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INTRODUCTION

Chapitre | : Le Virus HTLV-1

A. Historique et données épidémiologiques

En 1980, I’équipe de Poiesz et ses collegues découvre pour la premiere fois le lien entre un rétrovirus et un
cancer humain chez un patient atteint d’un lymphome cutané a cellules T (Poiesz, Ruscetti et al. 1980). Quelques
années auparavant, une entité clinique nommée ATL (pour Adult T-cell Leukemia, ou Leucémie a cellules T de
I’Adulte) avait été décrite au Japon (Uchiyama, Yodoi et al. 1977). Il fut ensuite démontré que I’ATL était due a
la présence d’un rétrovirus appelé ATLV (Adult T-cell Leukemia Virus) grace a la présence d’anticorps contre ce
virus dans les sérums de patients infectés (Hinuma, Nagata et al. 1981; Yoshida, Miyoshi et al. 1982). Peu apres,
il a été mis en évidence que ATLV était en fait le virus découvert par Poiesz et un nom unique fut retenu : HTLV-
1 pour Human T-cell Leukemia Virus (Popovic, Reitz et al. 1982).

Aujourd’hui, il infecte 15 a 20 millions d’individus dans le monde, avec des foyers endémiques au Japon, en
Afrique centrale, aux Caraibes et en Amérique du Sud. Les études épidémiologiques montrent que HTLV-1 est
aussi répandu en Mélanésie, Nouvelle guinée et sur les fles Salomon, ainsi que chez les aborigénes australiens
(Matsuoka and Jeang 2007).

Il se transmet de différentes facons :

- par voie sexuelle (avec un sens préférentiel de I’homme vers la femme),

- par voie parentérale (transfusion sanguine ou administration de drogues par intraveineuse
avec des seringues contaminées)

- au cours de I'allaitement, surtout s’il est prolongé.

La transmission par des particules virales libres semble peu efficace et s’opére principalement par la
transmission des protéines virales et du matériel génétique lors de la formation d’une synapse virologique entre
une cellule infectée et une cellule non-infectée. De ce fait, la présence de cellules infectées vivantes est nécessaire
a I’infection.
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B. Pathologies associées au HTLV-I

L’individu infecté est porteur du virus durant toute sa vie et 90 % des séropositifs restent porteurs
asymptomatiques. Seulement 10 % des personnes infectées développent la maladie aprés une longue période de
latence. Les maladies associées @ HTLV-I sont I’ATL, une forme agressive et rapidement mortelle de leucémie, ou
des maladies inflammatoires. La plus fréquente est la TSP/HAM (Tropical Spastic Paraparesis / HTLV-1
Associated Myelopathy), mais on retrouve aussi I’uvéite, I’arthropathie ou encore la myosite (Proietti, Carneiro-
Proietti et al. 2005).

1. La leucémie a cellules T de I’adulte : ATL

La leucémie a cellules T de I’adulte touche 2 a 3 % des personnes infectées par HTLV-I aprés une longue
période de latence de 30 a 60 ans. Trois criteres ont été définis pour identifier les malades atteints d’ATL. Le
premier est la détection de la morphologie des lymphocytes T possédant les antigenes de surface comme CD4+ et
CD25+. Chez les patients atteints d’ATL aigué, les lymphocytes T transformés ont un noyau multilobé
caractéristique en forme de fleur et résultent d’une prolifération monoclonale. Le deuxiéme est la détection
d’anticorps contre HTLV-I dans le sérum des patients et le troisieme est la démonstration de I’intégration
monoclonale du provirus dans les cellules tumorales par Southern Blot. La charge provirale est ensuite estimée par
des techniques de PCR et permet d’évaluer la progression de la maladie chez les patients infectés.

Quatre formes d’ATL ont été classifiées selon M. Shimoyama en 1991 (Shimoyama 1991), et une cinquieme
a récemment été proposée (la forme tumorale primaire cutanée) (Bittencourt 2005). Elles ont une évolution et des
pronostics différents (voir Tableau 1).

La forme aigué est la plus agressive. Les patients atteints ont un nombre élevé de lymphocytes T typiques de
I’ATL, avec des lésions fréquentes de la peau, une lympho-adénopathie, une hépatosplénomégalie et une
hypercalcémie (Matsuoka 2003). Pour la forme lymphomateuse, le nombre de lymphocytes T anormaux est moins
élevé mais I’espérance de vie reste minime (Tableau I) vu que ce sont des formes agressives et que les patients
atteints sont résistants aux chimiothérapies intensives. Les formes indolente et chronique sont caractérisées par un
nombre faible de lymphocytes T typiques de I’ATL. La forme chronique peut cependant évoluer rapidement vers
les formes agressives (Yasunaga and Matsuoka 2007).

2. La TSP/HAM

La TSP/HAM est une maladie inflammatoire chronique du systéme nerveux central caractérisée par une
démarche altérée, une lombalgie, un dysfonctionnement urinaire et une faiblesse spastique progressive des
membres inférieurs. La cause de la production par I’hdte de facteurs inflammatoires est trés probablement
I’infiltration de lymphocytes T CD8+ infectés dans le systéme nerveux central. Le développement de la maladie
est fortement variable entre individus. La TSP/HAM peut se développer rapidement, progresser trés lentement
pendant des décennies ou méme arréter d’évoluer dans certains cas. La maladie affecte davantage les femmes
(rapport homme/femme de 1 pour 2, a I'inverse de I’ATL). Les traitements actuellement utilisés ne sont
malheureusement pas satisfaisants (Proietti, Carneiro-Proietti et al. 2005).

3. Les autres maladies associées a HTLV-I
Parmi les autres syndromes associés a HTLV-I, on peut citer un certain degré d'immunodépression, des cas
d’arthrites chroniques, des uvéites de l'adulte jeune, des dermatites infectieuses chez I'enfant ou encore des
myosites et polymyosites.

