N

N

Modulation de la machinerie de O-GlcNACylation par
I’oncoprotéineTax du virus HTLV-1 et implication dans
la transactivation du promoteur viral

Damien Groussaud

» To cite this version:

Damien Groussaud. Modulation de la machinerie de O-GlcNACylation par 'oncoprotéineTax du virus
HTLV-1 et implication dans la transactivation du promoteur viral. Virologie. Université Sorbonne
Paris Cité, 2016. Francais. NNT: 2016USPCB252 . tel-02141273

HAL Id: tel-02141273
https://theses.hal.science/tel-02141273
Submitted on 27 May 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02141273
https://hal.archives-ouvertes.fr

Université Paris Descartes Institut Cochin

12 rue de I’'Ecole de médecine Département 31

75006 Paris INSERM U1016
22 rue Méchain
75014 Paris

THESE DE DOCTORAT DE L'UNIVERSITE PARIS DESCARTES
Spécialité Virologie
Ecole Doctorale Bio SPC
Présenté par Damien Groussaud

Pour 'obtention du titre de Docteur de I'Université Paris Descartes

Modulation de la machinerie de O-GlcNACylation
par I'oncoprotéineTax du virus HTLV-1
et implication dans la transactivation
du promoteur viral

Directrice de these : Dr Claudine Pique

Date de soutenance prévue le 19 Septembre 2016
Devant le jury composé de :

Pr. Pierre-Emmanuel CECCALDI Président de jury
Dr Anne Sophie VERCOUTTER EDOUART Rapporteur
Dr Franck MORTREUX Rapporteur

Dr Jean Michel MESNARD Examinateur
Dr Renaud MAHIEUX Examinateur
Dr Claudine PIQUE Directrice de these







Table des matieres

TABLE DES MATIERES ......ccooniimmmnmmsnessmssesssssssssssssssssssssss 3
ABREVIATIONS.....ccosmsmmsmmensmnsmsssssssmsssssssssssssssssssssssssssses 5
INDEX DES FIGURES ET DES TABLEAUX 9
INTRODUCTION ....cooismsersmrsmsmssnsmsasssssssssssssssssssssssssssssssnsas 10
I. UN PEU D’HISTOIRE : LA DECOUVERTE DU PREMIER RETROVIRUS ONCOGENE HUMAIN. ....ccovrvereenrsseenssnsenns 11
II- PATHOLOGIES ASSOCIEES. ..cuvurtrtrererereesesesesssssssssreresesesessssssssssssssssesesssssssssssssssssssesesessssssssssssssssssssessnsssssssssssssssassrens 15
II-1- La leucémie a cellules T de I'adulte (ATL). 16
[1-1-1) Tableau clinique. 16
[1-1-2) Pathogeneése. 19
[1-1-3) Thérapies. 21

II-2- La paraparésie spastique tropicale TSP/HAM. 22
11-2-1) Tableau clinique. 22
[1-2-2) Pathogénese. 23
[1-2-3) Traitements. 26

1I-3- Autres pathologies associées a HTLV-1. 27
[II. LE VIRUS HTLV-1 : ORIGINE D'UN RETROVIRUS PAS COMME LES AUTRES. ...ceveurrnsurersenssresessssessssssessssssnens 28
l1I-1- Phylogénie des PTLV. 28
l1I-2- Epidémiologie de l'infection par le HTLV-1 31
I1I-2-1) Répartition géographique. 31
[1I-2-2) Epidémiologie moléculaire. 33
111-3- Les modes de transmissions du HTLV-1. 36
IV. LE VIRUS HTLV-1 : ANATOMIE D’'UN RETROVIRUS DE TYPE COMPLEXE. ....ccvcvsureurensurensensssessessssesssssssesssssnens 39
IV-1. Structure de la particule virale 39
IV-2. Génome et synthese des protéines virales. 41
IV-2-1) Les protéines de structures et les enzymes virales. 43
IV-2-2) Les protéines régulatrices et auxiliaires. 44
IV-2-3) Les transcrits anti sens et la protéine HBZ. 44

IV-3. Cellules cibles et cycle viral. 47
IV-3-1: Les phases précoces de l'infection : de 'entrée a I'intégration 48
[V-3-2- Les phases tardives de I'infection : de la synthése des transcrits viraux au bourgeonnement viral.....52
1V-4-Mécanismes d’infections et échappement au systéme immunitaire. 54
IV-4-1- Transmission cellule-cellule 54
[V-4-2- La réplication du HTLV-1 par expansion clonale. 58
V.HTLV-1 : UN VIRUS ONCOGENE. ....cccsureeserereussrereaseressassressasssesasssesssssressssssssssssssssssssesssssssssssesssssssnsssssesssssssssssseneas 60
V-1- Modulation des principales voies de signalisations cellulaires. 61
V-1-1) La voie MAP Kinase. 61
V-1-2) La voie PI3K-Akt. 63
V-1-3) La voie NF-kB. 65
V-1-4) La voie AP-1. 70

V-2- Détournement du cycle cellulaire et de l'apoptose. 71
V-2-1) Cycle cellulaire. 71
V-2-2) Stimulation de la production de cytokines. 73
V-2-3) Blocage de I'entrée en apoptose. 74
V-3-Induction d’altération génétique. 77
V-4- Détournement de la machinerie de transcription. 79
V-5-Un autre acteur responsable de la transformation : la protéine HBZ. 83
VI- LA O-GLCNACYLATION : UNE MODIFICATION POST TRADUCTIONNELLE CRUCIALE.....cccvuneurureearerensanerenens 87
VI-1- Généralités : 87
VI-2- L’OGT (0O-linked-N-atetylglucosaminyltransferase). 88
VI-2-1-Découverte et structure. 88
VI-2-2- Modifications post traductionnelles de I'OGT. 90
VI-2-3- Inhibiteurs pharmacologiques de 'OGT. 91
VI-3- L’'OGA (N-Acetyl-B-D glucosaminidase ou OGIcNAcase). 91




VI-3-1-Découverte et structure. 91

VI-3-2-Modifications post-traductionnelles de I'OGA. 92
VI-3-3-Inhibiteurs de 'OGA. 93
VI-4-La voie de biosynthése des héxosamines. .93
VI-5-Phosphorylation et O-GlcNAcylation : le yin et le yang. 95
VI-6- O-GIcNAcylation et cancer. 97
VI-7- O-GIcNAcylation et facteurs de transcription. 99
VI-8- O-GIcNAcylation, transcription et régulations épigénétiques. 101
RESULTATS.....cconnmmmsmsmsmssmsmsssssssssssssssssssssssssssssasassas 106
VIIL. PRESENTATION DE L’ARTICLE (EN REVISION DANS PLOS PATHOGENS). .................................................. 107
VIIL ARTICLE. oot reetseeeeeseesse et sssess et b s s s st b bbb 109
DISCUSSION .....conrnmcncsssnsmsesssssssssssssssssssssssssssssssasssenss 132
IX. DISCUSSION. ...coreteeereeeuseesssessesssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssasssessssssssssssesssassssssssssasssessssssssssssnsssnssssssssesssnsssnsens 133
BIBLIOGRAPHIE........coosnmmmmmmnssmsssssssssssssssssssssssssssasass 144




Abréviations

AD : Activation Domain

ADN: Acide DesoxyRiboNucléique

AP-1: Activator Potein 1

ARN : Acide RiboNucléique

ARNLt : Acide RiboNucléique de transfert

ATF : Activating Transciption Factor

ATL : Adult T-cell Leukemia

ATLV / Adult T-cell Leukemia Virus

AZT : Zidovudine

BAFF : B-Cell Activating Factor

BER : Base Excision Repair

BLV : Bovine Leukemia Virus

BRCA-1 : Breast Cancer 1

c-Flip : cellular Flice-Like Inhibitory protein

C-Ter : C-Terminal

CA : Capside

CAMK IV : Calcium/Calmodulin-dependent Kinase IV
CARML1 : co —activator associated arginine methyltranferase 1
CBP : CREB Binding Protein

CCR4 : C-C Chemokine Type 4

CDI/CDII: Conserved Domain I et I

CDK: Cycline Dependant Kinase

CMH-1 : Complexe d'Histocompatibilité de type 1

CMV : CytoMegaloVirus

CPRV : Cottontail Rabbit Papillomavirus

CRE : cAMP response element

CREB : c-AMP Response Element Binding protein
CRM1 : Chromosome Region Maintenance interacting protein 1
CTD : C-Terminal Domain

DC-SIGN : DC-Specific ICAM-3Grabbing Non-integrin
DNA-PK: DNA Dependent Protein Kinase

EGF : Epidermal Growth factor

Env : enveloppe

ERK: Extracellular signal Regulated Kinase

fOGA : Full-lenght OGA

GAB : Growth factor Receptor-Bound protein 2

Gag : Group specific Antigens

GFAT : Glutamine Fructose-6-phosphate Amido Tranferase
GLUT-1 : Glucose Transporter 1

GRB2 : GRB2-Associated Binding Protein

HBP : Hexosamine Biosynthetic Pathway

HBZ : HTLV-1 b-ZIP Factor

HDAC : Histone Déacetylase



HDM : Histone Déméthylase

HMT : Histone Méthyl Transferase

HSPG : Heparan Sulfate Proteoglycans

HSV-2 : Herpes Simplex Virus de type 2

hTERT : Human Telomerase Reverse transcriptase
HTLV-1: Human T cell Leukemia/Lymphoma Virus
IAP : Inhibitors of Apoptosis protein

ICAM1 : Intercellular Adhesion Molecule 1

IkB : Inhibitors of kB

IKK : IkB Kinase

IL-2 : Interleukine 2

IN : Integrase

INF-a : Interferon alpha

INF-B1 : Interferon Beta 1

INF-y : Interferon gamma

JNK: c-Jun N-Terminal Kinase

LFA-1: Lymphocyte Function-associated Antigen 1
LKB1 : Liver Kinase B1

LTC : Lymphocyte T Cytotoxique

LTR : Long terminal Repeat

m-TOR : Mammalian traget of Rapamycin

MA : Matrice

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases

MDC1 : Mediator of DNA Damage Checkpoint 1
MEKK-1 : Mitogen-activated MAP kinase kinase kinase 1
MGEAS : Meningioma-Expressed Antigen 5

MMR : Mismatch Repair

mOGT : mitochondrial OGT

MST : Maladies Sexuellement Transmissibles

MTOC : Microtubule Organizing Center

MTS : Mitochondria Targetting Sequence

N-Ter : N-Terminal

NC : Nucléocapside

NCOAT : Nuclear and Cytoplasmic OGIcNAc Transferase and
Acetyltrasnferase

ncOGT : Nuclear and Cytoplasmic OGT

NEMO : NF-kB Essential Modulator

NER : Nucleotide Excision Repair

NF-KB : Nuclear Factor Kappa B

NHE] : Non Homologous Non Joigning

NIK : NF-kB Inducing Kinase

NLS : Nuclear Localisation Signal

NRP-1 : Neuropilline 1

OGA : N-Acetyl-B-D glucosaminidase ou OGlcNAcase
OGT : O-linked-N-atetylglucosaminyltransferase
ORF : Open Reading Frame



P-TEFb : Positive Transcription Elongation Factor b
PBS : Primer Binding Site

PCAF : CBP/p300 associated factor

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR : Polymerase Chain Reaction

PI3K : Phosphinositide 3-Kinase

PIP2 : Phosphatidylinositol-(4,5)-biphosphate

PIP3 : Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate
PKA : protein kinase A

Pol : polymerase

PTEN : Phosphatase and tensin Homolog

PTLV : Primate T-cell Lymphotropic Virus

RANKL : Receptor Activator of NF-kB Ligand

RBD : Receptor Binding Domain

RH : Recombinaison Homologue

RHD : Rel Homology Domain

RHD : Rel Homology Domain

ROS : Reactive Oxygen Species

RSV : Rous Sarcome Virus

RT : Reverse Transcriptase

RXRE : Rex Responsive Element

sHBZ : Spliced HTLV-1 b-ZIP Factir

sOGT : short OGT

SRF : Serum Response Factor

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription
STLV-1 Simian T-cell Leukemia Virus

STZ : Streptozotocine

SU : Surface Unit

SWI/SNF : Switch/Sucrose Non Fermentable

TAB : TGF-beta Activated Kinase 1

TAD : TAD Transactivating Domain

TAFII128 : TBP-Associated Factor II 28

TAK-1 : Transforming growth factor beta-activated kinase 1
TAL1 : T-cell Acute Lymphoblastic leukemia 1

TAX : Transriptional Activator of pX Region

TBP : TATA Binding Protein

TLR : Toll-Like Receptors

TM : Transmembrane Unit

TNF : Tumor Necrosis Factor a

TPR : Tetratricopeptide repeat

TRAF : Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor
TRE : Tax Response element

TSP/HAM : Tropical Spastic Paraparesie / HTLV-1 Associated Myelopathy
TWEAK : TNF-Like Weak Inducer of Apoptosis
UDP-GlcNac : uridine 5-diphospho N-acétylglucosamine
usHBZ : Unscpliced HTLV-1 b-ZIP Factor



VvCRE : viral cAMP Responsive Element
VIH : Virus de I'lmmunodeficience Humaine
VPA : Valproate




Index des figures et des tableaux

FIGURE 1 : PREMIERES OBSERVATIONS DU BOURGEONNEMENT DU VIRUS HTLV-1 DANS DES CELLULES HUT-102 PAR
L’EQUIPE DU DR ROBERT GALLO. D’APRES (COFFIN, 2015)

FIGURE 2 : CARACTERISATION DE LA PARTICULE VIRALE DE TYPE C ISSUE DES CELLULES HUT-102.

FIGURE 3 : CELLULES LEUCEMIQUES« EN FLEUR » CARACTERISTIQUES DE L’ATL.

FIGURE 4 : MODELE ACTUEL DE DEVELOPPEMENT DE L’ATL.

13
14
18
21

FIGURE 5 : MODELE PRESENTANT LES MECANISMES A L’ORIGINE DES LESIONS DE LA MOELLE INDUITE PAR LE VIRUS HTLV-1

DANS DE LE CAS DE LA TSPt ssssnns

FIGURE 6 : MODELE ACTUELLE DU DEVELOPPEMENT DE LA TSP.

FIGURE 7 : MODELE ACTUELLE DU DEVELOPPEMENT DE LA TSP.

FIGURE 8 : REPARTITION GEOGRAPHIQUE DES PRINCIPAUX FOYERS D'INFECTION PAR HTLV-1 DANS LE MONDE. ....ccovusvene

FIGURE 9 : REPARTITION GEOGRAPHIQUE DES DIFFERENTS SOUS-TYPES MOLECULAIRES D’'HTLV-1.
FIGURE 10 : LES DIFFERENTS MODE DE TRANSMISSION DES VIRUS HTLV

FIGURE 11 : ANALYSE MORPHOLOGIQUE ET STRUCTURE DE LA PARTICULE VIRALE HTLV-1.

FIGURE 12 : ORGANISATION GENOMIQUE DU VIRUS HTLV-1.
FIGURE 13 : ORGANISATION DES CLIVAGES DES PRECURSEURS POLYPROTEIQUES A L’ORIGINE DES PROTEINES DE
STRUCTURES ET DES ENZYMES VIRALES.....coucnmeermesmrsserssesnees

FIGURE 14 : REPRESENTATION DES TRANSCRITS HBZ ET STRUCTURE DE LA PROTEINE.

FIGURE 15 : CYCLE DE MULTIPLICATION DU VIRUS HTLV-1

FIGURE 16 : MODELE DE COOPERATION ENTRE HSPG, NRP-1 ET GLUT-1 ET LA soUS UNITE SU DU VIRUS HTLV-1
PERMETTANT L’ENTREE DU VIRUS DANS LES CELLULES CIBLES.

FIGURE 17 : MODELE CLASSIQUE DE TRANSCRIPTION INVERSE CHEZ LES RETROVIRUS.

FIGURE 18 : REORGANISATION STRUCTURELLE DES PARTICULES VIRALES D’HTLV-1.

FIGURE 19 : LES DIFFERENTS MODE DE TRANSMISSION CELLULE-CELLULE DU VIRUS HTLV-1.

FIGURE 20 : MODELE D’EXPANSION CLONALE DES LYMPHOCYTES CD4+.

FIGURE 21 : ACTIVATION ET MODULATION DE LA VOIE MAPK PAR TAX.

FIGURE 22 : ACTIVATION ET MODULATION DE LA VOIE PI3K-AKT PAR TAX.

FIGURE 23 : STRUCTURE PROTEIQUE DES INHIBITEURS IKB ET DES FACTEURS NFKB.

FIGURE 24 : ACTIVATION ET MODULATION DE LA VOIE NF-KB PAR TAX.

FIGURE 25 : MODULATION DU CYCLE CELLULAIRE PAR TAX.

FIGURE 26 : DEREGULATION DES MECANISMES D’APOPTOSE PAR TAX.

FIGURE 27 : REPRESENTATION DES DIFFERENTES VOIES DE REPARATION DE L’ADN ET DE LEUR MODULATION PAR TAX....

FIGURE 28 : MODEL ACTUEL D’ACTIVATION DU LTR 5’ DU VIRUS HTLV-1 INDUITE PAR TAX.

FIGURE 29 : LES MULTIPLES FONCTIONS DE HBZ. ....covvvvevrirrercrrerenne

FIGURE 30 : STRUCTURE DES TROIS ISOFORMES DE L’OGT ET DE LEURS DIFFERENTS DOMAINES.

FIGURE 31 : STRUCTURE DES DEUX ISOFORMES DE L’OGA ET LEURS DIFFERENTS DOMAINES.

FIGURE 32 : LA VOIE DES HEXOSAMINES. .oveceurvevessseressssenesnnns

FIGURE 33 : RELATION ENTRE O-GLCNACYLATION ET PHOSPHORYLATION, « LEYIN ET LE YANG ».

FIGURE 34 : LES DIFFERENTS FACTEURS DE TRANSCRIPTIONS REGULE PAR O-GLCNACYLATION ET LEURS IMPLICATIONS

DANS LE CANCER. oo

FIGURE 35 : MODELE HYPOTHETIQUE DE TRANSCRIPTION DU LTR VIRAL.

TABLEAU 1 : CARACTERISTIQUES DES DIFFERENTES FORMES CLINIQUES D’ATI

TABLEAU 2 : MALADIES ASSOCIEES A HTLV-1 ET LEUR DEGRE D’ASSOCIATION AVEC LE VIRUS. ADAPTE DE (GESSAIN,

705 N

25
26
29
33
36
38
40
42

43
46
47

49
51
54
56
60
63
65
68
69
73
76
79
82
85
90
92
95
97

101
143

18

27



Introduction

10



I. Un peu d’histoire : la découverte du premier rétrovirus oncogene
humain.

La fin des années 1970 et le début des années 1980 furent des années charniéres pour la
recherche de rétrovirus oncogene humain (Coffin, 2015). Jusqu'ici, les différentes
découvertes de la communauté scientifique avaient été établies sur des modeéles
animaux mais aucune preuve directe de la présence de rétrovirus oncogene chez
I’'Homme n’avait été clairement démontrée. En 1911, Peyton Rous est le premier a faire
le lien entre virus et cancer en découvrant le virus du sarcome de Rous (RSV), un virus a
ARN positif induisant un sarcome chez le poulet (Rous, 1911). En 1935, Joseph Beard et
Peyton Rous, une nouvelle fois, mirent en évidence le premier virus a ADN oncogene,
cette fois-ci chez le lapin, le cottontail rabbit papillomavirus (CPRV) (Rous and Beard,
1935). Puis en 1951, ce fut au tour de Ludwik Gross de découvrir le premier virus de la

leucémie murine (Gross, 1951).

Avec la découverte de ces virus oncogenes de plus en plus nombreux chez I'animal, la
recherche pour découvrir de tels virus chez ’'Homme ne fit que s’intensifier. C’est ainsi
qu'en 1965, Tony Epstein et Yvonne Barr mirent en évidence, par microscopie, le
premier virus oncogéne chez 'Homme dans des lignées issues d’'un lymphome de
Burkitt (Epstein et al., 1965). Puis en 1975, le virus de I'Hépatite B, premier virus associé
a un carcinome hépatocellulaire, fut découvert par I'’équipe de Payet (Blumberg et al,,
1975). En 1970, la découverte de la reverse transcriptase (RT), une enzyme permettant
a partir d'une copie d’ARN de synthétiser de I’ADN, par Howard Temin et David
Baltimore (Baltimore, 1970; Temin and Mizutani, 1970), dans des tumeurs issues d’un
sarcome de Rous bouleversa la communauté scientifique. L'idée que des virus ARN
puissent intégrer leur génome sous forme de provirus ADN chez I'animal et engendrer
ainsi une tumeur déclencha le début de la course a la découverte de tels virus chez
I’'Homme. Malheureusement, la tache ne se révéla pas aussi simple. En 1971, un foamy
virus fut isolé a partir d’'un carcinome nasopharyngé chez un patient du Kenya (Achong
et al, 1971) mais quelques années plus tard, l'origine simienne du virus fut mise en
avant (Herchenrdder et al,, 1994). Suivirent de nombreuses publications démontrant, a
chaque fois, la découverte du premier rétrovirus humain mais toutes se révélerent
issues de contamination par des rétrovirus animaux au sein des laboratoires ou bien par

la détection de la polymérase y, enzyme confondue de nombreuses fois avec la RT du fait
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de sa sensibilité au traitement par une ribonucléase. Cette sensibilité est due au fait

qu’elle utilise ’ARN comme amorce et non comme matrice (Coffin, 2015).

Toutes ces déceptions et ces recherches vaines firent qu’a la fin des années 1970, de
nombreux laboratoires abandonnerent la recherche et le scepticisme de la communauté
sur I'existence de tels virus chez 'Homme ne fit qu’augmenter (Voisset et al., 2008). En
effet, lorsque I'on regarde le programme du « Cold Spring Harbor Symposium » qui fut,
cette année-la, consacrée aux virus oncogenes, pas une seule conférence, sur les 125 au

total, ne mentionna les virus oncogenes chez 'Homme.

Encore une fois dans I'histoire de la science, les avancées technologiques permirent de
faire évoluer la situation et de permettre aux plus téméraires de poursuivre les
recherches. Cest ainsi que l'équipe de Robert Gallo et ses collaborateurs firent
d'importantes avancées dans la détection de l'activité de la RT afin d’augmenter la
sensibilité de détection et de ne plus la confondre avec d’autres polymérases comme ce
fut le cas auparavant (Bhattacharyya et al., 1973; Bobrow et al., 1972; Robert et al,,
1972; Sarin et al,, 1974). De plus, de nombreux rétrovirus animaux étant décrits comme
associés a des leucémies, la recherche d’un rétrovirus humain s’est orientée vers ce type
de maladie. C'est ainsi qu'en 1980, I'équipe de Robert Gallo mit en culture des
lymphocytes T issus d'un patient de 28 ans atteint d’'une leucémie cutanée a cellules T
aussi appelée mycosis fungoides. Pour réaliser cette prouesse, des cellules issues d’une
biopsie de nceuds lymphatiques et des cellules du sang furent cultivées en présence
d’Interleukine 2 (IL-2) préalablement découverte par le groupe de Gallo en 1976
(Morgan et al, 1976). La lignée ainsi établie, apres une centaine de passages en
laboratoire, devint indépendante a I'IL-2 et fut nommée HUT-102 (Poiesz et al,, 1980). A
partir de cette lignée, de nombreuses études furent réalisées afin de confirmer la
découverte d’'un nouveau rétrovirus humain. Tout d’abord le caryotype standard fut
réalisé afin d’exclure d’éventuelles contaminations par un rétrovirus d’origine animale
comme cela fut le cas auparavant. Puis une observation au microscope électronique
permit de révéler la présence du bourgeonnement de particules virales de type C a la
surface des cellules (figure 1). Les particules virales furent purifiées sur gradient de
sucrose et une activité de transcriptase inverse fut détectée confirmant le caractere
rétroviral du virus. Afin d’exclure une nouvelle fois toute contamination, I'équipe mit en

évidence qu’aucun des anticorps dirigés contre les différentes RT animales connues ne
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pouvait neutraliser l'activité de la RT nouvellement découverte. La morphologie des
particules virales, le profil protéique des virions ainsi que I'activité de la RT différente de
celles des autres rétrovirus animaux connus, permirent de conclure a l'isolation d'un
nouveau rétrovirus humain appelé HTLV pour Human cutaneous T cell Lymphoma
(figure 2). La caractérisation par la suite des séquences nucléotidiques et des protéines
antigéniques différentes d’autres rétrovirus ne firent que renforcer '’hypothese d'un
nouveau rétrovirus (Kalyanaraman et al., 1981; Reitz et al, 1981). Un an plus tard,
I'équipe de Gallo mit en évidence la détection d’anticorps spécifiques dirigés contre les
différentes protéines du HTLV dans le sérum du premier patient (Posner et al., 1981).
Enfin, la détection de ces mémes particules virales de type C dans une nouvelle lignée
établie a partir d’'un patient atteint d'un syndrome de Sézarie (Leucémie a cellule T)

renforc¢a ’hypothese d’'un nouveau rétrovirus humain (Poiesz et al., 1981).

Figure 1: Premiéres observations du bourgeonnement du virus HTLV-1 dans des cellules HUT-102 par
I’équipe du Dr Robert Gallo. D’apres (Coffin, 2015)
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Figure 2 : Caractérisation de la particule virale de type C issue des cellules HUT-102.
Sur le panel de gauche, analyse de l'activité de la reverse transcriptase issue des particules virales purifiées sur
gradient de sucrose. Sur le panel de droite, analyse par électrophorese des protéines virales issues de différents
rétrovirus. Ainsi on retrouve sur les pistes 1 et 2 le virus HTLV-1 issu des lignées HUT-102, sur la piste 3 le virus du

sarcome simien, sur la piste 4 le virus de la leucémie murine et sur la piste 5 des marqueurs de poids moléculaire.
D’apres (Poiesz et al.,, 1980)

Au méme moment, de I'autre c6té du pacifique, un cluster de patients atteints d’une
forme de leucémie a cellules T fut décrit dans la population Japonaise au Sud Ouest de
I'lle comme le relate Robert Gallo lors d’'un workshop a Kyoto en 1981 (Gallo, 1981). En
effet, en 1977, I'équipe de Takashi Uchiyama décrit chez 16 patients, dont 13 nés dans la
ville de Kyushu, une forme de leucémie proche d’'un syndrome de Sézarie ou d'un
mycosis fungoides qu’ils nommerent ATL pour Adult T-cell Leukemia (Uchiyama et al.,
1977). La proximité géographique entre tous ces cas suggéra a 'équipe d’'Uchiyama une
possible cause virale a l'origine de la pathologie. Par la suite, Miyoshi réussit a établir la
lignée MT-1 a partir de cellules d'un patient ATL en co-cultivant ces cellules avec du
sang de cordon ombilical afin de pallier le manque de lymphokines purifiées, puis les

lignées MT2 et MT4 (Miyoshi et al., 1980, 1981a). La lignée MT2 se révéla étre issue de

14



lymphocytes de sang de cordon sains différents des cellules ATL, ce qui sera la premiere
preuve de transmission du virus de novo. Hinuma mit en avant la présence de particules
virales dans les lignées MT1 aprés observation au microscope électronique mais aussi la
présence d’anticorps spécifiques aux antigénes présents dans les cellules MT1 chez tous
les patients souffrant d’ATL (Hinuma et al., 1981). Et c’est enfin en 1982, que I'équipe de
Mitsuaki Yoshida isola, a partir de la lignée MT2, des particules virales de type C et
détecta une activité de transcriptase inverse dans le surnageant et la présence de
génome proviral au sein de ces cellules. IIs décrivirent donc eux aussi, I'existence d'un
nouveau rétrovirus qu'’ils appelerent ATLV pour Adult T cell Leukemia Virus (Yoshida et
al,, 1982). Les équipes américaines et japonaises collaborérent par la suite et se mirent
d’accord sur le fait que le HTLV et le ATLV étaient les mémes virus (Gallo et al., 1982).
Comme l'explique Robert Gallo, la dénomination HTLV (Human T cell
Leukemia/Lymphoma Virus) fut finalement conservée afin de rendre hommage aux
travaux réalisés par son équipe aux Etats Unis et la leucémie associée au virus fut

nommeée ATL pour rendre hommage aux équipes japonaises (Gallo, 2005).

Les travaux des différentes équipes américaines et japonaises ont permis la découverte
du premier et seul rétrovirus oncogene humain chez ’'Homme a ce jour. Les différentes
avancées techniques réalisées durant toutes ces années, comme la détection de l'activité
de la transcriptase inverse ou bien les différentes conditions afin de permettre de
valider la découverte d’'un nouveau rétrovirus humain, ont conduit par la suite a la
découverte d’autres rétrovirus humains comme HTLV-2 (Kalyanaraman et al., 1982)
mais surtout du Virus de I'immunodéficience acquise (VIH) (Barré-Sinoussi et al., 1983).
Le virus HTLV-1 est a ce jour un modeéle unique pour la compréhension de I'oncogenése
chez 'Homme du fait de sa capacité a immortaliser et transformer les cellules mais aussi

de part son unicité dans le monde des rétrovirus.

II- Pathologies associées.

De nombreuses pathologies ont été décrites comme étant associées au virus HTLV-1
avec cependant des degrés d’association tres variables. Elles sont toutefois relativement
rares puisqu’elles ne sont retrouvées que chez 3 a 7% des personnes infectées (Gessain,

2011).
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II-1- La leucémie a cellules T de ’adulte (ATL).

II-1-1) Tableau clinique.

L’ATL est une lymphoprolifération maligne et agressive de lymphocytes T CD4+ se
déclarant essentiellement de maniere tardive chez des patients ayant été contaminés 40
a 60 ans avant I'apparition des premiers symptomes. Cette forme de leucémie est assez
rare car elle ne touche que 5% des patients infectés par HTLV-1 avec une incidence de 2
a 5 cas pour 100 000 habitants en zone de forte endémie comme au Japon (Yamaguchi
and Watanabe, 2002). Le facteur de risque principal pour cette pathologie semble étre le
passage du virus de maniere verticale, de la mere a 'enfant, lors de I'allaitement avec
une prévalence de la maladie plus importante chez les hommes que chez les femmes
(ratio homme/femme de 1,4) (Gessain and Mahieux, 2012).

Plusieurs formes cliniques ont été décrites: les formes leucémiques aigués,
lymphomateuses, chroniques et indolentes (ou smoldering). Ces formes se différencient
entre elles par des manifestations cliniques variées et un taux de survie variable
(Tableau 1) (Utsunomiya et al., 2015).

Les formes leucémiques aigués et lymphomateuses sont regroupées sous le terme de
forme agressive et sont rapidement mortelles avec une médiane de survie de 'ordre de
6 mois. Elles sont caractérisées cliniquement par des adénopathies périphériques
associées fréquemment a une hépatosplénomegalie, une hypercalcémie et des lésions
cutanées variées. Des manifestations neurologiques, gastro-intestinales, osseuses ou
pulmonaires sont aussi décrites et sont toujours associées a un mauvais pronostic
(Yasunaga and Matsuoka, 2007). Ces deux formes sont caractérisées par une
prolifération clonale de lymphocytes T CD4+ activés qui contiennent une ou plusieurs
copies du virus. Dans les cas des formes leucémiques, 'hyperlymphocytose est
caractéristique avec des cellules retrouvées dans le sang et la moelle osseuse, qui
présentent des noyaux en forme de trefles avec de la chromatine condensée, des
nucléoles petits ou absents et un cytoplasme basophile (figure 3). Dans les formes
lymphomateuses, les lymphocytes T CD4+ transformés envahissent les organes
lymphoides et sont responsables d’'un lymphome T a cellules pléomorphes. La forme
chronique est de meilleur pronostic avec une médiane de survie de 24 mois. L’évolution

est plus lente sans aucune hypercalcémie ni atteinte autre que ganglionnaire,
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hépatosplénique et cutanée. Cette forme peut cependant évoluer vers une forme dite
aigué (Gessain, 2011).

Enfin, la forme indolente est beaucoup plus rare. Elle se caractérise par la présence de
plus de 5% de lymphocytes matures anormaux et de 1ésions cutanées. Cette forme peut
évoluer vers une forme chronique ou aigué (Gongalves et al.,, 2010). Les patients ATL
étant fortement immunodéprimés, les infections opportunistes comme l'infection par
strongyloides stercoralis, 'anguillulose ou bien des pneumonies a Pneumo Cystis carinii
nécessitent une attention particuliére et une prise en charge trés rapide (Gabet et al,,

2000; Stewart et al,, 2011).

Le diagnostic de 'ATL pour les formes aigués est relativement facile et est basé, en plus
de la constatation des symptomes précédemment décrits, sur I'identification obligatoire
de I'intégration clonale (PCR inverse). Ces techniques étant relativement couteuses, il est
facilement explicable que le taux de détection dans les pays les plus pauvres soit
difficilement réalisable. Les formes chroniques et indolentes, quant a elles, sont plus
difficiles a diagnostiquer car elles sont sensiblement proches d’'un syndrome de Sezary,

d’'un mycosis fongoides et d’autres lymphomes T cutanés.

17



Indolente | Chronigue | Lymphome Aiglie
Proportion de cas 5% 20% 20% 55%
Médiane de survie 24 mois 10 mois & mois
Survie a4 ans Bb% 27% Bb% 5%
Symptomes
% LT matures a'ncrmau:-t 5% 5% 1% 5%
dans le sang périphérigue
Lymphocytose absolue Quij avec
(> 4.10° lymphocytes/L) Non lymphocytose Mon Qi
T (>3,5.10°/L)
Hz:‘;ﬁl;;r::mclﬂ) Non Non Frégquente Fréguente
Valeur de |a lactate
deshydr?genase [LDH]‘pa_r .Iusqu‘a 1,5 Jusqu'a 2 fols
rapport & la normale (limite fois
haute)
Lymphadénopathis Non Possible Oui Oui
Atteinte hépatique Non Possible Fréquente Fréquente
Atteinte de la rate Mon Possible Fréquente | Fréquente
Atteinte du systeme Non Mon Possible Fossible
nerveux central
Atteinte des os Non Mon Possible Possible
'_Mtem,te du tractus gastro- Non MNon Possible Possible
intestinal
Effusion pleurale Non MNon Possible Possible
Lésions pulmonaires Possibles Possibles Possibles Possibles
Lésions cutanges Possibles Possibles Fréquentes Fréquentes

Tableau 1 : Caractéristiques des différentes formes cliniques d’ATL.

