-2 qui contrdlent la
réplication virale des deux virus HTLV-1 et HTLV-2, respectivement, et qui établissent un

14407408 Notre hypothése

grand nombre d'interactions avec les protéines cellulaires de I'néte
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 deux virus 3%,

Les deux protéines Tax-1 et Tax-2 présentent une structure protéique similaire. De fait, dans
la région N-terminale des deux protéines Tax se trouvent une région de liaison a CREB, un
domaine de doigt de zinc et des domaines de liaison nécessaires pour l'interaction avec des
sous-unités protéasomales, des coactivateurs de transcription et des protéines impliquées dans
la transcription (Figure 18). Un domaine de localisation nucléaire (NLS) est situé dans les 60
premiers acides aminés de Tax-1 tandis qu'il se retrouve dans les 42 premiers acides aminés
de Tax-2 “**° Tax-2 est dotée d’un domaine de localisation supplémentaire d'environ 10

acides aminés en position 90-100, qui a été décrit comme étant impliqué dans la localisation
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cytoplasmique 8. Dans la région centrale de Tax-1 se trouvent deux motifs de type glissiére
a leucine, comprenant les acides aminés 116-145 et 213-248. Cette région est nécessaire pour
la dimérisation et I’interaction avec les domaines de liaison a 'ADN 833941 Cette région est
absente chez Tax-2. Il existe une région conservée entre Tax-1 et Tax-2, qui représente un
domaine putatif de type KID (acides aminés 81 a 95). Celui-ci est nécessaire a la liaison avec
CBP / p300 *’. De plus, la région de liaison CR2 (acides aminés 312-319) qui est cruciale
pour lier CBP / p300 **? est semblable pour Tax-1 et Tax-2.
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Figure 18: Comparaison de la structure et des domaines fonctionnels des protéines Tax-
1 et Tax-2. A. Les domaines spécifiques et les régions impliquées dans des voies d'activation
transcriptionnelles sont indiqués. Le signal de localisation nucléaire (NLS), le signal
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d'exportation nucléaire (NES), la région en glissiere a leucine (LZR), la séquence de liaison
CBP / p300, le domaine de liaison de NF-xB ainsi que le motif de liaison de PDZ sont
représentés. La position des lysines et leur ubiquitination, SUMOQylation et acétylation sont
indiquées. Les points rouges identifient les sérines phosphorylées. Adapté de . B.
Alignement des séquences d'acides aminés de Tax-1 et de Tax-2 (Tax-2B). Les 10 résidus de
lysine de Tax-1 et les 10 résidus de lysine équivalents de Tax-2 sont désignes K1 a K10. Les
quatre résidus de lysine supplémentaires de Tax-2 sont désignés K2i, K3i, K3ii et K10i. Le
domaine fonctionnel impliqué dans le clivage de p100 par Tax-1 et le motif de liaison aux
protéines a domaines PDZ (PBM), absents chez Tax-2, sont mis en évidence par un cadre.
Adapté de *2,

Les modifications post-traductionnelles de Tax-1 et Tax-2 telles que la phosphorylation,
l'acétylation, l'ubiquitination et la SUMOylation ont été largement décrites '#19%1% Des
analyses comparatives des modifications post-traductionnelles de Tax-1 et Tax-2 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 NF-xB 16177413419 Ceg tudes ont mis
en évidence le role des lysines spécifiques comme cibles pour la SUMOylation et
l'ubiquitination des protéines Tax-1 et Tax-2. Les lysines K6 et K8 sont critiques pour

I'activation de NF-kB et sont hautement conservées dans les deux protéines Tax .

Parmi les activités de transformation cellulaire observées pour Tax-1 et pas pour Tax-2, on
pourrait citer ’activation de la voie non-canonique NF-kB2 et I’interaction avec des protéines
a domaines PDZ %% |e motif PBM (PDZ binding motif) en C terminal, inexistant chez
Tax-2, permet a Tax-1 d'interagir avec les protéines a domaines PDZ comme expliqué plus

haut dans le chapitre consacre a l'interactome de Tax-1.

Par ailleurs, la transformation induite par Tax-1 et Tax-2 a été testée en lymphocytes T
cytotoxiques de souris, dont la croissance est strictement dépendante de 1’interleukine-2 (IL-
2) (CTLL-2). La transduction par un lentivirus exprimant Tax-1 dans les CTLL-2 transforme
ces cellules, les convertissant d'une croissance dépendante d’IL-2 en croissance indépendante
de I'lL-2. Dans ce modéle cellulaire, I'activité transformatrice de Tax-2 est beaucoup moins
importante que celle de Tax-1. De plus, le motif PBM de Tax-1 a été décrit pour son

implication dans cette activité de la protéine Tax-1 14420,
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Dans un modele d'infection de lapins par des virus HTLV-1 et -2, la contribution du PBM de
Tax-1 dans la prolifération, I'immortalisation des lymphocytes T primaires et la stabilité des
virus ont été démontrés. La comparaison de différents mutants viraux dans les séquences de
Tax-1 et de Tax-2 a révélée que le motif PBM joue un rdle clé dans la prolifération cellulaire
et dans la persistance virale in vivo %, Ces observations permettraient d'expliquer une plus
grande prolifération clonale de cellules infectées in vivo, ce qui est une condition préalable
pour le développement de I'ATL.

Il est donc bien établi que la différence de pathogéneéicité entre HTLV-1 et HTLV-2
résulterait du pouvoir transformant différent des deux protéines Tax-1 et Tax-2 et que le PBM
de Tax-1 est I'élément déterminant de cette différence. Par conséquent, les interactions de

Tax-1 avec les protéines a domaines PDZ sont importantes pour son pouvoir transformant.

Au début de notre étude, 14 protéines possédant au moins un domaine PDZ étaient connues
pour interagir avec Tax-1 (Tableau 2). Le génome humain code pour au moins 256 domaines
PDZ répartis sur au moins 145 protéines différentes **2. Notre premier objectif est de générer
une cartographie plus compléte des protéines a domaines PDZ partenaires de Tax-1,
permettant de mieux connaitre les fonctions biologiques ciblées par Tax-1 via ces interactions.
Par la suite, déterminer la spécificité possible de Tax-1 pour certaines classes de protéines a
domaines PDZ. Nous avons souhaités également dans cette étude mettre en évidence les
protéines PDZ interagissant avec Tax-1 et dont les genes sont exprimés dans des lymphocytes
T infectés ou non par HTLV-1. Ces dernieres constitueraient des cibles potentielles du virus
HTLV-1 in vivo. Nous avons voulu caractériser plus en détail certaines interactions nouvelles
pour conforter notre stratégie et, enfin, démontrer que des interactions Tax-1/PDZ peuvent

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

Le premier objectif de notre étude étant de cartographier de fagon la plus compléte possible
des interactions entre 1’oncoprotéine Tax-1 et les protéines a domaines PDZ, nous avons
complété les interactions déja connues dans la littérature par des interactions nouvelles
obtenues par des criblages a moyen débit. Notre stratégie expérimentale est schématisée ci-

dessous (Figure 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 de la construction d’une carte interactomique entre Tax-1 et les
protéines a domaines PDZ. Combinaison des trois approches de détection d’interactions

protéiques, afin d’identifier un maximum de protéines a domaines PDZ partenaires de Tax-1.

1 Les protéines a domaines PDZ issues de la littérature

Nous avons effectué une recherche bibliographique manuelle pour retrouver des articles de
recherche mentionnant une interaction entre Tax-1 avec une ou plusieurs protéines a
domaines PDZ. Nous avons recense 14 protéines a domaines PDZ partenaires de Tax-1
(Tableau 2 et Figure 20). Ces interactions permettent a Tax-1 de 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 Géne Nom Uniprot Id Uniprot Id article Pubmed | Biologie d’HTLV-1
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 LIN7A_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 -
PARD6A 50855 PAR6A_HUMAN QINPB6 9482110 -

Suppression de la
tumorigénése

PDLIM2 64236 PDLI2_HUMAN Q96JY6 19131544 induite par Tax
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 Tax-1. 14 protéines
a domaines PDZ sont décrites pour leur interaction avec Tax-1. La couleur rouge correspond

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

Afin d’estimer la spécificité de Tax-1 & cibler une classe particuliere de protéines & domaines
PDZ données, un classement basé sur la structure protéique et les domaines constitutifs des

protéines PDZ partenaires de Tax-1 a éeté realise.
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Ce classement a révélé que la protéine Tax-1 cible des protéines a domaines PDZ de la
famille MAGUK (Membrane-Associated Guanylate Kinase) telles que DLG1, DLG2, MAGI1
et MAGI3; de la famille Multi-PDZ, telles que IL16 et de la famille LAP (LRR And PDZ
domain), telles que ERBB2IP et SCRIB. Ce classement nous indique que Tax-1 cible aussi
des protéines non classées dans ces grandes familles, telles que LIN7A, LNX2, PARDGA,
PDLIM2, SNTB1, SNTB2 et TAX1BP3 (Figure 21). Aucune préférence de I’oncoprotéine
Tax-1 & interagir avec une catégorie de protéines PDZ données ne peut étre déduite de cette
analyse, qui ne prend pas en compte la totalité des protéines a domaines PDZ susceptibles

d'interagir avec Tax-1.

Acides aminés

500 1000 1500 2000
) DLG1 ¢—€e6 6> ED
Famille MAGUK . DLG4 ©e € @)
(Membrane-Associated MAGI1 CEH-6— 6 6©-©- 6 ——
Guanylate Kanases) MAGI3 -©EEDIe6 © €-6 € ©
Famille des mono- ou IL16 S W e e e
multi-PDZ TAX1BP3 €
Famille des LAP (LRR ERBB2IP —HH 8 —— -
and PDZ) SCRIB . It Il I IR
LIN7A €€
. LNX2 ¢+ ©€-©©
Protéines avec PDZ et
|
d’autres domaines PARDGA P
PDLIM2 ®-=—--=
SNTB1 & @
SNTB2 —& @

) [l ey
-4 3 Colled-collregion o 1
¢27> Low complexity region PDZ) H3 > . GuKc ‘"’ @ % :U<| % g q«j E> E

Figure 21 : Classement des protéines partenaires de Tax-1. Les protéines a domaines PDZ
sont classees selon leurs structures et leurs domaines protéiques constitutifs. Illustration issue

de la banque de données protéiques SMART.
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2 ldentification des interactions entre Tax-1 et les
protéines a domaines PDZ codées par I'ORFeome 5.1

L’ORFeome 5.1 est une collection de 15483 ORFs (Open Reading Frames) représentant
12794 genes, dont 74 codent pour des protéines & domaines PDZ “?*. Nous avons testé
I’interaction de ces 74 protéines a domaines PDZ avec la protéine Tax-1, en utilisant la
technique du GST pulldown. Pour ce faire, la protéine de fusion GST-Tax-1 a été produite en
bactérie BL21, purifiée a lI'aide des billes d'agarose couplées a la gluthatione, incubées avec
des lysats de cellules HEK293T contenant les différentes protéines a domaine PDZ flangquées
d'une étiquette "Flag" en position N-terminale. Les complexes ont été précipités, lavés
plusieurs fois et analysées par SDS-PAGE suivie de western blot a l'aide d'un anticorps anti-

Flag. Le tableau 3 résume le résultat obtenu pour I'ensemble des ORFs testés.

Tableau 3 : Criblage de ’ORFeome 5.1 par pulldown. 74 ORFs codant pour des protéines
a domaines PDZ ont été testés par la méthode du GST Pull down. Oui (en Gris): Il y a

interaction. Non (sans couleur) : Il n y’a pas d’interaction.

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 SIPA1L?2 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 TJP1 Non
FRMPD1 Non MPP2 Non PTPN3 Non TJP3 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 PARDG6A Non RGS3 Oui
GRIP1 Non PARD6B Non RHPN1 Non
HTRA2 Non PDLIM1 Non RHPN2 Non
IL16 Oui PDLIM2 Non RIMS?2 Non
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Sur les 74 protéines a domaines PDZ testées par GST puldown, 14 interagissent
specifiquement avec Tax-1: DVL3, GIPC2, IL16, INTU, LNX2, MAGI3, PDLIM4,
PDZLIM7, PDZD3, RADIL, RGS3, SDCBP, SDCBP2 et TAX1BP3. Parmi ces 14 protéines,
quatre protéines MAGI3, LNX2, IL16 et TAX1BP3 sont déja connues pour interagir avec
Tax-1. Les dix autres protéines restantes sont de nouvelles partenaires de Tax-1 (Figure 22 et

Annexe 1).

Figure 22 : ldentification de nouvelles protéines partenaires de Tax-1. 14 protéines a
domaines PDZ ont été identifiées comme partenaires de Tax-1 par GST pulldown. Parmi
celles-ci, seules les protéines en caractére rouge représentées (dans un cercle blanc) sont

connues dans la littérature.