4. HTLV-I et le systéme immunitaire
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HTLV-I se retrouve principalement sous forme de provirus au sein de la cellule. La cellule infectée ne produit
que trés peu de particules virales libres et la charge virale dans le plasma est donc presque indétectable.
Cependant, de nouvelles cellules peuvent étre infectées par la formation d’une synapse virologique. Une premiére
étape de dissémination du virus semble étre réalisée d’abord par I’intermédiaire de contacts cellules-cellules,
entrainant une prolifération polyclonale du virus dans les cellules CD4+ et CD8+. Lorsque I’équilibre entre la
réplication du virus et la réponse immune est atteint, HTLV-l se multiplie surtout par une prolifération
monoclonale dépendante de la mitose de la cellule hdte. Ce mécanisme contribue a la stabilité génomique du virus
puisque sa transcription est opérée par une polymérase cellulaire dont I’activité enzymatique est de haute fidélité.
L’équilibre entre la réplication du virus et la réponse immune est principalement lié a une forte réponse
cytotoxique dirigée principalement contre la protéine Tax (Verdonck, Gonzalez et al. 2007). Pour échapper a cette
forte réponse cytotoxique, I’expression de Tax dans les cellules d’ATL est fréqguemment « éteinte » par différents
mécanismes. La perte du LTR5’ (Long Terminal Repeat), élément proviral contenant le promoteur des génes
viraux, est observée chez 39% de patients diagnostiqués avec I’ATL, empéchant ainsi la production de Tax. Un
deuxiéme mécanisme s’explique par les mutations observées sur le géne tax dans les cellules d’ATL. On peut
aussi observer des mutations du site de reconnaissance de la molécule du complexe d’histocompatibilité de classe |
pour la protéine Tax, permettant une évasion de la reconnaissance virale. Le troisiéme mécanisme évoqué est une
régulation épigénétique de I’activité du LTR5’ par hyperméthylation et modification des histones qui permettent
d’inhiber la transcription des génes viraux. Par ces mécanismes, les cellules d’ATL limitent I’expression de Tax et
peuvent ainsi échapper a la surveillance du systeme immunitaire (Yasunaga and Matsuoka 2007).

C. Le cycle replicatif

HTLV-1 est un rétrovirus enveloppé de type C (Poiesz, Ruscetti et al. 1980). Il est constitué de deux
molécules d’ARN identiques, chacune associée a la protéine de nucléocapside ainsi qu’a la transcriptase inverse
(Figure 1). Ce complexe ribonucléoprotéique est entouré par une capside (protéines CA) qui est reliée a
I’enveloppe virale par les protéines de matrice (protéines MA). L’enveloppe, d’origine cellulaire, est acquise lors
du bourgeonnement du virus a la surface de la cellule cible. Elle est constituée par les complexes glycoprotéiques
d’enveloppe TM et SU d’origine virale insérés dans une bicouche phospholipidique cellulaire.

La premiere étape du cycle débute par la formation d’une synapse virologique ou les glycoprotéines
d’enveloppe virales interagissent avec un ou plusieurs récepteur(s) cellulaire(s) (Figure 2). Les récepteurs cibles du
HTLV-1 connus aujourd’hui sont les protéines GLUT-1 (Manel, Kinet et al. 2003) et la neuropilin-1 (Ghez,
Lepelletier et al. 2006). Ces deux récepteurs sont co-localisés au niveau de la jonction membranaire entre une
cellule non-infectée et une cellule infectée par HTLV-I, suggérant un complexe trimérique avec I’enveloppe
(Ghez, Lepelletier et al. 2006). De plus, il a été démontré que la présence des HSPGs (heparan sulfate
proteoglycans) était nécessaire a une entrée efficace du virus dans les lymphocytes CD4+ (Jones, Fugo et al.
2006). Au niveau de cette synapse virologique, il y a fusion entre la cellule infectée et les virions avec la
membrane plasmique de la cellule non-infectée. L’ARN viral et les protéines virales sont relargués dans le
cytoplasme (Figure 2). L’ARN est rétrotranscrit en ADN double brin sous I’action de la transcriptase inverse
virale. Ce double brin d’ADN migre ensuite dans le noyau ou il sera intégré dans le génome de la cellule cible
grace a I’intégrase virale ce qui permet la transcription future des génes viraux grace & la machinerie
transcriptionnelle de la cellule héte. Une fois transcrits et épissés, les ARNm viraux vont étre traduits et donner les
protéines virales précoces Tax et Rex. La protéine Tax transactive le promoteur viral alors que la protéine Rex est
impliguée dans le transport des ARNmM non épissés ou simplement épissés, du noyau vers le cytoplasme (Yoshida
2005). Les ARNm non épissés permettront I’expression des précurseurs protéiques Gag (matrice, capside et
nucleocapside), Pol (polymérase, transcriptase inverse et intégrase), et Pro (protéase virale). Les ARNm mono-
épissés seront a I’origine du précurseur Env qui sera clivé par une protéase cellulaire pour donner les
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glycoprotéines virales gp46 (SU) et gp21 (TM). Le cycle viral se termine par la formation d’une particule virale
avec encapsidation de I’ARNm génomique non épissé ainsi que certaines protéines cellulaires nécessaires au cycle
réplicatif du virus et la formation d’une synapse virologique pour infecter une nouvelle cellule. Cette synapse se
forme au niveau du site de contact entre la cellule infectée et la cellule non-infectée. Les protéines Gag et Env se
retrouvent concentrées au site de contact. Dans la cellule cible, la protéine taline du cytosquelette se concentre au
niveau du site de contact et le MTOC (microtubule-organizing center) se réoriente vers la synapse virlogique. Il
s’en suit un mouvement de la protéine Gag vers la cellule non infectée accompagné d’un rapide transfert des ARN
viraux (lgakura, Stinchcombe et al. 2003).