Les formes aigués et les formes lymphomateuses sont les formes les plus agressives et sont associées a un trés
mauvais pronostic. Les formes chroniques et indolentes sont de meilleur pronostic avec une médiane de survie plus
longue et moins d’atteinte multi viscérale. Elles restent cependant associées a un taux de mortalité extrémement
élevé. D’'apres (Gessain, 2011; Utsunomiya et al., 2015).

Figure 3 : Cellules leucémiques« en fleur » caractéristiques de I'’ATL.

Observation de lymphocyte T leucémiques issue du sang périphérique d’'un patient ATL avec la présence de noyaux
convolués a l'origine de cette morphologie en fleur. D’aprés (Matsuoka, 2005).
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II-1-2) Pathogenese.

Les mécanismes a l'origine de la pathogenese de ’ATL sont encore mal connus a ce jour.
Il s’agit tres probablement d’une carcinogeneése a plusieurs étapes dans laquelle on peut
distinguer trois stades distincts (figure 4) (Gessain, 2011). Le premier correspond a
une phase de primo infection lors d'un contact prolongé avec le virus durant
'allaitement. En effet 95% des patients ATL ont été infectés par cette voie (Gessain,
2011). La deuxieme étape correspond a une expansion clonale des lymphocytes T CD4+
infectés. Cette hyperlymphocytose caractéristique est la résultante de nombreuses
modulations de processus cellulaires clés par la protéine Tax du virus que I'on détaillera
par la suite. En effet, Tax est, entre autre, capable de moduler la prolifération
lymphocytaire, le cycle cellulaire, I'entrée en apoptose et différentes voies de
signalisation conférant au lymphocyte les caractéristiques d'un phénotype dit
« immortalisé » (Matsuoka and Jeang, 2011). Cette phase de prolifération clonale va
durer entre 20 et 80 ans, période de latence durant laquelle va s’alterner expansion
clonale lymphocytaire et réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T CD8+
dirigés contre la protéine virale Tax fortement immunogene. La troisieme phase
correspond a la sélection et a I’échappement d'un clone leucémique conférant alors a la
cellule un phénotype dit « transformé ». En effet, suite a I'accumulation d’altérations
génetiques favorisées par Tax au cours du temps, un clone transformeé va alors échapper
au controle du systéeme immunitaire et va contribuer a l'apparition de la maladie

(Majone et al.,, 1993; Matsuoka and Jeang, 2011).

De maniére intéressante, dans plus de 50% des cas les clones sélectionnés n’expriment
plus la protéine Tax soit du fait d'une délétion ou de mutations du LTR 5" ou d’une
hyperméthylation de celui-ci, soit méme a la délétion ou a I'hypermutation du gene Tax
conduisant dans tous les cas a l'absence de production de Tax dans ces cellules
(Furukawa et al., 2001; Koiwa et al., 2002; Miyazaki et al., 2007; Taniguchi et al., 2005).
Cependant, les transcrits HBZ sont eux toujours présents dans 100% des cas, laissant
entendre une forte implication de HBZ dans la persistance des clones ATL (Satou et al,,
2006). HBZ est en effet tres peu immunogéne, contrairement a Tax, permettant ainsi
I'échappement au systéme immunitaire mais elle est également capable d’agir sous
forme d’ARN sur la prolifération des clones en activant de nombreux genes cellulaires et

notamment le géne codant pour la sous-unité catalytique de la télomerase.
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Le modeéle actuel est tel qu'aprés accumulation de mutations sous l'influence de la
protéine Tax au cours d’une longue période, un clone immortalisé va atteindre le stade
de transformation sous l'effet d’'HBZ. Il va alors proliférer, persister et étre a I'origine du
développement de la maladie. Les protéines auxiliaires p30 et p13 ainsi que la
dérégulation de nombreux miRNA a l'origine de l'activation constitutive de différentes
voies de signalisation, comme la voie NF-kB, ont été décrites récemment comme
participant aussi a 'apparition de ces clones leucémiques (Edwards et al., 2011; Jeang,

2010).

Il est intéressant de noter qu’au vu de I'absence de Tax dans les cellules ATL, la perte de
Tax est donc un évenement majeur pour la sélection et l'apparition d'un clone
transformé. Cependant, Tax est nécessaire en amont afin de permettre 'immortalisation
lymphocytaire. Malgré le fait que Tax ne soit pas ou tres peu exprimée par les cellules
ATL, de nombreuses voies de signalisation a I'origine activées par Tax sont toujours
actives (Kataoka et al., 2015). Une des hypotheses avancées serait que Tax favoriserait
donc de nombreuses altérations génétiques qui seront ainsi maintenues en son absence.
Comme décrit ci dessus, ces activations en absence de Tax sont aussi dues a la présence

d’HBZ bien entendu mais aussi a la présence de miRNA (Moles and Nicot, 2015).

20



Période de latence (20-80 ans)

Controle des cellules infectées par HTLV-1 HBZ miARN

par les cellules T CD8+ cytotoxiques anti-HTLV-1 \ /

Infection virale au cours Nombre limite de cycles o Accumulation d’altérations

Allaitement prolongé \ de réplication virale génomiques
(risque majeur pourle A — l

développement d’ATL) Nl l T ,

Transmissionsexuelle T
Transfusionsanguine - .
Effets pléiotropiques de Tax Phénotypes mutant de Tax

Lymphocytes CD4+ Prolifération clonale Prolifération maligne
infectés par HTLV-1 de lymphocytes CD4+ de cellules tumorales
indépendante de Tax

T HBZ-dépendant
Tax-dépendant T

Figure 4 : Modele actuel de développement de I’ATL.
Le modele actuel de développement de 'ATL comprend trois phases. Une premiére phase dite de primo infection
durant laquelle, suite a une transmission principalement par allaitement prolongé, le virus va infecter
majoritairement les lymphocytes T CD4+. La deuxiéme phase, pouvant durer de 20 a 40 ans, est caractérisée par une
prolifération clonale majoritairement de lymphocytes CD4+ immortalisés sous l'action de la protéine Tax, la
production de celle-ci étant contrdlée par une réponse cytotoxique médiée par des lymphocytes T CD8+. Au cours du
temps, les lymphocytes infectés vont accumuler de nombreuses altérations génétiques aboutissant a 'apparition de
clones leucémiques n’exprimant plus Tax. Enfin, lors de la troisiéme phase, sous l'action de la protéine HBZ et

I'intervention de miRNA, les cellules provenant du clone transformé vont proliférer et conduire au développement de
I’ATL. Adapté de (Gessain, 2011).

II-1-3) Thérapies.

Le traitement classique via des polychimiothérapies usuelles utilisées dans le cas de
lymphomes non Hodgkiniens et de leucémies lymphoides s’aveére trés décevant dans le
cas des ATL avec 10% de survie a 4 ans pour les formes aigués et une médiane de survie
de I'ordre de 6 mois (Utsunomiya et al.,, 2015). La combinaison IFN-a/Zidovudine (AZT)
est le traitement actuel de référence en Europe et aux Etats Unis avec de bons résultats
pour les formes leucémiques, chroniques et indolentes donnant des rémissions
prolongées et complétes. Les formes lymphomateuses répondent mal a ce traitement
mais une association avec la chimiothérapie classique donne de meilleurs résultats
(Bazarbachi et al., 2010). Récemment, des essais cliniques combinant INF-a/AZT et
arsenic donnent des résultats trés prometteurs avec des effets indésirables modérés
chez les patients atteints de formes chroniques (Kchour et al., 2009). La combinaison

INF-a et arsenic seul a aussi été testée donnant de bons résultats pour les formes
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chroniques et lymphomateuses avec cependant une toxicité plus élevée que la
combinaison INF-a/AZT /arsenic.

De nombreux essais cliniques testant l'association de différentes drogues comme
l'utilisation d’histones déacetylases favorisant l'apoptose des cellules leucémiques,
l'utilisation d’inhibiteur du protéasome comme le Bortezomib ou bien des inhibiteurs de
la kinase mTOR fortement activée dans les ATL sont en cours (Utsunomiya et al.,, 2015).
De nombreux anticorps monoclonaux comme le mogamulizumab ciblant les marqueurs
CCR4 ou CD25 fortement exprimés a la surface des cellules ATL sont aussi a I'étude (Ishii
etal., 2010).

Enfin, l'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques donne des résultats tres
intéressants. Cependant, la mortalité due a cette intervention invasive ainsi que le taux
de développement élevé de maladies opportunistes font que ce traitement est réservé

aux patients jeunes atteints de formes tres agressives (Margais et al., 2012).

II-2- La paraparésie spastique tropicale TSP/HAM.

I1-2-1) Tableau clinique.

La paraparésie spastique tropicale est une maladie de I'adulte avec une prédominance
féminine (ratio homme/femme 0,4) dont les premiers symptomes apparaissent vers
'age de 40-50 ans (Gessain and Mahieux, 2012). L’association entre infection par HTLV-
1 et développement de la maladie fut établie pour la premiere fois en 1985 par Antoine
Gessain et Guy de Thé en Martinique puis confirmée au Japon en 1986 (Gessain et al,,
1985; Osame et al.,, 1986). L'incidence de la maladie est faible avec 0,25% a 3% de
personnes infectées qui déclareront la maladie. Contrairement a I'ATL, la voie de
contamination préférentielle se fait non pas lors d'un allaitement mais lors de
transfusions sanguines ou de rapports sexuels (Gessain and Mahieux, 2012). Les
symptémes sont, comme pour ’ATL, multiples et difficilement différentiables d’autres
myélopathies. Dans la majorité des cas, le début d’apparition des symptomes est
insidieux. Il est marqué par l'apparition de lombalgies irradiant dans les membres
inférieurs associées a des sensations de raideurs et de faiblesses. Des troubles urinaires
ainsi que 'impuissance pour les hommes sont fréquemment décrits. Les troubles du
systéme nerveux périphérique sont rares et une atteinte des différents sphincters est
importante au cours de la maladie (De Castro-Costa et al., 2006). La progression de la

maladie est variable, cependant, 10 ans apres le début des premiers symptomes, pres de
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la moitié des patients sont atteints d’'une paraplégie spastique associée a des handicaps
lourds (Gessain, 2011). L’age de début précoce d’apparition des symptomes ainsi qu'une
contamination transfusionnelle augurent d’'une progression de la maladie plus rapide et
de handicap beaucoup plus sévere (Gotuzzo et al., 2004). D'un point de vue biologique,
la paraparésie spastique tropicale est caractérisée par une infiltration de cellules
immunitaires (lymphocytes T CD4+ au début de la maladie puis CD8+ en fin de maladie
majoritairement) au niveau de la substance blanche et grise de la moelle épiniére. Cet
infiltrat crée un environnement inflammatoire extrémement important conduisant au
cours du temps a une méningomyélite chronique associée a une démyélinisation et une
dégénérescence axonale (Izumo, 2010). La moelle épiniére est ainsi atrophiée
principalement dans sa partie basse et de nombreuses lésions de la substance blanche
apparaissent. Des infiltrats sont aussi retrouvés au niveau du cerveau (Mendes et al,,
2014).

Le diagnostic de la maladie est associé, en plus des symptémes précédemment décrits, a
la présence du virus chez les patients avec la détection d'une charge provirale élevée
pouvant atteindre pres de 30%, des anticorps spécifiques dirigés contre le virus, une
pleiocytose a présence lymphocytaire modérée dans le liquide céphalo-rachidien et la
détection de quelques cellules ATL-Like (noyaux en forme de fleurs) (Olindo et al,
2005). La charge provirale est déterminée en mesurant le nombre d’'intégration du

génome du virus HTLV-1 dans les cellules infectées.
II-2-2) Pathogénese.

Malgré de nombreux travaux, la pathogénése de la maladie est encore extrémement mal
connue et trois hypotheses sont actuellement discutées afin d’expliquer les différentes
lésions de la moelle (Gessain and Mahieux, 2012; Saito, 2010) (figure 5). La premieére
hypothése avancée est basée sur une réponse cytotoxique médiée par les lymphocytes T
CD8 contre les cellules gliales infectées par le virus. L’expression des antigenes viraux
(notamment Tax) par ces cellules serait en effet reconnue et une destruction de ces
cellules entrainerait des 1ésions au niveau de la moelle (Lehky et al., 1995). Cependant la
notion de cellules du systeme nerveux infectées par HTLV-1 reste encore
discutée notamment pour les cellules gliales et pour les astrocytes. La deuxiéme
hypotheése repose sur un mécanisme dit «by stander» ou un environnement

cytokinique délétére au sein des infiltrats des cellules immunitaires détruirait la moelle
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et le systeme nerveux central. En effet, les lymphocytes T CD8 dirigés contre les
antigénes viraux ainsi que ceux infectés par HTLV-1 libereraient du TNF-a et de 'INF-y
toxiques pour les cellules nerveuses (Kuroda and Matsui, 1993; Nakamura et al., 1993).
Enfin, le troisiéme modeéle repose sur une réponse auto-immune chez la personne
infectée. Ainsi des lymphocytes T auto-réactifs ainsi que des anticorps dirigés au départ
contre la protéine Tax cibleraient directement les cellules du systeme nerveux en
reconnaissant par mimétisme moléculaire les protéines neuronales de I'h6te hnRNP A1l
(Levin etal., 2002).

Quelque soit I'hypothese retenue, le passage de la barriere hémato-encéphalique par le
virus ou par les cellules infectées est obligatoire. Ce passage a pu étre démontré par la
détection de la protéine Tax dans le liquide céphalorachidien ainsi que par la présence
de lymphocytes T infectés présentant le méme site d’intégration du génome proviral que
les lymphocytes infectés dans le sang du patient (Cartier and Ramirez, 2005; Cavrois et
al,, 2000). Ainsi, il y a bien passage de cellules infectées a travers la barriere hémato-
encéphalique et non seulement passage du virus. Plusieurs études ont pu expliquer le
franchissement de la barriere. La sécrétion de TNF-a par les lymphocytes infectés
entraine une altération des jonctions serrées des cellules endothéliales composant la
barriere, favorisant ainsi le passage de virion par transcytose (Romero et al., 2000). De
plus, cette sécrétion de TNF-a et d’IL-1a parles cellules endothéliales entrainerait
'activation de la voie NF-kB et la désorganisation des jonctions serrées entre les cellules
favorisant le passage des cellules infectées (Afonso et al, 2008). La protéine Tax
pourrait aussi jouer un réle aussi dans la désorganisation de ces jonctions. Au vu de ces
différents éléments, un mécanisme d’établissement de la maladie a pu étre décrit comme

pour 'ATL (Figure 6).
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Figure 5 : Modele présentant les mécanismes a I'origine des lésions de la moelle induites par le virus HTLV-1
dans de le cas de la TSP.

Suite au passage de la barriére hémato-encéphalique des lymphocytes T infectés vers le systeme nerveux central, de
nombreuses lésions inflammatoires sont retrouvées chez les patients a l'origine des symptomes de la TSP. Trois
modeles expliquant I'étiologie de ces lésions sont actuellement proposés. Un premier modele (1) dit cytotoxique dans
lequel les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques dirigés contre les antigénes viraux vont détruire massivement les cellules
du systeme nerveux central. Un deuxieme modeéle (2) dit « bystander » dans lequel les cytokines pro inflammatoires
secrétées par les lymphocytes T présents dans le systéme nerveux vont étre responsables de I'altération de la moelle.
Enfin un troisiéme modeéle (3) dit auto-immun dans lequel les protéines du soi vont étre directement ciblées par les
cellules du systéme immunitaire a été décrit. Adapté de (Oliere et al.,, 2011).
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Inefficacité du controle des cellules infectées par
HTLV-1 par les CTL
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Figure 6 : Modéele actuelle du développement de la TSP.
Le modele actuel du développement de la paraparésie spastique tropicale comporte trois étapes majeures. Une
premiére étape dite de primo infection durant laquelle le virus va infecter majoritairement les lymphocytes T CD4+
apres une transmission par transfusion sanguine essentiellement ou bien par transmission sexuelle. Va suivre alors
une deuxiéeme phase durant laquelle, sous I'influence de la protéine Tax, les lymphocytes infectés, majoritairement
CD4+, vont proliférer puis une troisieme étape ou les lymphocytes infectés vont traverser la barriere hémato
encéphaliques afin d’atteindre le systéme nerveux central. Une réponse immunitaire anti HTLV-1 au sein du systeme
nerveux central va alors étre mise en place par 'organisme, caractérisée par la présence d’infiltrats de lymphocytes T

CD8+ cytotoxiques au niveau de la moelle osseuse entrainant alors une inflammation et des lésions de la moelle.
Adapté de (Gessain, 2011).

I1-2-3) Traitements.

Le traitement de la TSP reste décevant et décourageant et il est toujours associé a des
séquelles lourdes en fin de maladie. En effet, les dommages causés au systeme nerveux
sont malheureusement irréversibles entrainant d’autres complications conduisant a une
réduction de l'espérance de vie de l'ordre de 15 ans (Gessain and Mahieux, 2012).
Plusieurs stratégies ont été employées afin de moduler la réponse immune et diminuer
les lésions au niveau de la moelle épiniere comme [I'utilisation de corticothérapie,
I'emploi d'INFa ou d’INFB1la. La sévérité de la maladie étant fortement corrélée a la
charge provirale plusieurs traitements visant a diminuer la présence du virus ont été
mis en place comme l'utilisation d’analogues nucléosidiques comme la zidovudine ou la
lamivudine afin d’empécher la réplication virale. La mise en place de plasmaphérese,
l'utilisation de vitamine C, d'immunoglobulines, ou d’anticorps anti I1-2 humanisés ont
aussi été testés et aucun de ces traitements n’a été satisfaisant (Gessain, 2011). A ce jour,
I’emploi de valproate (VPA), un inhibiteur d’histone déacetylase, associé a la zidovudine,
un inhibiteur de la transcriptase inverse, s’avere étre le seul traitement prometteur. La
stratégie étant de réactiver l'expression virale afin de permettre une action des
antirétroviraux et de stimuler la réponse immunitaire. Ainsi le VPA entraine une

augmentation de la quantité de Tax et de Gag permettant d’engendrer une réponse
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immunitaire efficace via les lymphocytes T CD8 (Belrose et al., 2011). Associée a la
zidovudine, la réplication virale va étre diminuée et I'infection de nouvelles cellules va
étre empéchée. Cette stratégie employée chez des singes infectés par le STLV-1 a pu
montrer une forte diminution de la charge virale et une forte réponse immunitaire
meédiée par les lymphocytes T Cytotoxiques (LTC) (Afonso et al, 2010). Cependant
I'arrét du traitement entraine une ré-augmentation de la charge montrant les limites de

la thérapie.

II-3- Autres pathologies associées a HTLV-1.

Plusieurs autres pathologies ont été associées a 'infection par le virus HTLV-1 avec des
niveaux d’associations variables basés principalement sur des données
épidémiologiques, virologiques et des modeéles animaux (Tableau 2) (Proietti et al,,
2005). L’association avec des uvéites a été particulierement bien démontrée avec la
détection de virus et de lymphocytes T infectés dans le corps vitreux de patients aux
Caraibes et au Japon notamment (Takahashi et al.,, 2000). Le virus peut également étre
associé a des dermatites infectieuses, des myosites et des polymyosites avec, encore une
fois, des degrés d’associations avec le virus variables (Tableau 2). Enfin, certaines
études ont montré que I'évolution vers le syndrome de I'immunodéficience acquise est

plus rapide en cas de co-infection avec HTLV-1 ou HTLV-2 (Brites et al., 2009) .

Maladies Association
Adulte

*  leucémie/Lymphome T de I'adulte (ATLL) ++++
*  Paraparésie Spastigue Tropicale (TSP} ++++
*  Uvéite intermédiaire de I'adulte jeune (Japon/Caraibe} +H+
*  Dermatite infectieuse [rare) +H+
*  Polymvosite, myosite 3 inclusion +++
*  Arthrite

*+  Syndrome de Sjidrgen

Enfant

*  Dermatite infectieuse [Jamaique/Brésil/Afrique noire} ++++
* TSP (rare) +H++
*  ATLL (trés rare) ++++

++++ : association causale prouvée
+++ : association causale probable

+ : association possible dans certains cas

Tableau 2 : Maladies associées a HTLV-1 et leurs degrés d’association avec le virus. Adapté de (Gessain, 2011).
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III. Le virus HTLV-1 : Origine d’un rétrovirus pas comme les autres.

III-1- Phylogénie des PTLV

Le HTLV-1 appartient a la famille des Retroviradae du fait de sa capacité de rétro
transcrire son génome ARN positif en ADN double brin grace a la transcriptase inverse
présente dans la particule virale puis de s’intégrer dans le génome de son héte. Au sein
de cette famille comportant 7 genres, les virus HTLV ont été classés lors du congres de
taxonomie de 1998 dans la genre des deltarétrovirus (Pringle, 1998) avec leur pendant
simien STLV (Simian T-cell lymphotropic virus) ainsi que le virus de la leucémie bovine
BLV (Bovine Leukemia Virus). Le BLV, a l'origine de leucémies, de lymphomes et de
lymphosarcomes chez les bovins, est un rétrovirus B lymphotrope identifié et
caractérisé bien avant le virus HTLV-1 en 1975 (Gilden et al., 1975). Malgré le fait qu'il
diverge au sein de sa séquence du gene pol de prés de 42% par rapport a la polymérase
des virus HTLV-1 et HTLV-2 (Dube et al., 1997), le BLV partage de nombreux points
communs avec les virus HTLV ce qui le classe de maniere logique au sein des
deltarétrovirus. En effet, le BLV partage avec les autres virus HTLV l'organisation de
leur génome, leurs modes de transmissions, leur stratégie de réplication et leur pouvoir
transformant, ce qui fait de BLV un modéle de choix pour I'étude des mécanismes
oncogéniques induit par les rétrovirus oncogenes in vivo (Rodriguez et al., 2011). Ces 3
virus possedent notamment une organisation génomique bien particuliere avec la
présence d’'une région pX en 3’ a partir de laquelle va étre produite, entre autre, la

protéine Tax (Rosen et al., 1986).

La comparaison des séquences nucléotidiques des séquences terminales répétées du
génome (LTR) des virus HTLV-1 et STLV permit dans les années 1986 d’établir que les
virus présentaient de tres fortes homologies de séquences (90 a 95% en fonction des
sous-types Africains ou Asiatiques respectivement) (Watanabe et al., 1986). Les mémes
observations ont été faites au fur et a mesure des découvertes des différents virus HTLV
et STLV ce qui a conduit a les regrouper sous le nom de virus T lymphotropes des
primates (PTLV, Primate T cell Lymphotropic Virus) (Gessain and de Thé, 1996). Malgré
leurs fortes ressemblances, I'analyse des genes gag, pol, env et tax de '’ensemble des
génomes de PTLV répertoriés permet de les distinguer et de les classer en 4 groupes

distincts : PTLV-1, PTLV-2, PTLV-3 et PTLV-4 (Figure 7) (Mahieux and Gessain, 2011).
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Figure 7 : Modele actuel du développement de la TSP.

Cet arbre a été construit a partir des séquences concatémériques des génes gag-pol-env-tax provenant de chacun des
génomes des PTLV répertoriés dans les banques. Les quatre différents groupes viraux, PTLV-1, PTLV-2, PTLV-3 et
PTLV-4, sont représentés en fonction de I'évolution de leurs séquences au cours du temps. Récemment, une nouvelle
souche STLV-4, identique a 99% au niveau de la séquence nucléotidique du HTLV-4, a été découverte chez des gorilles
au Cameroun (LeBreton et al,, 2014). La souche MacB3 est représentée dans le groupe des STLV-5 car cette souche
diverge de maniére significative par rapport aux autres souches des virus PTLV-1 d’ou sa classification en tant que
variant STLV-1 (Liégeois et al., 2008). D’apres (Mahieux and Gessain, 2011)
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Les PTLV1 regroupent les virus HTLV-1 ainsi que les STLV-1 qui furent découverts peu
de temps apres le virus HTLV-1, en 1982, par I'équipe de Miyoshi au Japon dans des
sérums de macaques, puis par la suite dans de nombreuses especes de singes de I'ancien
monde (Gessain, 1999; Miyoshi et al, 1982). Différentes analyses génétiques,
notamment celle de la région codant la protéine d’enveloppe gp21, ont pu montrer une
homologie de séquence nucléotidique entre les deux types de virus pouvant aller jusqu’a
95% dans certains cas, laissant envisager une probable transmission du singe a
I'Homme (Koralnik et al., 1994). En se basant sur la transmission du HTLV-1 chez
I'Homme qui se fait majoritairement par le passage de CD4+ infectés présents dans le
lait, le sperme ou le sang (voir partie III-3 :Les modes de transmission du virus HTLV-1),
il est raisonnablement envisageable que la transmission du singe vers 'Homme se fasse
aussi par contact sanguin. En effet, le contact avec le sang d’'un animal infecté lors de la
chasse, de morsure ou bien lors de la consommation de viande de brousse est tres
rependu dans de nombreux pays d’Afrique Centrale (Gessain, 2011). Malgré la forte
ressemblance entre ces virus, ils sont a I'origine de pathologies tres différentes. En effet,
malgré le caractére endémique du virus parmi les singes de l'ancien monde, on
dénombre a ce jour seule une dizaine de cas de leucémies de type ATL chez le singe
(avec en particulier une intégration clonale de provirus dans les cellules tumorales) et

aucun cas de neuromyélopathie de type TSP/HAM (Gessain, 2011).

Le groupe des PTLV-2 est composé des HTLV-2 et STLV-2 qui présentent entre eux des
divergences d’homologies de séquences nucléotidiques de 25%, contrairement aux virus
HTLV-1 et STLV-1 qui sont quasi identiques (Van Brussel et al., 1998) (figure 7). A la
différence des virus STLV-1 présents chez de nombreuses especes de singes, les virus
STLV-2 ont été retrouvés a ce jour seulement chez les bonobos (pan paniscus) (Giri et al.,
1994). Enfin, en continuant une nouvelle fois avec les différences observées avec les

PTLV-1, les PTLV-2 sont décrits comme étant peu pathogenes.

Le groupe des PTLV-3 est constitué des HTLV-3 et STLV-3 qui présentent des
homologies de séquences nucléotidiques extrémement importantes de 1'ordre de 99%
(Switzer et al., 2006) (figure 7). Ces virus font parties d'un groupe distinct des PTLV-1
et PTLV-2 car ils présentent des divergences au niveau de leurs séquences provirales de

I'ordre de 30% avec HTLV-1 ou HTLV-2 (Calattini et al., 2006). La premiére souche de
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STLV-3 fut obtenue en 1994 en co-cultivant des lymphocytes de sang de cordon humain
avec des cellules sanguines primaires obtenues chez un babouin hamadryas africain
(Goubau et al., 1994). Depuis, de nouvelles souches de STLV-3 ont été identifiées dans
différentes especes de singe d’Afrique Centrale, de I'Ouest et de I'Est. (Mahieux and
Gessain, 2011). Le HTLV-3 fut décrit pour la premiere fois en 2005 chez deux
camerounais asymptomatiques du sud du pays (Calattini et al.,, 2005; Wolfe et al., 2005)
puis, de nouveau, en 2009, chez deux individus une nouvelle fois camerounais dont 'un
était chasseur (Calattini et al, 2009). La proximité géographique entre toutes ces
personnes infectées et le fait que I'un d’entre eux soit chasseur laissait penser une
nouvelle fois a une transmission du singe vers 'Homme lors d’'un contact sanguin avec

un animal infecté. A ce jour, aucune pathologie n’est associée aux PTLV-3.

Enfin le groupe des PTLV-4 est constitué d’'une souche d’"HTLV-4 isolée chez un chasseur
camerounais en 2005 (Wolfe et al, 2005) et d'une souche STLV-4 dont le réservoir
naturel serait le gorille (LeBreton et al., 2014). Ces virus présentant 99% d’homologie de
séquences nucléotidiques entre eux, laissent penser une nouvelle fois a une
transmission du singe vers 'Homme (figure7). lIs ne présentent que 63% d’homologie
de séquences nucléotidiques avec les autres virus HTLV ce qui les classe dans un groupe
distinct. Le caractere pathologique des virus HTLV-4/STLV-4 reste encore a démontrer.
Le patient Camerounais est mort en 2009 suite a une maladie causant fatigue et détresse
respiratoire, cependant aucun lien avec HTLV-4 n’a pu étre établi. De la méme manieére,
certains gorilles infectés par STLV-4 ont présenté différents symptomes comme une
atteinte neurologique ou bien des infections cutanées, mais le lien avec I'infection virale

n’est pas établi (LeBreton et al., 2014).

I1I-2- Epidémiologie de l'infection par le HTLV-1
I11-2-1) Répartition géographique.

Le virus HTLV-1 n’est pas un virus ubiquitaire. Il est reparti dans le monde sous forme
de cluster de populations tres localisées ou le virus peut étre endémique (plus de 5% de
personnes infectées) (Gessain and Cassar, 2012). De maniére intéressante, on retrouve,
a coté de ces zones de forte endémie, des zones ou le virus est faiblement représenté (1
a 5% de personnes infectées) voire totalement absent (Gongalves et al., 2010). Cette

répartition extrémement particuliére en foyer géographique ou bien au sein d’ethnies
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peut en partie étre expliquée par un effet fondateur au sein de la population locale, suivi
d’une transmission et d’'une persistance efficace de génération en génération dues a des
conditions environnementales ou socio-culturelles (consommation de viande de
brousse, pratique de la chasse, etc). Cette hypothése est appuyée par une étude de
Proietti qui montre que, parmi les populations porteuses du virus qui migrent vers des
régions ou le virus n’est pas présent, il y a une diminution de la séroprévalence au cours

des générations suivantes (Proietti et al., 2005).

En 1993, Guy de Thé et Bomford estimerent entre 10 et 20 millions le nombre de
personnes infectées dans le monde (de Thé and Bomford, 1993). Plus récemment,
Olivier Cassar et Antoine Gessain ont affiné ce nombre en estimant a 5 millions le
nombre de personnes actuellement porteuses du virus sur la planete en se basant sur
des échantillons de donneurs de sang dans des zones de fortes endémies ainsi que sur
des données épidémiologiques provenant de femmes enceintes dans différentes
populations adultes (Gessain and Cassar, 2012). Ce chiffre est slirement en dessous de la
réalité du fait de biais épidémiologiques diis surtout au manque d’acces aux données
dans les pays comme la Chine, I'Inde, le Maghreb ou bien I’Afrique de I'Est. Les
principaux foyers de fortes endémies ainsi décrits sont situés dans le Sud du Japon, les
Caraibes, certaines régions du Moyen Orient comme |'Iran, I’Amérique Centrale et du
Sud avec la Colombie et la Guyane francgaise ainsi que le Sud du Gabon. Des foyers isolés
d’infection sont décrits dans quelques régions d’Australo Mélanésie ainsi qu’en
Amérique du Nord et en Europe, particulierement en Roumanie dont le foyer est le plus

important d’Europe. (Figure 8).
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Figure 8 : Répartition géographique des principaux foyers d’infection par HTLV-1 dans le monde.
Cette carte représente le nombre de personnes infectées par le virus HTLV-1 dans le monde. Ce nombre est estimé a
partir de données épidémiologiques obtenues par 1,5 millions d‘échantillons issus de femmes enceintes, de donneurs
de sang ou de populations d’adultes spécifiques. Les foyers de prévalence sont représentés en violet, la surface des
cercles correspond a l'importance de I'infection. Ainsi, on peut remarquer que la distribution du virus est repartie

dans des zones spécifiques en Amérique du Sud, aux Caraibes, au Japon ou bien en Afrique. Il est intéressant de noter
la forte prévalence du virus en Roumanie. D’aprés (Gessain and Cassar, 2012).

I11-2-2) Epidémiologie moléculaire.

Contrairement aux autres rétrovirus, le génome du virus HTLV-1 est extrémement
stable et présente de tres faibles taux de mutation. Ceci s’explique du fait que le virus
utilise préférentiellement un mode de réplication par expansion clonale plutot que
d’utiliser sa transcriptase inverse. En effet, une fois le provirus intégré dans le génome
de la cellule hote, la réplication de son génome se fera avec celle du génome cellulaire,
en utilisant directement '’ADN polymérase cellulaire lors des événements mitotiques. Le
virus profite donc de la polymérase cellulaire qui est beaucoup plus fidele que la RT
virale (10® moins d’erreur en moins que la RT) ainsi que des enzymes de la machinerie
de réparation du génome, lui conférant ainsi une grande stabilité génomique (Wattel et
al, 1995). Ainsi, la faible variation au niveau des séquences nucléotidiques des virus
HTLV-1 mais aussi HTLV-2 est un outil extraordinaire en génétique des populations. Il

permet de suivre au cours du temps, la migration des personnes infectées participant
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ainsi a une meilleure compréhension de l'origine, de I'évolution et des modes de

disséminations de ces rétrovirus (Gessain et al., 1992; Yanagihara, 1994).

Malgré cette grande stabilité génomique, il existe des variants moléculaires liés a
'origine géographique du virus (Slattery et al, 1999). Parmi les 7 génotypes viraux
identifiés a ce jour, on peut en distinguer 4 principaux qui ont été particulierement

caractérisés (Van Dooren et al., 2001) (figure 9).