3 ldentification des interactions entre Tax-1 et les
domaines PDZ clonés séparément

Afin de couvrir un ensemble plus large de protéines PDZ codées par le génome humain, nous
avons testé par la technologie du double hybride en levure (Y2H), les interactions de Tax-1
avec le PDZome humain, une ressource de domaines PDZ regroupant 96% des domaines PDZ

humains connus “%.
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Tableau 4: Ensemble des domaines PDZ testés avec Tax-1. Chaque domaine est nommé
selon la protéine qui le contient en plus d’un chiffre indiquant sa position dans le sens N-
terminal et C-terminal quand la protéine contient plus d’un domaine PDZ. Les domaines qui

interagissent avec la protéine Tax-1 sont indiqués en couleur grise. NEG est un controle

APBAL_1 APBA2_2 ARHGAP21 ARHGEF11 ARHGEF12 CARDI11 CARD14 CASK
DLG2_1 DLG2_2 DLG2_3 DLG3_1 DLG3_3 DLG4_1 DLG4_2 DLG4_3

DLG5_1 DLG5_2 DLG5_4 HTRA2 HTRA4

INADL_10 INADL_3 ‘

MAGI1_1

INADL_6 | INADL.7 | INADL8 | INADL.9 LNXI_L LNX1_3 LNX1_4 LNX2_1 LNX2_2
MAGIL2 | MAGIL3 | MAGIL4 | MAGILS | MAGIL6 | MAGI21 MAGI2_2 MAGI2_3 MAGI2_4 MAGI2_5
MAGI32 | MAGI33 | MAGI34 | MAGIZ5 | MAGI36 MAGIX MPPL MPP2 MPP3 MPP4 MPPS MPP6
MPP7 PARD31 | PARD33 | PARD3B_L | PARD3B_2 | PARD3B.3 PSMD9 RAPGEF2 | SCRIB.1 | SCRIB.2
! SHANK2 SNTBL NEG NEG TIPL2 P22 TIP2.3 TIP3 1 TIP3 2 TIP3 3
AHNAK CNKSR2 CNKSR3 | DEPDC2.1 | DEPDC2.2 DFNB31_2 DFNB31_3 DVLL DVL2 DVL3
215045 215860 FNIPL FRMPDL | FRMPD2_1 FRMPD2L2 FRMPD4 GIpc1 e GIpc3 GOPC
GORASP2 GRASP GRIPL_2 GRIPL_3 GRIP1_4 GRIPLS GRIPL_6 GRIPL7 GRIP2_1 GRIP2_3
GRIP2_6 GRIP27 IL16_2 INTU KIAA1849 LDB3 LIMK2
MASTL 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? PDZD1L PDZD21 | PDZD22 PDZD2_4 PDZD2_5 PDZD2_6 PDZD3 1 PDZD3 2 | PDZD33
PDZD4 PDZD7_1 PDZKI1 | PDZKL2 PDZK1_3 PDZRN3 2 PDZRN4 | PPPIR9A
LRRC7 PARDSA | ERBB2IP LINTC PICK1 HTRA3 HTRAL | TAX1BP3 LINTB
NEG MLLT4 LINTA PARD3_2 TIAML SLCIA3RI_2 TPL3 MPDZ_2 | SCRIB_4 IL16_3
PRX PTPNI3.2 | PTPNI3.3 | PTPNI34 PTPN4 RGS12 &_
RHPN2 SDCBP_1 | SDCBP.2 | SDCBP21 | SDCBP2.2 NEG NEG SIPAILL | SIPAIL2
SIPALL3 S"Cfﬁmz ﬁ-l SNTG2 SNX27 SYNI2BP USHIC 1 | usHic 2 | usHic 3

Pour ce faire, 'ADNc de Tax-1 a été cloné et exprimé en levure haploide AH109 (MATa)
sous forme de fusion avec le domaine de liaison a I'ADN (DB) du transactivateur Gal4 de la
levure (transactive le géne de sélection HIS3). Le PDZome (246 domaines) a été cloné et
exprimé en levure haploide Y187 (MATa) sous forme de fusion avec le domaine d'activation
de la transcription (AD) de Gal4. La conjugaison des deux types de levure et l'utilisation d'un
géne rapporteur HIS3 codant pour I'histidine permet d'identifier des levures diploides
contenant des partenaires d'interaction. Parmi les 246 domaines PDZ appartenant a 138
protéines différentes testés, 47 domaines 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 GLucN1 exprimant le premier fragment (GL1) de la luciférase de Gaussia princeps
(GLuc), tandis que I'ADNCc de Tax-1 a été clone dans le vecteur GLuUcN2 exprimant le second
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fragment (GL2) de la GLuc. La co-transfection de ces deux vecteurs en cellules HEK293T
permet de détecter des interactions entre un domaine PDZ et Tax-1 via la complémentation
des fragments GL1 et GL2 de la Gluc. En utilisant cette méthode, nous avons confirmé
I'interaction de 33 domaines PDZ avec Tax-1, soit 70% des interactions obtenues par Y2H.
(Figure 23 et Annexe 2).

Figure 23 : Protéines a domaines PDZ partenaires de Tax-1 issues du criblage double
hybride en levures. Nous avons testé les interactions entre 1’oncoprotéine Tax-1 et 246
domaines PDZ appartenant a 138 protéines par la technique du Y2H. Certains domaines
positifs en Y2H ont été validés par GPCA. Dans cette figure, nous avons schématisé sans
redondance les protéines auxquelles appartiennent les domaines PDZ séparés. Les protéines a
domaines PDZ partenaires de Tax-1 sont indiquées en couleur grise. Les protéines partenaires

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

A l'issue de ce criblage des domaines PDZ, nous avons donc identifié 38 interactions dont 5
déja décrites dans la littérature pour interagir avec Tax-1, tandis que 33 interactions sont

nouvelles.

La compilation des résultats obtenus en analysant les 74 clones PDZ de I'ORFeome 5.1 et les
246 domaines du PDZome humain permet d’enrichir le nombre total de partenaires de Tax-1
possédant au moins un domaine PDZ de 14 a 56 proteines. Ceci illustre I'avantage d'une

analyse systématique d'interactions pour avoir un apercu global de l'interactome de Tax-1
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avec des protéines a domaines PDZ (Figure 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 Tax-1 avec les protéines a domaines PDZ. Les
protéines avec un cercle 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 la littérature et qui sont retrouvées par notre étude. Toutes les autres protéines

(cercles gris) sont de nouvelles partenaires potentielles de Tax-1.

4 Expression des genes codant pour les protéines a
domaines PDZ dans des les lymphocytes T

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

biologie du virus HTLV-1, nous avons Vérifié les valeurs d'expression des 56 genes codant

70



pour des protéines a domaines PDZ partenaires de Tax-1 dans des données de puces
d'hybridation (microarray) de 24 lignées lymphocytaires non-infectées par le virus HTLV-1
(Annexe 7). Cette analyse a permis de constater que 22 génes sur 56 sont significativement

exprimés dans au moins 3 lignées différentes de lymphocytes T (Figure 25 et Annexe 5).
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Figure 25: Expression des protéines a domaines PDZ dans les lymphocytes T.

A. Expression des protéines PDZ dans 24 lignées de lymphocytes T par microarray. Le
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graphe représente les genes PDZ et le nombre de lignées dans lesquelles ils sont
significativement exprimés. B. Réseau des interactions Tax-1/PDZ : Les nceuds gris
représentent les genes des protéines PDZ significativement exprimés dans les lymphocytes T

testés.

Une analyse comparative de 1’expression des 56 génes dans des lignées lymphocytaires
infectées (HUT102, C91PL, MT4, MT2, C8145) ou non (CTV1, HUT78, CEM, MOLT16 et
JURKAT) par le virus HTLV-1 permet d'identifier 14 genes dont les valeurs d'expression sont
significativement différentes (p<0,05) dans des lymphocytes infectés par rapport aux non-
infectés (Figure 26 et Annexe 5). 3 génes (MPDZ, PREX1 et PTPN13) sont surexprimes en
présence du virus tandis que I'expression de 11 génes est réprimée par HTLV-1 (SDCBP,
SHANK1, SHROOM4, SLC9A3R1, SNTA1, LMO7, GRIP1, GRIP2, MAGI3, PDZD3 et
PDZRNB3).
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Génes codant les protéines a domaines PDZ

Figure 26 : Expression des protéines a domaines PDZ dans les lymphocytes T infectées
par HTLV-1. A. Expression relative des genes de protéines PDZ dans 5 lignées HTLV + et 5
lignées HTLV- par microarray. Le graphe représente les genes des protéines PDZ et leur
expression « fold change » dans les lignées HTLV+ versus les lignées HTLV-. B. Réseau de
I’interactome Tax-1/PDZ: Les nceuds représentent les génes des protéines a domaines PDZ
differemment exprimés dans les cellules HTLV+ comparées aux cellules HTLV-. Les nceuds
verts et les nceuds rouges correspondent aux genes surexprimeés et aux geénes SOUS-eXprimes,

respectivement
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En somme (fusion de la figure 25+figure 26), il apparait donc que 32 genes sur 56 codant
pour des protéines PDZ partenaires de Tax-1 sont exprimés dans les lymphocytes T.
L'expression d'un certain nombre d'entre eux (14 protéines) étant modulée par la présence du
virus HTLV-1 (Figure 27 et Annexe 5).
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Figure 27 : Interactome de Tax-1 avec les PDZ protéines dont les génes sont exprimes

dans des lymphocytes T. Représentation des 32 protéines dont les génes sont exprimés dans
les lymphocytes T ou dont I’expression est modulée suite a I’infection des lymphocytes T par
le virus HTLV-1. Les génes sont représentés avec une couleur rouge sont sous exprimeés suite
a l’infection par HTLV-1. Les genes sont représentés en vert sont surexprimes lors de
I’infection par HTLV-1. Les génes dont I'expression n'est pas modifiée par la présence du

virus sont représentés en gris. Enfin, les génes codant pour des protéines déja connues dans la

littérature pour interagir avec sont marqués par un trait rouge.
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5 Meécanismes 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 & domaine PDZ ont été
impliquées dans une diversité de fonctions biologiques. Dans le but de caractériser parmi ces
fonctions, celles qui sont enrichies au sein du groupe des 32 partenaires de Tax-1, nous avons
utilisé la base de Données d'Annotation, Visualisation et Intégration des Découvertes
(DAVID, https://david.ncifcrf.gov) “*. Les fonctions biologiques les plus significatives sont
répertoriées dans le tableau 5 ci-dessous. Cette analyse suggere que Tax-1, via ses partenaires
PDZ, pourrait preférentiellement cibler 1’organisation du cytosquelette, la régulation du cycle

cellulaire, la régulation des flux métaboliques, et la prolifération cellulaire (Tableau 5).

Tableau 5 : Enrichissement de GO pour les 32 protéines a domaines PDZ ciblées par

Tax-1. Enrichissement des GOs révélés par I’interface DAVID *#,

>S5 =
© 3} @
g % § fE, “Gene Onthology” associé Nombre de Geénes codant les protéines a
£ = v E (GO) genes domaines PDZ
> o
=
APBA3, DLG1, LMO7, LNX2,
MAGI3, PARD6A, PARD6B,
1 0.66 cytoskeleton, cellular process 19 PPP1R9B, PREX1, PTPN13, PTPN3,
' organization RADIL, SCRIB, SDCBP, SDCBP2,
SHANKZ1, SHROOM4, SLC9A3R1,
SNTAL

interspecies interaction
2 0,63 between organisms, 3 DLG1, MAGI3, MPDZ
multi-organism process

regulation of cell cycle, DLG1, PARD6B, PPP1R9B, SCRIB,

3 0,61 cellular developmental process 6 SHROOM4, SNTA1
”egat'r‘c’)ecgggurft'uolgtfgncg'f'”'ar APBA3, DEPDC6, DLG1, DLGS3,
4 | o052 metgbolic 'rocgess esnonse 11 DVL3, GRIP1, PDZD3, PPP1R9B,
process, Tesp PTPN3, SCRIB, TAX1BP3
to stimulus
5 0,46 regulation of cell proliferation 3 DLG3, PPP1R9B, TAX1BP3
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5.2 L’organisation cellulaire et le cytosquelette comme cibles préférentielles de

Tax-1 via les protéines a domaines PDZ.

Parmi les fonctions enrichies, I’organisation du cytosquelette concerne un nombre plus élevé
de partenaires (19) et n'a pas été suffisamment étudiée dans le cadre du virus HTLV-1 ou plus
spécifiqguement lors des nombreuses études focalisées sur I'oncoprotéine Tax-1. Nous avons
répertorié les interactions provenant de trois bases de données: BioGRID*®, HPRD** et
InterAct*®” entre les 19 partenaires impliqués dans l'organisation du cytosquelette, mais
également des interactions dites secondaires entre chacune des 19 protéines avec une autre
protéine humaine connectant au moins deux protéines PDZ du réseau cytosquelette. La
visualisation de ces données par le logiciel Cytoscape*?® permet de mettre en évidence les
protéines partenaires de Tax-1, PARDGA et PARDG6B ainsi que SDCBP et SDCBP2, les plus
connectées dans le réseau du cytosquelette (Figure 28).
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Figure 28 : Carte représentant les interactions entre les protéines a domaines PDZ du
cluster « Cytoskeleton », leurs interactions avec Tax-1 ainsi que leurs interactions avec
leurs partenaires directs communs retrouvés dans la littérature. Tax-1 est représenté par
un nceud en losange. Les nceuds de grande taille et de forme ronde représentent les protéines a
domaines PDZ partenaires de Tax-1. Les nceuds de petite taille et de forme ronde représentent

les partenaires communs (n+1 communs) des protéines a domaines PDZ partenaires de Tax-1.
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Les nceuds blancs représentent les protéines déja connues comme partenaires de Tax-1 dans la

littérature.