D. Organisation génomique

Le génome viral de 9 kb comporte les genes structuraux classiques des rétrovirus (Gag, Pro, Pol, Env)
auxguels s’ajoute une région supplémentaire, la région « pX », codant pour les protéines de régulation (Figure 3).
A chaque extrémité du génome viral se trouvent deux séquences non codantes : les « Long Terminal Repeat ».

1. Les « long terminal repeat » ou LTR

Les LTR sont des séquences redondantes qui jouent un réle dans I’intégration, la réplication et la régulation de
la transcription du génome viral. lls sont divisés en trois régions distinctes : U3, R et U5. La région promotrice se
trouve dans la région U3 du LTRS5’, tandis que le LTR3’ joue un réle dans la polyadénylation. La région
promotrice du HTLV-I est composée de trois éléments de réponse a Tax (les TXRE1-I, -1l et -1l pour Tax
Responsive Element) qui sont des séquences répétées de 21 pb contenant une séquence consensus homologue a
I’élément de réponse a I’AMP-cyclique (CRE) (Figure 4) (Nyborg, Dynan et al. 1988). Les facteurs de
transcription cellulaires de la famille ATF/CREB (Activating Transcription Factor/CRE-Binding Protein) peuvent
venir se fixer sur les TXRE1s et ainsi activer la transcription virale. D’autres facteurs cellulaires sont connus pour
activer la transcription basale du HTLV-I : les protéines AP-1 (activator protein 1) (Grant, Jain et al. 2006), AP-2,
spl et sp3 (specificity protein 1 et 3), Gli-2 de la famille des protéines Gli, la protéine TIF-1 (Winter, Dayaram et
al. 2007), les protéines HEB1 et HEB2 (Montagne, Beraud et al. 1990). Il existe un autre élément de réponse a
Tax entre les domaines TXRE1-1l et -lll, le TXRE2, mais qui est inactif de facon isolé. Récemment, il a été
démontré que les membres de la famille Ets (Ets 1 et 2, EIk-1) (Winter, Dayaram et al. 2007) et les membres de la
famille SRF (serum responsive factors) (Marriott, Boros et al. 1989) activent la transcription basale du promoteur
viral a partir du TXRE2.

La région située entre U3 et R du LTR3” comprend un élément de réponse & Rex, la séquence RexRE (Rex
responsive element) (Grone, Koch et al. 1996). De plus il existe plusieurs sites d’atténuation de la transcription.
Le NRS (Negative Regulatory Sequence), situé dans la région R, régule négativement I’activité transcriptionnelle
du promoteur HTLV-I en affectant la transcription induite par des activateurs forts comme Tax (Montagne and
Jalinot 1995). La région U5 du LTR5’ contient le CRS (cis-acting repressive sequence) qui exerce un effet
répresseur au niveau post-transcriptionnel (Seiki, Inoue et al. 1988). En revanche, a la jonction R/U5 se trouve la
séquence DRE1 (Dowstream Regulatory Element I) requise pour la transcription basale du HTLV-I et activée par
des facteurs cellulaires comme TFIIA et TFIID (Kashanchi, Duvall et al. 1993). Enfin on trouve également dans la
région U5 les sites impliqués dans la terminaison et la polyadénylation des ARNm (Seiki, Hattori et al. 1983).

2. Les génes structuraux classiques
- Le gene gag code les protéines qui interviendront dans I’assemblage et la structure du virion.
La premiére étape de synthése consiste en la production d’un précurseur protéique de 53 kDa (p53) a partir d’un
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ARNmM non épissé (Figure 3-B). Ce précurseur posséde un signal d’adressage & la membrane nécessaire pour
I’assemblage et le relargage des virions. Il est suffisant pour permettre le relargage de particules virales immatures
(les VLP pour Virus-like particules) (Le Blanc, Grange et al. 2001). Durant le processus de ciblage vers la
membrane plasmique, la protéase virale clive le précurseur Gag en trois protéines de structure :

o la matrice (MA ou pl9)

o la capside (CA ou p24)

o0 la nucleocapside (NC ou p15)

- Le géne pro est situé a cheval sur la partie 3’ de la région gag et la partie 5’ de la région pol
(Figure 3-B). La synthese de la protéase est obtenue par un changement de cadre de lecture dans I’ARNmM
génomique (Nam, Copeland et al. 1993) grace a un décalage ribosomique au niveau d’un pseudonoeud ou se
retrouve une séquence conserevée : A AAA AAC. La protéase est clivée de maniére autocatalytique a partir des
précurseurs protéiques Gag-Pro et Gag-Pro-Pol pour générer la protéase mature de 28 kDa. Vu son role primordial
dans la réplication virale, la protéase est I'une des cibles importantes pour le développement d’inhibiteurs
permettant de traiter les infections liées a HTLV-1 (Shuker, Mariani et al. 2003).

- Le gene pol est situé entre les genes gag-pro et le géne env (Figure 3-B). La synthése du
précurseur Pol nécessite deux changements de cadre de lecture dans I’ARNm génomique. Ce précurseur est clivé
par la protéase virale pour générer les protéines matures de la transcriptase inverse/RNaseH (RT/RNaseH) et de
I’intégrase (IN). La transcriptase inverse, protéine clé du cycle réplicatif, catalyse la réaction enzymatique qui sera
a I’origine de la synthése du double brin d’ADN a partir de I’ARN viral. Grace a son activité RNaseH, elle
dégrade le brin d’ARN viral au fur et & mesure qu’il est rétro-transcrit. L’intégrase quant a elle permet
I’intégration de I’ADN néosynthétisé dans le génome de la cellule hote. L’intégration semble se faire de fagon
aléatoire, bien qu’il ait été montré que des éléments présents au sein du génome cellulaire influencent
positivement cette intégration (Leclercq, Mortreux et al. 2000; Ozawa, Itoyama et al. 2004; Jones, Akel et al.
2005).