Le sous-type A, dit sous-type Cosmopolitain, est le premier sous-type a avoir été
identifié. Il est aussi le plus répandu a travers le monde et au sein de nombreuses
populations (figure 9). On peut ainsi le retrouver le plus fréquemment au Japon, dans
les Amériques, dans la région Caraibes, en Afrique du Nord, de I'Ouest et du Sud, au
Moyen Orient et en Inde ainsi que dans certaines iles du Pacifique. De plus, il s’agit du
seul sous-type présent en Europe retrouvé d’une part dans les rares zones endémiques
comme la Roumanie et chez les populations de migrants de zones endémiques (Antilles
et Afrique de I'Ouest) (Gessain and Cassar, 2012). La variabilité de séquence au sein du
sous-type A est extrémement faible, ce qui releve d’'une apparition récente, de quelques
milliers d’années, au sein des populations. Malgré cela, on peut dénombrer au sein de
ces sous-types, quatre sous-groupes que l'on peut différencier notamment par des
variations au sein des séquences de leurs LTR (Long Terminal Repeat). Ainsi comme
représenté dans la figure 9, on retrouve le sous-groupe d’Afrique du Nord « Ana », le
sous-groupe japonais « Ajp », le transcontinental « TC » et celui d’Afrique de I'Ouest

« Awa » (Gessain and Cassar, 2012).

Le sous-type B correspond au sous-type d’Afrique Centrale dont la séquence
nucléotidique diverge de prés de 3% au niveau du gene env des virus du sous-type A
(figure 9). Il fut découvert en 1985 chez un patient Zairois atteint d'une ATL. Comme
pour le sous-type A, il existe au sein du sous-type B une grande diversité de sous-
groupes semblant spécifiques de 'origine géographique des différents isolats (Zaire,

Gabon, Cameroun) (Mahieux et al., 1997).

Le sous-type C, ou sous-groupe Mélanésien, est le plus divergent de tous les sous-
groupes ce qui lui conféere une origine évolutive beaucoup plus ancienne que les autres
(6 a 10% de variation au niveau de leurs séquences nucléotidiques par rapport au

sous-type Cosmopolitain) (figure 9). Il fut décrit initialement chez des Mélanésiens
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vivant en Papouasie Nouvelle Guinée et dans les Iles Salomon. On le retrouve a I'heure
actuelle chez les aborigenes d’Australie et chez les habitants de I'archipel du Vanuatu
(Cassar et al., 2007). L’'apparition de ce sous-groupe chez 'Homme est a mettre en
relation avec une possible transmission d'un STLV du singe vers 'Homme au cours de

longues périodes d’évolution (Wolfe et al., 2005).

Enfin, le dernier sous-type appelé D, fut initialement décrit en 1997 chez trois habitants
de la partie Ouest de I’Afrique Centrale (Cameroun, Gabon et République centrafricaine)
(Mahieux et al., 1997). Il représente une faible part des souches virales HTLV-1 de ces

régions par rapport au sous-type B beaucoup plus présent (figure 9).

Mise a part les quatre grands sous-types majoritaires décrits ci-dessus, il existe trois
autres souches virales d’'HTLV-1 (E, F et G), bien distinctes, retrouvées chez des
habitants d’Afrique Centrale (figure 9). Cependant leurs distributions géographiques et
leurs fréquences restent mal connues. Avec la présence de ces différents sous-types dans
des régions géographiques bien particulieres, il était 1égitime de se demander si un sous-
type était associé plus qu’'un autre aux différentes pathologies induites par le virus
HTLV-1. Cependant a ce jour, aucun lien entre développement d’ATL ou bien de TSP n’a

été mis en évidence avec un sous-type particulier (Komurian et al., 1991).
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Figure 9 : Répartition géographique des différents sous-types moléculaires d’HTLV-1.
Les 7 sous-types d’HTLV-1 (A a G) sont représentés sur cette carte en fonction de leurs localisations géographiques.
Chaque sous-type a une localisation géographique propre mis a part le sous-type A qui est divisé en 4 sous-groupes
retrouvés partout dans le monde. Les probables transmissions du singe vers 'Homme sont représentées par des

fleches ainsi que les migrations de populations a I'origine de la dissémination du virus. D’apres (Gessain and Cassar,
2012)

III-3- Les modes de transmissions du HTLV-1.

Il existe trois modes de transmission décrit pour le virus HTLV-1 (figure 10). Tout
d’abord, la transmission horizontale, c’est a dire de la mere a 'enfant, a été mise en
évidence dans les années 1980 au Japon (Hino, 2011). La transmission de la mere a
I'enfant se fait principalement lors d’un allaitement prolongé d’'une durée supérieure a
six mois avec un taux de transmission de 'ordre de 10 a 25% (Percher et al,, 2016).
D’autres facteurs de risques favorisent la transmission par allaitement comme la
présence d’'une charge virale élevée dans le sérum, le lait ou le sang de la mere (Li et al.,

2004) ou bien une correspondance d’histocompatibilité (CMH1) entre la meére et I'’enfant
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(Biggar et al., 2006). Enfin, une transmission avant la naissance est aussi a envisager
dans de moindres mesures durant la grossesse (passage de cellules infectées
transplacentaires) ou bien lors d'un accouchement par césarienne avec exposition au

sang maternel infecté (5%) (Paiva et al,, 2014).

Le virus HTLV-1, étant présent dans les secrétions génitales, peut se transmettre comme
d’autres MST (Maladies Sexuellement Transmissibles) par voies sexuelles ce qui est la
deuxiéme cause d’infection par le virus (figure 10). Des facteurs aggravants comme une
contamination avec d’autres MST (Syphilis, HSV-2) provoquant ainsi une altération des
muqueuses génitales et anales (ulceres, inflammation, lésions) augmente la
transmission du virus par voies sexuelles (Paiva et al, 2014). La transmission de
I’'homme vers la femme est plus efficace ce qui pourrait expliquer une séroprévalence

plus forte chez la femme avec l'age.

Enfin, la transmission par transfusion sanguine est une des voies de contamination les
plus efficaces (figure 10). En effet, 40% des receveurs contaminés deviennent
séropositifs au bout de 50 jours apres transfusion de composés sanguins contenant des
lymphocytes T infectés (Manns et al., 1992). De maniére intéressante, la transfusion de
plasma ne permet pas de transmettre le virus, celui-ci étant extrémement peu présent
sous forme de particules virales circulantes (Sullivan et al., 1991). La transmission via le
partage de seringues lors d’injection de drogues entre toxicomanes est aussi une voie de

transmission sanguine qui se développe de nos jours.

Au vu des différents modes de contamination du virus, des moyens de prévention ont
été appliqués afin de réduire et d’endiguer la propagation de celui-ci. La principale
mesure prise pour éviter la transmission de la mere a l'enfant est le dépistage
systématique des femmes enceintes afin d’éviter ou de réduire la durée de I'allaitement
dans le cas d’'une séroprévalence acquise. Cette mesure fut tres efficace au Japon ou une
campagne de prévention mise en place en 1987 a permis de réduire le risque de
transmission de 25 a 2,5% en nourrissant les nouveaux nés uniquement aux biberons
(Hino, 2011). Dans le cas de la transmission par voies sexuelles, les campagnes
d’'informations et l'utilisation de préservatif permettent d’éviter tout risque de
transmission comme dans le cas d’autres MST. Le risque de contamination par voie

sanguine est aujourd’hui quasi nul dans tous les pays qui ont mis en place un dépistage
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obligatoire des anticorps spécifiques chez les donneurs de sang comme c’est le cas la
France en 1989 (Couroucé et al,, 1998). Enfin, afin de pallier la transmission via des
seringues contaminées, la prévention se base essentiellement sur I'information aupres
des toxicomanes afin qu’ils n’échangent pas les seringues. Malgré des mesures efficaces
de préventions existantes, certaines comme la réduction de l'allaitement ou bien
I'analyse des produits sanguins sont difficiles a mettre en place dans les pays les plus
pauvres ou en développement comme I'Afrique empéchant, a ce jour, I'éradication du

virus dans certaines zones de fortes endémies.
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Figure 10 : Les différents mode de transmission des virus HTLV.
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IV. Le virus HTLV-1 : anatomie d’un rétrovirus de type complexe.

IV-1. Structure de la particule virale

Des sa découverte en 1980, la particule virale du virus HTLV-1, décrite par Isao Miyoshi
dans la lignée MT2, se révéla comme étant caractéristique d'une particule de rétrovirus
de type C: une particule de forme sphérique légerement irréguliere qui présente un
coeur central de densité variable entourée d’une enveloppe dépourvue de spicules a la
surface (figure 11 A). Lorsqu’elle fut observée en microscopie électronique en 1992, la
taille de la particule virale fut estimée a 95 nm de moyenne puis, plus récemment grace
a des études de microscopie cryo-électronique, cette taille fut revue a la baisse avec une
estimation des virions a 73nm de diametre avec toutefois des variations pouvant aller
de 30 a 273nm (figure 11 C). Cette particule est entourée d’'une enveloppe bi-lipidique
d’origine cellulaire issue du bourgeonnement des particules néoproduites a la
membrane cellulaire. Au sein de cette enveloppe sont ancrées les glycoprotéines virales
composées de deux sous-unités : une sous-unité de surface SU (pour Surface Unit) ou
gp46 et une sous-unité transmembranaire TM (pour Transmembrane Unit) ou gp21
(Verdonck et al,, 2007) (figure 11 B). L’enveloppe est associée aux protéines de matrice
MA (ou p19) qui ont la capacité de s’organiser en hexamere et, d’ainsi, s’ancrer a la sous-
unité TM de l'enveloppe (Rayne et al, 2004). Les protéines de matrice sont
indispensables a la structure de la particule virale et elles permettent de faire le lien
entre I'enveloppe et la capside du virion. La capside, composée de protéines p24 ou CA,
est décrite comme étant de forme icosaédrique. Elle renferme le complexe
ribonucléotidique composé de deux copies d’ARN simple brin de polarité positive
associées aux protéines de la nucléocapside p15 ou NC ainsi qu’a la transcriptase inverse

(RT), I'intégrase (IN) et a la protéase virale (Pro) (Verdonck et al., 2007) (figure 11 B).
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Figure 11 : Analyse morphologique et structure de la particule virale HTLV-1.

A. Caractérisation d’'une particule virale mature du rétrovirus HTLV-1 en microscopie électronique produite a partir
de lalignée MT2. D’apres (Miyoshi et al., 1981b).

B. Représentation schématique du virion HTLV-1 et de ses principaux composants. Adapté de (Lairmore et al., 2012).
C. Analyse morphologique de la particule HTLV-1 purifiée a partir de la lignée MT2 et observée en microscopie cryo-
ET (panneau de gauche). Les fleches noires représentent les particules matures. Les quatre particules ont été

modélisées par tomographie (panneau de droite). En bleu on retrouve I'enveloppe virale, en rouge la capside et en
beige le « noyau » viral contenant le génome ainsi que les différentes protéines associées. D’apres (Cao et al.,, 2015).
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IV-2. Génome et synthese des protéines virales.

Le génome du virus HTLV-1 est décrit comme étant caractéristique d’un rétrovirus dit
complexe. Au sein de la particule virale, le génome est constitué de deux copies
identiques d’ARN simple brin de polarité positive de 8,5 Kilobases. Ces deux ARN,
classiquement coiffés en 5’ et polyadenylés en 3’, sont encadrés par deux séquences
répétées R et de régions uniques (U5 pour la partie 5’ et U3 pour la partie 3’) (figure
12). En plus de retrouver les genes codant pour les protéines de structures rétrovirales
classiques gag et env, du gene codant pour la polymérase (Pol) et pour la protéase (Pro),
on retrouve dans la partie 3’ du génome une région nommée initialement pX du fait de
sa fonction inconnue lors de sa découverte (Kannian and Green, 2010) (figure 12). A
partir de cette région vont étre transcrites les protéines auxiliaires et régulatrices du
virus. Sous forme provirale, c’est a dire une fois que le génome ADN double brin est
intégré dans le génome cellulaire, il est encadré par deux séquences identiques aux
extrémités appelées LTR (U3-R-U5). Ces LTR possedent des éléments de régulation
(régions promotrices et signaux de polyadénylations) nécessaires a la transcription du
génome proviral (Arpin-André et al., 2014) (figure 12). Afin de produire les différentes
protéines virales a partir du génome viral relativement restreint, différentes stratégies
ont été mises en places par le virus. En effet, différents ARNm de tailles variables mono

ou doublement épissés vont étre produits comme décrit par la suite (figure 12).
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Figure 12 : Organisation génomique du virus HTLV-1.

A. Représentation schématique du génome ARN simple brin d’HTLV-1 présent au sein de la particule virale. Les LTR,
composés de séquences répétées R et de séquences uniques U5 en 5’ et U3 en 3’, sont présents de part et d’autre de la
séquence génomique. Les génes gag, pro, pol et env classiques des rétrovirus se trouvent dans la partie 5’ du génome
alors que la région pX spécifique des Deltarétrovirus se situe dans la partie 3° du génome. Les deux séquences
d’encapsidation identifiées dans le génome du BLV sont indiquées par le symbole . Adapté de (Kannian and Green,
2010).

B. Représentation schématique du génome proviral d’HTLV-1 et des ses transcrits viraux. Comparé au génome viral
ARN, le génome proviral comprend deux LTR identiques a ses deux extrémités. Les ARNm transcrits a partir des LTR
5 (majoritaire) et 3’ (minoritaire) sont indiqués ainsi que leurs différents épissages. Les traits en pointillés
représentent les introns épissés. Les quatre ORF codant pour les protéines régulatrices et auxiliaires sont indiquées
sur le coté droit de la figure. Enfin les sites accepteurs d’épissage sont indiqués par des fleches noires et les sites
donneurs d’épissages par les fleches blanches. Adapté de (Kannian and Green, 2010).
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IV-2-1) Les protéines de structures et les enzymes virales.

A partir de 'ARN génomique, non épissé, sont produites les protéines Gag, Pro et Pol.
Ces protéines sont issues de la synthese de trois précurseurs polyprotéiques, gag, gag-
pro et gag-pro-pol, qui, apres clivage, vont donner les protéines MA, CA et NC citées ci-
dessus et les enzymes du virus IN et RT (figure 13 A). Une partie des ARNm génomiques
n’est pas traduite et est encapsidée dans les nouvelles particules virales en formation
grace a des séquences d’encapsidation conservées comme retrouvées chez le BLV
(Mansky and Gajary, 2002) (figure 13 A). De la méme facon, les sous-unités
transmembranaires TM (gp21) et de surface SU (gp46), seront produites apres clivage
du précurseur Env (gp61) par une protéase d’origine cellulaire (Lairmore and Franchini,

2007).
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Figure 13 : Organisation des clivages des précurseurs polyprotéiques a I'origine des protéines de structures
et des enzymes virales.

Trois précurseurs (gag, gag-pro et gag-pro-pol) sont traduits a partir de ’ARN de longueur génomique et sont ensuite
clivés par la protéase virale pour donner les protéines de matrice (MA), de capside (CA), de nucléocapside (NC), la
protéase (Pro), la transcriptase inverse a activité ARNaseH (RT) ainsi que lintégrase (IN). Le précurseur de
I'enveloppe représenté en bas de la figure est, quant a lui, clivé par une protéase cellulaire en deux sous unité SU
(gp46) et TM (gp21). Les différents sites de clivage sont indiqués par les triangles noirs. Adapté de (Lairmore and
Franchini, 2007).
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IV-2-2) Les protéines régulatrices et auxiliaires.

A partir de la région pX, dont on connait maintenant la fonction, vont étre produites les
protéines régulatrices et auxiliaires du virus a partir de quatre cadres ouverts de lecture
(ORFI, ORF II, ORF III et ORF 1V) (Kannian and Green, 2010) (figure 13B). Cela est
possible grace a de nombreux épissages alternatifs et a des séquences internes
d’initiation de la traduction. Ainsi, a partir de 'ORF I, va étre traduite la protéine
auxiliaire p12 qui peut elle-méme étre clivée pour donner la protéine p8. Les protéines
auxiliaires p13 et p30 sont codées par I'ORF II respectivement a partir de deux ARN
simplement et doublement épissés. Ces protéines sont décrites comme n‘étant pas
nécessaires a la multiplication du virus in vitro mais elles sont importantes pour
I’établissement de l'infection et la persistance du virus in vivo. En effet, différents
travaux chez le lapin ont pu montrer que les protéines p12 et p8 sont nécessaires pour
I'infectiosité du virus alors que les protéines p13 et p30 sont quant a elles nécessaires au
maintien de la charge virale et a la persistance du virus (Bartoe et al., 2000; Collins et al.,
1998). D’autres études réalisées cette fois-ci chez le macaque montrent que
I'invalidation des protéines pl2, p8 et p30 empéche la persistance du virus in vivo
(Valeri et al.,, 2010). Pour ce faire, les protéines auxiliaires sont impliquées dans la
modulation d’'un grand nombre de mécanismes comme la prolifération lymphocytaire,
I'apoptose ou bien la régulation du cycle cellulaire (pour revue, Edwards et al,, 2011;
Fukumoto, 2013). Enfin, a partir d’'un transcrit doublement épissé issus des ORF III et
IV, seront traduites les protéines Rex et Tax. Ces deux protéines sont dites régulatrices
car elles sont essentielles a la multiplication virale in vitro comme in vivo. Rex est
nécessaire pour l'export nucléaire des ARNm viraux (non épissés ou mono épissés)
(Younis and Green, 2005). Tax, quant a elle, est une protéine majeure impliquée dans de
nombreux processus cellulaires comme la prolifération lymphocytaire, la transcription
virale, le contréle du cycle cellulaire pour ne citer qu’eux. Nous reviendrons plus en

détail sur la protéine Tax (voir chapitre V : un virus oncogene).

IV-2-3) Les transcrits anti sens et la protéine HBZ.

C’est en 1989 que la transcription du brin négatif du génome proviral a partir du LTR 3’
a été découverte et c’est seulement treize ans plus tard que la traduction de ces
transcrits anti sens a été prouvée (Gaudray et al., 2002; Larocca et al., 1989). Ainsi, il a

été décrit a ce jour deux formes majoritaires d’ARNm a 'origine des protéines HBZ. Une
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forme non épissée appelée usHBZ (UnSpliced HBZ) et une forme épissée appelée sHBZ
(Spliced HBZ) ou SP1 (pour revue, Barbeau and Mesnard, 2015) (figure 14 A). De ces
deux formes d’ARNm sont issues deux protéines différant entre elles de 7 acides aminés
présents dans leurs parties C-Terminales leur conférant, entre autre, une demi-vie
supérieure pour la forme épissée sHBZ/SP1 par rapport a usHBZ. En outre, la forme
sHBZ/SP1 est détectée chez les patients ATL contrairement a la forme usHBZ et ceci est
corrélé a la présence quatre fois supérieure de transcrits sHBZ/SP1 par rapport a la
forme usHBZ. Les études actuelles et les descriptions sur le role d'HBZ ont donc été
majoritairement réalisées sur la forme sHBZ/SP1 que 'on appellera HBZ dans le suite
du manuscrit (Ma et al.,, 2016).

La protéine HBZ fait depuis sa découverte 'objet de nombreuses études du fait qu’elle
est la seule encore fortement exprimée chez les patients ATL, ce qui laisse penser a une
implication clé dans I'oncogenese virale. Le pouvoir oncogénique de la protéine HBZ a
été démontré in vivo chez des souris transgéniques montrant que l'expression d’'HBZ
entrainait 'apparition de dermatites et de lymphomes (Mitagami et al., 2015; Satou et
al, 2011). HBZ est aussi capable d’interagir avec de nombreuses protéines cellulaires
tout comme Tax modulant ainsi la transcription de geénes viraux et cellulaires (figure
14 B). Pour se faire, HBZ, de par son domaine b-ZIP homologue au domaine b-Zip des
facteurs de transcriptions de la famille ATF/CREB, est capable d’interagir avec CREB1/2
et d’autres membres de cette famille dont c-Jun, JunD, JunB mais également avec
CBP/P300 ou bien des facteurs de la voie NF-kB (Ma et al., 2016). Il est admis que le role
d’HBZ est de contrer les activités Tax, en contrebalangant I'activation excessive par Tax
de certaine voies de signalisation comme la voie NF-kB favorisant ainsi la latence virale
(échappement au systéme immunitaire car HBZ est faiblement immunogene). HBZ
participerait également au maintien de la prolifération lymphocytaire par différents
mécanismes que nous détaillerons par la suite (voir chapitre V-5: un autre acteur
responsable de la transformation :la protéine HBZ) (Basbous et al., 2003; Clerc et al,,
2008; Lemasson et al., 2007; Thébault et al., 2004; Zhao et al., 2009a).

Il est intéressant de noter qu'HBZ est aussi active en tant qu’ARN et pas seulement en
tant que protéine. Il a été montré que la forme sHBZ/SP1 favorisait la prolifération de
cellules ATL alors que la forme usHBZ ne le peut pas. Une des explications avancées est
que ’ARN sHBZ/SP1 formerait des structures tiges-boucles au niveau des éléments de

réponses a Rex (RXRE) du LTR 3’ favorisant ainsi la prolifération des cellules ATL
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(Yoshida et al,, 2008). La prolifération est aussi favorisée car '’ARNm de HBZ est capable
d’induire la transcription du facteur de transcription E2F1 et de ces genes cibles ainsi

que le passage G1/S du cycle cellulaire (Satou et al., 2006).
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Figure 14 : Représentation des transcrits HBZ et structure de la protéine.

A. Deux variants d’'HBZ sont transcrits : la forme, dite épissée, appelée spliced HBZ (sHBZ) ou SP1 est transcrite a
partir de la région R-U5 du LTR 3’ alors que la forme non épissée appelée unspliced HBZ ou usHBZ a son promoteur
dans l'intron de la forme sHBZ/SP1. La forme sHBZ/SP1 est quatre fois plus exprimée chez les patients ATL comparée
a la forme usHBZ, elle est, par conséquent, la plus étudiée. D’apres (Zhao and Matsuoka, 2012).

B. Représentation schématique de la structure de la protéine HBZ. La protéine HBZ contient différents domaines : un
domaine d’activation appelé AD (Activation Domain) qui a la particularité de se lier aux facteurs de transcription
p300/CBP ou bien aux facteurs de transcription de la famille NF-kB, un domaine Bzip conférant a la protéine de
multiples interactions avec les protéines de la famille ATF/CREB ou bien les facteurs de transcription de la famille Jun.
Trois séquences NLS ont aussi été décrites pour la protéine. La forme sHBZ/SP1 differe de la forme usHBZ de 7 acides
aminés au niveau de leur région C terminale. D’apres (Barbeau and Mesnard, 2015)
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IV-3. Cellules cibles et cycle viral.

Le virus HTLV-1 possede un cycle de réplication que I'on considere semblable a celui des
autres rétrovirus. Le cycle peut étre décomposé en deux phases : une phase dite précoce
allant de I’entrée du virus jusqu’a I'intégration de son génome au sein de la cellule hote
et une deuxieme phase dite tardive caractérisée par la synthese des transcrits
permettant la productions des protéines virales et la formation des nouvelles particules.
Ce cycle est décrit dans la figure 15 ci dessous.
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Figure 15 : Cycle de multiplication du virus HTLV-1.

Représentation schématique du cycle de multiplication du virus HTLV-1 comprenant deux phases. Une phase précoce
correspondant a I'attachement du virus au niveau des récepteurs d’entrée cellulaire suivie de la fusion de la particule
virale a la membrane plasmique et le relargage de la capside dans le cytoplasme. Le virus va alors étre décapsidé et les
ARN génomiques vont étre rétro-transcrits en ADN proviral capable de s’intégrer dans le génome de la cellule hote. A
noter que le complexe de préintégration du HTLV-1 n’est pas capable, comme celui des lentivurs de traverser
I'enveloppe nucléaire, I'intégration du génome du HTLV-1 nécessitant donc la division de la cellule. La phase tardive,
quant a elle, comprend la transcription de ’ADN proviral afin de former les nouveaux composants viraux qui vont étre
assemblés sous la membrane plasmique. Les virions neosynthétisés sortent des cellules par bourgeonnement pour
donner naissance a de nouvelles particules virales infectieuses. Adapté de (Lairmore et al., 2012).
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IV-3-1 : Les phases précoces de l'infection : de I'entrée a l'intégration

Le virus HTLV-1 a préférentiellement un tropisme pour les lymphocytes T CD4+ in vivo.
En effet, 90% du génome proviral du virus est retrouvé dans ces lymphocytes chez des
patients atteints d’ATL ou bien de TSP (Richardson et al., 1990). Le virus peut aussi
infecter d’autres types cellulaires de maniére moins importantes comme les
lymphocytes T CD8+, les lymphocytes B, les monocytes, les lymphocytes T Natural Killer,
les cellules dendritiques, myéloides et plasmacytoides ce qui lui confére de vastes
réservoirs pour la persistance virale (Azakami et al., 2009; Carpentier et al., 2015; Jones
et al., 2008; Koyanagi et al., 1993; Nagai et al., 2001). Dans tous les cas, les mécanismes
d’entrée du virus ont été décrit et il en résulte que I'attachement du virus et I'entrée au
sein des cellules cibles se font via I'intermédiaire de trois partenaires bien distincts : les
HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycans), la NRP-1 (neuropiline 1) et le récepteur GLUT-1
(Glucose Transporter 1) (Ghez et al., 2006; Manel et al., 2003; Pifion et al., 2003) (figure
16). Ainsi, la sous-unité SU du virus se lie via son domaine CTD (pour C-Terminal
Domain) aux récepteurs d’attachements formés par les HSPG induisant une
accumulation des particules virales a la surface des cellules cibles. Par la suite, NRP-1
possédant une région de liaison aux HSPG, il y a rapprochement des HSPG liés au virus
avec NRP-1. La sous-unité SU du virus va se lier a son tour a NRP-1, représentant le
récepteur de liaison via son domaine RBD (Receptor Binding Domain) contenant un
motif KKPNR et permettant ainsi la liaison des particules virales a la membrane
cellulaire. Ceci déclenche un changement de conformation de la sous-unité virale SU,
permettant 'exposition de deux résidus, D106 et Y114, situés au niveau du domaine
RBD. Ces résidus vont interagir avec le récepteur au glucose GLUT-1 qui est le récepteur
de fusion, induisant ainsi la fusion des membranes cellulaires et virales via l'insertion

du peptide de fusion situé dans la sous-unité TM du virus (figure 16).
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Figure 16 : Modéle de coopération entre HSPG, NRP-1 et GLUT-1 et la sous unité SU du virus HTLV-1
permettant 'entrée du virus dans les cellules cibles.

La sous unité SU du virus HTLV-1 va interagir via son domaine CTD avec les chaines d’héparane sulfate des HSPG
permettant un premier attachement de la particule virale a la surface des cellules cibles. Les HSPG interagissant
également avec NRP-1, le récepteur va alors étre recruté permettant 'interaction du domaine RBD de la sous unité SU
avec NRP-1. Suite a cette liaison, un changement de conformation au niveau de la sous unité SU du virus va se

produire et ceci va permettre I'interaction du complexe HSPG/NRP-1/SU avec le récepteur GLUT-1 déclenchant la
fusion de la membrane virale avec la membrane cellulaire. Adapté de (Pique and Jones, 2012).

Une fois les membranes virales et cellulaires fusionnées, la capside virale va étre
relachée dans le cytoplasme et au sein de celle-ci, le virus va alors rétro-transcrire son
génome ARN en ADN double brin grace a sa RT (Telesnitsky and Goff, 1997). Ce
mécanisme classique chez les rétrovirus est représenté et décrit dans la figure 17. L’ADN
double brin néoformé va alors étre associé a des protéines cellulaires et virales comme
la nucléocapside (NC) ou bien l'intégrase (IN) pour former un complexe de pré-
intégration (PIC). Contrairement aux lentivirus comme le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH), le complexe de préintégration du HTLV-1 ne peut franchir la membrane

nucléaire et le virus va alors attendre que celle-ci soit désorganisée lors d’évenements
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mitotiques pour pouvoir s’intégrer au génome cellulaire (figure 15). L'intégration du
génome viral se fait via son intégrase, aux niveaux de régions chromatiniennes
fortement transcrites comme des régions de liaison aux facteurs de transcription p53 et

STAT-1 (Bangham et al,, 2014; Gillet et al., 2011).
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Figure 17 : Modéle classique de transcription inverse chez les rétrovirus.

Représentation schématique du mécanisme de transcription inverse permettant aux rétrovirus de transcrire leur
génome ARN en ADN double brin sous l'action de la Transcriptase inverse (RT). (1) L’ARNt cellulaire spécifique de la
proline va se fixer au niveau d’une région PBS présente sur '’ARN viral. (2) A partir de 'ARNt utilisé comme amorce, la
RT va commencer a synthétiser un premier fragment correspondant aux régions R et U5 du LTR. (3) Pendant la
synthése de I’ADN néo synthétisé, la RT grace a son activité ARNase H va hydrolyser le brin ARN matrice
correspondant a la région R et U5. (4) Afin de poursuivre la synthése du brin d’ADN, un premier saut va étre réalisé au
niveau de la région R située a 'extrémité 3’ de I'ARN viral. (5) Une fois le saut effectué, la RT va pouvoir poursuivre la
syntheése du brin d’ADN néo synthétisé tout en hydrolysant le brin ARN matrice sauf au niveau d'une région dite PPT
résistante a l'activité de I'enzyme. (6) Une fois le premier brin d’ADN néo synthétisé, la synthése du brin
complémentaire va étre réalisée a partir de la région PPT qui va servir d’amorce. (7) L’ARNt ainsi que la séquence PPT
vont étre hydrolysés. (8) Un deuxiéme saut de brin de ’ADN va étre réalisé au niveau de la séquence PBS située au
niveau de I'extrémité 3’ du premier brin synthétisé. L’hybridation des séquences PBS va conduire a une circularisation
partielle du génome permettant la fin de la syntheése. (9) La derniére étape conduit a 'obtention de la double hélice
d’ADN viral avec ses deux extrémités les séquences LTR completes.
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IV-3-2- Les phases tardives de l'infection : de la synthése des transcrits viraux au
bourgeonnement viral.

Une fois le génome proviral intégré, les différents ARNm viraux précédemment décrits
vont étre transcrits, épissés et traduits par les machineries cellulaires afin de former les
protéines de structures nécessaires a I'assemblage de nouvelles particules virales. La
protéine Tax nécessaire a I'activation optimale du promoteur viral contenu dans le LTR
5’ n’est pas présente dans la particule. Néanmoins une transcription basale du LTR 5’
peut se faire grace a de nombreux facteurs de transcriptions cellulaires comme spl,
elk1, SRF et XBP-1 (Ku et al., 2008; Livengood and Nyborg, 2004; Winter et al., 2007) .
Cette transcription basale va permettre la production d’'un niveau faible de transcrits
codant Tax et la protéine va ensuite s’accumuler pour permettre une forte activation de
la transcription a partir des promoteurs viraux. Nous détaillerons par la suite plus en
détail la transcription du LTR 5’ par Tax (voir chapitre V-4: détournement de la
machinerie de transcription).

Une fois transcris, les ARNm viraux doivent étre exportés dans le noyau afin de pouvoir
étre traduits ou encapsidés dans le cas de 'ARNm génomique. Or, dans les cellules
eucaryotes, le passage a travers les ports nucléaires vers le cytoplasme est couplé a
I'épissage des ARNm. C’est pourquoi on retrouve au début de l'infection une grande
quantité des protéines Tax et Rex, issues d’ARNm doublement épissés. Pour permettre le
passage des ARNm non épissés ou mono épissés, la protéine Rex intervient pour les
prendre en charge et permettre leur export (Hidaka et al, 1988). Rex contient une
séquence d’'import nucléaire NLS (Nuclear Localisation Signal) qui va lui permettre, une
fois produite, de revenir dans le noyau. Elle va alors se fixer au niveau de I'extrémité 3’
des ARNm viraux contenant un élément de réponse a Rex (RxRE) empéchant ainsi leur
épissage mais aussi leur dégradation en augmentant leur stabilité (Grone et al., 1996;
Seiki et al., 1983). Une séquence comparable a la séquence RxRE a été retrouvée en 5’
des ARNm. Une fois fixée au ARNm, la protéine Rex va s’oligomeriser et se fixer a
I'exportine 1 aussi appelée CRM1 (Chromosome Region Maintenance interacting protein
1) grace a son signal d’export nucléaire pour pouvoir acheminer les ARNm dans le
cytoplasme (Hakata et al., 1998).

Il est intéressant de noter la double stratégie employée par les protéines Tax et Rex dans
la régulation des différents transcrits. Tax va réguler I'expression du génome viral au

niveau transcriptionnel alors que Rex va le réguler au niveau post-transcriptionnel.
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Ainsi, au tout début de la transcription, on observe une accumulation des transcrits
Tax/Rex permettant leur traduction rapide, puisque ceux-ci sont doublement épissés.
Néanmoins, un gradient favorise la production de Tax par rapport a Rex, Tax allant
pouvoir transactiver fortement le promoteur viral. Au cours du temps, la quantité de Rex
va cependant s’accumuler permettant ainsi une stabilisation des ARNm non épissés ou
mono épissés et leur export nucléaire au détriment des ARN doublement épissés
Tax/Rex. Rex favorise donc la production des protéines auxiliaires et protéines de
structure afin de produire de nouveaux virions (Rende et al, 2011). La protéine
auxiliaire p30, nucléaire et nucléolaire, a aussi été décrite comme régulant le génome
viral en empéchant I'export des ARNm Tax/Rex dans le cytoplasme (Ghorbel et al., 2006;
Nicot et al,, 2004).

Une fois les différents ARNm transcrits et exportés, ils peuvent étre traduits afin de
donner les précurseurs polyprotéiques précédemment décrits. Le précurseur Env des
glycoprotéines de I'enveloppe virale est produit au sein du réticulum endoplasmique
puis clivé au niveau de I'appareil Golgilibérant les sous-unités SU et TM. Ces sous-unités
sont alors exportées, associées en trimeres a la membrane plasmique pour s’y intégrer
(Pique et al., 1992). Les précurseurs Gag, Gag-Pro et Gag-pro-Pol sont, quant a eux,
traduits directement dans le cytoplasme puis exportés, grace a leur résidus N-terminaux
myristylés, au niveau de la membrane plasmique prés des sous-unités SU et TM déja
intégrées (Fogarty et al,, 2011). Va alors suivre 'ARN génomique viral, préalablement
exporté par Rex, en se liant au précurseur Gag (Morcock et al., 2000). Le précurseur Gag
contient dans son domaine MA deux motifs, PPPY et PTAP, dont le role est de recruter la
machinerie de bourgeonnement présente aux niveaux des corps multivésiculaires de la
cellule ce qui va permettre la libération des virions (Blot et al., 2004; Heidecker et al.,
2004). Apres la libération, les virions subissent une maturation avec le clivage par la
protéase virale des différents précurseurs. Cette réorganisation est visible au

microscope électronique (figure 18).
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Figure 18 : Réorganisation structurelle des particules virales d’HTLV-1.
Représentation schématique de la particule virale mature du virus HTLV-1 apres clivage des précurseurs Gag-Pro et

Gag-Pro-Pol entrainant un changement de la conformation de la particule et la libération des protéines de structure et
des enzymes virales. Adapté de Viral Zone (http://viralzone.expasy.org/all_by_species/91.html).