5.3 La Syntenine (SDCBP) comme partenaire important de Tax-1

Parmi les nouveaux partenaires de Tax impliqués dans 1’organisation du cytosquelette, les
syntenines (Syndecan Binding Protein SDCBP 1 et 2) sont parmi les plus connectées (Figure
28). De plus, le gene codant pour la protéine SDCBP est régulé négativement en présence du
virus HTLV-1 (Figure 27). SDCBP est connue pour exercer un réle d'échafaudage, en
agissant comme une plateforme moléculaire sur laquelle viennent s’agencer d’autres protéines
du cytosquelette **°. De plus, SDCBP peut réguler I'expression des héparanes sulfates & la
surface des cellules **°, ce qui pourrait influencer l'infectivité des cellules par le virus HTLV-
1.

5.3.1 Validation de I’interaction Tax-1/SDCBP

L’interaction de Tax-1 avec SDCBP a été confirmée par co-immunoprécipitation. Pour ce
faire, Flag-SDCBP et Tax-1 ont été co-exprimées de facon transitoire dans des cellules
anti-Flag couplé aux billes d'agarose et analysé par western blot avec un anticorps anti-Tax-1.
Comme contrble négatif, la protéine Tax-2 ne disposant pas de PBM a été utilisée. Comme
montré sur la figure 28, la protéine Tax-1 et non Tax-2, co-précipite avec la protéine Flag-

SDCBP, confirmant l'interaction spécifique entre Tax-1 et SDCBP (Figure 29).
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Figure 29 : Interaction de SDCBP avec Tax-1. Des cellules HEK 293T ont été transfectées
avec Flag-Syntl, Tax-1 d’HTLV-1 et Tax-2 d’HTLV-2. 48H apreés la transfection, les cellules
ont été lysées et I’expression de protéines vérifiée par western blot, en utilisant des anticorps
spécifiques anti-Tax-1, anti-Tax-2 et anti-Flag. Les lysats ont été immunoprécipités en
utilisant les anticorps, soit anti-Tax-1, soit anti-Flag. Les protéines immunoprécipitées ont été
analysées par SDS-PAGE et western blot. Les résultats sont représentatifs de trois expériences

indépendantes.

5.3.2 Localisations de Tax-1 et de SDCBP

Depuis quelques années, la protéine SDCBP a été décrite pour jouer un réle dans la biogenese
des exosomes *°. Ces derniers pourraient contribuer a la transmission du virus d’HTLV-1
d’une cellule a une autre **, comme cela a été décrit pour le virus de I’'Hépatite C ***. Par
ailleurs, les HSPGs partenaires de SDCBP ont été décrits pour jouer un role au niveau de

’entrée du virus HTLV-1 dans la cellule **?

. Ce qui suggere qu’il pourrait y avoir un lien
entre les modifications du cytosquelette contr6lées par SDCBP, son rdle dans la biogenése des

exosomes et la transmission du virus HTLV-1.

Pour determiner un réle potentiel de SDCBP dans la présence de Tax-1 dans les exosomes,
nous avons isolé des exosomes a partir de cellules transfectés a I'aide d'un ARN interférant
(SiCTRL) contréle, ainsi qu’a partir de cellules dont I’expression de SDCBP a été réprimée
par un ARN interférant spéecifique (siSDCBP). L’analyse comparative de la quantité de Tax-1

par western blot a permis de réveler une différence entre les exosomes des deux conditions
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testées. Effectivement, les résultats montrent que I’inhibition de SDCBP par la présence d'un
siSDCBP, les quantités de Tax-1 dans les exosomes sont minimes en comparaison avec la
condition contréle (Figure 30). Comme attendu, SDCBP contréle également la présence de la
protéine Alix dans les exosomes. Cette expérience suggere que SDCBP est indispensable a la

localisation de Tax-1 dans les exosomes.
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Figure 30 : La localisation de Tax-1 dans les exosomes est dépendante de SDCBP. A. Par
rapport au controle de charge (quantité de protéines) qui est I’Actin, il y a plus de Tax-1 dans
les exosomes lorsque SDCBP n’est pas réprimé (siCTRL). B. Quantité relative de Tax-1 qui
correspond a la normalisation par rapport a la quantité de protéines totales (Actin) puis
comparée a la quantité de la condition contréle (100 %). C. Vérification de I’efficacité de la
répression du gene codant la protéine SDCBP : Quantification par gRT-PCR de I’expression
relative du géne SDCBP par rapport a un géne de référence interne (GAPDH). Les résultats

sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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5.3.3 Lalocalisation de Tax-1 est affectée par la modulation de I’expression de SDCBP

et vice versa

Il est bien établi que la protéine Tax-1 circule entre le noyau et le cytoplasme. Afin de vérifier
si la SDCBP influence la localisation cellulaire de Tax, nous avons transfecté des cellules
HelLa avec le plasmide exprimant Tax-1, en plus d’'un ARN interférant dirigé contre SDCBP
ou un ARN interférant controle (négatif). Les cellules ont été ensuite fixées, perméabilisées et
marquées a l'aide d'un anticorps anti-Tax suivi d'un anticorps secondaire couplé au
fluorochrome Alexa 488. Les cellules ont été enfin visualisées a l'aide d'un microscope
confocal Nikon AL1R. Aprés analyse quantitative des images (logiciel NIS Al Nikon), il
apparait qu’en présence du siSDCBP, I'équilibre de localisation nucléo-cytoplasmique de
Tax-1 est modifiée avec une présence moindre de Tax-1 dans le cytoplasme par rapport aux

cellules contr6les (Figure 31).
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Figure 31: La localisation cellulaire de Tax-1 est dépendante de SDCBP. A. La
répression de SDCBP fait que Tax-1 se retrouve plus dans le noyau. B. Quantification
relative de I’expression du geéne Codant SDCBP, sans (siRNA Control) ou avec répression
(SIRNA SDCBP). C. Quantification de I’interdépendance de la localisation de Tax-1 et
SDCBP. Les images de microscopie confocale on ¢été analysées a 1’aide du Logiciel Nikon
AIR. Nous avons calculé I’intensité¢ de fluorescence au niveau des régions d’intérét (ROI
cytoplasme et ROl noyau). Ce qui nous a permis de déterminer le ratio de localisation
cytoplasme/noyau. Les donnees significatives statistiquement sont indiquées par une
(P<0.05), deux (P<0.01) ou trois (P<0.001) astérisques. Les résultats sont représentatifs de

trois expériences indépendantes.
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Cette observation a été confirmée par les expériences de surexpression de Tax-1 avec
SDCBP. En effet, lorsque SDCBP et Tax-1 sont co-exprimées, la localisation de
I’oncoprotéine est plus marquée dans le cytoplasme comparé a la condition ou Tax-1 est

exprimé seule (Figure 32A, B).

De plus, la quantification de I’expression de la protéine SDCBP en absence ou en présence de
Tax-1 nous a révelé que la localisation de SDCBP ne reste pas inchangee. De fait, lorsque
Tax-1 est surexprimé avec SDCBP, cette derniere se retrouve moins dans le cytoplasme

compare a la condition contréle (Figure 32C).

Ensemble, ces résultats suggérent que SDCBP influence la présence de Tax-1 dans le
cytoplasme et confortent les résultats précédents, concernant le role de SDCBP dans la
localisation de Tax-1 dans les exosomes. SDCBP pourrait donc étre impliquée dans la

transmission du virus HTLV-1 de cellule a cellule, via les exosomes.
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Figure 32 : Interdépendance de la localisation cellulaire de Tax-1 et de SDCBP. A. La
localisation de Tax-1 est changée suite a la surexpression de SDCBP et vis versa. B. La
surexpression de SDCBP fait que Tax-1 est moins présente dans le Noyau. C. La
surexpression de Tax-1 conduit @ moins de présence de SDCBP dans le cytoplasme. Les
données significatives statistiquement sont indiquées par une (P<0.05), deux (P<0.01) ou trois

(P<0.001) astérisques. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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6 Analyse globale de I’interactome Tax-1/PDZ

6.1 Comparaison des données obtenues par les différentes méthodes utilisees.

Une autre maniére démontrer le potentiel de notre approche de cartographie d'interactions
Tax-1/PDZ consiste a comparer les données obtenues, et a se focaliser sur certaines

interactions qui sont retrouvées par au moins deux méthodes différentes.

Sur les 56 protéines PDZ interagissant avec Tax-1, 42 sont rapportées pour la premiére fois.
Parmi les 14 partenaires connues au début de cette étude, 6 ont été retrouvés par au moins un
criblage soit de 'ORFeome ou du PDZome, et 3 partenaires de Tax-1, a savoir IL16, MAGI3
et LNX2 ont été retrouvées par les deux criblages effectues. Les roles de I'lL16 et MAGI3
dans les fonctions biologiques de Tax-1 ont fait I'objet d'études ciblées®***. L'interaction de
Tax-1 avec LNX2 avait quant a elle était rapportée dans une étude de criblage haut débit
effectué dans notre laboratoire®*® mais son role dans la biologie du virus HTLV-1 n’est pas

caractérisé (Figure 33 et Annexe 4).
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Figure 33: Comparaison des résultats des différentes méthodes utilisées. A. Nous
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 identifiant techniqguement 43% des interactions déja connues. B. En plus des
partenaires de Tax-1 déja connus dans la littérature (cercle ovale rouge), ce diagramme
représente les partenaires de Tax-1 retrouvés par les différentes méthodes de détection
d’interactions utilisées : le criblage de I’ORFeome 5.1 par pulldown (cercle ovale violet) et le
criblage du PDZome par Y2H et GPCA (cercle ovale vert). LNX2 (parmi les 3 du milieu) est
le seul partenaire de Tax-1 a étre retrouvé avec toutes les méthodes, qui n’a pas été li¢ a la
biologie du HTLV-1 dans la littérature.
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6.2 Caractérisation de ’interaction entre Tax-1 et LNX2.

LNX2 (Ligand of Numb x protein 2) est une protéine a domaines PDZ impliquée dans
I’échafaudage moléculaire et permettant la localisation subcellulaire de la protéine Numb,
elle-méme impliquée dans la voie de signalisation Notch ***. La voie Notch a été rapportée
pour son rdle positif dans la transformation des lymphocytes T par HTLV-1 ***. Par ailleurs,
des données au sein du laboratoire montrent que I’inhibition de la voie Notch dans des
cellules infectées par HTLV-1 provoque une réduction drastique de la réplication virale 3.

310
1

De plus, LNX2 interagit également avec certaines protéines du virus HIV-1 °=, ce qui suggere

un réle général dans la biologie des rétrovirus.
6.3 Détermination du domaine de LNX2 responsable de I’interaction avec Tax-1

La protéine LNX2 comprend un domaine RING et quatre domaines PDZ. Différentes
constructions de mutants de LNX2 ont été générées. Plus 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 sequences nucléotidiques codant les domaines séparés de LNX2 ou la protéine complete
ont été clonées dans les vecteurs adéquats, afin de tester leur interaction avec Tax-1 par Y2H
(vecteurs AD) et par GPCA (vecteurs GL1). De méme Tax-1 a été clone, comme décrit

précedemment, dans les vecteurs utilisés pour le Y2H (vecteurs DB) et le GPCA (GL2).

Aprés avoir testé les différents domaines PDZ pour leur interaction avec Tax-1, nous avons
observé que le PDZI1 est le domaine responsable de D’interaction entre LNX2 et Tax-1

(Figures 34 et 35).
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Figure 34 : Détermination de la région de LNX2 qui interagit avec Tax-1. A. Structure
par domaines de la protéine LNX2 (représentation obtenue sur 1’outil en ligne SMART). B.

Tax-1 interagit avec le PDZ1 de la protéine LNX2 en Y2H. Les six controles sont utilisés

pour valider chaque expérience.

87



Activité luciférase induite
par l'interaction

GL1 GL2

Liaison de Tax aux domaines séparées de LNX2

N
q

3

Expression relative du
géne rapporteur Luc
9 3

o
L

T T
xQQ Q N xQQ

< <3 « <

Figure 35 : Détection du PDZ1 de LNX2 comme responsable de I’interaction avec Tax-1.
A. Principe de la méthode Gaussia princeps protein complementation assay (GPCA) *** basée
sur la reconstitution des deux fragments Glucl (GL1) et Gluc2 (GL2) fusionnés chacun a
I’une des deux protéines a tester. B. Résultats du GPCA sur les domaines séparés de LNX2.
Le domaine PDZI1 est clairement plus interactant que les autres. Les barres d’erreur

correspondent a trois expériences indépendantes.