- Le geéne env est issu de I’ARNmM génomique a partir d’un simple épissage et code pour le
précurseur protéique Env de 61 kDa (Figure 3-B). Ce précurseur est synthétisé au niveau du réticulum
endoplasmique ou il s’assemble sous forme de dimére. Il est clivé par des protéases cellulaires au niveau du Golgi
pour donner les deux glycoprotéines d’enveloppe : SU, qui est une protéine de surface fortement glycosylée
impliquée dans la reconnaissance du récepteur cellulaire et TM, qui est une protéine transmembranaire ancrant le
complexe SU-TM dans I’enveloppe virale composée de membrane d’origine cellulaire jouant aussi un role
important dans la fusion et I’infection du HTLV-I. (Le Blanc, Grange et al. 2001).

3. Les autres génes
En plus des genes gag, pro, pol et env, le génome du HTLV-I possede une région codante de 2 kb appelée pX
située entre le géne env et le LTR3’ (Figure 3-B). Cette région contient au moins quatre cadres ouverts de lecture
(ORF pour Open Reading Frame). Ces quatre ORFs codent des protéines dites accessoires et régulatrices. De plus,
il existe une protéine appelée HBZ codée au niveau de cette région mais a partir d’un géne situé sur le brin
complémentaire du génome proviral (Gaudray, Gachon et al. 2002).

a. Les protéines accessoires
Suite & des épissages alternatifs de I’ARNm viral ainsi qu’a la présence de codons initiateurs internes, les ORF
| et 11 générent quatre protéines accessoires : p12!, p27!, p13! et p30'" (Furukawa and Shiku 1991; Koralnik,
Gessain et al. 1992). Ces protéines ont un réle dans I’infection virale (Collins, Newbound et al. 1998; Silverman,
Phipps et al. 2004), le maintien de la charge virale (Bartoe, Albrecht et al. 2000), I’activation de la cellule hote
(Albrecht, Collins et al. 2000; Michael, Nair et al. 2004) et la régulation de la transcription des genes (Albrecht,
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Collins et al. 2000; Nair, Michael et al. 2005). Les ARNm spécifiques de ces quatre protéines ont été détectés in
vitro dans les cellules transfectées avec le clone moléculaire d’HTLV-I, dans les lignées cellulaires transformées
par HTLV-I et ex vivo dans des lymphocytes primaires fraichement isolés de patients infectés par HTLV-I ou
atteints d’ATL ou de TSP/HAM. (Berneman, Gartenhaus et al. 1992; Ciminale, Pavlakis et al. 1992; Cereseto,
Berneman et al. 1997). L’expression in vivo de ces quatre protéines est difficilement démontrable mais des
preuves indirectes de leur expression ont été révélées suite a I’étude de la réponse immunitaire lors de I’infection
virale. En effet, des anticorps ainsi que des cellules T cytotoxiques CD8+ dirigés contre des protéines
recombinantes ou des peptides représentant ces protéines ont été détectés chez les patients malades ou porteurs
sains, démontrant ainsi la présence des protéines des ORFs | et Il in vivo durant une infection naturelle (Chen,
Chen et al. 1997; Dekaban, Peters et al. 2000; Pique, Ureta-Vidal et al. 2000).

. La protéin ce par le brin anti-sens : HTL V-1 bZIP (HBZ

Le brin complémentaire situé au niveau de la région pX code la protéine HBZ. Cette protéine de 31 kDa a été
identifiée au sein de notre équipe par utilisation d’un double hybride sur une banque d’ADNc de cellules
chroniquement infectées par HTLV-I, avec comme appat la protéine CREB-2, membre de la famille ATF/CREB.
HBZ est une protéine nucléaire possédant un domaine « leucine zipper » (ZIP) et pourrait étre rattachée, selon ses
caractéristiques moléculaires, aux membres de la famille AP-1. Elle a été décrite comme favorisant I’établissement
et la persistance d’une infection chez des lapins infectés par HTLV-I, ce qui peut étre lié a la capacité d’HBZ de
réprimer la transcription virale dépendante de Tax. Pour cela, la protéine HBZ forme des hétérodimeéres avec les
protéines CREB, CREB-2, CREM et ATF-1 qui ne seront donc plus capables d’interagir avec les TXxRE1s. En
conséquence, Tax ne peut plus se fixer sur le promoteur viral et donc trans-activer la transcription virale. La
protéine HBZ inhibe aussi la transcription virale indépendante de Tax en interagissant avec c-Jun et JunB,
membres de la famille AP-1. Ces phénomeénes de régulation négative de la transcription virale entrainent une
réduction de I’expression des protéines virales dans les cellules infectées ce qui pourrait aider ces derniéres a
échapper a la réponse cytotoxique médiée par les lymphocytes T.

En revanche, HBZ est aussi capable de stimuler I’activité transcriptionnelle de JunD sur les boites AP-1.
L’interaction entre HBZ et JunD pourrait jouer un role important dans I’oncogénése liée a I’ATL (Barbeau and
Mesnard 2007).

c. Les protéines « régulatrices »
Elles sont appelées ainsi de par leur r6le dans la régulation de I’expression du génome viral. Elles sont codées

par les ORF Il et IV de la région pX.

i. La protéine Rex (p2711l

Elle est codée a partir d’'un ARNm doublement épissé de 2,1 kb qui contient des éléments du LTR5’, du géne
env et de la région pX (Figure 3-B). Capable de se lier a I’ARN, elle est essentielle pour le transport et I’épissage
des ARNm viraux. Elle est nécessaire pour une infection efficace et persistante in vivo mais n’est pas impliquée
dans I’immortalisation des lymphocytes T primaires humains in vitro (Ye, Silverman et al. 2003). La protéine Rex
agit au niveau post-transcriptionnel en augmentant le taux de transcrits non-épissés (transcrits gag-pro-pol) et
mono-épissés (env) aux dépens des transcrits doublement épissés (Hidaka, Inoue et al. 1988). Elle les dirige
depuis un compartiment nucléaire ou ils sont protégés de la dégradation et de I’épissage, vers le cytoplasme ou ils
seront alors traduits pour donner les protéines structurales du virus. En absence de Rex, ces ARNm viraux restent
stockés dans le noyau.(Grone, Koch et al. 1996). Comme mentionné précédemment, Rex interagit avec I’ARNm
viral au niveau du RexRE qui correspond & une grande structure d’ARN énergétiquement stable formée de
multiples boucles. La liaison entre Rex et cette séquence est essentielle pour son activité in vivo (Grone, Koch et
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al. 1996).