Une fois la particule virale relachée dans le milieu extracellulaire, elle doit pouvoir
infecter d’autres cellules aux alentours. Cependant l'infectiosité du virus HTLV-1 est
extrémement faible, c’est pourquoi plusieurs stratégies de transmission ont été mises en

place par le virus ce qui contribue a son échappement au systéme immunitaire.

IV-4-Mécanismes d’infections et échappement au systéme immunitaire.

1V-4-1- Transmission cellule-cellule.

Bien que certaines études aient décrit I'infection de lymphocytes B ou de lymphocytes T
par des particules HTLV-1 libres in vitro, aucun cas d’infection humaine n’a été observé
apres transfusion de produits sanguins acellulaires, laissant penser que le virus est
incapable d’infecter d’autres cellules via des particules virales libres dans le milieu

extracellulaire (Rizkallah et al., 2015a). In vitro, a l‘exception notable des cellules
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dendritiques, I'infection des cellules cibles n’est possible qu’apres un contact étroit avec
une cellule infectée ce qui permet d’augmenter d’'un facteur 10000 l'efficacité de
I'infection (Mazurov et al., 2010). La transmission cellule-cellule semble donc étre le
mode préférentiel d’infection utilisé par le HTLV-1 et plusieurs stratégies sont
actuellement décrites pour expliquer cette transmission (Pique and Jones, 2012) (figure

19).
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Figure 19 : Les différents mode de transmission cellule-cellule du virus HTLV-1.

A. La synapse virologique permet le passage des particules virales néoformées entre une cellule infectée et une cellule
cible non infectée. La formation de la synapse se fait par une réorganisation du MTOC (en gris sur la figure). Les
particules relachées au sein de la synapse peuvent donc infecter directement les cellules cibles sans contact avec le
milieu extérieur, réduisant ainsi I'exposition au systeme immunitaire.

B. Les conduits cellulaires sont des expansions membranaires permettant le passage de virus d’une cellule infectée a
une cellule non infectée.

C. Le biofilm est un amas de protéines extracellulaires formé a la surface des cellules infectées par le virus. Lors d'un
contact avec une cellule non infectée, le biofilm est transféré afin d’'infecter la cellule.

D. L'infection en trans est un mécanisme utilisé par le virus pour transiter via les cellules dendritiques vers d’autres

cellules. Les cellules dendritiques ne sont pas infectées mais elles portent a leur surface les particules virales qui
seront transmises aux cellules non infectées. Adapté de (Pique and Jones, 2012).
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Comme décrit en 2003 par I'équipe de C. Bangham, le contact entre un lymphocyte T
infecté par HTLV-1 et un lymphocyte T non infecté cible permet le passage des nouvelles
particules a travers une structure qui s’apparente partiellement a une synapse
immunologique nommée par homologie synapse virologique (Igakura et al., 2003)
(figure 19 A). La synapse virologique est initiée suite a l'interaction stable entre la
cellule infectée présentant des protéines d’adhésion ICAM1 (Intercellular Adhesion
Molecule 1) et la cellule cible présentant des protéines LFA-1 (Lymphocyte Function-
associated Antigen 1). Cette liaison va alors entrainer une polarisation du centre
organisateur des microtubules (MTOC, Microtubule Organizing Center), régulée par la
protéine Tax qui co-localise partiellement avec le MTOC (Igakura et al.,, 2003). Cette
réorganisation, qui fait intervenir les réseaux d’actine et de tubuline dans la cellule, va
permettre d’apporter au sein du contact étroit néo-formé les protéines virales Gag et
Env ainsi que le génome ARN viral. Le contact cellule-cellule est renforcé suite a
I'intervention des protéines virales p8 et pl2 qui vont permettent d’augmenter
respectivement la quantité de ICAM-1 et de LFA-1 au sein de la synapse (Kim et al,,
2006b; Van Prooyen et al., 2010). Enfin, il a été observé un regroupement de taline, une
molécule d’adhésion cellulaire, au niveau de la zone de contact renfor¢ant ainsi la
synapse. La synapse virologique permet donc le passage de particules virales au sein
d’'une fente synaptique entre deux cellules permettant ainsi au virus d’étre peu exposé

au systeme immunitaire.

En dehors du contact établi lors de la synapse virologique, il a été décrit que le virus
pouvait aussi étre transmis via un agrégat viral ou biofilm viral (figure 19 B). Ce biofilm
est concentré a la surface des cellules productivement infectées. Il est composé
essentiellement de collagene, de galectine-3, d’agrine et de glycosides complexes. On y
retrouve aussi la présence de téthérine qui, contrairement a ce qui est observé pour le
VIH-1, favoriserait le maintien du virus au niveau de la membrane plasmique et
augmenterait son transfert lors d’un contact cellule-cellule (Pais-Correia et al.,, 2010).
Ainsi, le biofilm viral représente un autre mécanisme utilisé par le virus pour pouvoir
infecter une cellule cible sans étre détecté par le systeme immunitaire (Rizkallah et al,,

2015b)
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En outre, en plus des synapses virologiques et des agrégats viraux, on trouve, au niveau
des cellules infectées, des protrusions nommées conduits qui pourrait permettre la
stabilisation des contacts entre les cellules mais aussi des échanges de protéines
cytoplasmiques entre les cellules (figure 19 C). Il a été décrit que la protéine virale p8
augmente le nombre de ces conduits et a la capacité de passer via ces conduits d'une
cellule infectée a une cellule cible stimulant ainsi I’expression de LFA-1 dans la cellule
cible (Van Prooyen et al., 2010). Ainsi, la formation de conduits permettrait de stabiliser
des contacts entre les cellules et le passage de particules virales d’une cellule a I'autre

sans détection par le systéme immunitaire.

Enfin, le virus peut aussi passer d'une cellule dendritique a un lymphocyte T CD4+ lors
d’un contact établi lors de la présentation d'un antigene (figure 19 D). Cette infection
peut avoir lieu en trans c’est a dire que la cellule dendritique porte a sa surface des
particules virales mais elle n’est pas infectée (Jones et al., 2008). Lors de la présentation
d’'un antigene a un lymphocyte T CD4+ les virions pourront alors étre transmis. La
protéine DC-SIGN (DC-Specific ICAM-3Grabbing Non-integrin) a été identifiée comme
importante dans cette transmission. L'infection peut également avoir lieu en « cis»

lorsque la cellule dendritique est infectée et productrice de particules virales.

Ces différents modes de transmission sont limités aux stades précoces de l'infection.
Pour établir une persistance virale sur le long terme, le virus utilise une autre stratégie

de propagation et d’échappement a la réponse immune via I'expansion clonale.

IV-4-2- La réplication du HTLV-1 par expansion clonale.

Comme mentionné ci-dessus, il existe une tres grande stabilité génomique du virus
HTLV-1. Cela peut étre expliqué soit par une grande fidélité de sa transcriptase inverse
contrairement aux autres rétrovirus, soit du fait qu’il se réplique essentiellement sous
forme provirale grace a la machinerie cellulaire lors d’évenements mitotiques.

Le taux d’erreur de la transcriptase inverse du HTLV-1 est de 'ordre de 7.10-¢ mutations
par paire de base et par cycle de multiplication ce qui est plus faible que pour le VIH-1,
mais qui ne peut expliquer cette grande stabilité génomique (Mansky, 2000).

Concernant la deuxiéme hypothese, différentes études réalisées chez des patients
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infectés par le HTLV-1 ont montré le caractere oligoclonal des lymphocytes infectés. En
effet, au sein d'un méme patient, la majorité des clones retrouvés présentent un génome
proviral intégré au méme endroit au niveau de la chromatine indiquant que ces clones
sont issus de la méme cellule (Wattel et al.,, 1995). Plus l'infection est précoce, plus le
nombre de clones uniques est important chez une personne infectée (Tanaka et al,,
2005).

Le modele actuel est donc que lors de la phase précoce de l'infection, le virus va se
répliquer et va étre transmis aux cellules voisines par la production de nouvelles
particules virales, entrainant une prolifération polyclonale de lymphocytes T. Puis
rapidement, durant une phase dite chronique, le virus va se répliquer sous forme de
provirus en utilisant la mitose et la machinerie cellulaire afin de persister au sein de
I'individu et ainsi échapper au systeme immunitaire. Lors de l'expansion clonale, les
lymphocytes sont immortalisés et sont dépendants de I'IL-2 pour se multiplier. Puis au
cours du temps, l'augmentation de l'instabilité génomique et l'accumulation de
différentes mutations sous 'effet de la protéine Tax va entrainer 'apparition d'un clone
pré-leucémique a l'origine du développement de 'ATL (figure 20) (Bangham et al,
2014; Semmes, 2006). Ainsi chez un individu infecté, on retrouve différents clones, mais

un seul sera a l'origine du développement de la maladie.
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Figure 20 : Modéle d’expansion clonale des lymphocytes CD4+.
Apres avoir infecté les lymphocytes CD4+, le virus HTLV-1 va se multiplier par expansion clonale dans ces cellules.
Sous l'effet de Tax, de nombreuses instabilités génétiques, des altérations du cycle cellulaire ou bien des altérations

chromosomiques vont entrainer 'apparition d’'un clone pré-leucémique. Ce clone va pouvoir par la suite acquérir un
phénotype transformé a l'origine du développement de I'ATL. Adapté de (Semmes, 2006)

V. HTLV-1: un virus oncogéne.

Le virus HTLV-1 est le seul rétrovirus humain oncogene chez 'Homme découvert a ce
jour. Comme décrit précédemment, le processus amenant a la leucémie est un
phénomene extrémement long résultant de nombreuses accumulations d’altérations au
sein de la cellule. Ces altérations sont principalement dues a la protéine Tax du virus qui,
au cours du temps, va moduler un grand nombre de processus cellulaires clés comme
des voies de signalisations cruciales (voie NF-kB, voie PI3K-Akt ou celle des MAPK),
I'activation du cycle cellulaire, I'’échappement a I'apoptose afin d’induire une survie et
prolifération lymphocytaire massive a l'origine de la leucémie, conférant alors aux

lymphocytes un phénotype dit « immortalisé ». Les pouvoirs oncogéniques de Tax ont en
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effet été démontrés in vitro par la transformation de fibroblastes de rongeurs et par
I'immortalisation de lymphocytes T primaires humains (Grassmann et al., 1992; Robek
and Ratner, 1999; Tanaka et al., 1990). In vivo, des études sur la souris exprimant Tax en
tant que transgéne ont pu montrer que l'expression de la protéine Tax seule était a
'origine de tumeur dont des leucémies semblables a I’ATL chez I'Homme (Grossman et
al, 1995; Hasegawa et al, 2006). Tax est aussi une protéine capitale dans la
transcription virale et celle de nombreux genes cellulaires favorisant leur expression.
Toutes les capacités oncogéniques de la protéine sont dues a son aptitude a interagir et a
détourner de nombreuses protéines cellulaires (Boxus et al., 2008; Currer et al., 2012).
Malgré le fait que dans la grande majorité des cas les cellules ATL n’expriment plus Tax,
les évenements conduisant a I'immortalisation par Tax sont conservés dans ces cellules
et ils sont cruciaux pour permettre la transformation lymphocytaire par la suite.
(Kataoka et al., 2015) .

Au sein du laboratoire, Tax et ses interactions avec d’autres partenaires entrainant
'activation des voies de signalisation et la transcription des genes viraux sont
particulierement étudiées. Nos travaux se sont donc portés sur | ‘étude de cette protéine
et nous discuterons au cours de cette partie des différentes voies dérégulées par Tax

favorisant la transcription virale et induisant I'immortalisation des lymphocytes T.

V-1- Modulation des principales voies de signalisations cellulaires.

V-1-1) La voie MAP Kinase.

Les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) forment une famille de protéines kinases
cytosoliques organisées en voies de signalisation permettant suite a un stimulus
extérieur tel que des facteurs de croissance, des hormones ou des facteurs de stress, de
phosphoryler de nombreux effecteurs cytosoliques ou nucléaires afin de moduler le
cycle cellulaire, I'apoptose, la différentiation ou la prolifération. Le signal extracellulaire
est transduit au niveau de récepteurs membranaires de type tyrosine kinase ou couplé
aux protéines G et les MAP3K, premiere MAPK de la série, vont étre activés via des
protéines adaptatrices ou des petites protéines G comme Ras. Les MAP3K vont a leur
tour phosphoryler, sur une sérine ou une thréonine, une deuxiéme kinase, la MAPK
Kinase (MAPKK), entrainant son activation. Enfin cette deuxiéme kinase va
phosphoryler une troisieme kinase, la MAPK, l'activant alors, ce qui lui permettra

d’activer les différents effecteurs cellulaires (Keshet and Seger, 2010) (figure 21).
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La voie des MAPK est la voie de signalisation cellulaire la plus vaste comprenant pres de
200 composants au sein desquels quatre cascades principales ont été clairement
identifiées : p38, JNK (c-Jun N-Terminal Kinase), ERK5 et ERK (Extracellular signal
Regulated Kinase). La dérégulation de ces cascades a été décrite comme étant associée
au développement de nombreux cancers , notamment 'ATL (Low and Zhang, 2016). En
effet, I'activation constitutive de la voie JNK a été décrite dans des cellules de patients
ATL ainsi que dans des lymphocytes T humains transformés par HTLV-1 in vitro (Arnulf
et al.,, 2002; Xu et al,, 1996). La protéine Tax est capable d’activer la voie des MAPK en
interagissant avec différents acteurs clés comme les protéines JNK1 ou MEKK1 (Jin et al.,
1997; Yin et al,, 1998). Tax interagit également avec la MAP3K TAK1 et sa sous-unité
régulatrice  TAB2, décrite comme étant constitutionnellement active dans les
lymphocytes T infectés par HTLV-1, entrainant I'activation des cascades JNK et p38 (Wu
and Sun, 2007). Enfin Tax peut aussi interagir avec les petites protéines G suggérant une

activation de la voie Erk via la protéine Ras (Wu et al., 2004).
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Figure 21 : Activation et modulation de la voie MAPK par Tax.
Représentation schématique des quatre cascades principales d’activation de la voie des MAPK en réponse a différents
stimuli. L’activation de la voie des MAPK entraine une cascade de phosphorylation permettant de moduler et de
réguler divers processus biologiques comme la survie cellulaire, la prolifération, la croissance ou bien le

développement. Tax active, de maniére constitutive, de nombreux facteurs de la voie comme JNK1, MEKK1 ou bien
TAK1 représenté ci-dessus par un carré bleu. Adapté de (Morrison, 2012).

V-1-2) La voie PI3K-Akt.

La voie de signalisation de la phosphoinositide-3-kinase est une voie de régulation
majeure dans le contréle de la prolifération, la survie cellulaire ou I'apoptose (Cheaib et
al, 2015) (figure 22). Elle est activée suite a la fixation de facteurs de croissance ou
d’hormones comme I'EGF (Epidermal Growth factor) sur des récepteurs tyrosine kinase
qui vont se dimériser et s’autophosphoryler. Suite a cette activation, la PI3K va étre
recrutée directement au niveau du récepteur via son interaction avec sa sous-unité
régulatrice p85 ou bien via I'intermédiaire de protéine GRB2 (GRBZ-Associated Binding
Protein) ou GAB (Growth factor Receptor-Bound protein 2). Cette interaction va activer la
sous-unité catalytique p110 de la PI3K, ce qui va engendrer la phosphorylation de PIP2
(Phosphatidylinositol-(4,5)-biphosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol-(3,4,5)-
triphosphate). PIP3 va, a son tour, recruter les protéines kinases PDK1 et Akt (Cheaib et
al,, 2015).
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Akt est une protéine centrale de la voie car, suite a son activation, elle est capable de
réguler les protéines p53, les facteurs NF-kB, CREB ou bien les protéines du complexe
mTOR empéchant ainsi I'entrée en apoptose et I'arrét du cycle cellulaire entre autre. La
nécessité que cette voie soit transitoire est primordiale. C’est pourquoi une boucle de
rétrocontrdle négatif médiée par la protéine PTEN qui va déphosphoryler PIP3 ou bien
par la protéine LKB1 qui va inhiber le complexe mTOR est finement régulée dans la
cellule (Cully et al,, 2006) (figure 22).

Comme pour la voie des MAPK, la voie PI3K-Akt est décrite comme étant dérégulée et
active dans de nombreux cancers dont I’ATL. En effet, une activation de la voie a été
décrite dans des cellules de patients ATL ou bien dans des lignées transformées par
HTLV-1 (Ikezoe et al., 2007; Jeong et al., 2005). Cette activation de la voie est médiée par
la protéine Tax qui interagit avec la sous-unité p85 de la PI3K favorisant ainsi l'activité
de la sous-unité catalytique p110 (Peloponese and Jeang, 2006). Tax semble pouvoir
agir au niveau du complexe mTOR en agissant sur des effecteurs en aval (Yoshita et al,,
2012). Enfin, Tax va réprimer l'expression des répresseurs négatifs comme PTEN

entrainant une activation de la voie (Fukuda et al., 2012) (figure 22).
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Figure 22 : Activation et modulation de la voie PI3K-AKkt par Tax.
Suite a la fixation de ligand comme I'EGF au niveau de récepteur tyrosine kinase, la PI3K, composée de la sous unité
p85 et p110, va étre recrutée sous la membrane. Le recrutement de la PI3K va entrainer la phosphorylation de PIP2
en PIP3 induisant le recrutement de Akt. Akt va induire la phosphorylation de nombreux effecteurs impliqués dans la
survie cellulaire ou bien la prolifération. Tax va activer cette voie a différents niveaux.
Tout d’abord, Tax va inhiber PTEN a l'origine du contréle de la phosphorylation de PIP3 en PIP2 afin de réguler

'activation de la voie. Puis, Tax va interagir avec la sous unité p85 de PI3K ou avec les effecteurs en aval de mTOR
afin de I'activer de maniere constitutive. Adapté de (Cheaib et al.,, 2015)

V-1-3) La voie NF-KB.

La voie NF-kB est une cascade de signalisation cellulaire qui controle I'activation de la
transcription de genes clés impliqués dans la prolifération, I'inflammation, la réponse
immunitaire, 'apoptose et 'oncogenése (Xiao and Fu, 2011). Cette voie fait intervenir
différents facteurs de transcription, tres conservés au cours de I’évolution, fonctionnant
en homo ou hétérodimeres (figure 23). Ces facteurs de transcription appartiennent a la
famille Rel composée de p65 (RelA), c-Rel, RelB, NF-kB1 (p50/p105) et NF-kB2
(p52/p100). Ces protéines possedent toutes dans leurs parties N-terminales un
domaine RHD (Rel Homology Domain) leur permettant d’'une part de pouvoir étre
transloquées dans le noyau grace a la présence d'une séquence NLS et d’autre part de se

lier directement a I’ADN au niveau d’éléments de réponse kB. Les protéines RelA, RelB et
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c-Rel possédent, de plus, un domaine de transactivation TAD (TAD Transactivating
Domain) leur permettant d’interagir directement avec la machinerie transcriptionnelle.
En revanche les protéines p50 et p52 n’ayant pas de domaine TAD, forment des diméres
avec c-Rel et RelA ou RelB respectivement pour étre fonctionnelles. Il est a noter que les
protéines p50 et p52 sont synthétisées sous la forme de précurseurs protéiques,
respectivement p105 et p100, qui sont clivés par la suite pour donner naissance aux
formes matures (figure 23).

Lorsque la cellule n’est soumise a aucun signal, les facteurs de transcription sont liés a
des inhibiteurs cytoplasmiques IkB (Inhibitors of kB) empéchant ainsi leur import
nucléaire et I'activation anarchique de la voie en se liant directement aux domaines TAD
(Vallabhapurapu and Karin, 2009). Lors d’un stimulus activateur, les inhibiteurs IkB
sont dégradés, entrainant la libération des facteurs de transcription et le démasquage du

motif NLS, permettant donc leur translocation dans le noyau.

En fonction des types de signaux regus par la cellule, deux voies NF-kB distinctes
peuvent étre activées.

La premiere, appelée voie canonique, est caractérisée par I'induction de la translocation
de RelA/p65. Elle est composée du complexe IKK (IkB Kinase) formé de deux sous-unités
catalytiques, IKKa et IKKf3, associées a une sous-unité régulatrice IKKy (ou NEMO, NF-kB
Essential Modulator). Ce complexe peut étre activé par certaines cytokines (IL-1, TNFq,
Tumor Necrosis Factor a) ou par la liaison de ligands aux TLR (Toll-Like Receptors) ce qui
va déclencher la translocation nucléaire du dimere p50/p65 qui va se fixer aux éléments
de réponses kB sur le génome et activer la transcription de genes cibles. Pour que le
complexe soit activé, le signal doit étre transduit via des protéines adaptatrices TRAF6
(Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor), TRAF2 ou TRAF5 qui vont-elles-
méme activer la kinase TAK1 (Transforming growth factor 8 Activated Kinase 1). TAK-1
va alors phosphoryler et activer [KKa et IKK( qui, a leur tour, vont phosphoryler IkBq,
induisant alors sa polyubiquitination et sa dégradation via le protéasome 26S et libérant
ainsi les facteurs de transcription p50/p65 (figure 24).

La seconde voie, qui est qualifiée de non canonique (ou alterne) par opposition a la
premieére, est caractérisée par I'induction de la translocation de RelB. La kinase NIK (NF-
kB Inducing Kinase) est I’élément central de I'activation de cette voie. Suite des signaux

plus limités que dans la voie canonique, comme les protéines BAFF (B-Cell Activating

66



Factor), la lymphotoxine (3, le ligand de CD40, RANKL (Receptor Activator of NF-kB
Ligand) ou TWEAK (TNF-Like Weak Inducer of Apoptosis), les protéines TRAF2 et TRAF3
vont étre dégradées entrainant la libération de NIK et son accumulation dans le
cytoplasme. NIK va alors s’autophosphoryler entrainant la phosphorylation et
I'activation de IKKa. Les dimeres IKKa, suite a leur activation, vont se lier aux dimeres
RelB/p100 entrainant la phosphorylation de p100 et son clivage en p52. Puis, le dimere

RelB/p52 migre dans le noyau pour exercer son activité transcriptionnelle (figure 24).

Comme pour les voies MAPK et PI3P-Akt, la voie NF-kB a été décrite comme étant
perturbée dans de nombreux cancers (Xiao and Fu, 2011) . L’ATL ne fait pas exception et
il a été montré une activation constitutive de la voie dans les cellules de patients ATL
ainsi que dans des lymphocytes transformés par HTLV-1 ou encore dans des cellules
n’exprimant que Tax (Kfoury et al.,, 2012). Tax agit donc a différents endroits de la voie
pour 'activer de maniere permanente (figure 24). Il est intéressant de noter que dans le
cas des ATL, lI'implication des miRNA a été associée a une activation de la voie en
absence de Tax (Moles and Nicot, 2015).

Pour la voie canonique, Tax s’associe directement au complexe IKK via l'interaction avec
NEMO et entraine son activation via sa phosphorylation (Currer et al., 2012; Harhaj and
Sun, 1999; Kfoury et al, 2012). Le mécanisme a l'origine de la phosphorylation du
complexe est toujours un élément de controverse et il est admis que le recrutement par
Tax de nombreuses kinases comme NIK, TAK1 ou bien MEKK1 permettrait la
phosphorylation de celui-ci. Tax est aussi capable de se lier directement aux inhibiteurs
IkB et notamment [kBa via leurs motifs ankyrines favorisant ainsi leur dégradation via
le protéasome indépendamment de leur activation physiologique (Hirai et al., 1994;
Suzuki et al., 1995). De plus, Tax est peut se lier au protéasome au niveau des sous-
unités HsN3 et HC9, favorisant l'interaction avec les IkB et leurs dégradations (Rousset
et al., 1996). En se liant aux inhibiteurs IkB, Tax va permettre la libération et la
translocation des dimeres p50/RelA dans le noyau. Enfin, Tax est aussi capable de se lier
a RelA et de favoriser son interaction aux éléments de réponses kB des promoteurs

cibles (figure 24).

La voie non canonique est aussi ciblée par Tax. Tax est capable d’interagir avec p100 et

d’entrainer son clivage en p52 (Higuchi et al., 2007; Lanoix et al., 1994) (figure 24). De
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maniere intéressante, le clivage de p100 en p52 n’est pas dépendant de I'activation de
NIK. En effet, il a été montré dans ce cas particulier que Tax formerait un complexe
comprenant IKKa et p100. Cette liaison entre ces trois partenaires favoriserait la
phosphorylation des sérines 866 et 870 de p100 puis son ubiquitination entrainant
alors son clivage en p52 (Xiao et al., 2001). De plus, 'activation de la voie non canonique
par Tax permet une stimulation de la voie canonique. En effet, 'activation de la voie non
canonique entraine la répression de I'expression du gene WWOX connu pour inhiber

spécifiquement la voie canonique (Fu et al., 2011) (figure 24).
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Figure 23 : Structure protéique des inhibiteurs IkB et des facteurs NFkB.

Les facteurs NFkB ont tous en commun un domaine d’homologie a Rel (RHD) présent dans leur partie N-Terminale, ici
représenté en orange, leur permettant de s’homo ou s’hétéro-dimeriser, de se lier a '’ADN ou d’étre transloqués dans
le noyau. Les facteurs Rel A, Rel B et c-Rel possédent dans leur partie C-Terminale un domaine TAD permettant
d’activer la transcription. Les inhibiteurs IkB possedent des domaines ankyrines (ARD), représentés en bleu, leur
permettant d’interagir avec les domaines RHD des facteurs NFkB entrainant leur rétention dans le cytoplasme. Les
protéines p105 et p100, précurseurs des protéines p50 et p52 respectivement, contiennent a la fois des domaines
TAD et des domaines ARD. Adapté de (Xiao and Fu, 2011).
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Figure 24 : Activation et modulation de la voie NF-kB par Tax.
La voie NF-KB est activée de maniére constitutive par la protéine Tax. Dans ce schéma, les effets activateurs de la

protéine Tax sont représentés en orange alors que les effets répresseurs, notamment médiés par la protéine WWOX,
sont représentés en rose. Adapté de (Chen, 2005)
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V-1-4) La voie AP-1.

L’activation des différentes voies de signalisation précédemment décrites résulte en la
production de nombreux facteurs de transcriptions regroupés dans la famille des
protéines AP-1. Les protéines AP-1 sont regroupées en 5 familles: Jun (c-Jun, JunB,
JunC), Fos (c-Fos, Fos-B, Fra-1, Fra-2), CREB/ATF (CREB-1, CREB-2,..) et Maf
(Musculoapeuronotic Fibrosarcoma). Elles ont en commun un domaine B-Zip permettant
des interactions homotypiques de type «coiled coil ». Les facteurs AP-1 sont
transcriptionellement actifs sous formes d’homodimeéres ou d’hétérodimeres pour la
famille Jun (figure). Les membres de la famille Fos sont cependant non actifs sous forme
d’homodimere et nécessitent l'interaction avec un membre de la famille Jun. Ces
nombreuses combinaisons sont spécifiques a des séquences consensus sur les
promoteurs de genes cibles.

Dans le cas des ATL, la voie AP-1 est, bien entendu, fortement activée étant donné que
les voies MAPK ou bien PI3K en amont sont directement activées par la protéine Tax
(Fujii et al., 2000; Mori et al., 2000). Ainsi Tax est capable de stimuler la production de c-
Fos, Fos-B, Fra-1, Fra-2, c-Jun, Jun-B et Jun-D dans des lignées transformées par le virus
HTLV-1 et d’augmenter la liaison de ces facteurs au niveau de site de réponse AP-1 (Iwai

etal.,, 2001; Peloponese and Jeang, 2006).

Au vu de l'interconnexion qui existe entre les différents acteurs de la famille AP-1, Tax
est donc capable de moduler les différentes voies de la cellule en méme temps amplifiant
ainsi son effet. Ainsi, Tax va déréguler I'expression de nombreux génes impliqués dans la
régulation de la prolifération et de la différentiation lymphocytaire, de I'apoptose ou
bien de la production de cytokines expliquant en partie les mécanismes aboutissant a

I'immortalisation lymphocytaire.
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V-2- Détournement du cycle cellulaire et de 'apoptose.

La dérégulation des acteurs controlant le cycle cellulaire et I'entrée en apoptose sont
une étape clé pour Tax dans l'induction de la prolifération et de la survie des cellules

infectées.
V-2-1) Cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire est composé de 4 phases (figure 25). La premiére correspond a la
phase G1 durant laquelle la cellule va croitre et se préparer a la réplication. La phase S
qui suit correspond a la réplication du génome puis suit la phase G2, phase de croissance
et de préparation a la mitose, puis la phase M durant laquelle la mitose va étre réalisée a
proprement parler. Le passage d’une phase a l'autre est un processus biologique
extrémement régulé par des kinases dépendantes de cyclines CDK (Cycline Dependant
Kinase) associées bien entendu a des cyclines. Les complexes cdk/cycline sont eux
méme régulés par des phosphatases ou bien des kinases faisant partie de la famille des
inhibiteurs de CDK. Ainsi on peut décrire les protéines de la familles Cip/Kip qui
agissent sur tous les complexes cdk/cyclines et les protéines de la famille INK4 régulant
spécifiquement les complexes CDK(4/6)/cycline D (figure 25). Les complexes
cdk/cyclines ainsi que leurs inhibiteurs assurent donc un contrdle qualité tout au long
du cycle cellulaire évitant ainsi toutes anomalies. Quatre points de contrdles sont ainsi
décrits lors de I'avancement du cycle. Le premier appelé point de restriction permet, en
fonction de I’état cellulaire, le passage en phase G1 ou de rester en phase de quiescence
GO. Un deuxieme point de controle se trouve durant la phase S évitant ainsi de
poursuivre en cas d’anomalie au cours de la réplication. Un troisieme point de controle
entre la phase G2 /M est présent permettant de vérifier que le matériel génétique a bien
été dupliqué pour la mitose. Enfin, un quatrieme point de controle est effectué lors de
'alignement des chromosomes au centre du fuseau mitotique avant la division (figure

25).

La protéine Tax va agir a différents endroits du cycle cellulaire et notamment lors de la
transition G1/S induisant ainsi une division cellulaire anarchique. Ainsi, le premier effet
identifié est 'accélération du passage entre la phase G1 et la phase S par Tax. D’'un point
de vue mécanistique, le passage dépend de la phosphorylation de la protéine du

rétinoblastome (Rb) qui va ainsi libérer le facteur de transcription E2F qui controle les
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promoteurs des genes nécessaires au passage en phase S (figure 25). Pour augmenter la
transition, Tax va interagir a différents points stratégiques. Tout d’abord Tax va
augmenter 'expression des cyclines D1 et D2 impliquées dans la progression du cycle
(Akagi et al, 1996; Huang et al, 2001; Kim et al, 2010). Cette augmentation, aussi
retrouvée dans les cellules ATL, va favoriser 'association de la cycline 2 avec CDK6 mais
également avec CDK4 et CDK2 (Santiago et al., 1999). De plus, grace a I'activation de la
voie kkk, Tax va augmenter |'expression des CDK2, CDK4 et CDKS®, de la cycline E et du
facteur de transcription E2F. Parallelement, Tax va réprimer I'expression des
répresseurs p18inkéc, p19inkdd = K27Kipl pqglnksa et p15nk4b Jeyant ainsi toute inhibition
sur CDK4 (Akagi et al., 1996; Iwanaga et al., 2001). De plus, Tax va interagir avec les
complexes CDK/cyclineD favorisant la phosphorylation de Rb. Enfin, une étude a montré
que Tax avait la capacité d’interagir directement avec Rb hypophosphorylé favorisant sa
dégradation via le protéasome (Kehn et al,, 2005).

Il a récemment été décrit que Tax accélérait la durée de la phase S en activant beaucoup
plus précocement des origines de réplication censées étre tardives favorisant ainsi la
réplication cellulaire. Pour ce faire Tax entraine une hyperacétylation des histones en
recrutant I'hélicase MCM2-2 et I'histone acétylase p300 (Boxus et al., 2012)

En perturbant ces différents points de contrdle, Tax va ainsi favoriser la prolifération

lymphocytaire.
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Figure 25 : Modulation du cycle cellulaire par Tax.

A. Représentation du cycle cellulaire eucaryote composé de 4 phases G1, S, G2 et M. La progression entre chaque
phase est finement régulée par des complexes CDK/cyclines comme indiqué dans ce schéma. Le passage G1/S est
régulé par les complexes CDK (4/6)/cycline D et par les complexes CDK2/cycline E. Tax favorise la transition G1/S en
stimulant I'expression ou l'activité des activateurs du cycle (représenté par les fleches bleues) et bloque I'expression
des répresseurs (représenté par les fleches oranges).

B. Représentation schématique de la régulation de la protéine du rétinoblastome Rb dans la transition G1/S. Lors de
cette transition, les complexes cycline E/CDK2 et cycline D/CDK (4/6) vont induire '’hyperphosphorylation de la
protéine Rb libérant ainsi le facteur de transcription E2F. Tax interagit avec la forme hypophosphorylée de la protéine
Rb notée pRB et induit sa dégradation par le protéasome (représentée par une fléeche orange) favorisant la libération
du facteur E2F, gouvernant I'expression des génes nécessaires au passage en phase S.

V-2-2) Stimulation de la production de cytokines.