6.4 Détermination des acides aminés impliqués dans I’interaction LNX2/Tax-1

par « docking ».

Outre les méthodes de biologie moléculaire, les prédictions par analyses bio-informatiques
sont d’un grand apport dans la détermination des sites d’interaction de deux molécules. Entre
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autres, la simulation in silico des affinités d’agencement de deux peptides partenaires peut
nous renseigner sur les acides aminés probablement impliqués dans la liaison. Cette méthode

de modélisation moléculaire est appelé « docking ».

Dans notre étude, nous avons réalisé un « docking » du PBM de Tax-1 (RETEV) et le PDZ1
de LNX2. Apres avoir congu les modéles tridimensionnels des deux peptides, nous avons
procédés a des calculs d’affinité selon un grand nombre de positions. Ainsi, Nous avons réussi
a détecter les acides aminés impliqués dans I’interaction entre LNX2 et Tax-1. Plus
précisement, cette technique nous a permis de révéler 6 acides aminés au niveau du domaine
PDZ1 potentiellement responsables de I’interaction avec le PBM de Tax-1 : S248 T255 E254
G251 H296 R300 (Figure 36).

~N
J PDZ1 248 251 255
X PDZ1/CYTan TIEIHRSNPYIQLGI § IV G GNE TPLINIVIQEVYRDGVIARDGR
N P \;4 Docking 254
.y ! \\f ‘ '\‘) LLAGDQILQVNNYNISNVS H NYA R AVLSQPCNTLHLTVLRER
(‘ o 296 300
) -
\ N e TaxCt 349 351 353
v \ \& ) RETEYV
r*'/ 350 352

Figure 36 : Identification des acides aminés potentiellement impliqués dans ’interaction
entre LNX2 et Tax-1. A gauche, la représentation de la position tridimensionnelle du
docking réalisé la plus favorable a I’interaction entre le PBM de Tax-1 et le PDZ1 de LNX2.
L’extrémité C terminale de Tax-1 (RETEV) est mise en évidence en rouge et vert, la séquence
du PDZ1 de LNX2 en gris et en bleu les acides aminés potentiellement impliqués dans
I’interaction avec Tax-1 (S248 T255 E254 G251 H296 R300). La séquence de droite montre

avec précision la position des acides aminés au niveau des deux peptides.

Alors que le Y2H et la GPCA ont servi a I’identification de maniére globale du domaine de
LNX2 impliqué dans I’interaction avec Tax-1, I’approche de modélisation moléculaire nous a
permis de prédire avec précision le site d’interaction entre les deux molécules. Des mutants

ponctuels devraient étre générés 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 humaine
HTLVL1

Aprés avoir caractérisé ’interaction entre LNX2 et Tax-1, nous avons réalisé des tests
fonctionnels préliminaires, visant a determiner le role de LNX2 dans les mécanismes
moléculaires de transformation des lymphocytes T par Tax-1. Ces expériences concernent
notamment, des tests de type rapporteur (avec 'utilisation de promoteurs impliqués dans la

biologie du virus HTLV-1 tels que LTR et NF-«kB).
6.6 LNX2 est impliqué dans I’activation de la voie NF-kB par Tax-1

Afin de mesurer I’implication de la protéine LNX2 dans la transformation des cellules cibles
par I’oncoprotéine Tax-1, nous avons réalis¢ des tests rapporteurs de I’activation de la voie
NF-«B. En effet, nos résultats montrent que I'inhibition de I’expression de LNX2 par siRNA
induit une diminution significative de 1’activation de la voie NFxB par Tax-1 (Figure 37). Ce

qui suggere un réle de la protéine LNX2 dans la transformation des cellules induite par Tax-1.
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Figure 37 : LNX2 est impliqué dans I’activation de la voie NF-kB par Tax-1. A. Comparé
a la condition contrle (NFkBLuc+si C+Tax), I’activation de la voie NFkB (représenté par

I’expression relative Luciférase/Renilla) est moins importante lorsque LNX2 est réprimé
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(NFkBLuc+si_LNX2+Tax). B. Répression de 1’expression du géne codant la protéine LNX2.

Les barres d’erreur correspondent a trois expériences indépendantes.

6.7 LNX2 ne serait pas directement impliquée dans I’ubiquitination de Tax-1

L’un des éléments clé de D’activation de la voie NF-xB par Tax-1 est son état
d’ubiquitination*”’. De par son activité d’ubiquitine ligase, LNX2 pourrait constituer un
candidat dans la modulation de 1’état d’ubiquitination de Tax-1. Par conséquent, nous nous

sommes intéressés au role de LNX2 dans I’ubiquitination de Tax-1.

Dans le but de vérifier I’'implication de LNX2 dans le processus d’ubiquitination de Tax-1,
nous avons procédé a des tests d’mmunoprécipitation avec des billes de Nickel (Ni2*). Nous
avons co-transfecté des cellules HEK293 avec un plasmide d’expression de Tax-1 marquée
par une étiquette Histidine (HisTag-Tax-1) et avec un plasmide d’expression de LNX2
marquée par une étiquette Flag (Flag-LNX2). Nous avons aussi utilisé un siRNA pour
réprimer 1’expression de LNX2 et un siRNA contréle. Ainsi, nous avons pu purifier Tax-1

avec les billes de Ni2+ et révéler son état d’ubiquitination par western blot.

Nos résultats montrent que 1’état d’ubiquitination de Tax-1 n’est pas différent lorsqu’on
réprime ’expression de LNX2, comparé a la condition controle (Figure 38). Ce qui nous

laisse croire que LNX2 n’est pas impliquée dans le processus d’ubiquitination de Tax-1.
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Figure 38: LNX2 ne serait pas directement impliquée dans ’ubiquitination de Tax-1. La
répression de LNX2 ne change pas 1’état d’ubiquitination de Tax-1. Ub : Ubiquitine, His:

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 HTLV-1. De son c6té, LNX2 a été décrit pour la modulation positive de la
voie Notch. De ce fait, nous avons réalisé des tests d’activation de la voie Notch par des essais
rapporteurs. Ceci nous a révélé qu’en réprimant la protéine LNX2, la voie Notch est moins

activée (Figure 39). Ce qui va dans le sens de ce qui est déja décrit dans la littérature.
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Figure 39: LNX2 est essentiel a D’activation de la voie Notch. Quand on réprime
I’expression de la protéine LNX2 I’activation de la voie Notch est fortement diminuée. Les

barres d’erreur correspondent a trois expériences indépendantes.

De plus, nous avons voulu savoir si la protéine Tax-1 pouvait elle aussi avoir un effet positif
sur 1’activation de la voie Notch. Pour ce faire, nous avons réalis¢ des tests rapporteurs en
présence ou en absence de Tax-1, en plus de tests complémentaires en réprimant ou non
LNX2. Nos résultats montrent que 1’oncoprotéine Tax-1 inhibe fortement la voie Notch. De
plus, la combinaison de la présence de Tax-1 avec la répression de LNX2 montre une plus

forte inhibition de voie Notch (Figure 40).
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Figure 40 : Effet combiné de Tax-1 et LNX2 dans I’activation de la voie Notch. Comme
le montre le graphique, I’activation de la voie Notch (par le facteur Intra Cellular Notch via le
promoteur TP1) est affectée par la répression de LNX2. En présence de Tax-1, ’activation de
la voie Notch est sensiblement diminuée. En combinaison de la répression de LNX2 et de la

présence de Tax-1, on observe logiqguement une inhibition de la voie Notch. Les barres

d’erreur correspondent a trois expériences indépendantes.

En résumé, nos résultats montrent que ’interaction entre Tax-1 et LNX2 pourrait jouer un

réle dans la transformation cellulaire par le virus HTLV-1 via la voie Notch.

8 La molécule chimique FJ9 pourrait inhiber la

transformation induite par Tax-1 ex vivo

L’un de nos objectifs dans ce travail, est de démontrer que des interactions PDZ-Tax-1 PBM
peuvent étre ciblées par de petites molécules chimiques. Ces molécules permettraient ensuite
de tester si I’inhibition des interactions Tax-1/PDZ affecte les fonctions majeures de Tax-1, et
par conséquent la pathogenése du virus HTLV-1. La molécule FJ9 a été décrite pour inhiber
I’interaction entre la protéine a domaine PDZ DVL3 (dishevelled segment polarity protein 3)

importante dans la voie WNT (Wingless-related integration site) canonique et son ligand
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FRZ7 (Frizzled class receptor 7) **. Par ailleurs, il a été décrit que I’inhibition de la voie
WNT canonique induit la mort cellulaire dans les cellules issues d’ATL et dans des lignées
cellulaires transformées par le virus HTLV-1 *"%%_ Ces observations nous indiquent que
I’inhibition des interactions Tax-1/PDZ pourrait affecter les propriétés oncogéniques de Tax-
1. Par conséquent, nous avons testé I’effet de cette molécule sur la transformation de Tax-1

ainsi que la transmission de cellule a cellule du virus HTLV-1.

Pour analyser I'effet de la molécule FJ9 sur la capacité transformatrice de Tax-1, nous avons
utilisé des cellules Rat-1 exprimant la protéine Tax-1 de facon stable, via transduction par un
lentivirus (Lenti-Tax-1-Blastidin). L’effet de la transformation des cellules Rat-1 par Tax-1 se
traduit habituellement par I'apparition de colonies cellulaires formant des amas de cellules
qualifiés de «foci», lorsqu'elles sont mises en culture (en immersion) dans un milieu
contenant de l'agar (SoftAgar). En présence de la molécule FJ9, la capacité des cellules a
former ce type de colonies est diminuée de plus de 70% comparées aux cellules controles
(Figure 41).
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Figure 41: Effet de la molecule FJ9 sur la transformation cellulaire induite par Tax-1. A.
Afin de tester 1’effet de FJ9 sur la transmission de cellule a cellule du virus HTLV-1, nous
avons réalisé un test en SoftAgar. Apres trois semaines de culture, les colonies de cellules
Rat-1 exprimant Tax-1 sont examinées sous microscope optique. L’effet de la transformation
des cellules par Tax-1 se traduit habituellement par une prolifération sous forme d’amas de
cellules ou « foci ». En présence de la molécule FJ9 la capacité des cellules a former ce type
de colonies est considérablement diminuée, comparé aux cellules témoins. B. Structure
chimique de la molécule FJ9. C. Quantification du nombre de « foci » forme en absence et en
présence de la molécule FJ9. Les barres d’erreur correspondent a trois expériences

indépendantes.

96




9 La molécule chimique FJ9 pourrait inhiber la

transmission de cellule a cellule du virus HTLV-1

Pour estimer ’effet de la molécule FJ9 sur la transmission du virus HTLV-1, nous avons co-
cultivé des cellules MT2 produisant le virus avec des cellules contenant le géne codant pour la
luciférase sous le contr6le du promoteur viral LTR (Jurkat-LTR). Les cellules sont co-
cultivées vingt-quatre heures en présence ou pas de 100 uM de la molécule FJ9. L’analyse de
I’activation de la luciférase combinée a la viabilité cellulaire montre qu’en présence de la
molécule FJ9 I’expression de la luciférase est significativement diminuée. Ce qui suggere que
FJ9 pourrait empécher la transmission du virus HTLV-1 de cellule a cellule, sans affecter

significativement la viabilité cellulaire (Figure 42).
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Figure 42: Effet de la molécule FJ9 sur la transmission de cellule a cellule de
I’oncoprotéine Tax-1. A. Pour montrer I’effet de la molécule FJ9 sur la transmission de
cellule a cellule des particules du virus HTLV-1, nous avons réalisé un test de co-culture de
cellules produisant le virus (MT2) avec des cellules contenant le géne codant pour la
luciférase sous le contrdle du promoteur viral LTR (Jurkat-LTR-Luc). En présence FJ9,
I’expression de la luciférase est significativement diminuée, ce qui indique une transmission
plus faible de Tax-1. B. Contr6le de la viabilité cellulaire des cellules Jurkat LTR Luc en
présence de la petite molécule FJ9. Les barres d’erreur sont représentatives de trois
expériences indépendantes.
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10 F}9 inhibe I’interaction entre Tax-1 et SDCBP

Etant donné que FJ9 peut inhiber ’interaction entre une protéine PDZ et son ligand, nous
avons voulu savoir si cette molécule chimique pouvait empécher 1’interaction entre la protéine

a domaines PDZ SDCBP et son ligand Tax-1.