Il existe deux niveaux de régulation qui agissent sur I’activité post-transcriptionnelle : d’une part, les
séquences inhibitrices CRS (cis-acting repressive sequence) situées sur I’ARNm, I’une au niveau de la région U5,
I’autre chevauche le RexRE (Seiki, Hikikoshi et al. 1990; King, Bridger et al. 1998). Une délétion de ces deux
CRS entraine une délocalisation quasi quantitative de I’ARNm hors du noyau. D’autre part, différentes protéines
cellulaires régulent la protéine Rex. Ainsi, I’activité de Rex est liée a sa phosphorylation. En effet, les Ser-70, Ser-
177 et Thr-174 sont phosphorylées in vivo. L’inhibition de ces phosphorylations par un inhibiteur de la protéine
kinase C entraine une accumulation des ARNm non-épissés et diminue la synthése de la protéine Gag (Adachi,
Copeland et al. 1992). La protéine hnRNP Al (heterogenous nuclear ribonucleoprotein Al) est capable de rentrer
en compétition avec Rex dans la formation des complexes Rex-RexRE perturbant ainsi I’activité post-
transcriptionnelle de Rex (Dodon, Hamaia et al. 2002). Lorsque cette protéine est inhibée, on observe une
augmentation des niveaux de transcription et de production virales ainsi que de I’expression des ARNm
cytoplasmiques, montrant un effet répresseur de cette protéine sur la réplication du HTLV-I (Kress, Baydoun et al.
2005). La protéine B-23 interagit avec la région du signal de localisation nucléaire/nucléolaire (NLS/NoLS) de
Rex. B-23 aiderait I’importation de Rex du cytoplasme vers le nucléole, ce qui faciliterait par la suite I’export des
ARNmM non-épissés vers le cytoplasme (Adachi, Copeland et al. 1993). Enfin, la protéine hCRM1 (I’exportine
humaine), en interagissant avec le signal d’export nucléaire (NES) de Rex , apparait importante pour la
multimérisation de Rex et son mécanisme d’export (Hakata, Umemoto et al. 1998).

Une protéine additionnelle de 21 kDa, nommée p21™X, et correspondant a une forme tronquée de Rex, peut
également étre exprimée a partir de I’ORFIII. Cette protéine a été détectée dans des cellules infectées par HTLV-I
et son ARNm retrouvé dans des cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) purifiées a partir
d’individus infectés. Cette protéine semble intervenir dans le cycle du HTLV-I en inhibant I’activité de Rex par
action sur sa distribution subcellulaire (Kubota, Hatanaka et al. 1996).

Connaissant I'importance du rble de Rex au niveau de I’infection virale, il me semble essentiel de définir
précisément ses mécanismes d’action afin de faciliter le développement d’un traitement thérapeutique contre
I’ATL ou la TSP/HAM.

ii. La protéine Tax (p40Tax)

Elle est codée a partir de I’ORF IV situé sur le méme ARNm doublement épissé que celui qui code la protéine
Rex (Figure 3-B). La protéine Tax est composée de 353 acides aminés et se localise majoritairement dans le
noyau. Les 48 premiers acides aminés de la protéine forment une région basique correspondant au NLS. Au sein
du noyau, Tax se localise dans des zones de transcription hautement actives. Ces structures, formant des zones
tachetées dans le noyau, ont été appelées dans le cas de Tax les Tax Speckles Structures (TSS) (Semmes and
Jeang 1996). Tax posséde aussi un signal d’export nucléaire (NES) qui lui permet de faire la navette entre le
noyau et le cytoplasme (Burton, Upadhyaya et al. 2000). Différentes régions de Tax (Figure 5) sont impliquées
dans son homo-dimérisation, étape essentielle pour la fonctionnalité de la protéine (Jin and Jeang 1997; Basbous,
Bazarbachi et al. 2003). Dans sa partie C-terminale, Tax posseéde un domaine d’activation, une région nécessaire
pour I’interaction avec plusieurs protéines cellulaires impliquées dans I’activation transcriptionnelle induite par
Tax. Enfin, les 4 derniers acides aminés (ETEV) forment le PSD-95-Discs-Large-ZO-1 (PDZ)-Binding Motif
(PBM) de Tax. Ce motif est nécessaire pour I’interaction de Tax avec différentes protéines a domaines PDZ
(Figure 5).

Les premiéres études ont montré que Tax agit comme un transactivateur transcriptionnel viral (Sodroski,
Rosen et al. 1984; Felber, Paskalis et al. 1985) & partir du LTR5’. Celui-ci contient dans la région U3 les trois
motifs répétés de 21 pb appelés TXRE1 nécessaires pour I’activité transcriptionnelle de Tax (voir le paragraphe sur
les LTRs). Les TxRE1s contiennent dans leur région centrale (régions B) des boites CRE imparfaites (Figure 4) ou
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se fixent les protéines de la famille ATF/CREB composée de facteurs de transcription membres de la famille des
leucines zipper (ZIP) (Landschulz, Johnson et al. 1988).