Un autre moyen mis en place par Tax pour stimuler la prolifération lymphocytaire est sa
capacité a induire la production de cytokine ainsi que de leurs récepteurs a la membrane
des cellules infectées. Il a été rapidement décrit que Tax stimulait la sécrétion d’'IL-2
ainsi que I'expression de la chaine a de son récepteur mettant en avant I'implication de

la stimulation autocrine et paracrine des interleukines dans la prolifération
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lymphocytaire médiée par Tax (Inoue et al,, 1986; Maruyama et al., 1987). Les mémes
observations ont été réalisées par I'équipe de Mizuguchi en décrivant une augmentation
de la production d’'IL-21 et de son récepteur entrainant la prolifération des lymphocytes
T (Mizuguchi et al.,, 2009). Enfin, une augmentation de la quantité d’IL-13, ainsi qu'une
nouvelle fois de son récepteur, a été décrite chez des patients ATL suggérant

I'importance de la dérégulation de ces boucles d’interleukines (Waldele et al., 2004).
V-2-3) Blocage de I’entrée en apoptose.

Parallelement a la stimulation lymphocytaire, Tax va jouer un réle important dans la
survie des lymphocytes infectés en dérégulant les mécanismes d’entrée en apoptose.
Pour se faire, Tax a la capacité d'induire la production de toute une batterie de
molécules anti apoptotique comme Bcl-XI (Mori et al.,, 2001), les protéines inhibitrices
de l'apoptose IAP (Inhibitors of Apoptosis protein) (Waldele et al., 2006), la survivine
(Kawakami et al,, 1999), c-Flip (cellular Flice-Like Inhibitory protein) (Krueger et al,
2006), CXCR7 (Jin et al., 2009) ou bien Bcl-3 (Saito et al,, 2010) (figure 26).

A l'inverse, Tax a aussi la capacité de réprimer les protéines pro-apoptotique comme
Bax, Bim et Bid (Brauweiler et al., 1997; Miihleisen et al, 2014). De maniere
intéressante, toutes ces activations sont dépendantes de la production de facteur NF-kB
ou CREB, montrant une nouvelle fois I'interconnexion qui existe entre les différentes
voies dérégulées par Tax (figure 26).

A Texception de c-Flip, toutes les protéines anti apoptotiques stimulées par Tax
bloquent la voie intrinseque de 'apoptose. Cette voie, aussi appelée voie mitochondriale,
est principalement activée par un stress cellulaire contrairement a la voie extrinseque
qui est activée par la liaison de ligands extracellulaires au niveau de récepteurs de mort
(fas, CD95, DR4 ou DR5). Malgré le fait que Tax cible préférentiellement la voie
intrinséque, la voie extrinseque n’est pas en reste et il a été montré que Tax ciblait
particulierement la protéine p53 (figure 26).

P53 est, en effet, la protéine majeure produite lors de la réponse extrinseque suite a un
stress cellulaire, comme des 1ésions de ’ADN ou une prolifération cellulaire non contrélé
par exemple. Ainsi, p53 a la capacité d’induire la transcription de nombreux genes
entrainant I'arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou I’entrée en apoptose si
aucune réparation n’est possible. Au vu de ses fonctions, p53 est communément appelée

« la protéine gardienne du génome » et elle est une cible essentielle pour Tax. Afin de
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'inactiver, Tax va recruter les facteurs CBP/p300 nécessaire a p53 pour pouvoir induire
la transcription de gene cible (Ariumi et al., 2000). Tax a aussi la capacité d’induire la
phosphorylation de p65 (RelA) favorisant ainsi sa liaison a p53. En effet, lorsqu’aucun
signal de stress n’est détecté, p53 est liée a p65 phosphorylée au niveau de ses
promoteurs cibles mais elle est inactive et n’entraine pas de transcription. Tax, via sa
capacité a activer la sous-unité catalytique IKKB du complexe IKK, va entrainer la
phosphorylation de p65 favorisant sa liaison a p53 (Jeong et al., 2004). Dans tout les cas,
Tax n’interagit pas directement avec p53 et ne 'empéche pas de se fixer au niveau de ses

promoteurs cibles sur 'ADN.
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Figure 26 : Dérégulation des mécanismes d’apoptose par Tax.

Le schéma représente les voies intrinséques (mitochondriales) ou bien extrinséques de l'apoptose. La voie
intrinseque est activée en réponse a un stress cellulaire comme 'induction de dommage a I’ADN ou bien la détection
d’anomalies au niveau du cycle et implique I'activation du facteur de transcription p53. La voie extrinséque quand a
elle est activée par des signaux de morts cellulaires (DR4/DR5, fas, . .). Tax agit sur les deux voies et plus
spécifiquement sur la voie intrinséque en stimulant la production des protéines anti apoptotique de la famille IAP,
BCL-XL ou encore FLIP (représenté par une fleche orange). Ces molécules sont exprimées suite a une activation de la
voie NF-kB, phénoméne amplifié puisque Tax stimule et active de maniere constitutive cette voie. De plus, Tax
réprime 'expression des protéines pro-apoptotique comme Bax, Bim et Bid en réprimant le facteur de transcription
p53 (représenté par une étoile verte). Adapté de (de Vries et al.,, 2006).
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V-3-Induction d’altération génétique.

De nombreuses anomalies génétiques comme des délétions, des insertions, des
mutations diverses ou bien des aberrations chromosomiques comme des aneuploidies
ou des translocations sont retrouvées dans les cellules ATL, conférant aux noyaux de ces
cellules leur aspect caractéristique en forme de fleurs avec un nombre élevé de
micronuclei (Itoyama et al, 1990; Matsuoka and Jeang, 2007). Ces aberrations
contribuent fortement a l'initiation de la transformation lymphocytaire et elles sont
médiée principalement par la protéine Tax.

Une des premieres causes de cette accumulation d’anomalies génétiques est due a la
capacité de Tax d’inhiber les différentes machineries de détection d’erreurs génomiques
et de réparation de '’ADN (figure 27). Tax est, en effet, capable de réprimer la
réparation de '’ADN par excision de nucléotides appelés NER (Nucleotide Excision
Repair) (Kao and Marriott, 1999). Ce mécanisme de réparation permet de diminuer les
lésions de ’ADN comme la formation de dimeres de pyrimidines suite a une exposition
aux UV pouvant bloquer ainsi 'ADN polymérase lors de la réplication. Pour induire
I'inhibition du NER, il a été décrit que Tax ciblait directement la sous-unité catalytique
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) de '’ADN polymérase ainsi que la protéine p53
(Lemoine et al., 2000). Tax est aussi capable de bloquer un autre mécanisme de
réparation de I’ADN appelé BER (Base Excision Repair) qui est impliqué dans la
réparation de cassures simples brins de I’ADN ainsi que des sites abasiques entrainant
un endommagement des bases (figure 27). Pour ce faire, Tax cible '’ADN polymérase 3
en réprimant son expression (Jeang et al,, 1990). Le dernier mécanisme de réparation
d’anomalie simple brin est appelé MMR (Mismatch Repair). 11 intervient lors de la
détection d'un mésappariement entre deux bases qui sont censées étre
complémentaires. Une dérégulation des enzymes impliquées dans l'exécution de ce
mécanisme a été retrouvée dans les ATL. De plus, une diminution de la machinerie de
réparation MMR a été montrée dans des cellules exprimant Tax (Morimoto et al., 2005;
Nicot, 2015). En plus d’inhiber les machineries de réparation des mutations simple brin,
Tax est aussi capable d’interférer avec les machineries permettant la réparation de
cassures doubles brins. Ainsi les mécanismes de recombinaisons homologues (RH) et de
religatures d’extrémités non homologues NHE] (Non Homologous Non Joigning) sont

inhibés par Tax qui va recruter dans des foyers nucléaires les différentes enzymes et
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protéines impliquées dans la réparation. Tax séquestre les facteurs MDC1 (Mediator of
DNA Damage Checkpoint 1), BRCA-1 (Breast Cancer 1), DNA-PK (DNA Dependent Protein
Kinase) et la protéine Ku80, empéchant la reconnaissance des cassures doubles brins
(Belgnaoui et al,, 2010; Ducu et al,, 2011).

L’'inhibition de ces enzymes de réparation ainsi que le fait que Tax inhibe 'entrée en
apoptose des lymphocytes infectés conduisent a une accumulation d’anomalies
génétiques, créant un environnement favorable a la transformation. L’accumulation de
mutations génétiques est aussi accentuée par la protéine Tax elle-méme, qui a la
capacité d’induire la production de ROS (Reactive Oxygen Species) altérant directement
I’ADN (Choi and Harhaj, 2014).

Enfin, I'aspect caractéristique des noyaux des cellules ATL en forme de fleurs est
directement lié a 'apparition d’aberrations chromosomiques. Tax est responsable de ces
malformations en agissant en divers point. Tout d’abord comme décrit précédemment,
le blocage des machineries de réparation de '’ADN empéche la résolution des différentes
mutations pouvant intervenir au sein du génome. L’apparition de cassure doubles brins
entraine I'apparition d’extrémité 3’OH libre de part et d’autre des cassures favorisant
ainsi les remaniements chromosomiques au sein de micronuclei (Majone and Jeang,
2000). Le raccourcissement des télomeres a aussi été décrit dans les ATL sous
I'influence de Tax contribuant a la fusion de chromosomes entre eux. Ainsi Tax va
collaborer avec la protéine TAL1 (T-cell Acute Lymphoblastic leukemia 1) pour
réprimer la sous-unité catalytique de la télomerase hTERT (Terme et al., 2009; Zane et
al,, 2012). Enfin, il a été décrit que les cellules ATL présentaient une aneuploidie c’est a
dire un nombre aberrant de chromosomes (Afonso et al., 2007) . Cela est, encore une
fois, dG a la protéine Tax qui va agir lors de la mitose au niveau du fuseau mitotique a
I'origine de la ségrégation chromosomique. Pour ce faire, Tax va entrainer une
fragmentation des centrosomes a l'origine de la formation du fuseau mitotique en
interagissant avec RanBP1(Peloponese et al., 2005). Tax a aussi la capacité d’empécher
la duplication des centrosomes en interagissant avec la protéine TAX1BP2 créant ainsi
une ségrégation unique. Enfin, Tax va se lier aux protéines HsMad1 et HsMad2 au niveau
des centrosomes empéchant ainsi la détection d’'une anomalie lors d'une ségrégation

anormale durant la mitose (Jin et al., 1998).
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Figure 27 : Représentation des différentes voies de réparation de 'ADN et de leur modulation par Tax.
Les différentes voies de réparations associées a chaque type de dommage a I’ADN sont représentées ici de maniere
schématique. Tax module toutes ces voies en interagissant avec différents partenaires. Les protéines entourées en

orange ci dessus sont cibles de la protéine Tax. Bien que la voie MMR soit dérégulé dans les ATL, aucune cible
moléculaire ciblée par Tax n’a pour le moment été découverte. Adapté de (Rass et al,, 2012)

V-4- Détournement de la machinerie de transcription.

Au vu des différentes caractéristiques précédemment décrites au cours de ce manuscrit,
la production de la protéine Tax est cruciale pour I'établissement de la
lymphomageneése. Afin de pouvoir déréguler les différentes voies de signalisation
cellulaire, Tax va devoir étre produite en grande quantité par le virus. Pour ce faire, Tax
a la capacité de stimuler la transcription de son propre promoteur en détournant la
machinerie de transcription cellulaire (figure 28).

Comme décrit précédemment, afin d‘initier la transcription des protéines virales, la
transcription basale du LTR 5’ est nécessaire. Elle dépend notamment du recrutement
de facteurs de transcription de la famille AP-1 composée des dimeéres fos et jun incluant
c-Jun, Jun-B, Jun-C, c-Fos, Fos-B, Fra-1 et Fra-2 (Fujii et al., 1995; Jeang et al., 1991). Une
fois la protéine Tax exprimée, elle va alors avoir la capacité de transcrire de maniere
importante le LTR 5’ du virus.

Tout d’abord Tax va interagir avec 'histone déacetylase HDAC-1 ainsi qu’avec des
meéthyltransferase (HMT) ou des déméthyltransferase (HDM) afin de provoquer une
décondensation de la chromatine favorable a un recrutement de différents complexes de
la machinerie transcriptionelle, levant ainsi la répression des promoteurs viraux (Boxus

et al., 2008; Lu et al,, 2004) (figure 28). Apres cette étape, Tax ne pouvant se lier seule
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directement a I’ADN va recruter les facteurs de transcriptions cellulaires de la famille
CREB/ATF en se liant au niveau de leurs domaines b-ZIP, permettant leurs fixations au
niveau des éléments TRE (Tax Response element) présents au niveau de la région U3 du
LTR (Kim et al.,, 2010; Zhao and Giam, 1992). Cette région contient trois séquences de
21pb nommées VCRE (viral cAMP Responsive Element) composées d'un motif
octamérique [TGACG(T/A)(C/G)(T/A) flanqué en 5’ d’'une région riche en G et en 3’
d’une région riche en C.

Les facteurs CREB/ATF peuvent se lier au niveau de ces séquences car elles présentent
un motif tres similaire a 'élément de réponse a '’AMP cyclique ou CRE (cAMP response
element) de séquence [TGACGTCA]. La dimérisation de Tax est nécessaire au
recrutement et a la dimérisation des facteurs CREB/ATF (CREB 1 et CREB 2) sur le
promoteur viral (Jin and Jeang, 1997; Tie et al., 1996). Le complexe ternaire ainsi formé
est stabilisé par une interaction avec le petit sillon de ’ADN au niveau des régions riches
en G et en C de chaque coté des éléments TRE (Lundblad et al., 1998). Suite a la
formation du complexe avec CREB, Tax va recruter les co-activateurs CBP/p300
permettant la formation d’'un complexe quaternaire (Harrod et al.,, 2000). Différentes
études récentes ont pu montrer que la stabilisation du complexe quaternaire était
fortement dépendante de la phosphorylation de CREB sur le sérine 133 (Geiger et al,,
2008). De plus, il a été montré que le niveau de CREB phosphorylé dans des lignées
infectées par HTLV-1 était supérieur a des lignées non infectées et que I'expression de
Tax dans des cellules 293T augmente la phosphorylation de CREB (Kim et al,, 2007;
Trevisan et al, 2004). Tous ces résultats vont dans le sens d'un roéle clé de la
phosphorylation de CREB dans la formation du complexe et dans l'activation de la
transcription du LTR 5.

De plus, d’autres co-activateurs correspondant aux protéines TORC1, 2 et 3 ont
récemment été décrits comme recrutés par Tax et comme permettant une
transactivation optimale du promoteur viral (Koga et al., 2004; Siu et al., 2006) (figure

28).

Finalement a ce complexe multi protéique s’ajoute aussi PCAF (CBP/p300 associated
factor) qui va permettre, avec les autres partenaires du complexe, une acétylation des
histones. Ceci va entrainer une décondensation de la chromatine et le recrutement de la

machinerie de transcription cellulaire notamment le facteur de transcription TFIID et
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I’ARN polymerase II sur le promoteur viral (Lu et al, 2002). Pour faciliter 'accés du
complexe au niveau de la chromatine, le complexe de remodelage de la chromatine
SWI/SNF (Switch/Sucrose Non Fermentable) est également recruté par la protéine Tax
(Easley et al., 2010) (figure 28).

Toujours pour favoriser et optimiser la transcription du LTR 5’, Tax va interagir
directement avec TAFII28 (TBP-Associated Factor Il 28) et TBP (TATA Binding Protein),
les deux sous-unités catalytiques de TFIID, ainsi qu'avec le complexe TF(II)A favorisant
le recrutement des facteurs de transcriptions généraux sur le promoteur et sur la
séquence cis-régulatrice TATA (Caron et al., 1997). Enfin, une fois le complexe de
transcription fixé sur le promoteur, Tax va aussi promouvoir l’élongation de la
transcription. Pour ce faire, Tax va recruter la kinase dépendante des cyclines CDK9 et la
cycline T1 qui correspondent aux deux sous-unités du complexe P-TEFb (Positive
Transcription Elongation Factor b) favorisant son recrutement sur le promoteur viral
(Zhou et al,, 2006). Tax va aussi phosphoryler ’ARN polymerase Il au niveau de la sérine

2 de son domaine C-Terminal, lui permettant ainsi de réaliser I'’élongation.
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Figure 28 : Model actuel d’activation du LTR 5’ du virus HTLV-1 induite par Tax.

Représentation schématique du modéle actuel d’activation du LTR 5’ du virus HTLV-1 dépendant de Tax. A. Afin de
permettre le recrutement des différents facteurs permettant la transcription virale, Tax interagit avec I'histone
déacetylase HDAC-1 ainsi qu’avec différentes histones méthyltransferase (HMT) afin de moduler la compaction de la
chromatine. B. Tax recrute différents facteurs de transcriptions afin de former un complexe composé de dimere de
CREB phosphorylés (CA, CREB/ATF), des enzymes de modifications des histones (CBP/p300, PCAF), des enzymes
SWI/SNF impliquées dans le remodelage de la chromatine et les cofacteurs TORC afin de stabiliser le complexe. Ce
complexe se fixe via CREB au niveau d’élément vCRE (viral AMPc elements) situées dans une région de 21pb appelée
TRE (Tax Responsive Element). C. Tax favorise la fixation des facteurs de transcriptions TFIIA et TFIID au niveau de la
boite TATA du LTR induisant le recrutement de I'’ARN pol II. D. Tax recrute le facteur P-TEFb qui va permettre la
phosphorylation du domaine C-Terminal de ’ARN pol II permettant le début de I’élongation et de la transcription. Le
complexe SWI/SNF prévient 'arrét de ’élongation en amont de la polymérase. Adapté de (Boxus et al., 2008)

En plus de pouvoir stimuler sa propre transcription, la protéine Tax, en se liant avec
diverses protéines de la machinerie de transcription, va pouvoir déréguler '’expression
de nombreux genes cellulaires. Tax a, en effet, la capacité d’induire I'expression du
promoteur de I'IL-17 ou bien de c-Fos en recrutant les facteurs CREB/ATF ainsi que de
stimuler les LTR de virus endogénes comme HERV-W8 ou HERV-H (Alexandre and
Verrier, 1991; Dodon et al., 2004). En fonction du site d’intégration de ces virus, la
stimulation de ces LTR pourrait contribuer a une prédisposition chez des personnes

infectées a développer des maladies (Toufaily et al., 2011). Le recrutement des facteurs
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CREB/ATF peut également entrainer un effet répresseur sur certains types de
promoteur comme ceux des genes codant pour la cycline A et D3 ou pour ’ADN
polymérase o (Kibler and Jeang, 2001). Cette répression serait due a une compétition
exercée par Tax qui recruterait tous les co-activateurs au niveau de géne fortement
transcrits par celui ci.

Enfin, comme décrit précédemment, Tax peut interagir avec de nombreux facteurs de
transcription comme ceux de la voie AP-1, SRF ou NF-kB lui permettant de réguler
I'expression de centaines de génes cellulaires. Tax est donc une véritable protéine chef
d’orchestre qui, avec ses fonctions pléiotropes, va pouvoir agir a tous les niveaux en
interagissant avec toutes les voies de signalisation pour pouvoir induire non seulement
I'immortalisation mais également un environnement favorable a la transformation

lymphocytaire.
V-5-Un autre acteur responsable de la transformation : la protéine HBZ.

Bien que le sujet de cette these soit essentiellement basé sur la protéine Tax, il était
cependant nécessaire a mon sens de faire un bref aparté sur les effets de HBZ. Comme
dit précédemment dans lintroduction, plusieurs éléments comme le fait qu'HBZ
entraine 'apparition de dermatites et de lymphomes chez des lapins ainsi que chez des
souris transgéniques ou bien le fait que dans la grande majorité des cas seul HBZ est
exprimée dans les cellules de patients ATL suggerent un réle extrémement important de
I'expression d’'HBZ dans I'oncogeneése virale (Zhao and Matsuoka, 2012).

Un des roles communément admis par la communauté scientifique a propos d’'HBZ est
celui de contrebalancer 'activation excessive de la protéine Tax et de diminuer ses effets
hyper activateurs afin de favoriser la latence virale et l'échappement d’un clone
transformé au systeme immunitaire. En effet, il a été démontré que la protéine HBZ est
faiblement immunogene par rapport a la protéine Tax (Shiohama et al., 2016). Afin de
réguler I'expression de la protéine Tax, il a tout d’abord été démontré que HBZ avait la
capacité de diminuer la transcription du LTR 5’ (Gaudray et al., 2002) (figure 29).
Comme son nom l'indique, la protéine HBZ contient en C Terminale un domaine bZip qui
va interagir avec la plupart des facteurs de transcription contenant un domaine bZIP
comme les facteurs ATF-1, CREB1/2, c-Jun, Jun-B et Jun-D empéchant alors le
recrutement de ces facteurs par Tax au niveau du promoteur (Lemasson et al.,, 2007). De

plus, via son domaine N-Terminal, HBZ va interagir avec le co-activateur CBP/p300 en
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se liant a son domaine KIX, empéchant ainsi la formation du complexe quaternaire
formé par Tax au niveau des éléments vCRE situées au niveau du TRE (Clerc et al,,
2008). Le recrutement de ces différents acteurs n’empéche en rien la transcription du
LTR 3’ qui est sensiblement différente de I'activation du 5’. En effet la transcription au
niveau du LTR 3’ est fortement dépendante de facteur spl (Yoshida et al.,, 2008). La
transcription est donc constitutionnellement active dans la cellule. De plus, il est
intéressant de noter que Tax pourrait, en interagissant une nouvelle fois avec CREB, se
fixer au éléments de réponses vCRE présent aussi au niveau du LTR 3’ pour favoriser la
transcription de HBZ (Landry et al., 2009).

En plus de réprimer la transcription du LTR5’, HBZ a aussi la capacité de moduler les
différentes voies de signalisation activées par Tax (figure 29). En effet, il a été démontré
que HBZ avait la capacité de réprimer I'activation de la voie canonique de la voie NF-kB
en empéchant d'une part la liaison de p65 au niveau de ces éléments de réponses sur
I’ADN et d’autre part en favorisant la dégradation de p65 via PDMLZ2, une E3 ligase
ciblant p65 et entrainant sa dégradation via le protéasome(Yan et al.,, 2009; Zhao et al,,
2009b). Il est intéressant de noter qu‘en présence d’une forte quantité de Tax au début
de l'infection, HBZ seule ne suffit pas a réprimer la voie canonique. Cependant, HBZ
pourrait avoir un réle majeur lors de I'’échappement d’un clone leucémique n’exprimant
plus Tax en maintenant l'activation de la voie non canonique, favorisant ainsi la
persistance du clone transformé. De plus, la forte expression de Tax entraine la
senescence cellulaire due en particulier a '’hyperactivation de la voie NF-kB. Il a été
montré que HBZ est capable de moduler ou bien de lever cette senescence en réprimant
'activation de la voie (Philip et al.,, 2014). La balance entre Tax et HBZ est donc un point
crucial dans I'établissement et la persistance du clone leucémique. Une autre étude du
méme groupe met en avant cette fois ci le réle d’HBZ dans la persistance viral. En effet, il
est montré qu'HBZ est capable d’induire la latence virale en inhibant la protéine Rex et
en diminuant 'activation de la voie NF-kB par Tax (Zhi et al., 2011). HBZ affecte aussi la
voie AP-1 qui est fortement dérégulée par Tax comme vu précédemment. HBZ interagit
avec les facteurs c-Jun et Jun-B et empéchent leur fixation au niveau de I’ADN (figure
29). HBZ a aussi la capacité d’induire la dégradation de c-Jun ou de le séquestrer dans
des corps nucléaires empéchant, dans tous les cas, qu’il puisse exercer son activité

(Basbous et al., 2003; Isono et al., 2008; Matsumoto et al., 2005).
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De maniere intéressante, nous pouvons encore une fois mettre en avant le double role
d’HBZ. En effet, en interagissant avec les facteurs de transcriptions AP-1, HBZ réprime
'activation médiée par Tax mais HBZ est aussi capable d’interagir avec ces facteurs pour
induire la prolifération lymphocytaire . En effet, HBZ favorise la transcription de Jun-D
et forme des dimeéres avec lui pour stimuler I'expression du gene hTERT, une sous-unité
catalytique de la télomerase humaine fortement impliquée dans I'immortalisation et la
transformation lymphocytaire (Thébault et al., 2004). De maniere intéressante, le
recrutement de Jun-D est aussi décrit pour favoriser la transcription du LTR 3’ du virus.
HBZ contribue, tout comme Tax, a la création d’instabilité génomique en stimulant la
transcription de miRNA comme les miR17 et miR21(Vernin et al.,, 2014). Enfin, HBZ est
aussi impliqué dans l'inhibition de l'apoptose en interagissant avec le facteur de
transcription Foxo3a entrainant alors une répression des facteurs pro apoptotiques Bim

et fasL (Tanaka-Nakanishi et al., 2014).
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Figure 29 : Les multiples fonctions de HBZ.

Schéma bilan représentant les différentes fonctions de HBZ conduisant a la transformation lymphocytaire et a
I'établissement de I’ATL. Adapté de (Zhao, 2016)
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HBZ est donc une protéine majeure impliquée dans le développement de la phase
leucémique. La balance d’expression Tax/HBZ est considérée comme I'évenement clé
gouvernant la transition immortalisation (impliquant majoritairement Tax) et la
transformation (impliquant majoritairement HBZ). Elle permet de réguler I'expression
de Tax et de contrebalancer ces effets déléteres dus a I'activation excessive des voies de
signalisation cellulaires. HBZ joue aussi un réle majeur lors de la sélection d’'un clone
leucémique en lui permettant d’échapper au systéme immunitaire, d’induire la
persistance virale et d’empécher les mécanismes d’apoptose favorisant ainsi I’expansion
clonale. L’établissement de la leucémie n’est donc pas la résultante de la seule

expression de Tax mais de I'action successive de Tax puis HBZ.

Au sein du laboratoire, nous nous intéressons particulierement a la protéine Tax et a ses
effets contribuant a l'immortalisation et favorisant la transformation lymphocytaire.
Comme décrit précédemment, Tax a la capacité d’'induire de nombreuses voies de
signalisation en interagissant avec de multiples partenaires. Cette capacité de Tax a
interagir et a détourner 'activité d’enzymes ou de facteurs de transcription est cruciale
pour déréguler les mécanismes conduisant a l'immortalisation mais cela est aussi
extrémement important pour que Tax puisse transactiver le LTR 5’ et stimuler sa propre
expression. La transcription du LTR 5 médiée par Tax est la résultante du recrutement
de nombreuses protéines formant un complexe de transactivation dont une des étapes
clés est le recrutement et la fixation de dimeére de CREB au niveau d’éléments de
réponses vCRE (Viral c-AMPcyclique Element) situés au niveau des TRE. La stabilité du
complexe et la formation de celui-ci est notamment dépendante de I'état de
phosphorylation des diméres de CREB. La phosphorylation de CREB est cruciale. Elle est
augmentée dans les lignées transformées par HTLV-1 et Tax induit directement cette
phosphorylation.

De maniére intéressante, CREB est aussi décrite dans la littérature comme étant régulé
par différentes modifications post traductionnelles comme I'acétylation mais aussi par
une autre modification dérégulée dans de nombreux cancer: 1'O-GlcNAcylation. La
partie suivante présente donc les connaissances concernant le processus de O-

GIcNAcylation.
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VI- La O-GlcNAcylation : une modification post traductionnelle
cruciale.

VI-1- Généralités :

La O-N-acetylglusaminylation ou O-GlcNAcylation est une modification dynamique et
réversible décrite pour la premiére fois en 1984 par G.W Hart et Torres (Torres and
Hart, 1984). Elle consiste en 'ajout d'un résidu monosaccharidique N-acetylglucosamine
sur une thréonine ou une sérine de protéines cibles (Fardini et al., 2013). Aucun site
consensus n’a, a ce jour, été décrit cependant il est admis que la modification cible
préférentiellement les séquences peptidiques riches en sérines et thréonines avec une
proline en position -2 et -3 et sur des motifs de type PV-PV-V-gS/T-S /T ou encore P-X-
gT-X-A (Alfaro et al.,, 2012; Trinidad et al., 2012; Wang et al., 2010a).

Cette modification affecte les protéines cytosoliques, nucléaires ou mitochondriales. Elle
est extrémement conservée au cours de I'évolution et on la retrouve chez de nombreux
organismes comme les virus (CMV, CytoMegaloVirus), les bactéries (Listeria
Monocitigenes), les parasites (Toxoplama Gondii), les nématodes, les insectes et les
mammiferes reflétant son caractere fondamental (Greis et al, 1994; Hanover et al,,
2005; Perez-Cervera et al., 2011; Schirm et al., 2004; Torres and Hart, 1984).

La O-GlcNAcylation régule de nombreux processus fondamentaux dans la cellule en
ciblant un tres grand nombre de protéines comme des facteurs de transcription (CREB,
c-Fos, spl, Jun), des enzymes phosphatases/kinases (Akt, GSK3), des composants du
cytosquelette (vimentine, vinculine, Tau), les effecteurs de la voie NF-kB (Rel4, IKK,
TAK1), des protéines du cycle cellulaire (p21,p17), du pore nucléaire (NUP 180,
NUP153) ou bien des acteurs majeurs de la traduction comme I’ARN polymerase II
(Hart, 2014). Les protéines impliquées dans les mécanismes épigénétiques comme les
histones ainsi que des enzymes ciblant la méthylation de 'ADN (enzymes TET) sont
aussi cibles de cette modification (Sakabe et al.,, 2010; Zhang et al,, 2014). A ce jour, plus
de 1 000 protéines ont été référencées sur la data base dbOGAP
(https://wangj27.u.hpc.mssm.edu/hulab/OGAP.html) et ce nombre ne fait que croitre.
La O-GlcNAcylation est gouvernée uniquement par un couple d’enzymes formant le
complexe nommé OGIcNAzyme (Whisenhunt, 2006). Ces deux enzymes sont 'OGT (O-

linked-N-atetylglucosaminyltransferase) qui transfere, a partir de son substrat UDP-
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GIcNAc, un résidu GIcNAc sur les protéines cibles et 'OGA (0-GIcNAc Hydrolase) qui est
capable d’hydrolyser et de retirer ce résidu (Hart, 2014).

VI-2- L’OGT (O-linked-N-atetylglucosaminyltransferase).

VI-2-1-Découverte et structure.

L’OGT fut découverte et caractérisée en 1990 par I'équipe d’Hart a partir d’extrait de
réticulocytes de lapin, puis chez le rat deux ans plus tard a partir d’extraits de foie
(Haltiwanger et al., 1990, 1992). Par la suite le clonage de I'OGT dans différentes especes
a permis de mettre en avant la forte conservation de sa séquence au cours de I'évolution.
En effet, 'OGT humaine comprend 99% d’homologie avec la séquence nucléotidique de
I'OGT de rat et 61% d’homologie sont retrouvés entre I'OGT de rat et celle de
Caenorhabtidis elegans (Kreppel et al., 1997; Lubas et al., 1997). La haute conservation
de I'’enzyme au cours de I'évolution peut s’expliquer du fait de son réle primordial au
cours du développement chez les mammiféres. En effet, I'invalidation du gene OGT est
létale des le 4¢me jour de développement embryonnaire chez la souris. De plus,
I'invalidation de 'OGT conduit a des perturbations au niveau de la fonction cellulaire en
induisant I'entrée en apoptose des lymphocytes T ou bien l'arrét de la croissance des
fibroblastes associé a une altération de I’expression des génes codant pour c-myc, sp1 ou
bien I'inhibiteur de la cycline kinase p27 (O’Donnell et al.,, 2004; Shafi et al., 2000).

Le caractere fondamental de I'OGT est renforcé du fait qu’elle est codée par un seul gene
que I'on retrouve chez ’'Homme sur le chromosome X au niveau de région Xq13.1, région
au niveau du centrosome caractérisée comme étant fragile et associée a des maladies
neurologiques comme la maladie de Parkinson (Shafi et al., 2000).

Chez 'Homme, trois formes d’OGT, résultant de différents épissages, ont été décrites
présentant un domaine C-Terminal identique mais avec des variations dans la partie N-
Terminale, leur conférant ainsi une localisation différente (Hanover et al., 2003) (figure
30).

On retrouve ainsi une premiere forme de 110 kDa qui est la forme la plus abondamment
présente au sein de la cellule avec une localisation aussi bien nucléaire que
cytoplasmique. Cette forme appelée ncOGT (Nuclear and Cytoplasmic OGT) est présente
de maniere ubiquitaire mais montre cependant des niveaux d’expression variables en
fonction du type cellulaire. En effet, elle est trés abondante dans le cerveau ainsi que

dans les cellules pancréatiques (Hanover et al, 1999; Slawson and Hart, 2011). La
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deuxieme forme appelée sOGT (short OGT) est, comme son nom l'indique, la forme la
plus courte d’une taille de 78kDa. Sa répartition est identique a celle de la forme longue.
Enfin, une troisieme forme, dite intermédiaire, de 103 kDa appelée mOGT
(mitochondrial OGT) a la particularité de contenir au niveau de sa partie N-Terminale
une séquence MTS (Mitochondria Targetting Sequence) lui conférant un adressage au
niveau de la membrane interne mitochondriale (Love et al., 2003).

D’un point de vue général, la structure protéique de I'OGT peut étre divisée en trois
parties distinctes (figure 30). Dans la région N terminale on retrouve plusieurs
répétitions de domaines TPR (Tetratricopeptide repeat) dont le nombre varie en
fonction des différentes formes de 'OGT. Ainsi la forme longue posséde 12 répétitions
alors que la forme mitochondriale et la forme courte en possedent 9 et 3 respectivement
figure 30. Ces domaines sont impliqués dans les interactions protéines-protéines et
permettent la liaison de 'OGT a ses différents substrats. En effet, si la délétion de ses
régions n’entraine pas d’inhibition de T'activité de I’enzyme, elle entraine une
modulation de la reconnaissance de ses substrats. Le nombre variable de régions TPR
des différentes isoformes de 'OGT peut donc expliquer la spécificité de chacune de ces
formes pour leurs substrats. Les domaines TPR sont aussi impliqués dans la
multimérisation de I'OGT, celle-ci pouvant se réaliser entre les différentes isoformes
(Iyer and Hart, 2003).

Les régions N- terminale et C- terminale sont séparées par une région tres peu
conservée en termes de longueur et de séquence d’acides aminés. Cette région appelée
« linker » a été décrite chez 'Homme et chez C.Elegans comme contenant une séquence
NLS d’adressage nucléaire (Lubas et al., 1997).