Pour ce faire, nous avons réalisé un test de Bimolecular Fluorescence Complementation
(BIiFC) basé sur la protéine YFP (yellow flurescent protein). Pour ce faire, nous avons co-
transfecté des cellules HEK293T avec un plasmide codant pour la protéine de fusion entre le
fragment N1 de la YFP et la SDCBP (ST1) et un plasmide codant pour une fusion entre le
fragment N2 de la YFP et la protéine Tax-1. Nous avons ensuite analysé par FACS le nombre
de cellules YFP positives suite a l'interaction entre SDCBP/Tax-1 et rapprochement stérique
des fragments N1 et N2 de la YFP. En présence de la molécule FJ9, le pourcentage de
reconstitution de la molécule fluorescente est largement diminué. Ce qui signifie que
I’interaction SDCBP/Tax-1 serait donc inhibée par FJ9 (Figure 43).
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Figure 43 : Effet de la molécule FJ9 sur I’interaction Tax-1/SDCBP. Nous avons réalisé
un test de Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC). En présence de la molécule
FJ9, le pourcentage de reconstitution de la molécule fluorescente est largement diminué. La

barre d’erreur correspond a trois expériences indépendantes.
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CHAPITRE IV : DISCUSSIONS ET PERSPECTIVES

Le virus HTLV-1, comme les autres pathogeénes, est engagé dans une série d'interactions avec
des cellules hotes. Ces interactions, dans le cadre du virus HTLV-1 et autres virus pathogénes,
vont conditionner l'infection et la réplication virale ainsi que la progression des maladies
associées. HTLV-1 est essentiellement responsable de deux pathologies: la leucémie des
lymphocytes T de I'adulte et la paraparésie spastique tropicale. Les thérapies actuelles contre
ces maladies consistent au traitement avec des anti-rétroviraux classiqgues comme
I'Azidothymidine (AZT) ou linterféron-alpha (IFN-a); avec des agents moléculaires
cytotoxiques non-spécifiques utilisées en chimiothérapie (Vincristine, Adriamycine,
Cyclophosphamide, ...); avec des inhibiteurs du protéasome comme le Bortezomid ou d'histone
deacétylases comme le VVorinosta; ou avec la greffe de cellules souches. A I'heure actuelle, trés
peu de molécules ciblées ont été proposées. Celles-ci incluent des inhibiteurs de la voie JAK-
STAT et de la voie Notch. L'identification des protéines cellulaires responsables des
interactions essentielles aux activités du virus HTLV-1 in vivo, devraient permettre d'élargir

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

Le virus HTLV-1 est génomiquement apparenté au virus HTLV-2, pour lequel aucune
pathologie leucémique n'est associée. Notre laboratoire et d'autres équipes ont démontré, par
des études ciblées ou a large échelle (en utilisant des modéles cellulaires ou in vivo), que des
interactions entre les protéines virales et les protéines de I'n6te pouvaient expliquer les
différences de pathogénicité entre les deux types de rétrovirus®****°. Dans ce travail, nous nous
intéressons spécifiqguement aux interactions entre les protéines cellulaires contenant un
domaine PDZ et le motif PBM présent a I'extrémité C-terminal de la protéine Tax-1 codée par

le virus HTLV-1, et absent chez I'homologue Tax-2 codée par le virus HTLV-2.

Dans ce travail, nous avons analyse 74 clones PDZ provenant de 'ORFeome humain version
5.1 et 246 domaines PDZ isolés pour faire évoluer le nombre de protéines cellulaires
interagissant avec Tax-1 et contenant un domaine PDZ de 14 a 56 protéines. Les protéines a
domaines PDZ représentent donc 23% de linteractome de Tax-1 tel qu'il est connu
actuellement, soit 240 protéines®®®31%440 | 3 capacité de Tax-1 & interagir avec un nombre
élevé de partenaires est due a sa structure désordonnée, permettant une conformation
dépendante du partenaire d'interaction®®. Le motif de Tax-1 permettant I'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 une 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 8). Ces prédictions détectent 89 protéines potentiellement
interagissant avec le PBM de Tax-1 dont 43 sont validées expérimentalement. Nous pouvons
donc considérer que la prédiction in silico peut résulter a un certain nombre de faux positifs
(46/82 non valides expérimentalement) et de faux négatifs (10/82 non prédits). Cependant, il
faut noter que le nombre d'interactions obtenues lors de notre étude dépend fortement des deux
librairies employées et pourraient étre sous-estimée. L'ORFeome 5.1 humain comprend tout au
plus la moitié du genome dont le nombre de génes codés dépasserait 24000 sans compter les
isoformes*?*1442 | a librairie du PDZome ne contient pas non plus tous les domaines PDZ
prédits et son clonage (prédictions des séquences des domaines et leur longueur) peut
influencer la conformation de certains domaines et leur capacité d'interactions avec Tax-1%%.
Enfin, les méthodes utilisées (Y2H et GST-pulldown) ne permettent pas de détecter toutes les

interactions possibles comme décrit précédemment***.

Par rapports aux prédictions
d'interactions, nos criblages expérimentaux ont utilisé la protéine Tax-1 entiere, tandis que la
méthode de prédiction ne prend en compte que les 5 derniers résidus du C-terminal de Tax
(RETEV). La spécificité des PBMs pour les domaines PDZ implique en effet d'autres résidus
en amont comme il a été démontré pour les sous-types 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 (X-S/T-X-®coon)*** Dans le cas de Tax-1, I’interaction PBM/PDZ pourrait
donc étre influencée par la conformation générale de la protéine Tax-1, par le domaine de
liaison a CBP/p300, ainsi que par les sites de phosphorylation de Tax-1 en amont du PBM.
L'importance du contexte peptidique entourant le PBM de Tax-1 peut également étre illustré en
comparant les criblages du PDZome avec Tax-1 de HTLV-1 (notre étude) et la protéine E6 du
virus HPV16*%, montrant des interactions communes et spécifiques a chaque oncoprotéine
virale. Nous pensons cependant que ces prédictions d'interactions motifs/domaines vont
évoluer rapidement et seront de plus en plus proches des données expérimentales au fur et a
mesure qu'elles intégreront des données issues des criblages non biaisés comme celles
présentées dans notre étude tenant compte de I'environnement peptidique des motifs PBM. Ces
criblages in silico, a l'instar d'autres méthodes de prédictions d'interactions protéine-protéine,
devraient intégrer d'autres données comme la co-expression des genes et les profiles

phylogéniques*®.
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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 HTLV-1 dans le contexte d'un
lymphocyte infecté. Il est possible d'envisager une autre stratégie qui consisterait a infecter des
lymphocytes CD4+ par co-culture avec des lignées établies produisant le virus HTLV-1,
d'immunoprécipiter Tax-1 a l'aide d'anticorps spécifiques et de détecter par spectrométrie de
masse les partenaires de Tax-1. Cette stratégie est limitée par les niveaux faibles d'expression
de Tax-1 dans des lymphocytes primaires ou lignées de cellules T, et seulement quelques
interactions entre Tax-1 et des protéines cellulaires ont pu étre confirmées en cellules
T193.315:432446447 | aurait été possible de co-exprimer Tax-1 avec chacun des cDNA codant
pour les protéines a domaines PDZ dans une lignée cellulaire plus facile a transfecter comme
HEK?293 et de révéler les interactions par co-immunoprécipitation. Cette méthode a été
appliquée avec succes pour identifier les interactions entre Tax-1 et les protéines impliquées

dans les damages de 'ADN**®

. Associée a la spectrométrie de masse, cette stratégie, méme si
elle utilise une lignée non lymphocytaire, aurait pu nous permettre d'inclure dans I'interactome
Tax/PDZ, les protéines cellulaires en complexe avec les partenaires PDZ de Tax-1, comme
démontré dans des études globales d'interactome par spectrométrie de masse**“*°. D'autres
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 binaires*.

In vitro, le virus HTLV-1 est capable d'infecter différents types de cellules de mammiféres
grace a son récepteur ubiquiste, le transporteur du glucose (GLUT-1)'?2. In vivo, HTLV-1
infecte préférentiellement les lymphocytes T CD4, probablement a l'aide des co-récepteurs, tels
que la neuropiline-1 et les héparanes sulfates'®. Dans le but de tenir compte du contexte
biologique d'infection par le virus HTLV-1, nous avons analysé I'expression des 56 genes
codant pour des protéines PDZ en interaction binaire avec Tax dans des lignées de
lymphocytes T infectées ou non par HTLV-1. Notre raisonnement se base sur des études,
essentiellement en levures, montrant une co-régulation de la transcription des genes et la
formation des complexes protéiques*?. Ces observations ont été confirmées en organismes
supérieurs et ont permis, par exemple, de construire un interactome du lymphocyte B

humain®®®

et de prévoir des perturbations de cette interactome suite a la présence de fusions
oncogéniques®*. Dans notre étude, en absence d'infection par HTLV-1, I'expression de 22
génes sur 56 est détectable dans au moins 3 des 24 lignées lymphocytaires analysées (Figure

25). Sachant que la présence du virus HTLV-1 influence via ses protéines régulatrices (Tax-1,
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HBZ, p30, p12 et p13) I'expression d'une série de génes cellulaires*®, nous avons tenu compte
de 14 genes dont I'expression est régulée par la présence du virus HTLV-1. Nous proposons
donc une liste de 32 genes (fusion des deux listes) codant pour des protéines PDZ susceptibles
de jouer un réle dans la biologie du virus HTLV-1. Cette liste n'est pas exhaustive et pourrait
contenir des genes qui ne jouent aucun role 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 ATL directement issues de patients infectés pour pouvoir
faire une analyse intégrée de 1’expression de ces geénes et de leurs mutations éventuelles

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

L'analyse Gene Ontology des processus cellulaires dans lesquels les 32 genes sont impliqués
permet de souligner l'enrichissement en protéines impliquées dans I'organisation du
cytosquelette, suggérant un role probable de Tax-1 dans la perturbation de cette fonction des
protéines a domaine PDZ. Parmi celles-ci, Syntenin-1 (Syndecan binding protein, SDCBP), est
une protéine "hub™ ayant plusieurs partenaires dans le réseau interactomique humain (166
protéines partenaires). L'implication de la SDCBP dans la biologie du HTLV n'a pas été
completement démontrée, mais elle pourrait favoriser I'entrer du virus dans la cellule en
favorisant I'expression des co-récepteurs, les héparanes sulfates™**% ou alors le transfert du
matériel viral de cellule & cellule via la formation des exosomes*®. L'étude de la formation des
exosomes est relativement nouvelle en rétrovirologie®*”**®. Elle permet de mieux expliquer la
transformation des cellules avoisinantes de la cellule infectée sans transfert de particules
virales. Ce phénomene est observé chez HTLV-1 et a été longtemps attribué a la production de
cytokines (IL-15, IL-2, IL-7,..) induisant l'activation de lymphocytes®®*°.  L'étude de
Alefantis et al. 2005 avait déja montré que la protéine Tax-1 pouvait étre excrétée et se
retrouver dans I'environnement intercellulaire. Plus récemment, Jaworski et al. ont démontré la
présence de Tax-1 dans des exosomes isolés de cellules infectées par HTLV-1 mais aussi de
cellules transfectées de fagon transitoire a l'aide d'un vecteur codant uniquement pour Tax-1.
Ces études suggéraient donc une capacité Tax-1, indépendante des autres molécules virales, de
se transmettre d'une cellule a une autre via des exosomes (Figure 44). Dans cette perspective,
I'identification de molécules comme la SDCBP contrélant la présence de Tax-1 dans les
exosomes est fondamentale. Dans ce contexte, I'inhibition de I'expression du gene codant pour
la SDCBP en présence du virus HTLV-1 pourrait faire partie des mécanismes mis en place par

le virus pour inhiber sa propre propagation afin d'échapper au contréle immunitaire de I'hote.
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Figure 44 : Hypothése de I’implication de SDCBP dans la transmission des particules de
HTLV-1 de cellule a cellule. Sachant que Tax-1 a été rapporté pour sa présence dans les
exosomes et que SDCBP est essentielle a la formation des exosomes, cette derniére pourrait
étre impliquée dans la transmission des particules virales de HTLV-1 de cellule a cellule. Le
schéma représente une cellule infectée (en bas), dont les exosomes pourraient transporter
I’oncoprotéine Tax-1 et la transmettres vers la cellule non infectée (en haut). ESCRT =
endosomal sorting complexes required for transport, ALIX= ALG-2-interacting protein X.
Adapté de “®*.

Une autre interaction validée au cours de ce travail est celle impliquant l'ubiquitine ligase
LNX2. Il a été démontré que l'ubiquitination de Tax contrdle son implication dans I'activation
de la voie NF-kB. Nous montrons dans cette étude que Tax n'est pas ubiquitinée par 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 HTLV-1 et que des inhibiteurs de la voie Notch pourrait

L** et inhiber I'expression virale®'’. L'interaction entre

réduire la tumorigenese des cellules AT
LNX2 et Tax-1, en plus de I'inhibition de la voie Notchl par Tax-1 sont, a notre connaissance,
les premiéres évidences mécanistiques permettant de mieux expliquer la perturbation de la voie
Notch par le virus HTLV-1. LNX2 fait également partie des facteurs conditionnant
I'expression du virus HIV-1%°%, Nous spéculons donc sur un réle plus général de LNX2 dans le
contr6le des infections rétrovirales. Dans ce contexte, la détermination précise des domaines

PDZ impliqués (PDZ1 dans le cas de Tax-1, Figures 34 et 35) pourrait permettre des criblages
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des inhibiteurs d'interaction spécifiques aux différentes protéines virales interagissant avec
LNX2.