Bien que plusieurs membres de la famille ATF/CREB interagissent avec le TXREL, seules les protéines CREB,
CREB-2, CREM et ATF-1 interagissent avec le LTR5’ du HTLV-1 in vivo. Parmi ces candidats, la protéine
CREB apparait comme ayant un role important dans I’activation de la transcription virale. En I’absence de Tax,
CREB forme un complexe instable avec le TXRE1. En interagissant avec le bZIP de CREB via sa partie N-
terminale, Tax favorise I’homo-dimerisation de CREB et augmente ainsi son affinité sur le TXRE1 (Grassmann,
Aboud et al. 2005). Ce complexe Tax-CREB-TXRE1 est ensuite stabilisé par une interaction directe entre Tax et
I’ADN proviral au niveau des régions flanquantes de la région B du TXREL, les régions A et C qui sont riches en
G/C (Figure 6). De la méme maniere, il a été démontré que la protéine CREB-2 joue un réle central dans
I’activation de I’expression des génes du HTLV-I (Gachon, Thebault et al. 2000). Contrairement a CREB en
absence de Tax, CREB2 n’a pas besoin d’étre phosphorylée pour activer le LTR du HTLV-I et active de fagon
plus efficace le LTR en présence de Tax par rapport a CREB (Azran, Schavinsky-Khrapunsky et al. 2004).

La stabilisation de ces complexes au niveau de I’ADN proviral permet a Tax de recruter plusieurs
coactivateurs transcriptionnels comme CBP/p300 (CREB binding protein et son homologue p300) et pCAF
(p300/CBP associated factor). L’interaction entre Tax et CBP/p300 fait intervenir deux régions de Tax (entre les
acides aminés 81 et 95 et 312 et 319 de Tax) (Figure 5) et trois domaines de CBP : le domaine CH1, le domaine
KIX et un domaine carboxy terminal de liaison & la protéine SRC-1 (Lemasson and Nyborg 2001; Scoggin, Ulloa
et al. 2001; Azran, Schavinsky-Khrapunsky et al. 2004). La partie C-terminale de p/CAF interagit avec un
domaine de Tax situé entre les acides aminés 318 et 320 (Figure 5) (Azran, Schavinsky-Khrapunsky et al. 2004).
Ces coactivateurs exercent leurs effets via leur activité histones acétyltransférase (HAT), qui entraine une
modification dans la conformation de la chromatine & proximité du promoteur viral et facilite ainsi le recrutement
de plusieurs facteurs de la transcription basale, comme I’ARN polymérase Il. Des interactions entre les protéines
TBP (TATA binding protein) (Caron, Rousset et al. 1993), TAF,28 (Caron, Mengus et al. 1997), TFIIA

(Clemens, Piras et al. 1996) ont été mises en évidence et semblent essentielles & I’activation de la transcription
induite par Tax.

La transactivation transcriptionnelle des génes viraux induite par Tax dans la cellule semble subir un
rétrocontrole négatif. En effet, Tax est capable d’interagir avec I’histone déacétylase | (HDAC1). Cette protéine
déacétyle les histones et conduit a une condensation de la chromatine et donc a une répression de la transcription.
De méme, Tax entraine une méthylation de I’histone H3 ce qui résulte en un changement conformationnel au
niveau de la chromatine et donc une répression de la transcription. Cependant, les derniéres études montrent que
Tax, en interagissant avec ces protéines de remodelage de la chromatine, les empécherait de venir au niveau du
promoteur viral et par conséquent d’exercer leurs effets inhibiteurs sur la transcription des ADN viraux
(Lemasson, Polakowski et al. 2004; Lu, Pise-Masison et al. 2004).

La protéine Tax est capable de se lier a un deuxieme élément de réponse situé dans la région U3 du LTR5’ du
HTLV-I, le TXRE2. Celui-ci est constitué d’un élément de réponse au sérum (SRE), sur lequel viennent se fixer
les facteurs de réponse au sérum (SRF) et les facteurs de la famille Ets comme Elk-1 (Figure 7). Ces facteurs,
détaillés plus amplement dans le chapitre suivant, sont impliqués dans la transcription de plusieurs génes,
notamment ceux de la famille AP-1. D’autres facteurs interagissent avec le domaine TXRE2 : Sp-1, TIF-1 et Myb
et peuvent ainsi jouer un role dans la transcription basale du génome de HTLV-I. Winter et Marriott démontrent
aussi que Tax interagit avec les facteurs SRF et favorise leur stabilité au niveau du SRE, suggérant une régulation
de la transcription du HTLV-I similaire & celle observée avec les facteurs ATF/CREB (Winter and Marriott 2007).

E. Réle de la protéine virale Tax au niveau cellulaire
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Bien que les mécanismes moléculaires impliqués dans I’établissement de la transformation par HTLV-I ne
soient pas clairement définis, de nombreuses études ont mis en évidence le rdle primordial de la protéine Tax dans
la transformation cellulaire et par conséquent son réle potentiel dans I’établissement de I’ATL. La protéine Tax est
ainsi capable, seule, de transformer in vitro des lignées fibroblastiques NIH3T3, Rat-1 et Rat-2 et son expression
est nécessaire au maintien de cette transformation (Yamaoka, Tobe et al. 1992). Grace a I’utilisation de souris
transgéniques, Grossman et al., ont montré que I’expression de la protéine Tax, contrdlée par le promoteur du
granzyme B, dans des cellules T matures induisait le développement d’une leucémie granulocytaire chez la souris
(Grossman, Kimata et al. 1995). De la méme facon, il a été montré que des souris transgéniques exprimant Tax
développaient spontanément des métastases osseuses (Gao, Deng et al. 2005). Enfin, par une approche similaire,
I’expression de Tax controlée cette fois-ci par le promoteur viral dans des souris transgéniques est a I’origine de
nombreuses tumeurs comme des lymphomes, des fibrosarcomes, des adénosarcomes ou encore des carcinomes
pulmonaires (Coscoy, Gonzalez-Dunia et al. 1998; Hasegawa, Sawa et al. 2006).