Enfin, la région C-Terminale est commune aux différentes isoformes de 'OGT et elle est
décrite comme contenant la région catalytique de 'enzyme. En effet, la délétion de la
partie C-terminale jusqu’au domaine linker entraine une perte de l'activité enzymatique
de I'OGT (Lubas and Hanover, 2000). Ce domaine est constitué de deux régions
homologues appelées CD I et CD II pour Conserved Domain I et II. Le domaine CD I
pourrait contenir les sites de liaison a la partie UDP de 'UDP-GIcNAc tandis que le motif

CD II contient un motif « Lectin Like » (Roos and Hanover, 2000) (figure 30).
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Figure 30 : Structure des trois isoformes de 'OGT et de leurs différents domaines.
Trois isoformes ont été décrites a ce jours : une forme longue appelé ncOGT, une forme mitochondriale appelée mOGT
et une forme courte sOGT. Les trois formes ont un commun un domaine C Terminale contenant les domaines
catalytiques CD I et CD II ainsi qu'un domaine de liaison au phosphinositide PPO. Dans la partie N Terminale, on
retrouve la présence des domaines TPR impliqués dans les interactions proteine-proteine dont le nombre varie en

fonction des isoformes. La forme mOGT contient un domaine MTS (Mitochondria Targetting Sequence) permettant sa
localisation mitochondriale. Adapté de (Ruan et al., 2013).

VI-2-2- Modifications post traductionnelles de I'OGT.

L’OGT est ciblée par de nombreuses modifications post traductionnelles dont le réle est
aujourd’hui encore discuté au sein de la communauté scientifique.

L’OGT est tout d’abord ciblée par la phosphorylation. En effet plusieurs sites de
phosphorylation ont été décrits au niveau des domaines TPR sur les sérines 3, 4, 10, 11,
15 et 20 ainsi que sur la thréonine 325 (Olsen et al, 2010). Un autre site de
phosphorylation a été décrit dans la région C- Terminale au niveau de la tyrosine 989.
Plusieurs kinases ont été impliquées dans la phosphorylation de 'OGT comme CAMK IV
(Calcium/Calmodulin-dependent Kinase 1V), CAMK Il ou PKA (protein kinase A) (Song et
al, 2008). La phosphorylation de 'OGT permettrait une activation de '’enzyme et lui
confererait une spécificité de substrat en fonction du site phosphorylé (Whelan et al,,
2008).

L’OGT est aussi cible de O-GlcNAcylation, suggérant une boucle de rétrocontrole.
Plusieurs sites d’0-GIcNAcylation ont été décrits au niveau des domaines TPR ou dans la
partie catalytique (Khidekel et al., 2007; Tai et al., 2004). Cependant, le rdle précis de la
0-GIcNAcylation de I'OGT reste encore a élucider.

Enfin, I'OGT est aussi cible de S-Nitrosylation. Suite a une stimulation de macrophages
par du LPS, 'OGT est dénitrosylée, entrainant une augmentation de son activité (Ryu

and Do, 2011). La nitrosylation agit donc comme régulateur négatif de 'OGT.
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VI-2-3- Inhibiteurs pharmacologiques de I'OGT.

La découverte d’inhibiteurs fut tardive, c’est pourquoi des inhibiteurs de la GFAT
(Glutamine Fructose-6-phosphate Amido Tranferase), enzyme de la voie des héxosamines
que nous décrirons par la suite, furent initialement utilisés pour réduire artificiellement
le niveau d’O-GlcNAcylation. L’alloxane, un analogue structural de l'uracile, fut
découvert le premier (Konrad et al., 2002). Cependant de nombreux effets déléteres dus
a 'accumulation de ROS (Reactive Oxygen Species) au sein de la cellule ont été observés
pouvant biaiser les résultats quant au role propre de I'inhibition de 'enzyme (Marin et
al, 2011). Récemment, suite a de nombreux cribles a haut débit, différents inhibiteurs
ont été décrit dont 'UDP-5SGIcNAc qui se révele étre un excellent inhibiteur ciblant la

voie de sauvetage de production d'UDP-GIcNAc (Trapannone et al., 2016).

VI-3- L’OGA (N-Acetyl--D glucosaminidase ou OGlcNAcase).

VI-3-1-Découverte et structure.

L’OGA fut découverte en 1994 a partir d’extraits cytosoliques de rate puis par la suite a
partir d’extraits de cerveau de bovins (Dong and Hart, 1994). Elle fut initialement
décrite comme I’héxosaminidase C au vu de sa structure proche des héxosaminidases
lysosomales de type A et B. Cependant, a la différence des autres héxosaminidases
lysosomales, 'OGA est soluble, sa localisation est principalement cytoplasmique et son
activité enzymatique optimale s’effectue a un pH neutre (5,5 a 7) (Braidman et al,
1974). Tout comme pour I'OGT, la séquence de 'OGA est trés conservée au cours de
I’évolution et des expériences d’invalidation du gene ont montré un réle crucial de
I'enzyme dans le développement embryonnaire entrainant une mort néonatale chez la
souris (Yang et al,, 2012). En 2001, Gao et ses collegues ont cloné et séquencé le gene
codant pour 'OGA a partir d’extrait de cerveau humain révélant une homologie de
séquence avec le géne MGEAS (Meningioma-Expressed Antigen 5) (Gao et al,, 2001). La
protéine MGEAS est une hyaluronidase impliquée dans une réponse auto-immune chez
des patients atteint de méningiome (Heckel et al., 1998).

Chez 'Homme, le géne OGA se situe sur le chromosome 10 en position 10q24, locus
impliqué dans les prédispositions a la maladie d’Alzheimer et au diabete de type 2 chez

certaines populations mexicano-américaines (Lehman et al., 2005; Myers et al., 2000).
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Deux transcrits issus d'un épissage alternatif ont été décrit conduisant a la production
de deux formes de I'OGA différant dans leurs parties C-Terminales (Comtesse et al.,
2001) (figure 31). Ainsi on trouve une premiere forme de 130 kDa tres
majoritairement exprimée dans le cytoplasme appelée NCOAT (Nuclear and Cytoplasmic
OGIcNAc Transferase and Acetyltrasnferase) ou fOGA (Full-lenght OGA) et une forme plus
courte amputée de son domaine HAT (Histone Acetyl transferase), dont la localisation
serait préférentiellement nucléaire (Macauley and Vocadlo, 2009) .

L’OGA peut donc étre divisée en fonction de la forme produite en deux parties: un
domaine N-Terminal contenant l'activité héxosaminidase et un domaine C-Terminal
associé a une activité acétyltransferase (figure 31). Cependant, il est a noter que
I'activité acétyltransferase est encore discutée car elle n’a pour le moment pas été
décrite in vivo (Toleman et al, 2004). Les parties N-Terminale et C-Terminale sont
séparées par une région de liaison présentant un site de clivage par la caspase 3
n’altérant pas l'activité catalytique de 'enzyme (Butkinaree et al., 2008). De maniere
intéressante, cette région de liaison a été décrite comme étant le lieu d’interaction avec
les six premiers domaines TPR de I'OGT, permettant ainsi la formation du complexe
OGIcNAzyme (Whisenhunt, 2006) (figure 31). Enfin, contrairement a I'OGT, les

différentes formes de 'OGA ne semble pas se multimériser.
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Figure 31 : Structure des deux isoformes de 'OGA et leurs différents domaines.
Deux isoformes de I'OGA ont été décrite a ce jours: une forme longue appelé ncOGA et une forme courte sOGA
amputée du domaine HAT (Histone Acetyle Transferase). Les deux isoformes ont en commun un domaine de liaison

pour I'OGT et le domaine catalytique associé a 'activité hydrolase de 'enzyme dans la partie N Terminale. Adapté de
(Ruan et al., 2013).

VI-3-2-Modifications post-traductionnelles de I'OGA.

Les études et, par conséquent, les fonctions connues des modifications post-
traductionnelles de I'OGA sont beaucoup moins nombreuses que pour 'OGT. Cependant,
tout comme I'OGT, I'OGA est aussi cible de phosphorylation. Plusieurs sites ont été

décrits aussi bien chez le rat que chez 'Homme comme les sérines 364, 859, 867 et 873

92



(Olsen et al,, 2010). Un site consensus pour la caséine kinase II a été décrit au niveau de
la sérine 364 (Rigbolt et al., 2011). Les sites de phosphorylation sont repartis tout au
long des différents domaines de 'OGA et aucune fonction particuliére n’a été décrite a ce
jour. L’OGA est aussi cible de O-GlcNAcylation sur la sérine 405, modification dont le réle

n’a pas été élucidé (Khidekel et al., 2007).
VI-3-3-Inhibiteurs de I'OGA.

De nombreux inhibiteurs de I'OGA ont été découverts et décrits. Le PUGNACc fut le plus
utilisé, cependant sa spécificité pour I'OGA fut remise en cause puisque l'inhibiteur cible
également les héxosaminidases A et B (Haltiwanger et al.,, 1998; Kim et al., 2006a). La
Streptozotocine (STZ) fut aussi utilisée, cependant cette drogue est particulierement
toxique pour les cellules eucaryotes (Pathak et al, 2008). Plus récemment des
inhibiteurs comme le ThiametG ou le NButGT ont été évalués , qui ont la particularité

d’étre stables et spécifiques (Macauley et al., 2010; Yuzwa et al., 2008).
VI-4-La voie de biosynthese des héxosamines.

Afin de réaliser son activité catalytique, 'OGT a besoin d’uridine 5-diphospho N-
acétylglucosamine ou UDP-GIcNac comme substrat. Pour ce faire, 'UDP-GIcNAc est
produit a partir du glucose suite a une cascade de réactions enzymatiques regroupées
dans la voie de biosynthese des héxosamines (HBP, Hexosamine Biosynthetic Pathway)
(figure 32). Ainsi, une fois entré dans la cellule via des transporteurs du glucose GLUT,
le glucose va étre phosphorylé immédiatement par une héxokinase afin de former du
glucose-6-phosphate. Ce dernier entre dans trois voies métaboliques :

e lavoie des pentoses phosphates,

e laformation de glycogene,

e apres épimérisation par la glucose-6-phosphate isomerase, fournir du fructose-6-
phosphate a la cellule qui sera orienté, dans sa grande majorité, dans la glycolyse,
source d’énergie principale de la cellule.

Le reste du fructose-6-phosphate, correspondant a environ 2 a 5% du glucose

intracellulaire, sera utilisé par la voie HBP afin de fournir de 'UDP-GIcNAc.

La voie HBP commence par la formation de glucosamine-6-phosphate a partir du

fructose-6-phosphate grace a l'intervention de I'enzyme GFAT (Glutamine Fructose-6-
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phosphate Amido Tranferase) (figure 32). Par la suite, la glucosamine-6-phosphate va
étre acétylé sous 'action de la Glucosamine-6-phosphate Acétyltransferase pour donner
du N-acétylglucosamine-6-phosphate (GIcNAc-6-P) qui sera a son tour converti en N-
acétylglucosamine-1-phosphate (GlcNAc-1-P) par l'acétylglucosamine phosphomutase
(figure 32). Enfin, 'UDP-GIcNAc pyrophosphorylase va terminer la voie HBP en
permettant la formation d’'UDP-GIcNAc a partir du N-acétylglucosamine-1-phosphate.
L’UDP-GIcNAc ainsi disponible va étre pris en charge par 'OGT afin de réguler le niveau
d’0O-GlcNAcylation intracellulaire. De maniere intéressante, une voie, dite de sauvetage,
est aussi présente dans la cellule afin de récupérer le N-acétylglucosamine hydrolysé par
I’'OGA pour étre réincorporé dans la voie HBP et ainsi produire de nouveau de I'UDP-
GIcNAc. Pour se faire, la N-acétylglucosamine hydrolysée va étre phosphorylée par la
GIcNAc kinase et réintégrée sous forme de GIcNAc-6-phosphate dans la voie HBP (figure
32).

La voie HBP est régulée principalement par I'enzyme GFAT, qui est I’enzyme limitante
inhibée directement par le produit final de la voie, 'UDP-GIcNAc, mettant en avant une
boucle de rétrocontrdle négatif pour réguler la quantité d’'UDP-GIcNAc intracellulaire
(Broschat et al.,, 2002) (figure 32). Plusieurs analogues de la glutamine comme le 6-
diazo-5-o0xo-L-norleucine (DON) ou bien l'azasérine ont été décrit comme inhibant la
GFAT, diminuant de ce fait la O-GlcNAcylation (Milewski, 2002). A linverse, la
glucosamine va augmenter le niveau d’O-GlcNAcylation intracellulaire en favorisant
I'activité de I'OGT. En effet, la glucosamine va passer outre la GFAT en donnant

directement la glucosamine-6-phosphate (Copeland et al., 2008).
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Figure 32 : La voie des hexosamines.
Représentation schématique de la voie des hexosamines avec les différentes enzymes impliquées dans la cascade de
signalisation. Le glucose, la glutamine ainsi que la glucosamine peuvent entrer dans cette voie afin d’aboutir a la
production d’'UDP-GlcNAc. LA majorité du glucose entrant dans la cellule est cependant a destination de la synthese de

glycogéne et pour la voie des pentoses phosphates. Seul 2 a 5% du glucose sera utilisé dans la voie des hexosamines.
Adapté de (Dehennaut et al., 2014).

VI-5-Phosphorylation et O-GlcNAcylation : le yin et le yang.

De nombreuses études ont mis en avant la connexion qui existe entre phosphorylation
et O-GlcNAcylation. Cette réciprocité entre les deux modifications a été appelée
phénomene de « yin-yang » (figure 33). Ainsi, il a été montré qu’'un traitement avec des
inhibiteurs de phosphatases comme I'acide okadaique entrainait une diminution de la O-
GIcNAcylation des protéines principalement a localisation nucléaire (Lefebvre et al,,
1999). A l'inverse, 'inhibition des kinases PKA ou PKC induit une augmentation de la O-
GIcNAcylation de ces mémes protéines (Griffith and Schmitz, 1999). La régulation entre
phosphorylation et O-GIcNAcylation est cependant plus complexe car une inhibition de
la kinase GSK3[ entraine soit une augmentation de la O-GlcNAcylation de certaines
protéines (principalement de protéines de choc thermique ou des protéines du

cytosquelette) soit une diminution de la O-GlcNAcylation d’autres protéines comme des
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facteurs de transcription (HCF1) ou bien des protéines de liaison a '’ARN (HnRNP K)
(Wang etal., 2007).

De méme, la modulation des enzymes du complexe OGLcNAzyme, en sur-exprimant ou
en diminuant l'expression de I'0GA ou de I'OGT, impacte directement la balance O-
GlcNAcylation/phosphorylation. Ainsi une diminution de I'expression de 'OGA entraine
une diminution de la phosphorylation globale et une inactivation ou une modulation des
kinases GSK3[3 ou AKT par exemple (Vosseller et al.,, 2002; Wang et al., 2008). De méme,
la surexpression de I'OGT entraine une augmentation ou une diminution de la
phosphorylation de différents sites de protéines du fuseau mitotique montrant une
nouvelle fois une modulation spécifique en fonction des protéines (Wang et al.,, 2010b).
Cette spécificité peut étre expliquée par la relation qui existe entre le complexe
OGIcNAzyme et des complexes phosphatases/kinases comme le complexe
OGT/OGA/AuroraKinaseB/PPIc qui régule la phosphorylation et la O-GlcNAcylation des
protéines du cytosquelette, comme la vimentine, lors de la mitose (Slawson et al., 2008).
Il existe donc, par la formation de complexes multi-protéiques, une régulation fine des
protéines ou des facteurs de transcription. La régulation phosphorylation/O-
GlcNAcylation peut ainsi étre compétitive et toucher les mémes résidus thréonines ou
sérines comme pour c-myc ou ’ARN pol II (Chou et al,, 1995a; Comer and Hart, 2001).
Dans le cas de c-myc, la compétition entre O-GIcNAcylation et phosphorylation de la
sérine 58 pourrait moduler sa localisation cellulaire ainsi que son activité (Li and Yi,
2014). Cette compétition peut également avoir lieu sur des sites adjacents, comme dans
le cas de p53 pour laquelle il est décrit que la phosphorylation de la thréonine 155
entraine la dégradation de la protéine par la voie du protéasome. De maniére
intéressante, la O-GlcNAcylation de p53 au niveau de la sérine 149 bloque la dégradation

de la protéine en empéchant la phosphorylation de la thréonine 155 (Yang et al., 2006).
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Figure 33 : Relation entre O-GlcNAcylation et phosphorylation, « leYin et le Yang ».

L’alternance entre phosphorylation et O-GlcNAcylation est donc un processus
extrémement fin permettant des régulations trés précises en fonction de I'état cellulaire
et de I'environnement dans lequel la cellule se trouve. Au vu des nombreuses protéines
ciblées par O-GlcNAcylation, cette modification est cruciale pour la régulation des
processus cellulaires fondamentaux et il n’est pas surprenant qu'une perturbation dans
la régulation de la O-GlcNAcylation soit associée a de nombreuses pathologies, dont le
cancer. Dans notre étude, nous nous sommes particulierement intéressés a la régulation
de la transcription du promoteur du HTLV-1 par la O-GlcNAcylation. Nous détaillerons
donc par la suite, aprés avoir montré la corrélation entre O-GIcNAcylation et cancer,
I'implication de la O-GlcNAcylation dans la régulation de la transcription ainsi que son

implication dans la modulation de I’état de compaction de la chromatine.
VI-6- O-GlcNAcylation et cancer.

Une modulation de la O-GlcNAcylation ainsi que des variations d’expression de 'OGT et
de 'OGA ont été décrites dans de nombreux types de cancer (Fardini et al., 2013).

D’'un point de vue général, le développement tumoral est souvent associé a une
augmentation de la O-GlcNAcylation, liée a une surexpression de I'OGT. Ce phénomene

est retrouvé dans le cas du cancer du sein, du colon, du foie ou de la prostate (Gu et al,,

97



2010; Krzeslak et al.,, 2012a; Mi et al,, 2011; Zhu et al,, 2012). A I'inverse, dans le cas de
leucémies chroniques, un niveau de O-GIlcNAcylation plus faible ainsi qu'une
augmentation de I'activité de I'OGA seraient associés a un développement tumoral plus
agressif (Shi et al, 2010). De maniere intéressante, il ne semble pas y avoir de
corrélation entre le niveau d’OGA et ces différents cancers. Ainsi certaines études
montrent une diminution du niveau de I'OGA dans le cas de cancers du sein et des
ovaires, d’hépatocarcinomes ou de cancers de la vessie (Gu et al., 2010; Krzeslak et al,,
2012a; Rozanski et al., 2012; Zhu et al, 2012). D’autres études réalisées dans des
cancers du poumon montrent que le niveau d’'OGA ne semble pas varier (Mi et al.,, 2011)
alors que son niveau d’expression semble augmenter dans le cas de cancer de
I'’endometre, du sein ou de la thyroide (Krzeslak et al, 2012b; Slawson et al., 2001).
Dans tous les cas, la perturbation des enzymes responsables de la 0O-GlcNAcylation
semblent étre impliquée dans le processus tumoral. Ainsi, I'invalidation de I'OGT dans
des cellules tumorales mammaires inhibe la prolifération cellulaire, l'invasion, la
migration et la croissance tumorale (Caldwell et al., 2010). De maniére intéressante, les
mémes résultats sont obtenus lors de la surexpression de I'OGA dans des cellules
tumorales mammaires sans cependant avoir d’effet sur la croissance des tumeurs (Gu et
al, 2010). De méme, dans le cas de cancers du poumon ou du colon, I'inhibition de I'OGT
réduit le potentiel invasif des cellules cancéreuses mais ne diminue pas la prolifération
cellulaire (Mi et al., 2011). Enfin, certaines études ont permis de corréler le niveau
d’expression de 'OGA et de 'OGT en fonction du grade de la tumeur, permettant une
potentielle application diagnostique. Ainsi, Krzeslak et al montre une expression plus
importante de 'OGT dans des tumeurs mammaires et endométriales de stade II et III
comparé a celles du stade I. De maniere intéressante, le niveau d’'OGA est beaucoup plus
bas pour le stade II et IIl que pour le stade I (Krzeslak et al, 2012a). Les mémes
observations ont été réalisées dans le cas de tumeurs de la vessie. Ainsi, dans 'urine des
patients, le niveau de transcrit de I'OGT est fortement augmenté dans le cas de tumeurs

avancées et le niveau de I'OGA est diminué (Rozanski et al., 2012).
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VI-7- 0-GlcNAcylation et facteurs de transcription.

De nombreux facteurs de transcription cruciaux dans le développement de cancer ont
été décrits comme étant régulés et modulés par 0O-GlcNAcylation, nous citerons ici les
principaux (figure 34).

C’est le cas du facteur de transcription oncogénique c-myc, responsable, entre autre, de
la stimulation du cycle cellulaire et de la réplication, qui est exprimé a tres faible niveau
dans les cellules mais retrouvé surexprimé dans le cas de nombreux cancers (Meyer and
Penn, 2008) (figure 34). Suite a un signal de prolifération, c-myc va étre phosphorylé au
niveau de la sérine 62 puis, afin que I'évenement soit transitoire, la kinase GSK3f va
phosphoryler c-myc au niveau de la thréonine 58, induisant alors la dégradation de la
protéine (Gregory et al., 2003). La thréonine 58 a été décrite comme étant un « point
chaud » muté dans de nombreux lymphomes empéchant ainsi la dégradation de c-myc et
augmentant sa stabilité. De maniére intéressante, il a été montré que la thréonine 58 est
aussi cible de la O-GlcNAcylation et que la mutation de la sérine 62 ou de la GSK3f3
augmente la 0-GIcNAcylation de la thréonine 58 de c-myc ainsi que sa stabilité. Ceci
laisse penser que l'augmentation de la O-GlcNAcylation de c-myc au niveau de la
thréonine 58 empécherait alors sa phosphorylation et par conséquent sa dégradation
(Chou et al,, 1995a; Li and Yi, 2014). De plus, il a été montré que dans des lignées issues
de cancers prostatiques, I'OGT est surexprimée en association avec une augmentation de
la O-GlcNAcylation de c-myc. Enfin, I'inhibition pharmacologique de I'OGT entraine une
diminution de la O-GIcNAcylation de c-myc et de sa stabilité dans ces mémes cellules
(Itkonen et al,, 2013). Une étude a récemment montré que l'inhibition de I'OGT dans des
lignées pancréatiques entraine la diminution de la prolifération cellulaire associée a une

perte d’expression de c-myc (Itkonen et al., 2016).

La protéine p53, décrite comme la protéine gardienne du génome et retrouvée comme
mutée dans plus de 50% des cancers, est aussi cible de O-GlcNAcylation (Aschauer and
Muller, 2016) (figure 35). La protéine p53, suite a différents signaux de stress, va étre
phosphorylée empéchant alors sa liaison a I'E3 ligase MDM2 et donc sa dégradation (Dai
and Gu, 2010). Par la suite, la dégradation de p53 va étre médiée par sa phosphorylation
par COP9 sur la thréonine 155, empéchant ainsi la liaison de p53 a I’ADN. Il a été montré

que la O-GlcNAcylation de la sérine 149 empéchait la phosphorylation de la thréonine
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155 favorisant ainsi sa stabilité et son activité (Yang et al., 2006).

Les facteurs de transcription de la voie NF-kB, sont aussi régulés par O-GIcNAcylation
(figure 34). Ainsi, il a été montré dans des cellules pancréatiques que la O-
GlcNAcylation de p65 augmente l'activation des kinases [KKa et IKKB (Ma et al,, 2013).
De plus, la O-GIcNAcylation de p65 au niveau de la thréonine 352 favorise son activité
transcriptionnelle en diminuant son interaction avec l'inhibiteur IkBa (Yang et al,
2008). Une autre étude a montré que la O-GIcNAcylation de p65 au niveau de la
thréonine 305 était nécessaire pour permettre l'acétylation de p65 par p300,
permettant alors d’activer la voie NF-kB en réponse a une stimulation au TNF-a (Allison
et al,, 2012). La O-GIcNAcylation de p65 peut aussi étre associé a une répression de la
voie NF-kB comme montré dans des cellules musculaires lisses de l'aorte chez le rat ou
les auteurs montrent que I'augmentation de la O-GlcNAcylation de p65 au niveau de la
sérine 536 favorise son interaction avec IkBa et entraine donc une diminution de
'activation de la voie NF-kB induite par le TNF-a (Xing et al., 2011). Le complexe IKK est
aussi ciblé par 0-GlcNAcylation, en particulier IKK qui est OGlcNAcylé sur la sérine 733
favorisant ainsi sa phosphorylation et 'activation de la voie (Kawauchi et al., 2009).
L’'implication de la O-GlcNAcylation sur la voie NF-kB nécessite cependant encore des

études et semble étre cellule-dépendante.

D’autres facteurs de transcription et protéines sont aussi cibles de la O-GlcNAcylation et
pourraient avoir un réle dans la tumorigenese. Ainsi, la O-GlcNAcylation du récepteur
aux cestrogenes 3 est impliqué dans le développement de tumeurs mammaires (Cheng
and Hart, 2001), celle de la 3-caténine (Olivier-Van Stichelen et al., 2012) ou de FOXM1
dans l'induction du cycle cellulaire et celle de ChREBP dans la croissance cellulaire et la
régulation de la dépendance des cellules cancéreuses au glucose pour ne citer qu’eux
(Jozwiak et al., 2014). La modulation de la voie PIP3/AKT est également modulée par O-
GIcNAcylation (Kanwal et al., 2013) et celle-ci intervient également dans les fonctions
des métalloprotéines MMPs ou de la E-cadherine dans l'invasion métastatique (figure

34).

100



Pro-oncogénique
Apoptose -
H Pro-oncogénique

R Cancer du colon
Wild-tYPe St bilité AChVahOn/
a
ilité ®
j & lm
Stabilite
Mutant :
1 : Iiibq Pro-oncogénique
T | Cancer du
J Activation pancréas
Tumorigéne \

jb

Stabilité

Stabilité \ N
Pro-oncogénique Pro-oncogénique

Cancer du colon Cancer du sein
Cancer de la prostate

Figure 34 : Les différents facteurs de transcriptions régulé par 0-GlcNAcylation et leurs implications dans le
cancer.

Ici sont représentés les principaux facteurs de transcriptions régulés par phosphorylation et par 0-GlcNAcylation
dont la perturbation a été montré comme modulé dans différents cancers. Adapté de (Fardini et al., 2013)

VI-8- 0-GlcNAcylation, transcription et régulations épigénétiques.

La modulation de l'expression des génes par des marques épigénétiques et son
implication dans le développement tumoral est extrémement étudiée depuis quelques
années. Dans le cas du virus HTLV-1, la modulation de la compaction de la chromatine
est cruciale afin de permettre l'expression des genes viraux (voir paragraphe V-4:
détournement de la machinerie de transcription). Le niveau de compaction de la
chromatine est dépendant de son regroupement autour de structures multi-protéiques
appelées nucléosome. Les nucléosomes sont composés de I'’ADN enroulé autour de
structures protéiques complexes appelées histones. Les histones dites « de cceur »,
composés de deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4, forment un complexe
octamérique autour duquel 'ADN de 143 pb va s’enrouler. Ce complexe octamérique et
I’ADN vont enfin étre fixés par I'intermédiaire de I’histone H1 qui va verrouiller 'ADN au

sein du nucléosome. La compaction et la relaxation de la chromatine vont étre
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dépendantes de modifications post-traductionnelles ciblant les histones. Celles-ci sont
cibles de phosphorylation, d’acétylation, de méthylation, de SUMOylation, ADP-
Ribosylation, d’ubiquitination mais également de O-GlcNAcylation, I'ensemble de ces
modifications composant le « code histone » (Dehennaut et al., 2014). De maniere
génerale, I'acétylation des histones est associée a une décondensation de la chromatine
et, par conséquent, a la transcription des génes alors que la méthylation peut a la fois
étre une marque activatrice ou bien une marque répressive en fonction des lysines
ciblées, du nombre de résidus méthylés ajoutés et de l'association avec d’autres
modifications. De plus, la phosphorylation, en fonction des conditions, est associée aussi
a une répression ou une activation (Su and Denu, 2016).

L’'implication de la O-GlcNAcylation des histones sur la régulation de I'expression des
geénes nécessite encore de nombreuses études afin d’établir le véritable rdle de ce
langage complexe. A ce jour, de nombreux sites de O-GlcNAcylation des histones ont été
cependant décrits. Ainsi'histone H2A est OGIcNAcylée au niveau de la thréonine 101, la
sérine 36 pour H2B, la sérine 110 pour l'histone H3 et la sérine 47 pour I'histone H4
(Sakabe et al., 2010). Plusieurs études ont montré que la O-GlcNAcylation des histones
fluctue tout au long du cycle cellulaire avec un niveau tres faible en phase S (Zhang et al,,
2011). De maniere intéressante, suite a un stress cellulaire impliquant les protéines de
choc thermique, la O-GlcNAcylation des histones augmente, faisant penser que la O-
GIcNAcylation serait associée a un état de répression de la chromatine (Sakabe et al,,
2010). La O-GlcNAcylation peut, encore une fois, entrer en compétition avec la
phosphorylation afin de réguler plus finement les marques des histones. Par exemple, il
a été montré qu'un traitement a la glucosamine augmente la 0-GIcNAcylation de la
sérine 110 de I'histone H3 mais diminue sa phosphorylation (Zhang et al.,, 2011). Les
travaux sur le réle de la sérine 110 sont toujours en cours mais cette balance entre
phosphorylation et O-GlcNAcylation serait impliquée dans la ségrégation et la
compaction des chromosomes durant la mitose (Sawicka and Seiser, 2012). De plus, le
traitement par la glucosamine entraine une diminution des marques répressives
H3K9Me3 et une augmentation des marques activatrices H3K4Me3, suggérant que la O-
GlcNAcylation peut aussi moduler d’autres modifications post-traductionnelles. Un autre
exemple d’effet coopératif peut étre cité pour 'histone H2B qui va étre OGIcNAcylé au
niveau de la sérine 112, ce qui va favoriser sa monubiquitination sur la lysine 120 (Fujiki

etal, 2011).
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Afin de cibler les histones et de moduler la compaction de la chromatine, différents
complexes ont été décrits, comme le complexe AuroraB/PP1/ OGT/OGA impliqué dans
la phosphorylation des sérines 10 et 28 de I'histone H3 (Slawson et al., 2008) ou un
complexe entre I'OGT et CARM1 (co -activator associated arginine methyltranferase 1)
induisant une diminution de la phosphorylation de CARM1 et de son activité
méthyltransférase sur I'arginine 7 de I'histone H3 (Sakabe and Hart, 2010).

L’OGT peut aussi interagir avec d’autres enzymes comme les enzymes de la famille TET
impliquées dans la déméthylation des ilots CpG de I'ADN et, par conséquent, sa
compaction. Les enzymes TET sont primordiales pour la transcription de génes et sont
décrites comme étant mutées dans différents cancers myéloides (Mariappa et al., 2013).
Ainsi, il a été montré que I'OGT interagissait avec TET2 et TET3 sans influencer leurs
localisations ni leurs O-GlcNAcylations (Chen et al,, 2013). Cependant, cette interaction
permettrait le recrutement de I'OGT au niveau des histones afin de moduler leur O-
GIcNAcylation comme le montre une étude ou I'OGT est retrouvée au niveau de
nombreux sites d’initiation de la transcription ciblés par TET2. Au niveau de ces sites, la
0-GIcNAcylation de la sérine 112 de H2B est augmentée (Chen et al., 2013). Le complexe
OGT/TET peut aussi étre associé a d’autres régulateurs de la chromatine comme sin3A

ou HCF1 (Vella et al., 2013).

Cette modulation de la compaction de la chromatine va permettre le recrutement de
nombreux facteurs de transcription afin de réguler de nombreux genes. Ces facteurs
peuvent étre également régulés par O-GlcNAcylation comme dans le cas de sp1, STAT5a,
CREB ou bien TORC2 (Ozcan et al,, 2010) . Ainsi la O-GIcNAcylation de spl permet sa
translocation nucléaire ainsi que la transcription de ses genes cibles comme la
calmoduline en diminuant son état de phosphorylation (Majumdar et al, 2006) .
D’autres études montrent que la O-GlcNAcylation de sp1l empéche son interaction avec
d’autres facteurs de transcription comme le co-activateur TAF110 ou Elf-1, inhibant
ainsi son activité transcriptionnelle. STAT5 est modifiée par O-GlcNAcylation sur la
thréonine 92 lui permettant d’interagir avec le co-activateur CBP, induisant ainsi la
transcription de ses genes cibles (Gewinner et al,, 2004). L’ARN pol II est aussi régulé
par O-GlcNAcylation au niveau de sa partie C-terminale entrainant un changement de
conformation, empéchant I'acceés au site de phosphorylation nécessaire a son activité

(Comer and Hart, 2001). De plus, TORC2 a été décrit comme ciblée et régulée par O-
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GIlcNAcylation dans des hépatocytes. Apres analyses au spectromeétre de masse, sept
sites de O-GlcNAcylation ont été décrit dont deux se sont révélés cruciaux : les sérines
70 et 71. De maniere intéressante, la phosphorylation de ces sites entraine la
séquestration de TORC2 dans le cytoplasme. Il a ainsi été montré que I'augmentation de
la O-GlcNAcylation de TORC2 au niveau des sérines 70 et 71 empéche la
phosphorylation et permet une translocation de TORC2 au sein du noyau (Al-Hakim et
al., 2005; Screaton et al., 2004). Ainsi TORC2 pourra se lier a CREB afin d’induire la
transcription de gene cible. Enfin, la protéine CREB est modifiée par O-GlcNAcylation sur
différents résidus : les thréonines 259, 261, 227 et 228 ainsi que sur les sérines 40 et
260 (Lamarre-Vincent and Hsieh-Wilson, 2003; Rexach et al., 2012). Cependant la sérine
40 semble étre le site majeur de O-GlcNAcylation. Différentes études montrent que la O-
GIlcNAcylation de CREB empécherait sa liaison avec TAFIl 130 diminuant ainsi son

activité transcriptionnelle (Lamarre-Vincent and Hsieh-Wilson, 2003).