Dans le but d'apporter une preuve de principe que des interactions entre Tax-1 et les protéines a
domaines PDZ peuvent étre ciblées par de petites molécules, nous avons testé la molécule FJ9
qui avait été déja décrite pour inhiber I’interaction entre la protéine a domaine PDZ DVL3
(dishevelled segment polarity protein 3) importante dans la voie WNT (Wingless-related
integration site) canonique et son ligand FRZ7 (Frizzled class receptor 7) **. Nous avons
montré que cette molécule est également capable d'inhiber I'interaction entre Tax1 et SDCBP,
d'affecter la transformation de cellules Rat-1 par Tax-1 et d'inhiber la transmission virale d'une
cellule infectée (MT2) vers une cellule non infectée (Jurkat-LTR-Luc). Méme si ces résultats
sont encourageants dans la perspective de corréler I'inhibition des ces interactions Tax/PDZ
avec la biologie du virus HTLV-1, ils suggérent la difficulté d'identifier des inhibiteurs
spécifiques d'interaction PBM/PDZ. Nous suggérons de continuer ce travail par un criblage de
bangues de petites molécules chimiques, en nous servant des résidus en amont du PBM de Tax-

1 pour nous orienter vers des molécules spécifiques aux interactions Tax-1/PDZ.

En résumé, notre travail a permis de porter l'interactome de Tax-1 de 194 a 236 partenaires
avec l'ajout de 42 nouveaux partenaires contenant un domaine PDZ. Nous avons caracterisé
plus en detail les interactions Tax-1/SDCBP et Tax-1/LNX2, montrant le rle potentiel de
SDCBP dans l'infectivité du virus HTLV-1 et celui de LNX2 dans la modulation des voies NF-
kB et Notch par Tax-1. Enfin, nous proposons l'inhibition des interactions Tax-1/PDZ comme
cible potentielle dans la recherche des thérapies ciblées contre les maladies induites par
HTLV-1.
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CHAPITRE V : CONCLUSIONS

Actuellement, les traitements disponibles contre 1’infection par le virus HTLV-1 sont limités.
De ce fait, il est plus qu’indispensable d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pouvant
améliorer, voire révolutionner ces traitements. Pour ce faire, une compréhension plus
approfondie du virus et de ses mécanismes de pathogenése est nécessaire. Ainsi, identifier des

éléments clés ayant une grande influence sur la biologie du virus HTLV-1.

L’oncoprotéine Tax-1 du virus HTLV-1 est responsable de la transactivation virale, ainsi que
du declenchement des mécanismes de transformation cellulaires. Par conséquent, il est tout a
fait 1égitime de se concentrer sur les stratégies ingénieuses que cette protéine utilise, afin
d’induire la transformation cellulaire. Tax-1 interagit avec une panoplie de protéines de la

cellule hote, notamment via ses nombreux domaines fonctionnels.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’un des motifs protéiques de Tax-1, qui se
trouve en extrémité C terminale et qui cible des protéines contenant un domaine PDZ. Ce
motif a été rapporté pour son importance dans la transformation cellulaire induite par Tax-1.
Les protéines a domaines PDZ représentent des cibles privilégiées de plusieurs autres
oncoprotéines virales telles que E6 du virus HPV-18 et EAORF1 de I’adénovirus de type 9.

Nous avons démontré dans cette étude que sur au moins 150 protéines a domaines PDZ du
protéome humain, Tax-1 ne ciblait qu’une partic de ces protéines. En effet, notre étude a
permis de construire une carte interactomique dont laquelle le nombre de protéines a
domaines PDZ partenaires de Tax-1 se limite a 56 protéines. Cependant, nous n‘avons pas mis
en évidence une séquence consensus, dans le domaine PDZ, responsable de l'interaction avec
Tax-1. Par ailleurs, nous avons pu valider biologiquement les interactions entre Tax-1 et
SDCBP ou LNX2. D'autres interactions Tax-1/PDZ pourraient faire I'objet d'études

complémentaires dans le cadre de I’infection par le virus HTLV-1.

A travers cette étude, nous avons mis & disposition de la communauté scientifique un
catalogue, d’interactions sélectives de Tax-1 avec des protéines clés dans 1’organisation
cellulaire. De plus, nous avons démontré la possibilité de cibler ces interactions, afin d’inhiber

la transformation et/ou la transmission de cellule a cellule du virus HTLV-1.
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CHAPITRE VI : MATERIEL ET METHODES

1 Culture cellulaire

Les lignées cellulaires HEK et HeLa ont été cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagles Medium) contenant 10% de FBS (Sérum Feetal Bovin), 10% de glutamine et
des antibiotiques (Pénicilline 100U/ml, Streptomycine 100 pg/ml). Les lignées
lymphocytaires (JURKAT, JURKAT-LTR, 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 pg/ml). Les lignées lymphocytaires infectées par HTLV-1 (MT2, MT4,
HUT102, C8145, C91PL) ont été cultivées dans les mémes conditions que les lignées
lymphocytaires non infectées par HTLV-1, en plus des conditions de confinement

(biosécurité) de niveau L3. Toutes 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 change avant la transfection et les cellules ont été recueillies 24
heures apres la transfection. Les cellules HelLa ont été transfectées par I'ADN en utilisant le
réactif lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les instructions du fabricant et collectées 24
heures aprés la transfection. Les cellules transfectées avec des siRNA sont cultivées dans le
milieu de culture DMEM a 40-50% de confluence. La transfection de siRNA a été réalisée
avec du phosphate de calcium en utilisant le kit de transfection ProFection® Mammalian
Transfection System (Promega) selon les 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 ARNs interférents double brins ont été congus puis commandés auprés de la firme

Eurogentec (Liége, Belgique). Les séquences sont listées ci-dessous :
SDCBP sense : GCAAGACCUUCCAGUAUAA

SDCBP anti-sense : UUAUACUGGAAGGUCUUGC
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LNX2 sense : CAGCCACUUAGUUUACCAGAA
LNX2 antisense : UUCUGGUAAACUAAGUGGCUG

ARN interférent contréle : Contrdle négatif sSiRNA 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 lysat 5 min a 100°C en présence de bleu de charge (Laemmli buffer), on
procede a I’électrophorese sur gel de SDS-PAGE 10% suivie de I’'immunoblot. Les anticorps
suivants ont été utilisés : anti-Flag, anti-His, anti-Tax-1, anti-SDCBP, anti-LNX2, anti-

ubiquitin.
5 Immunofluorescence et microscopie confocale

Pour les expériences d'immunofluorescence, les cellules HeLa 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 et fixées avec PBS-paraformaldéhyde 4% pendant 15 min. Puis, lavées
deux fois avec du PBS. Les cellules ont été perméabilisées dans du PBS-Triton X-100 a 0,5%
pendant 20 min et bloquées dans la solution de blocage PBS-FBS 20% pendant 30 min.
Ensuite, lavées deux fois avec du PBS. Les cellules ont été incubées avec l'anticorps primaire
correspondant dilué dans le PBS-Triton 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 PBS-Triton. 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 examinees par microscopie confocale avec Leica TCS SP2
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 méthode GPCA

La technique de GPCA (Gaussia Protein Complementary Assay) est utilisée généralement
pour la validation d’interactions et de complexes protéiques. Grace a sa simplicité de mise en
ceuvre et sa compatibilité avec la robotisation, cette technique peut étre utilisée dans des
études a grande échelle.**®

Pour le test d’interactions binaires, deux vecteurs d’expression en cellules mammiféres
peuvent générer des protéines de fusion contenant les deux protéines a tester. Ces deux
protéines d’intérét sont marquées chacune de I'un des deux fragments de la Luciférase
Gaussia: GL1 ou GL2. La reconstitution de la Luciférase et I’émission d’un signal de
fluorescence indique la présence d’une interaction. Pour la calibration de la méthode, un autre
vecteur exprimant la protéine fluorescente Renilla est simultanément utilisé. Ce qui permet

d’obtenir un ratio de fluorescence normalisé (NLR).

Afin de valider les interactions de Tax-1 avec les domaines PDZ séparés, des cellules
HEK?293 ont été ensemencées dans des plaques de 24 puits. Apres 24 heures (a une
confluence de 70-80%), les cellules sont transfectées avec des plasmides GL1 et/ou GL2
exprimant les peptides de fusion a tester. L'activité luciférase a été mesurée sur les lysats
transférés dans des plaques 96 puits, en utilisant la machine automatisée DLR. Les résultats
sont normalisés par rapport a la valeur de la luciférase contrdle Renilla. Le rapport de
luciférase normalisé a été calculé comme suit: NLR = valeur luciférase de co-transfection
(GL1 + GL2) / (valeur luciférase GL1 seul + valeur luciférase GL2 seul). Une interaction est
considérée positive ou validée lorsque NLR> 3,5. Les lyses cellulaires et les mesures de

fluorescence ont éte réalisées en triple pour chaque condition.

7 Mesure de Pactivité Luciférase

Les cellules sont collectées et lysées avec le passive lysis buffer (Promega). Pour la lecture de
la luciférase, 100 pl 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 ont été 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 R-luc et le rapport calculé représente l'activité luciférase.
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8 Ni-NTA pulldown

Les cellules 293T ont été ensemencées dans des boites de 10 cm et transfectées (Polyfect,
Qiagen) avec un plasmide pSG5M-Tax-1-His (2 pg), ainsi que des doses croissantes d'un
plasmide Flag-LNX2 (2-6 pg). Quarante-huit heures plus tard, les cellules ont été récoltées et
lysées dans des conditions hautement dénaturantes et réductrices dans le tampon A
(Guanidium-HCI 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 ambiante. Les billes ont
été lavées 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 (Tris-HCI 25 mM pH 6,8, imidazole 10 mM). Les
protéines liées ont été éluées dans du tampon de Laemmli et révélées par 'immunoblots. Pour
les lysats de cellules entiéres (input), on a lyse les cellules (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl
150 mM, NP40 a 1%, Na-DOC 0,25%) en présence d'inhibiteurs de protéase (Complete,
Roche Diagnostics) avant [’élimination des débris cellulaires par centrifugation.
L'immunoblot a été réalise sur un gel Criterion XT 10% Bis-Tris (Biorad). Les anticorps

suivants ont été utilisés: anti-Histidine6, anti-ubiquitin, anti-Flag.
9 Clonage

Le clonage des protéines a été réalisé en utilisant la technologie de recombinaison Gateway.
Ce systtme est un procédé de clonage universel qui tire partie des propriétés de
recombinaison spécifiques au site du bactériophage lambda pour fournir un moyen rapide et

hautement efficace de déplacer des séquences d'’ADN entre plusieurs systémes vectoriels.

Afin de cloner les mutants de LNX2 ou d’autres domaines PDZ séparés nous avons déterminé
les amorces qui délimitent les différentes séquences. Puis, nous avons effectué 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 protéines d’intérét sont ensuite clonés dans le vecteur
donneur en réaction BP, en utilisant la clonase BP Gateway (Invitrogen). Cette réaction est
effectuée en ajoutant 100 ng du produit de PCR a 150 ng du vecteur donneur avec 1 pl du
mélange d'enzymes BP clonase Il pour un volume total de 10 ul dans un eppendorf de 1,5 ml

a 25°C, pendant une heure. Pour terminer la réaction, 1 pl de solution de proteinase K a été
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ajouté au mélange et incubée pendant 10 minutes a 37°C. 2 ul de chaque réaction BP ont été
transformés en 40ul de cellules bactériennes électrochimiques Hb101, puis transférés dans
Iml 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 colonies positives ont été
sélectionnées et transférées dans 5 ml de milieu LB + ampicilline liquide pour I'extraction
d’ADN en utilisant le kit NucleoSpin Plasmid (Marcherey-Nagel) selon les instructions du
fabricant. L'ADN extrait a été vérifié par PCR, électrophorese et séquencage en utilisant des

amorces spéecifiques dans les vecteurs donneurs.

Apres avoir cloné puis amplifiés les genes d'intérét dans les vecteurs donneur pDNR223, nous
les avons transférés dans différents vecteurs d'expression pour les levures (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). Cette réaction 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 pl du mélange d'enzymes LR clonase Il pour
un volume total de 10 pL dans un eppendorf de 1,5 ml a 25 ° C pendant une heure. Ensuite,
nous avons suivi les mémes étapes mentionnées ci-dessus 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

d’agarose et séquengage.