Ces propriétés transformantes de Tax sont la conséquence de sa capacité a interférer avec de nombreuses
protéines cellulaires, régulant ainsi leur expression et interférant avec plusieurs voies de signalisation cellulaires.
Ainsi, Tax est oncogéne par sa capacité a réguler les voies d’activation induites par les facteurs ATF/CREB, SRF,
NF-kB (nuclear factor kappa B), AP-1 et NFAT (nuclear factor of activated T-cell). Tax entraine la prolifération
et la transformation cellulaire par sa capacité a altérer le cycle cellulaire de I’héte, a interférer avec les
mécanismes régulant I’apoptose de la cellule et a inhiber les fonctions de la protéine p53 et la famille de protéines
bHLH. Tax altére aussi la stabilité du génome cellulaire. Or, il est intéressant de noter que le PBM de Tax est
essentiel a la prolifération des cellules T infectées, a I’instabilité génomique in vitro ainsi qu’a la persistance du
virus in vivo (Xie, Yamamoto et al. 2006). Ce motif est indispensable & Tax pour son interaction avec des
protéines a domaines PDZ, protéines qui seront détaillées dans le deuxiéme chapitre.

1. Tax régule les voies de signalisation d’activation cellulaire
En plus de sa capacité a activer le génome viral, Tax régule de nombreux genes cellulaires en contr6lant
I’activité de plusieurs facteurs de transcription : ATF/CREB, SRF, NF-kB, AP-1 et NFAT. Les génes induits par
ces facteurs de transcription sont principalement des génes précoces, des cytokines, des facteurs de croissance ou
des oncogenes cellulaires.

a. La voie de signalisation ATF/CREB
Comme nous I’avons déja vu, la famille ATF/CREB est trés importante pour la transcription virale dépendante

de Tax puisque ce dernier stabilise les facteurs de la famille ATF/CREB sur des boites CRE imparfaites situées au
niveau du promoteur du HTLV-Il. De nombreux genes cellulaires possedent aussi dans leur promoteur une bofte
CRE et sont activés par des signaux qui augmentent le niveau d’AMPc (Adénosine monophosphate cyclique)
cellulaire. Ce taux élevé d’AMPc active la phosphorylation de CREB par la protéine kinase A (PKA), qui interagit
alors avec les boites CRE et recrute CBP/p300. Tax est capable de former un complexe avec CREB mais celui-ci
ne semble pas activer les boites CRE cellulaires (Jeang 2001). Des études démontrent que Tax réprime
I’expression de certains génes comme la cycline A, p53 et c-myc en interagissant avec les facteurs de la famille
ATF/CREB, les empéchant ainsi de jouer leur réle initial au sein de la cellule (Azran, Schavinsky-Khrapunsky et
al. 2004).

b. La voie de signalisation SRF
Les cellules infectées par HTLV-1 subissent I’activation de la transcription de génes précoces comme c-fos, c-

jun, junB, junD et fra-1, membres de la famille AP-1, mais aussi des génes egr-1 et -2, krox-20 et -24.
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L’expression de ces génes est normalement activée par le facteur de réponse au sérum (SRF) en réponse a divers
agents comme le sérum, le lipopolysaccharide (LPS), le 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), des
cytokines et le TNFa (tumor necrosis factor), ce qui entraine une stimulation de la prolifération cellulaire. SRF se
lie sur I’ADN au niveau de I’élément de réponse au sérum (SRE) qui se situe dans le promoteur de ces différents
génes. La région SRE est composée de deux sites d’interaction : la boite CArG avec en amont la boite Ets (Figure
7). Apres interaction avec la boite CArG, les protéines SRF interagissent avec les facteurs du complexe ternaire
TCF (ternary complex factors), qui se lient ainsi sur I’ADN au niveau des boites Ets. Les coactivateurs CBP/p300
et p/CAF sont ensuite requis pour I’activation des facteurs SRF (Azran, Schavinsky-Khrapunsky et al. 2004). La
protéine Tax est capable d’activer ces génes précoces en interagissant avec SRF et TCF, CBP/p300 et p/CAF.

c. La voie de signalisation NF-kB
Les effets oncogéniques de Tax sont en partie attribués & sa capacité d’activer les facteurs de transcription de

la voie NF-kB. En effet, ces facteurs sont impliqués dans la régulation de I’expression de nombreux genes
cellulaires associés a plusieurs fonctions biologiques : le développement embryonnaire, les réponses immunes et
inflammatoires, la prolifération cellulaire, I’apoptose ou encore les réponses au stress et I’oncogénése (pour revue
cf. (Ahn and Aggarwal 2005)).