De maniere intéressante, la plupart des facteurs de transcriptions cités ci dessus sont
impliqués dans la régulation de la transcription des genes viraux du HTLV-1. Ainsi
comme décrit dans le paragraphe V-4, le facteur sp1 est nécessaire a I'activation basale
du LTR 5’ en absence de Tax et a I'activation du LTR 3’ dépendante de HBZ, CBP et le co
facteur TORC2 sont quand a eux recrutés par Tax au niveau du LTR 5’ afin de former un
complexe quaternaire stable pour favoriser la transcription. De plus, I'ARN pol II,
recrutée aussi lors de l'activation du LTR 5’ de HTLV-1 est ciblée et régulée par O-
GIcNAcylation. Enfin, la protéine CREB, élément crucial a I'origine de l'activation du
promoteur viral, est aussi régulée par O-GlcNAcylation. Or, comme décrit
précédemment, le recrutement de CREB par Tax ainsi que la stabilité du complexe
quaternaire de transcription, est fortement dépendant de son état de phosphorylation.
De plus, la phosphorylation de CREB a été retrouvé comme étant augmenté dans des
lignées HTLV-1 et I'expression de Tax dans des cellules 293 T augmente la niveau de
phosphorylation de CREB, renfor¢ant I'importance de la phosphorylation de CREB dans
'activation du LTR 5’.

Au vu de l'interconnexion qui existe entre O-GlcNAcylation et phosphorylation, je me

suis donc demandé durant ma these s’ il existait une régulation de CREB par O-

GIcNAcylation dans le cas de la transcription du génome du virus HTLV-1 induite par
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Tax et de son impact sur 'activation du LTR 5’. De plus, du fait que la O-GIcNAcylation
est une modification post traductionnelle cruciale dans la régulation de nombreux
processus décrits comme étant modulés dans le cas de pathologies comme le cancer, j’ai
étudié pour la premiere fois si il existait une modulation des enzymes du complexe
OGIcNAzyme dans le cadre de I'infection par le virus HTLV-1.

Cette étude a fait I'objet d’'une publication qui est actuellement en révision dans la revue

« Plos Pathogens ».
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Résultats
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VII. Présentation de I'article (en révision dans Plos Pathogens).

HIJACKING OF THE O-GIcNACZYME COMPLEX BY THE HTLV-1 TAX ONCOPROTEIN
FACILITATES VIRAL TRANSCRIPTION
Damien Groussaud*, Mostafa Khair*, Armelle Tollenaere, Laetitia Waast, Mei-Shiue Kuo?,

Yann Fardini , Mouloud Souidi, Laurence Benit, Claudine Pique® and Tarik Issad®

L’oncoprotéine Tax du virus HTLV-1 joue un roéle majeur dans I'établissement de la
leucémie mais aussi dans la réplication du virus. En effet, Tax régule la transcription du
promoteur viral situé au sein du LTR 5’ du virus, gouvernant ainsi sa propre production.
Pour ce faire, Tax recrute des dimeres du facteur de transcription cellulaire CREB, sous
forme phosphorylée, au niveau d’éléments de réponse a I'’AMP cyclique (vCRE) situés
dans la partie U3 du LTR. La phosphorylation de CREB est un processus crucial pour le
recrutement par Tax des différentes protéines permettant de former le complexe a
I'origine de la transactivation du promoteur viral. Cependant CREB est aussi ciblé et
régulé par OGlcNAcylation, une modification cruciale qui permet de réguler avec la
phosphorylation la stabilité et I'activité de nombreux facteurs de transcription. Du fait
que Tax module et régule de nombreux processus cellulaires clés en détournant de
nombreuses machineries de modifications cellulaires et que la OGIcNAcylation a été
décrite comme modulée dans de nombreux types de cancers, nous avons donc voulu
étudier pour la premiere fois s’il existait une modulation de la OGlcNAcylation dans le
cas de l'infection par le virus HTLV-1. Pour ce faire, nous avons étudié le statut des
enzymes de la OGlcNAcylation dans des lignées de lymphocytes T transformés par le
virus HTLV-1 et I'impact de la OGlcNAcylation de CREB sur 'activation du promoteur

viral.

Plusieurs approches expérimentales ont été utilisées dans cette étude pour répondre a
notre problématique. Afin de justifier de la pertinence de nos résultats, nous avons
directement travaillé dans des lignées de lymphocytes T transformés par le virus HTLV-
1. Nous avons également mis en place, différents outils novateurs afin de mesurer le

niveau d’OGIcNAcylation intracellulaire et l'activité de I'OGA. Enfin, différentes
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expériences de biologie moléculaire dont des expériences d'immunoprecipitation de la
chromatine (ChIP) ont été réalisé afin d’observer l'effet de la modulation de la
OGlcNAcylation de CREB sur la formation du complexe de transactivation au sein du LTR

5.

Ces travaux nous ont permis de montrer que l'expression de 'OGA est augmentée aussi
bien en ARNm qu’en protéine dans les lignées de lymphocytes T transformés par le virus
en comparaison avec des lignées T controles, alors que I'expression de 'OGT ne varie
pas. De plus, 'augmentation de I'expression de 'OGA est corrélée a une diminution de
I'activité spécifique de l'enzyme: les lymphocytes T transformés par le HTLV-
1produisent plus d’'OGA mais celle-ci est moins active. De maniere intéressante, nous
avons observé que I'expression de Tax dans des lignées de lymphocytes T transformés
par le virus mais n’exprimant pas Tax est suffisante pour d'une part inhiber I'activité de
I'OGA et d’autre part, augmenter le niveau d’OGlcNAcylation de CREB. Grace a des
expériences de biochimie, nous avons pu montrer que I'inhibition de 'OGA est induite
par la liaison de Tax avec le complexe OGlcNAzyme, provoquant de ce fait une
modulation du complexe. Par la suite, nous avons évalué, grace a un traitement
pharmacologique inhibant l'activité de 1'OGA, l'impact de l'augmentation de la
OGlcNAcylation de CREB sur l'activation du promoteur viral. Nous avons pu montrer
que l'inhibition de 'OGA entraine une augmentation de la transactivation du promoteur
viral par Tax, associée a une augmentation du recrutement de p-CREB sur les éléments
v-CRE. Enfin, nous avons démontré que les enzymes du complexe OGlcNAzyme sont

également recrutées au nivau de la région promotrice du LTR.

Ces résultats révelent donc pour la premiere fois la relation qui existe entre Tax et la
OGIcNAcylation et nous permettent de proposer un nouveau modele d’activation du LTR
viral. La compréhension des mécanismes a l'origine de la production et de la régulation
des protéines virales a l'origine du développement de la leucémie induite par le virus
HTLV-1 s’avere cruciales afin de permettre la mise en place de nouvelles thérapies.
Enfin, cette étude montre une nouvelle fois 'importance de la OGlcNAcylation dans
I'oncogenese en démontrant pour la premiére fois une modulation de la machinerie

d’OGIcNAcylation dans le cadre de leucémie induite par HTLV-1.
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ABSTRACT

The HTLV-1 Tax oncoprotein plays a key role in both HTLV-1-replication and HTLV-1-
associated pathologies, notably adult T-cell leukemia. Tax governs the transcription from the
viral 5’LTR, enhancing thereby its own expression, via the recruitment of dimers of
phosphorylated CREB to cAMP-response elements located in the U3 region (VCRE). In
addition to phosphorylation, CREB is also susceptible to O-GIcNAcylation, another
reversible post-translational modification involved in a wide range of diseases, including
cancer. O-GIcNAcylation consists in the addition of O-linked-N-acetylglucosamine (O-
GIcNAC) on serine or threonine residues; a process controlled by two enzymes that form the
O-GIcNAczyme functional complex: O-GIcNAc transferase (OGT) that transfers O-GIcNAc,
and O-GIcNAcase (OGA) that removes it. In this study, we used a combination of enzymatic,
biochemical and molecular biology assays to investigate the status of O-GIcNAcylation
enzymes in HTLV-1-transformed T cells and their impact on CREB O-GIcNAcylation and
transcriptional activity. We found that OGA mRNA and protein expression levels are
increased in HTLV-1-transformed T cells as compared to control T cell lines while OGT
expression is unchanged. However, higher OGA production coincides with a reduction of
OGA specific activity, showing that HTLV-1-transformed T cells produced high level of a

less active form of OGA. Introducing Tax into the Tax-negative HTLV-1-transformed TL-
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oml T cells is sufficient to inhibit OGA activity and increase CREB O-GIcNAcylation.
Indeed, Tax was found to interact with the OGT/OGA complex and to inhibit the activity of
OGT-bound OGA. Pharmacological inhibition of OGA in Tax-positive HTLV-1-transformed
T cells enhances both HTLV-1-LTR transactivation and phospho-CREB recruitment to the
LTR. Finally, both OGT and OGA are recruited to the LTR. These findings reveal the
interplay between Tax and the O-GIcNAcylation pathway and identify new key molecular

actors involved in the assembly of the Tax-dependent transactivation complex.

AUTHOR SUMMARY

Human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) is the only human retrovirus associated to a
cancer. Indeed, HTLV-1 is responsible for adult T-cell leukemia, an aggressive malignant
proliferation of CD4+ T lymphocytes. The regulatory protein Tax governs HTLV-1-
transcription from the 5’LTR, driving expression of all viral proteins, including itself, at the
exception of the antisens product HBZ. Besides this critical role in HTLV-1 expression, Tax
acts as an oncoprotein able to induce T-cell immortalization in vitro and tumor formation in
mice. In this study, we report that Tax interacts with the O-GIcNAzyme OGT/OGA complex
that catalyzes O-GIcNAcylation, a post-translational modification often deregulated in
cancers. We found that Tax interacts with the OGT/OGA complex and inhibits the activity of
OGA, increasing thereby cellular O-GlcNAcylations. Strikingly, we found that O-
GlcNAcylation of CREB, the cellular transcription factor recruited by Tax on the viral
promoter, is increased in a Tax-dependent manner. Moreover, increased CREB O-
GlcNAcylation strongly enhances Tax-induced LTR transactivation as well as CREB binding
to the viral promoter. Finally, both OGT and OGA are part of the transactivation complex.
These findings shed new light on the mechanism of Tax-dependent LTR transactivation and

may open the way to new molecular interventions targeting HTLV-1 expression.
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INTRODUCTION

Human T-lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) is the only retrovirus associated to a cancer in
human. HTLV-1 is indeed the etiologic agent of adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL), a
very aggressive malignant proliferation of CD4+ T lymphocytes, which appears in 2-5% of
infected individuals (reviewed in [1]). In addition, HTLV-1 is also associated to various
inflammatory  disorders, including HTLV-1-associated myelopathy/tropical spastic
paraparesis (TSP/HAM) [2].

The oncogenic power of HTLV-1 is due in large part to the properties of the viral oncoprotein
Tax. Tax is a powerful inducer of T-cell proliferation through its ability to activate a broad
range of cellular promoters, promote cell cycle and inhibit apoptosis and repair machineries
(reviewed in [3]). As a consequence, Tax has been shown to induce immortalization of
primary T cells in vitro [4] as well as tumor formation in transgenic animals [5]. Tax is also
critical for HTLV-1 gene expression by virtue of its capacity to transactivate the 5> LTR that
controls the transcription of all HTLV-1 structural, enzymatic, regulatory, including Tax
itself, and auxiliary genes with the exception of the antisens product HBZ [6]. 5’LTR
transactivation depends on Tax interaction with the cellular transcription factor cAMP
response element binding protein (CREB) that, together with Tax, binds to three conserved
copies of a cyclic AMP-response element located in the LTR U3 region (viral CRE/VCRE).
The binding of Tax/CREB complexes to the vCRE then allows the recruitment of the
transducer of regulated CREB-dependent transcription (TORC) [7] and of the CREB binding
protein (CBP) [8] and CBP-associated factor (p/CAF) [9] general co-activators and ultimately,
of components of the basal transcription machinery (reviewed in [10]).

CREB-mediated activation of cellular promoters has been shown to critically depend on
CREB phosphorylation at Ser133 [11, 12]. It was initially proposed that CREB
phosphorylation was dispensable in the context of Tax transactivation of the HTLV-1
promoter [13, 14]. However, further studies demonstrated on one hand that the transactivation
complex contains pSer***-CREB and on the other hand, that Tax is able to increase CREB
phosphorylation [15-17].

In addition to phosphorylation, CREB was also shown to be subjected to other post-
translational modifications, including acetylation [18] and O-GIcNAcylation [19, 20]. O-
GIcNAcylation is a reversible post-translational modification that regulates the activity,
stability and sub-cellular localisation of cytosolic and nuclear proteins [21]. O-GIcNAcylation

consists in the addition of N-Acetyl glucosamine (GICNAc) on serine and threonine residues.
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Only a unique couple of enzymes controls O-GIcNAc level on proteins: OGT (O-GIcNAc
transferase), which adds the GICNAc motif on proteins, and OGA (O-GlcNAcase), which
removes it [22]. OGT and OGA are known to be physically associated in a molecular
complex (GIcNAzyme complex), and this association was shown previously to be important
for their regulatory activity on cell signaling and transcriptional processes [23]. Numerous
reports have reported alterations in OGT, OGA and O-GIcNAc levels in solid tumors as well
as hematopoietic cancer cells [24]. O-GIcNAcylation may promote tumor development
through perturbation of signalling pathways and cell cycle regulators [24, 25]. In addition,
major oncogenic factors were shown to be directly O-GIcNAcylated [24, 25]. Finally, O-
GIcNAcylation has been also recently recognized as a novel epigenetic mark (reviewed in
[26]).

By using a combination of enzymatic, BRET-based and biochemical assays, we report here
that the HTLV-1 Tax protein binds to the O-GIcNAzyme complex, blocks the activity of
OGA and increases the O-GIcNAcylation of both CREB and phospho-CREB in HTLV-1-
transformed T cells. Moreover, we show that OGA inhibition in HTLV-1-transformed T cells
enhances Tax-induced LTR transactivation and binding of phospho-CREB to the vCRE and
that both OGT and OGA are recruited to the VCRE region. These findings identify new
functional interacting partners of Tax and expand our understanding of the composition of the
transactivation complex assembled by Tax on the HTLV-1 5 LTR promoter in HTLV-1-

infected T cells.

RESULTS

Expression of OGT and OGA in HTLV-1-transformed T cells

Because OGT and OGA expression is altered in numerous cancer cell types [24], we
evaluated the expression levels of these enzymes in T cell lines transformed or not by HTLV-
1. We found that both OGA mRNA (Fig. 1A) and protein (Fig. 1C) levels were higher in five
HTLV-1-transformed T cells as compared to four controls transformed T cells. In contrast, no
major difference in either mMRNA or protein expression was found for OGT between the two
groups of T cell lines (Fig. 1B and 1C).

The enzymatic OGA activity in each T cell line was then quantified. Cells were lysed and
equal amounts of total proteins were used to measure either total OGA enzymatic activity or
OGA protein level. Similar or slightly higher OGA activity was found in HTLV-1-

transformed T cells as compared to control transformed T cells (Fig. 1D, histogram).
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However, when corrected by the amount of OGA protein present in each assay, determined by
quantification of the signal obtained by western-blotting using the same cell extracts (Fig. 1D,
Blot OGA), specific OGA activity was found to be significantly lower in HTLV-1-
transformed T-cells than in control transformed T cells (Fig. 1E). These findings show that
OGA production is increased at both mRNA and protein levels in HTLV-1-transformed T

cells but that the activity of the enzyme is impaired in these cells.

Effect of Tax on OGA activity and cellular O-GIcNAcylation

The HTLV-1 Tax protein is capable of interacting with and deregulating numerous cellular
activities. Whether Tax was involved in OGA deregulation was therefore investigated by
transfecting a Tax expressor plasmid into the Tax-negative HTLV-1-transformed TL-om1 T
cell line and evaluating OGA activity 24 hours post-transfection. We observed that Tax-
expressing TL-om1 T cells exhibited lower OGA activity as compared to TL-om1 T cells
transfected with the control plasmid (Fig. 2A). This reduction in OGA activity was not due to
a change in OGA expression level, as shown on Figure 2B. However, this coincided with an
increase in the level of total O-GIcNAcylated proteins (Fig. 2B, O-GIcNACc). This suggested
that Tax expression was sufficient to inhibit OGA activity, increasing thereby the O-
GlcNAcylation level of cellular proteins.

In order to confirm that Tax protein affects the O-GIcNAc cycling in TL-om1 T cells, we
developed a BRET based biosensor that permits to evaluate the O-GIcNAcylation/de-
GlIcNAcylation balance in living cells. We observed that the BRET signal was significantly
increased in Tax transfected TL-om1 T cells as compared to cells transfected with the control
plasmid (Fig. 2C, left panel), as shown by the amplitude of the delta BRET (right panel).
Hence, inhibition of OGA activity by Tax indeed enhanced O-GIcNAcylation.

Since TL-om1 T cells still express the viral antisens product HBZ, we investigated the effect
of Tax in an HTLV-1-independent context. In transfected HEK-293T cells, Tax expression
also resulted in a marked increase in the BRET signal of the biosensor (Fig. 2D).
Furthermore, this coincided with a significant reduction in OGA enzymatic activity in cell
extracts from Tax-transfected HEK-293T cells, as compared to control cells (Fig. 2E). This
indicates that OGA inhibition found in Tax-transfected TL-om1 T cells is directly mediated
by Tax.
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Tax interaction with the O-GIcNAczyme complex

OGT and OGA have been previously shown to form a molecular complex referred to as the
O-GIcNAczyme that plays an important role in their biological functions [23]. To determine
whether Tax may alter O-GIcNAcylation by interacting with this complex, we first evaluated
by BRET the interaction of Tax with either OGA or OGT. HEK-293T cells were transfected
with a cDNA coding for a luciferase-tagged Tax together with YPET-OGT, YFP-OGA, or
YFP alone. A much higher BRET signal was observed with YPET-OGT or YFP-OGA than
with YFP alone, indicating a specific interaction of Tax with the O-GIcNAc cycling enzymes
(Fig. 3A).

We then studied the effect of Tax expression on the formation of the OGT/OGA complex by
BRET in HEK-293T cells co-transfected with OGT-Rluc and OGA-YFP constructs. As
shown in Figure 3B, such complex could be readily detected as a BRET signal between OGT-
Rluc and OGA-YFP. A higher BRET signal was found upon Tax expression, suggesting that
Tax may affect OGT/OGA interaction. To further analyze the effect of Tax on OGT/OGA
interaction, BRET saturation assays were performed (Fig. 3C). This analysis permits to
determine whether a change in BRET signal between two partners corresponds to the
recruitment of one partner to the other (increased affinity reflected by decreased BRET50)
[27] or, rather, reflects a conformational change within the complex that modifies the relative
orientation between the luciferase and the YFP, resulting in a higher efficiency of energy
transfer [28]. Analysis of the saturation curves using Prime software indicates that Tax
expression resulted in a decrease in BRET50 (Fig. 3C and 3D), suggesting that Tax may
regulate O-GIcNAcylation by increasing the association of OGA with OGT.

To test this hypothesis, we set up an immunoprecipitation assay in order to evaluate the
activity of OGA within the OGT-OGA complex in the presence or absence of Tax. HEK-
293T cells were co-transfected with OGT-Luc, OGA-YFP and/or Tax plasmids. The level of
luciferase was first measured in the immunoprecipitates to normalize the amount of
precipitated OGT. Western blot analysis showed that both OGA and Tax were bound to OGT
(Fig. 3E, left panel), confirming the interaction of Tax with the O-GIcNAczyme complex.
Moreover, in the presence of Tax, a slight but significant increase in the amount of OGA co-
precipitated with OGT was observed (Fig. 3E, right panel). This was in good agreement with
the above BRET saturation data showing that Tax increases the proportion of OGA associated
with OGT. We next measured the enzymatic OGA activity in the complex and found that Tax
significantly reduced the activity of OGA co-precipitated with OGT (Fig. 3F). Taken
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together, these data support the notion that Tax regulates O-GIcNAcylation by modulating
OGT/OGA interaction.

Effect of Tax on CREB O-GIcNAcylation

Tax activates the viral LTR via the recruitment of CREB, which has been shown previously
to be modified by O-GIcNAcylation [19, 20]. We first compared the level of CREB O-
GIcNAcylation between C8166 T cells and TL-om1 T cells that naturally express Tax or not,
respectively. To this end, O-GIcNAcylated cellular proteins were captured on wheat germ
lectin agarose beads (WGA) and analyzed by western blot. The WGA/lysate ratio for CREB
was higher in C8166 than in TL-oml T cells (Fig. 4A, left panel). Interestingly, higher
WGA/lysate ratio, indicating higher binding to WGA in C8166 T cells, was observed as well
for phospho-CREB (Fig. 4A, right panel).

To confirm the involvement of Tax in this observation, the level of CREB O-GIcNAcylation
was compared in TL-om1 T cells expressing or not Tax. The level of WGA-bound CREB was
higher in TL-om1 cells expressing Tax than in control cells (Fig. 4B). A higher level of total
O-GIcNAcylated proteins were also found in Tax-expressing TL-om1 T cells (Fig. 4B). In
contrast, Tax expression had no effect on WGA binding of the insulin receptor, which is
retained to the lectin through its complex stable N- and O-glycan chains, showing that
equivalent amounts of proteins were analyzed in each condition [29]. These data provide the

notion that Tax expression is sufficient to increase CREB O-GIcNAcylation.

Effect of O-GIcNAcylation on the HTLV-1 promoter

The impact of modulating the O-GIlcNAcylation of CREB on Tax-mediated transactivation of
the HTLV-1 LTR was next examined. Tax-expressing HTLV-1-transformed C8166 T cells
were pretreated for 24h with the OGA inhibitor Thiamet G, then transfected with the HTLV-
1-LTR-Firefly Luciferase construct and the pRL-TK normalization plasmid, and then
incubated again with Thiamet G for an additional period of 24h. Thiamet G treatment
dramatically increased the Firefly/Renilla ratio in C8166 T cells as compared to untreated
cells (Fig. 5A).

To assess whether the increase in LTR transactivation by Tax upon OGA inhibition was
linked to higher CREB binding to the promoter, chromatin immunoprecipitation (ChIP)
experiments were performed. C8166 T cells were treated for 48 hours with Thiamet G and
ChIP were performed using an anti-phospho CREB (Ser 133) and primers specific for the
distal U3 vCRE sequence. Thiamet G treatment resulted in higher amount of amplified vCRE
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products as compared to untreated cells (Fig. 5B). Similar data were obtained with a primer
pair amplifying the three VCRE regions (data not shown).

Whether OGT and OGA were recruited to the VCRE region was finally investigated in
HTLV-1-transformed C8166 T cells. Both anti-OGT and anti-OGA ChIP allowed the
amplification of VCRE-specific products to levels significantly higher than the control IgG
(Fig. 5C). Moreover, very low amplification signals were detected with primers targeting
alpha-satellite (a-sat) regions, showing the specificity of the anti-OGT and anti-OGA ChlIPs.
Similar results were obtained with another HTLV-1-transformed T cell line MT2 (Fig. 5D).
Moreover, binding of OGT and OGA to the VCRE sequence was also detected in IL-2-
dependent HTLV-1-immortalized primary T cells (Fig. 5E). Hence, increasing O-
GIcNAcylation facilitates phospho-CREB binding to the vCRE and both OGT and OGA
belong to the VCRE-bound transactivation complex assembled in either HTLV-1-

immortalized or transformed T cells.

DISCUSSION

Expression of the HTLV-1 Tax oncoprotein is critical for both HTLV-1 expression and
HTLV-1-mediated T-cell immortalization. Therefore, the characterization of activators or co-
factors responsible for the transactivation of the HTLV-1 5* LTR is still an important issue. In
this study we provide the first demonstration that a novel molecular actor, the OGT/OGA
complex, interacts with Tax and is recruited to the LTR in both HTLV-1 immortalized and
transformed T cells.

We observed that HTLV-1-transformed T cells express higher level of OGA than control
transformed T cells, but that this coincides with a dramatic reduction in the specific activity of
OGA. Importantly, expressing only Tax was sufficient to inhibit OGA activity and increase
total O-GIcNAcylation both in HEK-293T adherent cells and in T cells. Noteworthy, previous
studies reported that pharmacological inhibition of OGA also leads to OGA accumulation,
presumably as the result of a feedback regulatory mechanism compensating for lower activity
[30, 31]. We propose therefore that the increased OGA expression found in HTLV-1
transformed T cells is a direct response to OGA inhibition by Tax, through a yet unknown
mechanism. Whatever this mechanism, our results reveal that Tax indeed behaves as an OGA
inhibitor and enhancer of O-GIcNAcylation.

Using BRET experiments, we observed that Tax interacts with the GIcNAczyme complex,
and that Tax expression significantly increases recruitment of OGT to OGA. Moreover, in

presence of Tax, OGA enzymatic activity in the complex was reduced. This suggests that
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OGT may directly or indirectly regulate OGA activity. O-GIcNAcylation of OGA by OGT
has been described previously, although its functional consequences have not been explored
[32, 33]. In addition, OGT has been shown to interact with a number of kinases that may also
phosphorylate and negatively regulate OGA activity. It is also possible that Tax directly
affects OGA activity, independently of OGT. Clearly, further experiments are needed to
unravel the mechanism by which Tax regulates OGA activity, resulting in increased protein
O-GIcNAcylation.

Our data also revealed that an important consequence of Tax-dependent enhancement in O-
GlIcNAcylation is the increased O-GIcNAcylation of CREB. CREB activity is known to be
regulated by phosphorylation on Ser133, and CREB phosphorylation is mandatory for Tax-
mediated LTR transactivation. Competition between phosphorylation and O-GIcNAcylation
has been observed on several proteins. Interestingly, in our experiments, increased O-
GIcNAcylation appears to occur on both total and phosphorylated CREB. Consistent with
this, enhancing O-GIcNAcylation via Thiamet G strongly increases the recruitment of
phosphorylated CREB to the vCRE region of the LTR (Fig. 5B). Although in some cases O-
GlcNAcylation and phosphorylation can compete one with the other for the same residue, in
other situations, these modifications occur on different residues and can act synergically [34].
Our data suggest that the latter scenario appears to be the case in the case of Tax-induced O-
GIcNAcylation of CREB.

The activation of the HTLV-1 5’LTR depends on the formation of a complex assembled by
Tax which contains also phospho-CREB [15-17], the co-activators TORC1/2 [7], the histone
chaperone NAP1 [35], CBP/p300 [8] and p/CAF [9]. Strikingly, CREB [20], CBP [36] and
TORC2 [37] have been shown to be O-GlcNAcylated, and O-GIlcNAcylation of the C-
terminal domain of the RNA polymerase Il has been reported as well [38, 39]. Moreover, O-
GlIcNAcylation belongs to the post-translational modifications targeting histones and is
therefore now considered as a new epigenetic mark governing chromatin dynamic (reviewed
in [26, 40]). Our data draw therefore a novel model for the HTLV-1 5’LTR activation in
which via the deposition of the O-GIcNAzyme complex onto the VCRE region, Tax facilitates
the O-GIcNAcylation of transcription factors and co-factors while concomitantly modulating
local chromatin architecture. This ultimately increases promoter activation, as documented
here by the positive effect of OGA inhibition on the transcription of the HTLV-1-LTR
reporter construct (Fig. 5A). Importantly, recruitment of OGT and OGA to the 5S’LTR was
found in both HTLV-1-immortalized primary T cell and HTLV-1-transformed T cell lines.
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This provides the notion that the O-GIcNAczyme complex plays a key role in both HTLV-1-
replication in vivo and HTLV-1-induced pathologies.

Only few studies have investigated the impact of O-GIcNAcylation on virus transcription. It
has been shown that enhancing O-GIcNAcylation inhibits the expression of human
immunodeficiency virus type 1 or herpes virus simplex [41, 42]. In these cases, the effect
was linked to the modification of transcription factors, SP1 and HCF-1 respectively, involved
in virus expression. Our data showing that O-GIcNAcylation increases the transactivation of
the HTLV-1 LTR provide therefore the first example of a positive impact of the O-
GIcNAcylation machinery on viral transcription via the recruitment of the GIcNAczyme

complex to the viral promoter.

MATERIALS AND METHODS

Cells and Transfections

HEK-293T cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with
10% fetal calf serum, 2 mM glutamine, | mM pyruvate and antibiotics (Invitrogen) and were
transfected using the lipofectamine reagent (Invitrogen). The HTLV-1-transformed T-cell
lines C8166, MT2 and TL-om1 were grown in RPMI 1640 medium containing 25mM glucose
and supplemented as above but with the addition of 20 mM HEPES and 5mL of 100X non-
essential aminoacid solution (Invitrogen) and were transfected by nucleofection using the cell
line nucleofector kit V (Lonza, France) and the program O-017. The HTLV-1-immortalized
CIB T cells were generated from peripheral blood mononuclear cells of a TSP/HAM patient
as described in [43]. These cells were grown in supplemented RPMI medium in the presence

of 50U/ml of IL-2 (Roche, France).

Plasmids

The pSG5M empty vector, pSG5M-Tax, HTLV-1-LTR-Luc and pRL-TK plasmids were
described elsewhere [44]. The pcDNA3RIuc8 plasmid was a kind gift of Prof. Gambhir [45].
The pcDNA3.1 Rluc 8-Tax plasmid was generated following PCR amplification of the Tax
sequence from the pSG5M-Tax vector using primers creating Nhel restriction sites at both
extremities of Tax cDNA (forward : GGCGCTAGCCACCATGGCCCACTTCCCAGGG;
reverse : GCCGCTAGCTCCGA-CTTCTGTTTCTCGGAAATG). The PCR product was then
inserted into the pcDNA3.1 RLuc8 after Nhel digestion. YFP-OGA has been described
previously [46]. Rluc8-OGT was generated by inserting OGT coding sequence [47] into the
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pcDNA3.1 Rluc8 vector after HinDIII/ BamHI digestion. YPet-OGT was obtained by
insertion of cDNA OGT sequence into YPet-pcDNA3 vector after digestion with EcoRV-
Apal.

To monitor O-GlcNAcylation in living cells, we developed a BRET-biosensor based on the
previously described FRET OS2-O-GlcNAc biosensor [48] by replacing the CFP by an Rluc8
sequence. The BRET biosensor is composed of Rluc8 fused to the fimbrial adhesin lectin
domain GafD, a known OGT substrate peptide derived from casein kinase Il placed between
two flexible linkers (GGSGG) followed by a variant of the yellow fluorescent protein Venus
[48].

Antibodies and reagents

Tax was detected using sera from HTLV-1 infected individuals or the anti-Tax monoclonal
antibody (mab) 168-A51 (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, USA). The
following primary antibodies were used: anti-OGT (Sigma, DM-17 06264), anti-OGA (Santa
Cruz, sc135093 or Sigma, SAB4200311), anti-CREB (Millipore, CS 203204), anti-CREB
ser133 (Millipore, CS 204400), anti-actin (Santa Cruz, sc1616) and anti-tubulin (GeneTex,
GT114). HRP-conjugated anti-human, anti-mouse and anti-rabbit IgG (Promega) were used
as secondary antibodies. Thiamet G (Sigma, SML 0244) was used at 10uM concentration in

the different experiments.

Luciferase assays

C8166 T cells (2x10%12 well) were cotransfected by nucleofection with 500 ng of the HTLV-
1-LTR-Firefly Luciferase reporter plasmid, 50 ng of the Renilla reporter plasmid pRL-TK and
0.5 pg of the control or the Tax plasmids. Luciferase activity was quantified using the Dual

Luciferase Assay System (Promega) and values were normalized with Renilla activity.

Cell lysis, immunoprecipitation, Wheat Germ Lectin precipitation and immunoblot

At 24 h post-transfection, cells were lysed in lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH8, 1% NP40,
0.5% deoxycholate, 0.1% SDS and 150 mM NaCl) supplemented with protease and
phosphatase inhibitors (Roche). Immunoprecipitations were carried out as follow: cell lysates
were incubated overnight with primary antibodies at 4°C, and antibody complexes were
captured on protein G-sepharose beads (GE Healthcare) 1 h at 4°C. Sepharose beads were
then washed 5 times in wash buffer (120 mM NaCl, 20mM Tris-HCI pH8, 0.2 mM NaF, 0.2
mM EGTA, 0.2% deoxycholate, 0.5% NP40) before elution in Laemmli buffer. In some
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experiments, O-GlcNAcylated proteins were precipitated on 40 ml of WGL-agarose (WGA)
beads (Vector Laboratories, Paris, France) for 2h at 4°C and then eluted in Laemmli buffer as
described in [46]. Immunoprecipitated, WGL-agarose precipitated proteins, and total cell
lysates were separated by SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membranes and blotted

with specific antibodies.

RNA extraction and qRT-PCR

Total RNAs were prepared with the Nucleospin RNAII kit (Macherey Nagel, France) and 1ug
of RNA was reverse transcribed using the Maxima first strand cDNA synthesis kit (Thermo
Scientific, France), according to the manufacturer’s procedure. Real-time-PCR was performed
in the Lightcycler 2.0 (Roche, France) on 10 ng of reverse transcribed RNA using the
following primers: OGT (forward : GCCCTGGGTCGCTTGGAAGA, reverse : TGC CAC
AGC TCT GTCAAAAA) OGA primers (forward : TCTGCGGTGTGGTGGAAGGA
reverse : TGGGGTTAGAAAAAGTGATA) and the housekeeping gene HPRT (forward
5’TGACACTGGCAAAACAATGCAZ’, reverse 5’GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT3’) for
normalization. PCR was conducted using the Sybr Green method with the following
conditions: a first step of denaturation at 95°C for 8 min, followed by 40 cycles of
denaturation (95°C for 0 sec), annealing (60°C for 10 sec), and extension (72°C for 8 sec) and

a final step of melting curve (95°C for 0 sec, then 65°C for 15 sec and finally 95°C for 0 sec).

CHIP experiments

ChIP experiments were performed using the kit ChIP-IT high sensitivity from active motif. 10
pg of chromatin were used for each condition. Primer pairs that specifically amplify the distal
vCRE (position 201-275: Forward 5’ATCATAAGCTCAGACCTCCGGGAA3’, reverse
5’CCTGAGGACGGCTTGACAAACAT3’) or the three vCREs (position 5-273: Forward
5’AATGACCATGAGCCCCA3’, reverse 5S’GTGAGGGGTTGTCGTCAZ’) in the U3 region
were used for PCR.