10 Double hybride en levure de Tax-1 avec les domaines

PDZ séparés

Le double hybride en levure est une méthode de criblage d'interactions bien établie permettant
la détection d'interactions binaires. Cette méthode a comme principe la reconstitution du
facteur de transcription Gal4. Une premiére protéine est couplée au domaine de fixation de
Gal4 et une deuxiéme protéine est fusionnée au domaine d’activation de Gal4. La
reconstitution du facteur Gal4 par interaction des deux protéines de fusion indique la présence

d’une interaction suite a 1’expression d’un geéne de sélection.
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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 transformeés dans la souche haploide de levure Y187 (MATa, ura3-52,
his3-200, ade2-101, leu2-3, 112, gald4A, met-, gal80A, MEL1, URA3 :: GALIUAS -
GAL1TATA-lacZ). De fagon similaire, le fragment d’ADN codant Tax-1 a été cloné dans le
vecteur d'expression en levures DB pGBT9, puis transformé dans la souche de levure
haploide AH109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, Ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2:
GAL1UAS-GALLITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3 : MELIUAS-
MEL1TATA-lacZ, MEL1). Les interactions entre chaque PDZ et Tax-1 ont été testées par
conjugaison des deux souches de levure. En résumé, une culture nocturne des deux types de
levures (du type d'accouplement oppose) a été réalisée. Ceci dans un milieu sélectif favorisant
les levures diploides (extrait de levure liquide-Peptone-Dextrose YPAD —W Tryptophane —L
Leucine) supplémenté avec 10% de PEG pendant 4 h a 30 ° C Sous agitation douce. Aprées un
lavage avec de I'eau, on a placé les levures sur un milieu sélectif solide Tryptophane-
Histidine-Leucine (-WHL) pour un dosage phénotypique. Les levures diploides qui proliférent

sur le milieu -WHL indiquent une interaction entre les deux protéines de fusion %22,

11 GST-pulldown

Pour détecter les partenaires de Tax-1 par pulldown, nous avons exprimé les protéines a
domaines PDZ « full length » en cellules HEK293. Ces cellules ont été ensuite lysees et
incubées avec des billes contenant la protéine GST-Tax-1 ou GST-Tax-2 comme contrble
négatif. Les protéines Tax-1 et Tax-2 s’attachent aux billes de Sepharose grace a leur tag GST,
puis elles sont mises en contact avec le lysat cellulaire qui contient I’une des protéines PDZ-
Flag. La révélation du flag par immunoblot, nous indique une interaction entre Tax-1 et la
protéine & domaine PDZ.

12 qRT-PCR

L'ARN total a été extrait en utilisant le kit de purification GeneJET RNA (Thermo scientific)
et trait¢ par la DNasel (Thermo Scientific) sur colonne. L’ARN total a été inverse ment
transcrit avec des amorces aléatoires en utilisant le Kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis (Thermo scientifique). Le qPCR a été réalisé en utilisant la détection SYBER Green

de Roche dans ’appareil Lightcycler 480 (Roche). La quantification de I'ARNm a été réalisée
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par normalisation relative au gene constitutif GAPDH. Les taux d'expression relatifs ont été

calculés pour chaque geéne en utilisant la méthode ACt ou AACt.

13 Immunopreécipitation Tax-1/SDCBP

L’interaction de Tax-1 avec SDCBP a été revalidée par immunoprécipitation. En effet, des
cellules HEK 293T ont été transfectées avec Flag-Syntenin, Tax-1 et Tax-2. 48 heures apres
la transfection, les cellules ont été lysées et I’expression de protéines vérifiée par western blot,

en utilisant des anticorps spécifiques anti-Tax-1 et anti-Flag.
14 Localisation cellulaire de Tax-1 et SDCBP

Les cellules HelLa ont été transfectées avec des constructions exprimant la Tax-1 et siRNA
contrble ou siRNA SDCBP. Vingt-quatre heures apres la transfection, les cellules ont été
fixées, perméabilisées et marquéess avec des anticorps primaires anti-Tax-1 et des anticorps
secondaires conjugués a Alexa 488. Les cellules ont ensuite été analysées au microscope
confocal. En utilisant le logiciel Nikon ALR, nous avons quantifié les intensités de ROI
(régions d'intérét) qui nous ont permis de déterminer le rapport cytoplasme / 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 Tax-1 et de SDCBP

Des cellules HelLa ont été transfectées avec des constructions exprimant Tax-1 et/ou Flag-
SDCBP. Vingt-quatre heures apres la transfection, les cellules ont été fixées, perméabilisées
et marquées avec des anticorps anti-Tax-1 ou anti-Flag et des anticorps secondaires conjugués
Alexa 488 ou Alexa 633. Les cellules ont ensuite été analysées au microscope confocal

comme décrit pour la section précédente.

16 Test d’inhibition par FJ9 de la transformation induite
par Tax-1

Afin de tester I’effet de FJ9 sur la transformation des cellules induite par le virus HTLV-1,

nous avons transduit de maniére stable des cellules Rat-1 (fibroblastes de rat) avec un vecteur
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lentiviral pTax-1-1B. Un pool de cellules résistantes (5 x 10°) a été ensemencé dans du
DMEM/10 % FCS contenant de 1’agarose a 0.33 %, superpos¢ a une couche d’agarose 0.5%
dans une plaque 24 puits avec 100 pM de FJ9 ou de DMSO. Apres trois semaines de culture,
les colonies qui forment habituellement des « foci » ont été examinées au microscope optique
et des photos ont été réalisées pour quantifier ’effet de FJ9. Le comptage des foci induits par

Tax-1 a été réalisé a I’aide du logiciel Imagel.

17 Test d’inhibition par FJ9 de la transmission de cellule a

cellule de Tax-1

Nous avons co-cultivé des cellules produisant le virus (MT2) avec des cellules contenant le
géne codant pour la luciférase sous le contréle du promoteur viral LTR. Les cellules sont co-
cultivées vingt-quatre heures en présence ou pas de 100 uM de FJ9. L’analyse de I’activation

de la luciférase a été réalisée comme décrit précédemment (voir section 6).
18 Test d’ubiquitination de Tax-1

Pour vérifier I’'implication de LNX2 dans le processus d’ubiquitination de Tax-1, nous avons
proceédé a des co-transfections de HisTag-Tax-1 avec Flag-LNX2 mais aussi 1’utilisation de
SIRNA pour réprimer ’expression de LNX2. De ce fait, nous pourrons purifier Tax-1 avec
des billes de Ni2+ et révéler son état d’ubiquitination sur WB. Ainsi nous avons pu comparer
le taux d’ubiquitination de Tax-1 dans les différents cas de modulation de 1’expression de

LNX2.

19 Test d’inhibition de P’interaction de Tax-1 avec SDCBP
par FJ9

Le BiFC ou la complémentation de fluorescence bimoléculaire est une méthode de détection
d’interactions protéiques. Elle est basee sur la reconstitution de deux fragments d’une protéine
fluorescente qui sont fusionnés chacun a une des deux protéines a tester. Techniquement, les
deux fragments de la protéine fluorescente sont complémentaires et permettent 1’expression

de la protéine reconstituée dans des cellules vivantes. L'interaction des protéines testées

114



rapproche les fragments rapporteurs qui émettent le signal de fluorescence suite a la

reconstitution de la forme native de la protéine fluorescente.

Le signal fluorescent des cellules peut étre détecté et catégorisé a l'aide de la cytométrie en
flux, qui nous permet de quantifier le taux de reconstitution de la protéine rapporteuse.
L’interaction des deux protéines testées est manifestée par un taux de fluorescence supérieur
au seuil déterminé par 1’utilisation des contréles. Ces derniers impliquent 1’utilisation de la

protéine rapporteuse seule ou I’une des deux protéines seules.

Afin d’estimer la capacité de la petite molécule FJ9 a inhiber I’interaction entre Tax-1 et
SDCBP, nous avons utilisé la protéine fluorescente YFP. Les cellules HEK 293T ont été
transfectées avec le fragment C terminal de la protéine YFP fusionné a SDCBP et avec le
fragment N terminal de YFP fusionné a Tax-1. Vingt-quatre heures apres la transfection, les
cellules ont été traitées avec 100 uM de FJ9 ou de DMSO et cultivées pendant une période
supplémentaire de 24 heures. Les cellules ont été analysées par cytométrie de flux. Les

résultats représentent la moyenne et I’écart-type de trois expériences indépendantes.

20 Purification des exosomes

Les exosomes ont été isolés a partir de surnageants cellulaires. D’abord, 50-100 ml de
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 surnageant sans
cellules a été centrifugé a 12 000 g pendant 45 minutes et filtré (0,22 um) pour éliminer les
débris cellulaires supplémentaires. Le milieu recueilli a ensuite été ultracentrifugé pendant 2 h
a 100 000 g. Le culot contenant les exosomes a été lave une fois avec du PBS, centrifugé de
nouveau pendant 2 h a 100 000 g et finalement suspendu dans du tampon de lyse (Tris-HCI 50
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 utilisation en western blot. Toutes les étapes de centrifugation

ont été réalisées 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). Les seuils de valeur P (p value)

sont représentés comme suit; *= p <0,05; **=p <0,01 et ***=p <0,001.

22 Docking

Le docking est une méthode in silico qui permet d’analyser les interactions entre deux
molécules par simulation 3D. Cette prédiction de liaisons moléculaires, est possible grace a
des algorithmes puissants qui exécutent des calcules de probabilité trés précis. Ces calcules
sont appliques plusieurs fois pour chaque couple de deux endroits choisis sur les deux
molécules. Les résultats sont présentés sous forme de probabilité de liaison pour chaque point

d’interaction. En plus, des détails concernant les résidus impliqués sont aussi fournis.

Pour tester ’interaction de Tax-1 avec le domaine PDZ1 de LNX2, nous avons d’abord
déterminé la séquence peptidique délimitant le domaine. Puis, nous avons construit sa
structure 3D grace a 'utilisation de 1’outil en ligne SWISSMODEL. Cet outil nécessite une
structure 3D matrice d’un peptide ayant une séquence primaire proche de celle de notre
domaine PDZ Cette structure matrice a été trouvé sur la base de données PDB (PDB ID:
2DMB8) grace a 'utilisation de I’outil Blast de NCBI.

Apres I’obtention de la structure 3D du domaine PDZ, nous avons sélectionné la séquence de
Tax-1 a tester. En effet, nous avons sélectionné le PBM de Tax-1 qui est composé de cing
résidus d’acides aminés déstructurés (RETEV). Ce penta peptide a été structuré grace a ’outil

de prédiction adapté aux petits peptides PEPLOOK.

Afin d’atteindre une efficacité maximale, un étalonnage de la méthode a été réalisé. Ainsi, une
interaction déja résolue par cristallisation et connue dans la base de données PDB a été
utilisée. De fait, I’interaction du PDZ2 de la protéine DLG1 avec le PBM de 1’oncoprotéine
E6 du virus HPV18 a été exploitée (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

parametres de calcules pour prédire exactement la méme position résolu expérimentalement.

Les analyses de docking ont été effectuées en utilisant le systéme d’exploitation Linux. Le
logiciel Autodock a été utilisé comme interface pour réaliser les calcules de docking, en
entrant parallelement des lignes de commandes sur le terminal prévu a cet effet dans Linux.

La visualisation et la présentation des résultats ont éte réalisées a 1’aide du logiciel Pymol.
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23 Analyse des enrichissements de GO

Afin de réaliser les analyses de Gene Ontology (GO), nous avons préparé les listes de géenes
codant les protéines partenaires de Tax-1 en verifiant le nom de chaque protéine dans la base
de données NCBI. Par la suite, nous avons utilisé I’interface DAVID, qui permet de mettre en
¢vidence des fonctions pertinentes aux seins d’un groupe de geénes codant les protéines
d’intérét. Ceci en réalisant des analyses statistiques permettant de déterminer 1’enrichissement
de chaque fonction. Par ailleurs, la calibration de la méthode a été réalisée grace a
I’application de 1’analyse sur tous les génes codant les protéines & domaines PDZ, afin

d’éviter les biais liés aux fonctions naturelles de ce type de protéines.

24 Représentation graphique des cartes interactomiques et
création de réseaux protéeigues complexes

La représentation graphique des cartes interactomiques et la création de réseaux protéiques
complexes ont été réalisées avec le logiciel Cytoscape. Ce logiciel permet de transformer les

données d’interactions ordonnées en formes géométriques diverses.

Pour représenter graphiquement les différentes cartes interactomiques, nous avons construit
des listes d’interactions binaires de Tax-1 avec chaque protéine a domaines PDZ partenaire.
Puis, nous avons introduit chaque liste séparément dans le logiciel Cytoscape. Enfin, nous
avons appliqué le code couleur nécessaire a la distinction des caractéristiques de chaque

partenaire de Tax-1.

La création de réseaux protéiques complexes permet de remettre les interactions Tax-1/PDZ
dans leur contexte physiologique. En effet, nous avons introduit a cet effet les listes
d’interactions issues des cartes interactomiques, mais aussi d’autres protéines partenaires des

protéines a domaines PDZ connues dans la littérature.

Ces différentes représentations permettent de mieux visualiser les partenaires qui y figurent et

d’analyser leurs affinités.
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Annexe 1 : Révélation western blot des GST
pulldown de quelques protéines a domaines PDZ-Flag
avec GST-Tax-1.

GST-Tax1
GST
GST-Tax1
GST

PDLIM4 RADIL

SDCBP2

LNX2

PDLIM7 RSG3

DVL3

PDZD3 INTU
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Annexe 2 : Résultats du double hybride en levure.

Les interactions positives sont indiguées par les colonies

en croissance.

Controles SRS
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Annexe 3 : Protéines & domaines PDZ partenaires

de Tax-1 retrouvées par notre étude.

Dupp Lavie L

Gene name Gene ID PPI assay Pubmed ID
APBAI1 320 YIH This study
APBA3 9546 YIH This study
CYTIP 9595 Y2IH This study

DEPTOR 64798 YIH This study
DENB31 25861 YIH This study
DLGI 1739 LCI+Y2H 9192623 + This study
DLG3 1741 Y2H This study
DLG4 1742 LCI 9482110
DLGS 9231 Y2H This study
DVL3 1857 GST pulldown This study
ERBB2IP 55914 LCI 17100642
FRMPD2 143162 Y2H This study
GIPC2 54810 GST pulldown This study
GRIP1 23426 Y2H This study
GRIP2 80852 Y2H This study
IL16 3603 LCI + GST pulldown + Y2H 12620798 + This study
INADL 10207 Y2IH This study
INTU 27152 GST pulldown This study
LMO7 4008 Y2H This study
LINTA 8825 LCI 9482110
LNX1 84708 YIH This study
LNX2 222484 LCT + GST pulldown + Y2H 22458338 + This study
MAGI1 9223 LCI 23279616
MAGI2 9863 YIH This study
MAGI3 260425 LCI + GST pulldown + Y2H 15003862 + This study
MAST2 23139 Y2H This study
MPDZ 8777 Y2H This study
PARD6A 50855 LCI 9482110
PARD6B 84612 Y2H This study
PARDSG 84552 Y2H This study
PDLIM2 64236 LCI 19131544
PDLIM4 8572 GST pulldown This study
PDLIM7 9260 GST pulldown This study
PDZD2 23037 Y2H This study
PDZD3 79849 GST pulldown + Y2H This study
PDZD7 79955 Y2IH This study
PDZEN3 23024 Y2IH This study
PPPIR9B 84687 YIH This study
PREX1 57580 YIH This study
PTPN13 5783 YIH This study
PTPN3 5774 YIH This study
BADIL 55698 GST pulldown This study
RGS3 114822 GST pulldown This study
RHPN1 114822 Y2H This study
RIMS1 22999 Y2H This study
SCRIB 23513 LCI+Y2H 17855372 + This study
SDCBP 510979 GST pulldown This study
SDCBP2 27111 GST pulldown This study
SHANK 1 50944 Y2H This study

SHROOM4 57477 Y2H This study

SLCY9A3R1 9368 Y2H This study
SNTAIL 6640 Y2H This study
SNTBI1 6641 LCI 9482110
SNTB2 6645 LCI 9482110
SNTGI1 54212 Y2IH This study

TAXI1BP3 30851 LCI + GST pulldown 9482110 + This study

144



Annexe 4 : Diagramme des protéines a domaines

PDZ partenaires de Tax retrouvees par les différentes
méthodes. « PDZ domains » : Y2H et GPCA. « Full-
length PDZ proteins » : GST pulldown. « Literature

Curated Interactions » : Criblage de la littérature.

PDZ domains

Full-length PDZ proteins

DLG4
PARD6A

ERBB2IP
PDLIM2

LIN7A
SNTB1

Literature Curated Interactions
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Annexe 5 : Protéines & domaines PDZ exprimées en

cellules T ou difféerentiellement exprimees en cellules
HTLV+/-

Differential
expression in
T-cells expression  HTLV+/- Cells Summary

APBA3 expressed in Tcells
CYTIP expressed in Tcells
DLG1 expressed in Tcells
DLG3 expressed in Tcells
DVL3 expressed in Tcells
GRIP1 downregulated in HTLV+ cells
GRIP2 downregulated in HTLV+ cells
LMO7 upregulated in HTLV+ cells
LNX2 expressed in Tcells
MAGI2 expressed in Tcells
MAGI3 downregulated in HTLV+ cells
MPDZ downregulated in HTLV+ cells
PARDBA expressed in Tcells
PARDGE expressed in Tcells
PDLIMA expressed in Tcells
PDZD11 expressed in Tcells
PDZD3 downregulated in HTLV+ cells
PDZRN3 downregulated in HTLV+ cells
PPP1RSB expressed in Tcells
PREX1 PREX1 expressed and upregulated in HTLV+ cells
PTPN13 upregulated in HTLV+ cells
PTPN3 expressed in Tcells
RADIL expressed in Tcells
SCRIB expressed in Tcells
SDCBP SDCBP expressed and downregulated in HTLV+ cells
SDCBFP2 expressed in Tcells
SHANK1 downregulated in HTLV+ cells
SHROOM4 downregulated in HTLV+ cells
SLC9A3R1 SLC9A3R1 expressed and downregulated in HTLV+ cells
SNTA1 SNTA1 expressed and downregulated in HTLV+ cells
SNTB1 expressed in Tcells
TAX1BP3 expressed in Tcells
Legend: Expressed Upregulated |Downregulated
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Annexe 7 : Liste des lignées cellulaires utilisées

pour les tests d’expression des génes codant les

protéines a domaines PDZ.

24 T-cell lines:
PDZ Proteins mRNA expression levels

T-cell lines

ALL-SIL

Bel3

CEM

CTv-1

DND-41

DU.528

HPB-ALL

H-5B2

JURKAT

K3P

Karpas 45

KOPT-K1

Loucy

MOLT-13

MOLT-16

MOLT-4

P12-ICHIKAWA

PEER

PF-382

SKwW-3

SUP-T11

SUP-T13

SUP-T7
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HTLV infected VS non-infected T cell lines:
Differential PDZ Proteins mRNA expression

\

)
Non infected Infected
CEM C81-45
CTV1l C91PL
HUT-78 HUT102
JURKAT MT2
MOLT16 MT4




Annexe 8 : Liste des protéines & domaines PDZ

prédites pour leur interaction avec Tax-1. Les proteines

validées expérimentalement sont indiquées en couleur

grise.
Prédcition basée sur la Prédcition basée sur la Notre étude expérimentale
structure séguence
AHNAK2 - -
APBA1 - APBA1
APBA2 - -
APBA3 - APBA3
ARHGAP21 ARHGAP21 -
ARHGAP23 ARHGAP23 -
ARHGEF12 - -
CAR14 - -
CASK - i
CYTIP - CYTIP
- - DEPTOR
DFNB31 DFNB31 DENB31
DLG1 DLG1 DLG1
DLG2 DLG2 -
DLG3 DLG3 DLG3
DLG4 DLG4 DLG4
DLG5
DVL1 - -
DVL1L1 - -
DVL2 - -
DVL3 - DVL3
ERBB2IP - ERBB2IP
FRMPD1 - -
FRMPD2 - FRMPD2
FRMPD4 - -
GIPC1 GIPC1 -
GIPC2 GIPC2 GIPC2
GIPC3 GIPC3 -
GRD2I GRD2I -
GRIP1 - GRIP1
GRIP2 - GRIP2
HTRAZ2 - -
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IL16 - IL16

INADL - INADL
INTU

LIMK1 - -

- - LMO7
LIN7A LIN7A LIN7A
LIN7B LIN7B ]
LIN7C LIN7C _

- - LNX1

- LNX2 LNX2
LRRC7 - -
MAGI1 MAGI1 MAGI1
MAGI2 MAGI2 MAGI2
MAGI3 MAGI3 MAGI3

- MAGIX ]

- - MAST?2
MLLT4 - ]
MPDZ MPDZ MPDZ
MPP1 - -
MPP5 - -
MPP6 - -
NOS1 - ]
PARD3 PARD3 ;

PARD3B PARD3B ]
PARDGA - PARD6A
PARD6B - PARD6B
PARD6G - PARD6G
PDLIM1 - -

PDLIM2
PDLIM3 - -
PDLIM4 - PDLIM4
PDLIM5 - -

- - PDLIM7
PDZD11 PDZD11 ]
PDZD2 - PDZD2
PDZD3 - PDZD3
PDZD7 - PDZD7
PDZRN3 PDZRN3 PDZRN3

- PDZRN4 -
PICK1 - ]

- PPP1R9B

- - PREX1
PTPN13 - PTPN13

- PTPN3 PTPN3
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PTPN4 PTPN4 -
RADIL - RADIL
RAPGEF6 - -

- RGS3 RGS3
RHPN1 RHPN1 RHPN1
RIMS1 - RIMS1
SCRIB SCRIB SCRIB
SDCBP - SDCBP
SDCBP2 - SDCBP2

- - SHANK1

- - SHROOM4
SIPA1L - -

SLC9A3R1 - SLC9A3R1
SNTA1 SNTA1 SNTAL
SNTB1 SNTB1 SNTB1
SNTB2 SNTB2 SNTB2
SNTG1 SNTG1 SNTG1
SNTG2 SNTG2 ]

- SNX27 ;

SYNJ2BP SYNJ2BP ]

- - TAX1BP3
TJP1 - -
TIP2 - -
TIP3 - -
USH1C - -
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Abstract

Protein-protein interactions organize the localization, clustering, signal
transduction, and degradation of cellular proteins and are therefore implicated in
numerous biological functions. These interactions are mediated by specialized
domains able to bind to modified or unmodified peptides present in binding
partners. Among the most broadly distributed protein interaction domains,
PSD95-disc large-zonula occludens (PDZ) domains are usually able to bind
carboxy-terminal sequences of their partners. In an effort to accelerate the
discovery of PDZ domain interactions, we have constructed an array displaying 96%
of the human PDZ domains that is amenable to rapid two-hybrid screens in yeast.
We have demonstrated that this array can efficiently identify interactions using
carboxy-terminal sequences of PDZ domain binders such as the E6 oncoviral
protein and protein kinases (PDGFRB, BRSK2, PCTK1, ACVR2B, and HER4); this has
been validated via mass spectrometry analysis. Taking advantage of this array, we
show that PDZ domains of Scrib and SNX27 bind to the carboxy-terminal region of
the planar cell polarity receptor Vangl2. We also have demonstrated the
requirement of Scrib for the promigratory function of Vangl2 and described the
morphogenetic function of SNX27 in the early Xenopus embryo. The resource
presented here is thus adapted for the screen of PDZ interactors and, furthermore,
should facilitate the understanding of PDZ-mediated functions.
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Human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) retrovirus
encodes for the Tax protein, which has a transforming
capacity in vitro. Tax contains at its C-terminus a binding
motiff or PDZ domain-containing proteins (PSD95-
DLG1-Z01). It has been shown that the C-terminal
motif of Tax is involved in Tax oncogenic capacity. Ten
different PDZ domain-containing proteins have been
reported to interact with Tax, but the specificity of Tax-
human PDZome interactions has not been investigated.
The objective of this study is to obtain a comprehensive
interactome map for Tax and the human PDZome and
to determine a global role of Tax-PDZ interactions in
HTLV-1 biology. By using di fferent protein-protein
interaction methods we hae generated a Tax/human
PDZome interaction map. We then performed a cluster-
ing analysis to define biological functions associated with
Tax/PDZ interactions. PDZ Proteins involved in cell
shape, cytoskeleton organization and membrane polariza-
tion and traffic were overrepresented, and suggest that
Tax/PDZ interactions may be involved in Tax-mediated
stimulation of T cell activation pathways.
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Primate T-lymphotropic virus species comprise four
members (HTLV-1 to -4) that have been discovered in
human. Only the HTLV-1 infection leads to adult T-cell
leukemia/lymphoma (ATLL). All the four viruses share a
similar genomic organization and encode transforming
Tax oncoproteins. In contrast to HTLV-2 and 4, HTLV-

1 and 3 Tax proteins contain a PSD-95/Drosophila Discs
Large/Zona Occludens-I (PD Z) binding motif at their
C-terminal that has been shown to play crucial roles in
the distinct transforming properties of the Tax proteins.

Here, we used a collection of human full-length pro-
tein-coding open reading frames (ORFeome v3.1) to
identify novel PDZ domain containing proteins that spe-
cifically interact with HTLV-1 Tax. Novel Tax interac-
tors include syntenin-1 and -2, LNX2, DVL3, GIPC2,
INTU, PDLIM4 and -7, RADIL and RGS3. These pro-
teins are involved in diverse biological processes includ-
ing cell division, cell fate determination, and cell
survival. We further characterized interaction between
Tax and syntenins and showed that, FJ9 a small mole-
cule able to disrupt Tax/PDZ interactions, could antago-
nize Tax-transformation activity in a Rat-1 model.

Our study identify novel PDZ-containing proteins
interacting with HTLV-1 Tax and provides the first
example where Tax protein-protein interactions with
PDZ containing proteins and Tax-transformation capa-
city could be inhibited by a small molecule.
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