BRET measurements

HEK-293T cells were transfected in 12 well plates as described previously [49] using 300 ng
of each cDNA construct, unless otherwise stated in the figure legend. One day after
transfection, cells were transferred into 96-well microplate, and BRET measurements were

carried out on the following day. TL-om1 T cells were transfected by nucleofection in 12 well
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plates. On the following day, cells were distributed into 96 well microplate and BRET
measurements were performed.

For BRET measurements, cells were pre-incubated for 5 min in PBS in the presence of 5 uM
coelenterazine. Light-emission acquisition at 485 nm and 530 nm was then started, and signal
acquisition was performed every minute during 20-30 min using TECAN Infinite F200 Pro
apparatus. BRET signal was expressed in milliBRET units (mBU). The BRET unit has been
defined previously as the ratio 530 nm/485 nm obtained when the two partners are present,
corrected by the ratio 530 nm/485 nm obtained under the same experimental conditions, when
only the partner fused to Renilla luciferase is present in the assay [50]. Each measurement
corresponded to the signal emitted by the whole population of cells present in a well (i.e.,

approximatively 4x10* HEK 293 cells or 10° TL-om1 T cells).

OGA activity

OGA activity was measured using 4-methylumbellifery-N-acetylp-D-glucosamine (MU-
GIcNAc, Sigma), which is converted into fluorescent 4-methylumbelliferon upon hydrolysis
by OGA and other hexosaminidase [51]. 4-methylumbelliferon fluorescence was measured at
448 nm after excitation at 362 after 30 min and 60 min incubation at 37 °C, to ensure that the
determination was performed during the linear phase of the reaction. To determine the
concentration of 4-methylumbelliferon, a standard curve was performed in each experiment
using commercial 4-methylumbelliferon (Sigma). To specifically determine OGA activity, all
reactions were performed in absence or presence of the highly specific OGA inhibitor
ThiametG. The difference of the fluorescent signal obtained in absence and presence of
Thiamet G reflected the amount of 4-methylumbelliferon produced by OGA.
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Figure 1. Comparison of OGT or OGA expression levels and OGA activity between HTLV-
1-transformed T cells and control transformed T cells.

(A, B) RT-gPCR experiments for comparing the amount of OGA (A) or OGT (B) mRNA in
non-HTLV-1 (white bars) or in HTLV-1-transformed T cells (black bars) normalized to the
level of HPRT mRNA. Results correspond to two independent experiments performed in
triplicates. (C) Western blot experiments showing the amount of OGA, OGT or Tax proteins
in non-HTLV-1 (white bars) or in HTLV-1-transformed T cells (black bars). Protein loading
on each lane is indicated by ponceau staining of the membrane. Results correspond to one
representative experiment out of 3 (D) OGA activity in non-HTLV-1 (white bars) or in
HTLV-1-transformed T cell extracts (black bars). The activity was normalized to the protein
concentration in the extract. The lower panel shows the level of OGA protein in each cell line.
(E) Calculation of the specific activity of OGA in non-HTLV-1 (white bars) or in HTLV-1-
transformed T cells (black bars). For each cell line, the total OGA activity was normalized to
the quantity of OGA protein shown in (D). Results correspond to one representative
experiment out of 3.
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Figure 2. Effect of Tax expression on OGA activity and O-GIcNAcylation in TL-om1 T cells
and HEK-293T cells.

(A) OGA activity was measured at two different time-points in extracts from TL-om1 cells
transfected with either the control or Tax plasmid. Results are means + SEM of 4 independent
experiments. (B) Cell extracts from the same experiments were submitted to western-blotting
to evaluate the general O-GIcNAcylation (O-GlcNac) profile as well as OGA, OGT and Tax
expression. (C-D) TL-om1 (C) or HEK-293T cells (D) cells were transfected with the O-
GIcNAc BRET biosensor and either the control or Tax plasmid and BRET experiments were
performed 24h after transfection. BRET measurements were started 5 min after the addition
of coelenterazine. Left panel: a typical BRET experiment is shown. Right panel: Mean delta
BRET (increased BRET signal induced by Tax expression). Results are means + SEM of 3
independent experiments. (E) OGA activity was measured in extracts from HEK-293T cells
transfected with either the control or Tax plasmid. Cells were extracted and OGA activity was
measured at 30 min. Results are means + SEM of 3 independent experiments. Statistical
significance was calculated using the student’s t test.
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Figure 3. Interaction of Tax with the GICNAczyme complex.

(A) HEK-293T cells were co-transfected with Rluc8-Tax and YFP, YFP-OGA or YPET-
OGT (600ng/well each) and BRET experiments were performed 48h after transfection. BRET
measurements were started 5 min after the addition of coelenterazine (B) HEK-293T cells
were co-transfected with YFP-OGA and Rluc8-OGT (600ng/well each) and either the control
or Tax plasmid (500ng/well each) and BRET experiments were performed 48h after
transfection. (C) For BRET saturation assays, HEK-293T cells were co-transfected with a
constant amount of cDNA coding for Rluc8-OGT (300 ng/well) and increasing amount of
cDNA coding for OGA-YFP (10 to 1000 ng/well) and either the control or Tax plasmid.
BRET signal, luciferase and fluorescence levels were measured 48h post-transfection. BRET
signals were plotted as a function of the ratio of YFP-OGA fluorescence to Rluc8-OGT
luminescence. The curves were fitted using non-linear regression equation assuming a single
binding site (GraphPad Prism). (D) Effect of Tax expression on the BRET50 derived from
BRET saturation curves using GraphPad Prism. (E) HEK-293T cells were co-transfected with
either the control or Tax plasmid, Rluc8-OGT, YFP-OGA, or both. After
immunoprecipitation with anti-OGT antibody, western-blotting was performed with the
indicated antibodies (Left panel). Quantification or the OGA/OGT ratio in 4 independent
experiments (right panel). (F) After immunoprecipitation as described in (E), the OGA
activity present in the immune complex was measured using a fluorogenic assay. Statistical
analysis was performed using Student’s t test. Results are mean + SEM of 4 to 7 independent
experiments.
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(A) Comparison of CREB O-GIcNAcylation in TL-om1 T cells expressing or not Tax. TL-
oml T cells were nucleofected with either the control or Tax plasmid and total cellular

proteins were prepared two days post-transfection. Total

proteins (lysates) or O-

GIcNAcylated proteins purified via binding to wheat germ lectin agarose beads (WGA) were
separated by SDS-PAGE and blotted with either an anti-CREB (left panel) or anti-phospho-
CREB (Ser'*®) (right panel) specific antibody. Results correspond to one representative
experiment out of 2 (B) Comparison of CREB O-GIcNAcylation in C8166 or TL-om1 T cells
that express or not Tax, respectively. Proteins prepared as above were analyzed using an anti-
CREB antibody (left panel). Calculation of the WGA/lysate ratio for CREB in two
independents experiments (right panel).
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Figure 5. Effect of O-GIcNAcylation on the HTLV-1 LTR. (A) Transactivation assay. C8166
T cells preincubated for 24h with medium containing or not the OGA inhibitor Thiamet G
were transfected with the HTLV-1-LTR-luciferase reporter plasmid and pRL-TK
normalization plasmid and incubated or not with Thiamet G for an additional period of 24h,
Luciferase production was then measured using the dual luciferase assay. Results are from 4
independent experiments performed in duplicates. Statistical analysis was performed using
Student’s t test. (B) Anti-phospho-CREB ChIP experiments. C8166 T cells were cultivated
with or without Thiamet G for 48h before chromatin preparation. Chromatin was precipitated
with an anti-phospho-CREB (Ser*®) and recovered DNA was amplified using a pair of
primers specific for the VCRE sequence. Results correspond to one representative experiment
out of 2. (C-E) Anti-OGT or OGA ChIP experiments performed on C8166 (C) and MT2 (D)
HTLV-1-transformed T cells or in HTLV-1-immortalized CIB T cells (E). Cells were treated
as above and chromatin was precipitated using anti-OGT or OGA antibody. Recovered DNA
was amplified using pair of primers specific for the VCRE sequence or for alpha-satellite
sequences as negative control. Results correspond to one representative experiment out of 2.
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IX. DISCUSSION.

L’expression des protéines virales et en particulier celle de la protéine Tax est cruciale
dans les mécanismes aboutissant a I’établissement de 'oncogenese associée au HTLV-1.
En effet, Tax est une protéine oncogénique impliquée dans la modulation de nombreux
processus cellulaires cruciaux comme la modulation du cycle cellulaire, l‘activation des
voies de signalisation comme la voie NF-kB ou l‘induction d’altérations génétiques (pour
revue, Currer et al, 2012). Tous ces processus conduisent a l'immortalisation
lymphocytaire, premiére étape avant la transformation, menant au développement de
I’ATL. L’étude, la caractérisation et la compréhension des mécanismes d’activation du
LTR 5’ a l'origine de la transcription des ARNm de Tax et des autres protéines virales
sont donc de la plus haute importance afin d’envisager d’éventuelles thérapies.

Pour activer son promoteur localisé dans le LTR 5’, Tax recrute différents cofacteurs au
niveau d’éléments de réponses vCRE, site de réponse a I’AMPc, présents dans la région
U3. Tax va ainsi recruter des dimeres de CREB phosphorylés ainsi que d’autres
protéines telles que CBP, p300 ou bien TORC afin de former un complexe de
transactivation permettant d’initier la transcription. La phosphorylation de CREB est
une étape cruciale dans la formation de ce complexe médié par Tax (Geiger et al., 2008).
En effet, Tax va recruter les dimeres de CREB phosphorylés et va augmenter la
phosphorylation de CREB (Kim et al, 2007; Trevisan et al, 2004). En plus de la
phosphorylation, CREB est aussi régulé par d’autres modifications post traductionnelles
dont la O-GIcNAcylation, décrite comme régulant, avec la phosphorylation, I'activité et la
stabilité de nombreux facteurs de transcription. La O-GlcNAcylation s’avere étre une
modification traductionnelle cruciale impliquée dans la régulation de nombreux
processus cellulaires telle que l'apoptose, la prolifération lymphocytaire ou bien
I'activation de nombreuses voies de signalisation (pour revue, Hart, 2014). Il est, par
conséquent aisément compréhensible qu'une modulation de la O-GIcNAcylation soit
impliquée dans de nombreuses maladies dont le cancer.

Dans cette étude, grace a une combinaison de différentes approches expérimentales,
nous avons montré pour la premiere fois que dans le cas de I'infection par HTLV-1, il
existait une modulation de la O-GlcNAcylation et que cela impactait directement la

régulation du LTR 5’ du virus.
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I. Etude du statut d’O-GlcNAcylation dans des lignées transformées par HTLV-1.

La O-GlcNAcylation a été montrée comme dérégulée dans de nombreux types de cancers
comme celui du sein, de 'endometre, de la tyroide ou bien de leucémies chroniques
(pour revue, Fardini et al., 2013). Dans le cas de la leucémie induite par le virus HTLV-1,
nous avons voulu évaluer pour la premiére fois le statut de la O-GlcNAcylation et de ses
enzymes dans des lignées de lymphocytes T transformés par le virus. Nous avons
observé que dans différentes lignées de lymphocytes T transformés par HTLV-1, le
niveau d’expression en ARNm de I'OGA ainsi que l'expression de la protéine étaient
fortement augmentés par rapport a des lignées de lymphocytes T controles. De maniére
intéressante, le niveau de I'OGT, quant a lui, ne variait pas que ce soit en ARN ou en
protéine laissant penser que seule 'OGA était modulée. Nous avons par la suite mesuré
'activité enzymatique de I'OGA grace a un test fluorométrique, et avons constaté que
I'activité globale de 'enzyme ne variait pas de maniere significative entre les différentes
lignées. Cependant, lorsque cette activité globale a été corrigée par la quantité
d’enzymes présentes dans les lignées, nous avons pu montrer que I'activité spécifique de
I'OGA était fortement diminuée dans les cas des lymphocytes T infectés par le virus. Il y a
donc plus d’OGA exprimée qui est, cependant, moins active laissant penser a une boucle
de rétrocontrdle mise en place par la cellule. Il est a noté que le méme phénomeéne a déja
été observé dans différentes études apres traitement avec du PUGNAC, un inhibiteur de
I'OGA, entrainant également une augmentation de I'expression de 'enzyme (Slawson et
al,, 2005; Zhang et al., 2014). Notre hypothese est donc que I'inhibition de 'OGA entraine
une compensation par la cellule conduisant a 'augmentation du niveau d’expression de
I’'OGA par un mécanisme qui pour l'instant nous est inconnu. Bien qu'’il semblerait que
seule I'OGA soit modulée, il serait intéressant de pouvoir mesurer I'activité catalytique
de I'OGT dans les lignées transformées par le virus. Les seuls tests disponibles lors de
notre étude étaient basés, pour la plupart, sur 'utilisation de substrat de 'OGT marqué
radioactivement nécessitant des infrastructures bien particuliéres que nous n’avons pas
mis en place au sein du laboratoire. L’équipe du Dr Tarik Issad travaille sur la mise au
point d’'une technique permettant de suivre par fluorescence l'activité de I'OGT.

Cependant, pour des raisons de sensibilité, cette mesure se fait pour le moment en
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surexprimant I'OGT dans des 293T rendant pour le moment délicat la détection de

I'activité endogeéne dans des lymphocytes.

II. Tax et la modulation de la O-GlcNAcylation.

La protéine Tax est décrite comme pouvant déréguler de nombreux processus
cellulaires clés comme des voies de signalisation, le cycle cellulaire ou bien I'apoptose a
I'origine de I'immortalisation lymphocytaire. Pour ce faire, Tax a la capacité d’interagir
et de détourner de nombreuses protéines clés comme la protéine p65 dans le cas de
I'activation de la voie NF-kB ou bien le facteur de transcription CREB qu’elle va
séquestrer au niveau du LTR 5’ pour l'activer (pour revue, Currer et al, 2012). Ces
interactions sont, en grande partie, dues au fait que Tax a la capacité d’étre modulée par
de nombreuses modifications post traductionnelles comme ['ubiquitination, la
SUMOylation ou bien la phosphorylation. La protéine Tax se révéla donc étre une
excellente candidate pour expliquer la modulation de l'activité catalytique de I'OGA.
Nous avons donc, dans un premier temps, voulu savoir si la protéine Tax était ciblée par
O-GIcNAcylation en purifiant la protéine Tax-His et en évaluant son niveau d’O-
GlcNAcylation par immunoblot avec un anticorps anti-OGlcNAc RL2. Dans ce systéme,
nous n’avons pas pu détecter la O-GlcNAcylation de Tax.. Dans un deuxieme temps, nous
avons évalué I'impact de I'expression de Tax sur I'activité enzymatique de I'OGA et sur le
niveau d’O-GlcNAcylation cellulaire. Grace a une sonde fluorescente développée par
I’équipe du Dr Tarik Issad, nous avons montré que I'expression de Tax dans les cellules
293T était associée a une augmentation du niveau de O-GlcNAcylation total pouvant
s’expliquer par une inhibition de l'activité enzymatique de I'OGA. De maniere
intéressante, lors de la surexpression de la protéine Tax dans les cellules TLom-1, une
lignée de lymphocytes T transformés par HTLV-1 mais n’exprimant plus la protéine Tax,
'activité OGA s’avere étre drastiquement diminuée et associée a une augmentation de la
0-GIcNAcylation. Les cellules TLom-1 se sont révelées étre un modele intéressant du fait
de leur relevance physiologique. Cependant, ces cellules expriment toujours les ARNm et
la protéine HBZ produits a partir du LTR 3’. Nous ne pouvions donc pas exclure que
I'inhibition de I'OGA observée lors de la réexpression de la protéine dans les Tlom-1 ne
soit pas associée a HBZ. Ainsi, 'activité de 'OGA a été mesurée dans des cellules 293 T

exprimant Tax et nous avons également observé une diminution de son activité. Ceci
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révele I'implication directe de Tax dans l'inhibition de l'activité de 'OGA. Tax est donc
nécessaire et suffisante pour induire une inhibition de I'OGA, associée a une
augmentation du niveau de O-GlcNAcylation cellulaire.

De maniére surprenante, la surexpression de Tax dans les cellules TLom-1 est associée a
une inhibition de I'OGA mais cela n’est pas suffisant pour augmenter 'expression de
I'enzyme, comme observé dans les lignées de lymphocytes T transformés par le HTLV-1.
Il est possible que 'augmentation de 'OGA par un mécanisme de compensation suite a
son inhibition soit un processus d’adaptation a long terme, qui n’a donc pas pu étre
observé pendant les temps courts de I'expérience. Cette hypothese est directement
corrélée avec la physiopathologie de ’ATL qui est la résultante d'une série d’altérations
et de modulations cellulaire, sous I'effet des protéines Tax et HBZ en grande partie, se
développant sur 20 a 80 ans (Gessain, 2011). De maniere intéressante, nos expériences
préliminaires réalisées sur des cellules sanguines de patients ATL ont montré
I'expression de formes de 'OGA de tailles différentes des trois formes décrites a ce jour.
Ces formes peuvent étre la résultante de différents clivages de I'OGA qui pourrait étre
associés a une activité enzymatique diminuée. Chez les patients ATL, la protéine Tax
n'est plus exprimée, cependant les différents effets de la protéine qui ont conduit a
I'immortalisation lymphocytaire sont toujours présents. L’hypothese actuelle est que la
cellule va acquérir un grand nombre d’altérations génétiques sous 'effet de Tax qui vont
étre conservées, par accumulation de mutations au niveau des cibles de Tax, chez le
clone a l'origine de la leucémie méme en absence de Tax (Matsuoka and Jeang, 2011).
Les différentes formes de I'OGA retrouvées peuvent donc étre la résultante de ces
altérations. L’OGA serait donc moins active méme en absence de Tax. Nous avons voulu
mesurer l'activité enzymatique de I'OGA dans ces échantillons de patients et avons
observé une diminution dans certains cas. Néanmoins, le nombre limité d’échantillons
que nous avons pu tester ne nous a pas permis de détecter une réduction

statistiquement significative.
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III. Tax et la modulation du complexe OGlcNAzyme.

La nature du mécanisme d’action a l'origine de l'inhibition de 'OGA était un point
important a élucider dans la compréhension du phénomene observé au cours de notre
étude. Tax a la particularité d’interagir avec de nombreuses protéines afin de moduler
leurs activités. Notre premiere hypothése a donc été de déterminer si Tax interagissait
avec les enzymes du complexe OGIcNAzyme. Pour ce faire différentes constructions
plasmidiques ont été générées au sein du laboratoire afin de pouvoir étudier par la
technique de transfert de bioluminescence (BRET), réalisées en collaboration avec le Dr
Mostafa Khair, les interactions entre Tax et les membres du complexe. Ainsi, nous avons
observé que Tax interagissait aussi bien avec 'OGT qu’avec 'OGA, avec cependant une
plus forte interaction avec I'OGT, relevée par un signal de BRET plus important. Ces
interactions OGT/Tax et OGA/Tax ont aussi été confirmées par co-immunoprecipitation
avec encore une fois un signal beaucoup plus important pour la liaison Tax/OGT. De
maniere intéressante, la présence de Tax entraine un changement d’affinité entre I'0OGA
et 'OGT au sein du complexe mesuré par BRET et par BRET saturation nous permettant
de supposer que Tax inhiberait I'activité de I'OGA en modulant l'affinité au sein du
complexe OGIcNAzyme. Cette hypothese fut confirmée par des expériences
d'immunoprecipitations ou I'on a mesuré au sein du complexe OGlcNAzyme I'activité de
I'OGA en présence de Tax. Les résultats ont montré que l'activité de I'OGA au sein du
complexe était significativement diminuée en présence de Tax. Cependant, malgré ces
différentes observations, nous ne savons pas a I'heure actuelle en quoi le changement
d’affinité entre 'OGA et 'OGT, médié par Tax, peut entrainer une diminution de I'activité
de I'OGA. Plusieurs hypotheses peuvent étre avancées comme le fait que Tax, en
augmentant l'affinité entre 'OGA et 'OGT, pourrait masquer le site catalytique de I'OGA
entrainant alors un encombrement stérique a l'origine de l'inhibition. De plus, il, a été
décrit dans la littérature que 'OGA pouvait étre OGlcNAcylée par I'OGT (Lazarus et al,,
2006; Zhang et al., 2014). Nous pouvons donc imaginer que la O-GlcNAcylation de 'OGA
par 'OGT puisse moduler I'activité catalytique de I'enzyme. Enfin, il a été décrit que
I'OGT interagissait avec de nombreuses kinases comme la kinase AuroraB laissant
imaginer qu’'une régulation par phosphorylation de I'OGA puisse aussi moduler son

activité (Slawson et al., 2008). Quoi qu'il en soit, le mécanisme reste encore a élucider.
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IV. Impact de l1a modulation de la O-GlcNAcylation.

Nous avons découvert qu'un des impacts de l'inhibition de l'activité enzymatique de
I’'0GA par Tax concerne CREB et la transactivation du LTR 5’. En effet, nous avons
montré que dans les TLom-1, la réexpression de Tax était associée a une augmentation
de la liaison de CREB, a une lectine capable de lier les protéines OGlcNAcylées, suggérant
un effet sur la O-GlcNAcylation de cette protéine. La phosphorylation de CREB sur la
sérine 133 est nécessaire afin de former le complexe de transcription recruté par Tax au
niveau du LTR composé notamment par CBP, P300 et les co-activateurs TORC (Geiger et
al,, 2008; Kim et al., 2010) . Il a, de plus, été montré dans la littérature que le niveau de
CREB phosphorylé dans les lignées de lymphocytes T transformés par HTLV-1 est plus
élevé et que Tax entraine I'augmentation de la phosphorylation de CREB (Kim et al,
2007; Trevisan et al, 2004). De plus, il est admis que la phosphorylation et la O-
GIcNAcylation agissent de maniere dynamique en compétition ou bien de maniere
synergique pour réguler l'activité de facteur de transcription et CREB n’échappe pas a la
regle. En effet, CREB a été décrit comme étant régulé par phosphorylation sur la sérine
133 mais aussi par 0-GlcNAcylation au niveau des thréonines 227, 228, 259 et 261 ainsi
que sur les sérines 40 et 260 (Lamarre-Vincent and Hsieh-Wilson, 2003; Rexach et al.,,
2012) . Cependant des expériences de mutations des différents sites de O-
GIcNAcylations ont montré que la serine 40 s’avere étre le site majeur d’O-GlcNAcylation
de la protéine. Au vu de ces résultats et de ces données, nous avons voulu savoir si la O-
GIcNAcylation de CREB pouvait agir de maniere positive ou bien négative dans la
formation du complexe de transcription nécessaire a I'activation du LTR 5’. De maniere
intéressante, un traitement pharmacologique avec du ThiametG, permettant d’inhiber
spécifiquement 'activité de 'OGA, est associé a une augmentation a la fois de I'activation
du LTR 5’ du virus HTLV-1 et du recrutement de CREB phosphorylé au niveau des
éléments du LTR 5’. Ces résultats semblent donc étre en faveur d’'un effet coopératif
entre phosphorylation et O-GlcNAcylation. Nous pouvons donc supposer dans notre
étude que l'inhibition de 'OGA par Tax entraine une augmentation de la O-GIcNAcylation
de CREB favorisant alors sa phosphorylation, son recrutement et son activité
transcriptionnelle. Cependant, une autre hypothese est envisageable dans notre
mécanisme puisque nous n’avons pas montré de maniere directe que Tax augmente la

0-GIcNAcylation de CREB. Nous ne pouvons pas exclure que I'augmentation de la liaison
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de CREB a la lectine ne soit pas due a son interaction avec une autre protéine du
complexe de transcription également régulée par O-GlcNAcylation. De fagon
intéressante, une étude récente montre dans des cellules neuronales que la PKA, kinase
a l'origine de la phosphorylation de différents substrats dont CREB, est régulée au
niveau de ses sous unités catalytiques par O-GIcNAcylation (Xie et al., 2016). L'O-
GIcNAcylation de la PKA entraine une augmentation de son activité et est associé a une
forte augmentation de la phosphorylation de CREB. Ainsi dans notre modele, nous ne
pouvons exclure que la PKA ne soit pas modulée par 0-GlcNAcylation, ce qui
expliquerait 'augmentation de la phosphorylation de CREB et son recrutement associé a
une activation du LTR 5. En outre, différents éléments nous poussent a compléter notre
interprétation comme le fait que la O-GIcNAcylation de CREB sur la serine 40 a été
associée a une répression de son activité transcriptionnelle ou que la PKA contribue a
I'activation du LTR 5’ par Tax (Kadison et al., 1990; Rexach et al., 2012). En effet dans
ces études, les auteurs montrent qu’en invalidant la PKA, I'activation du LTR en présence
de Tax est toujours effective mais cependant beaucoup moins efficace qu’en présence de
la PKA (Kadison et al, 1990; Turgeman and Aboud, 1998). Au vu de ces récentes
observations, nous avons entrepris d’étudier le niveau d’O-GlcNAcylation de la PKA dans
les lignées de lymphocytes T transformés par le HTLV-1 ainsi que son activité. Enfin, afin
de déterminer de maniere précise si CREB est plus OGlIcNAcylée en présence de Tax et
quel est son effet sur la transcription du LTR, différents mutant de CREB au niveau des

sérines 40 et 133 sont en train d’étre produits au sein du laboratoire.

V- Conclusion et perspectives.

Nous pouvons, grace a cette étude, proposer un nouveau modele de transactivation du
LTR 5’ dans lequel Tax, en se liant au complexe OGIcNAzyme, va entrainer un
changement de conformation entre I'OGA et 'OGT ce qui va conduire a une inhibition de
'activité catalytique de I'OGA (figure 35 A). De plus, le fait de retrouver CREB, Tax ainsi
que 'OGA et I'OGT au sein des éléments vCRE du LTR 5’ nous permet de supposer que
Tax recrute ce complexe au niveau du LTR 5’ afin d’augmenter la 0-GlcNAcylation de
CREB ou d’une autre protéine cellulaire comme la PKA permettant une augmentation de
la phosphorylation de CREB (figure 35 A et B). Des expériences d'immunoprécipitation

de la chromatine (ChIP) vont étre réalisées afin de déterminer la présence de la PKA au
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sein du complexe. De maniéere intéressante, le complexe OGIcNAzyme est retrouvé aussi
bien dans des lignées transformées par le virus que dans des lignées immortalisées
montrant que ce mécanisme est important aussi bien dans les phases précoces lors de la
réplication du virus in vivo mais aussi dans des phases tardives, dans le développement
de la maladie. En effet, le complexe a aussi été décrit comme recruté dans des CIB, des
cellules primaires immortalisées par HTLV-1 mais toujours dépendantes de I'IL-2. Ces
cellules nous permettent d’étudier les phases précoces du virus car elles ne sont pas
transformées.

Nous avons également voulu avoir une idée se I'importance de ce mécanisme dans la
prolifération des lignées de lymphocytes T transformés par le HTLV-1. Nous avons
observé que cultiver des cellules C8166, lymphocytes T transformés par HTLV-1 et
exprimant Tax, dans un milieu pauvre en glucose entraine une perte de l'expression de
Tax aussi bien en ARNm qu’en protéine montrant I'importance de la O-GlcNAcylation
dans le processus de transactivation du LTR 5’ a I'origine de la production des protéines
virales.

De plus, d’autres protéines recrutées au sein du complexe de transcription ont été
décrites comme étant modulées par O-GlcNAcylation dans la littérature. Ainsi, TORC 2 a
été montrée comme étant OGIcNAcylée au niveau des sérines 70 et 71, ce qui serait
associé a une translocation de la protéine au sein du noyau. En effet, les mémes sites
sont ciblés par phosphorylation et ceci induit la séquestration de TORC 2 dans le
cytoplasme (Al-Hakim et al., 2005; Screaton et al., 2004). Le niveau de TORC OGIcNAcylé
pourrait étre observé dans notre systéme de surexpression dans les cellules TLom-1
ainsi que dans les lignées HTLV-1. Le facteur de transcription CBP, lui aussi recruté au
sein du complexe, a été décrit comme OGlcNAcylé mais I'impact de sa O-GlcNAcylation
n’a pour le moment pas été décrit (Rexach et al., 2012).

La modulation de la O-GlcNAcylation par Tax pourrait aussi avoir un impact sur la O-
GIcNAcylation des histones. En effet, le fait que Tax puisse recruter 'OGT ainsi que 'OGA
au niveau de la chromatine peut laisser envisager que la 0-GlcNAcylation des histones
serait modulée afin de permettre une décompaction de la chromatine et de favoriser
I'assemblage du complexe de transcription sur le LTR 5’ et I'expression des genes.
L’'implication de la O-GlcNAcylation des histones reste encore a déterminer cependant
les études laissent a penser que la O-GlcNAcylation régule tres finement avec d’autres

modifications post traductionnelles I'état de compaction chromatinien (Dehennaut et al.,
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2014). La modulation de I'état de la chromatine peut aussi étre médiée via les enzymes
TET impliquées dans la déméthylation des ilots cpG (Mariappa et al., 2013). Il a été
montré que TET2 était retrouvée en complexe avec 'OGT au niveau de promoteur
cellulaire fortement transcrit et au sein du laboratoire, nous avons pu montrer une
interaction entre Tax et TET2Z laissant penser a un probable complexe entre
I'OGT/Tax/TET2. L’Arn pol II responsable de I'initiation de I'élongation, est aussi cible
de O-GIcNAcylation au niveau de sa partie C-terminale (Comer and Hart, 2001).
Cependant cette O-GIcNAcylation serait associée a une répression de son activité. Dans
le cas du virus HTLV-1, nous pouvons envisager que Tax, en se liant au complexe
OGIcNAzyme, pourrait le séquestrer au niveau du LTR 5’ ou bien au niveau d’autres
cibles empéchant alors cette fois-ci la O-GlcNAcylation de certains facteurs. Le niveau de
0-GIcNAcylation de I'ARN pol II serait intéressant a observer dans les lignées de
lymphocytes T transformés par le HTLV-1 et dans notre systéme de surexpression dans
les cellules TLom-1. Quoi qu’il en soit, notre hypothése est que la modulation de
I'activité du complexe OGIcNAzyme par Tax entrainerait un environnement d’O-
GlcNAcylation favorable a la transcription virale (figure 35 C).

Comme décrit dans ce manuscrit, le processus a l'origine du développement de 'ATL est
un mécanisme en plusieurs parties (Gessain, 2011). Ainsi on peut décrire une premiere
phase d’immortalisation due a l'expression de la protéine Tax et une phase de
transformation lymphocytaire ou la protéine HBZ sera la seule a intervenir. Durant la
derniere phase la protéine Tax n’est plus exprimée du a une perte d’expression du LTR
5’ suite a une hypermethylation, a I'apparition de mutation non sens ou bien a une
délétion. Il serait intéressant de déterminer si la protéine HBZ pourrait interagir elle
aussi avec le complexe OGIcNAzyme en absence de Tax. L’expression du LTR 3’ est
fortement dépendante de sp1 qui est ciblé par O-GlcNAcylation (Majumdar et al., 2006).
Il serait intéressant d’évaluer dans les cellules Tlom-1 le niveau d’O-GIcNAcylation de

spl et son impact sur 'activation du LTR 3.

Enfin, au vu des capacités de Tax a moduler de multiples voies cellulaires conduisant a
I'immortalisation lymphocytaire, nous pouvons imaginer que le détournement de la
machinerie d’0-GlcNAcylation puisse moduler d’autres facteurs de transcription clés
dans la cellule. Ainsi, nous nous sommes intéressés a la protéine p65 qui est une cible

cruciale pour Tax afin d’activer de maniére constitutive la voie NF-kB. La O-
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GIcNAcylation de p65 a été associée dans la littérature en fonction du type cellulaire, en
majorité a des effets activateurs méme si des effets répresseurs sont décrits. En effet, il a
été montré que la O-GIcNAcylation de p65 favorisait I'activation des sous unité IKKa et
IKKB du complexe NEMO favorisant I'activation de la voie NF-kB (Ma et al., 2013). De
plus, la O-GlcNAcylation de p65 a aussi été décrite comme diminuant son interaction
avec l'inhibiteur IkBa, favorisant ainsi son activité transcriptionnelle (Yang et al., 2008).
La O-GlcNAcylation de p65 par 'OGT sur la thréonine 305 a aussi été montrée comme
étant nécessaire a l'acétylation de p65 par p300 afin de permettre son activité
transcriptionnelle en réponse a une stimulation au TNF-a (Allison et al., 2012). Dans le
cas des lignées transformées par le virus HTLV-1, nos résultats préliminaires ont montré
que la protéine p65 était plus fortement OGlcNAcylée par rapport a des lymphocytes

controles, laissant penser a une éventuelle modulation de la voie NF-kB.

Cette étude a donc été novatrice en montrant pour la premiere fois I'impact positif du
détournement de la machinerie de la O-GlcNAcylation dans la régulation de I'expression
des protéines virales d’'HTLV-1 médiée par la protéine Tax. Elle permet aussi de poser de
nouvelles questions quand a I'implication de la O-GlcNAcylation dans le développement
de I'oncogenese induite par le virus HTLV-1 mais également dans la compréhension de

mécanismes généraux dans I'établissement des différents cancers.
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Figure 35 : Modéle hypothétique de transcription du LTR viral.

A. Représentation schématique dans lequel Tax recrute le complexe OGlcNAzyme sur le LTR 5’ entrainant alors une
inhibition de 'OGA augmentant ainsi la O-GlcNAcylation de CREB et sa phosphorylation.

B. Représentation schématique dans laquelle Tax en se liant au complexe OGIcNAzyme entraine une inhibition de
I'OGA ce qui va augmenter la O-GlcNAcatylation de la PKA. La PKA est alors plus active ce qui entraine une
augmentation de la phosphorylation de CREB et I'activation du LTR.

C. Représentation schématique indiquant les différents facteurs de transcriptions pouvant étre modulé par O-
GlcNAcylation entrainant une augmentation de la transactivation du LTR.
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