La fonction des facteurs NF-kB est reliée au proto-oncogéne c-Rel. Les protéines membres de cette famille,
p50 (NF-kB1), p52 (NF-kB2), p65 (RelA), RelB et c-Rel, se combinent pour former des homo- ou des hétéro-
dimeres ayant chacun une activité différente. Ils contiennent un domaine conservé de 300 acides aminés en N-
terminal, appelé Rel homology domain (RHD), responsable de la liaison a I’ADN, de la dimérisation, de
I’interaction avec les membres de la famille IkB et de la localisation nucléaire (Sarkar, Li et al. 2008). Dans les
cellules T quiescentes, les facteurs NF-kB sont retenus dans le cytoplasme sous forme inactive via des interactions
avec des protéines inhibitrices spécifiques de la famille IkB, dont les membres principaux sont IkBa, IkBb et
IkBe, Bcl-3 et les précurseurs p100 et p105. Cette association provoque le masquage du domaine de localisation
nucléaire de NF-kB par les protéines IkB. L’expression nucléaire de NF-kB est induite apres stimulation de la
cellule par une variété d’agents tels que des cytokines proinflammatoires comme le TNFa et I’IL-1 (interleukine
1), des mitogénes, des irradiations aux rayonnements UV, des ligands du récepteur TCR/CDS8 (T-cell
receptor/CD8), des lipopolysaccharides et suite a une infection virale ou bactérienne (Sarkar, Li et al. 2008). Cette
activation se fait en deux étapes (Figure 8), I'une dans le cytoplasme, I'autre dans le noyau. La phase
cytoplasmique débute par une phosphorylation de IkBa et IkBb ce qui conduit a leur ubiquitinylation et leur
dégradation par le protéasome. Cette phosphorylation est médiée par le complexe de kinases IkB (IKK) composée
de deux sous-unités catalytiques, IKKa et IKKb et d’une sous-unité régulatrice, IKKg, connue aussi sous le nom
de NEMO (NF-kB essential modulator), qui est dépourvue d'activité kinase intrinseque et qui est impliquée dans
la formation du complexe d’échafaudage avec les deux autres sous-unités. IKKa et IKKb sont activées et
phosphorylées suite a leur interaction avec des protéines kinases appartenant a la famille des MAP3-
kinases comme NIK (NF-kB-inducing kinase) et MEKK1 (mitogen-activated protein kinase/extracellular-signal
regulated kinase (ERK) kinase kinase 1). La dégradation des facteurs IkB suite a leur phosphorylation par le
complexe IKK permet la deuxiéme étape d’activation : les facteurs NF-kB vont étre libérés et subir une
translocation dans le compartiment nucléaire ou ils pourront se fixer sur des séquences consensus présentes sur le
promoteur des génes cellulaires cibles. Au niveau du noyau, il a été montré que la protéine p65(RelA), aprés
phosphorylation, recrute les coactivateurs CBP/p300 et p/CAF qui sont essentiels a I’activation des dimeres
NF-kB (Sarkar, Li et al. 2008).

Les facteurs NF-kB sont constitutivement activés dans des cellules infectées par HTLV-1 ou exprimant Tax.
Deux mécanismes permettent d’expliquer comment la protéine Tax active ces facteurs au niveau cytoplasmique
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(Figure 9):

i) Tax en s’associant avec la sous-unité régulatrice NEMO interagit avec le complexe IKK. Tax
s’associe aussi avec les kinases MEKK1 et NIK et induit leur activité kinase. De cette manieére,
Tax en interagissant avec NEMO, favorise son oligomérisation au sein du complexe IKK ce qui
favorise la phosphorylation des deux sous-unités IKKa et IKKb qui & leur tour phosphorylent et
entrainent la dégradation des protéines inhibitrices de la famille IkB (Peloponese, Yeung et al.
2006).

i)  Tax interagit aussi avec les protéines de la famille IkB entrainant leur dégradation par le protéasome
indépendamment de leur phosphorylation par le complexe IKK (Peloponese, Yeung et al. 2006).

De plus, Tax joue un réle important sur la régulation nucléaire de I’activation des facteurs NF-kB. En effet,
dans le noyau, la protéine Tax et les facteurs NF-kB sont capables d’étre co-localisés au niveau de corps
nucléaires spécifiques de Tax qui sont des structures transcriptionnellement actives contenant I’ARN polymérase
Il et d’autres facteurs de transcription. De plus, il a ét¢ montré que Tax interagit directement avec les protéines
p50, p52, p65(RelA) et cRel, favorisant leur dimérisation, essentielle pour leur fixation sur I’ADN au niveau des
éléments de réponse aux facteurs NF-kB (Figure 9). Une fois fixée sur I’ADN, Tax peut aussi favoriser
I’activation transcriptionnelle dépendante de NF-kB en recrutant les facteurs CBP/p300 et p/CAF directement sur
le site de transcription (Peloponese, Yeung et al. 2006).

Des études récentes ouvrent la voie sur un nouveau mécanisme par lequel Tax active la voie NF-kB. En effet,
Tax interfére sur la voie de signalisation de la phosphatidylinositol kinase-3 (PI13K)/Akt (Peloponese and Jeang
2006). Cette voie est activée par de nombreux facteurs de croissance et par les récepteurs de la réponse immune et
permet la régulation de plusieurs fonctions biologiques : la transcription, la traduction, la prolifération et la survie
cellulaire. La protéine Akt, ou protéine kinase B (PKB), est une kinase homologue & PKA et PKC. Or Akt est
capable de phosphoryler IKKa entrainant la phosphorylation et la dégradation de IkBa. De facon intéressante, une
perturbation de cette voie de signalisation a été retrouvée dans plusieurs types de cancers humains invasifs comme
dans I’ATL (Peloponese, Yeung et al. 2006). Récemment, Jeong et al, (Jeong, Pise-Masison et al. 2005) ont
montré que Tax pouvait activer la protéine Akt induisant I’activation des facteurs NF-kB. Ainsi, dans des cellules
exprimant Tax, si la protéine Akt endogene est inhibée, cela empéche I’activation des facteurs NF-kB mais aussi
I’inactivation de la fonction de la protéine p53. Akt semble donc jouer un réle important sur I’activation des voies
de signalisation impliquées dans la survie cellulaire dans les cellules infectées par HTLV-I en induisant
I’activation des facteurs NF-kB et I’inhibition de la fonction de p53.

d. La voie de signalisation AP-1
Les facteurs de transcription de la famille AP-1 (activator protein-1) se retrouvent sous forme d’hétérodiméres

formés a partir des protéines des familles Jun (c-Jun, JunB et JunD et DJunD) et Fos (c-Fos, FosB, FosB2, Fra-1 et
Fra-2) grace a des interactions via leur domaine leucine zipper (ZIP). Les hétérodimeres AP-1 peuvent aussi se
former entre les familles Jun ou Fos et d’autres protéines de type ZIP, comme les facteurs de transcription des
familles ATF/CREB et Maf. Ils jouent un r6le primordial dans la prolifération et la transformation des
lymphocytes T, dans la régulation de I’apoptose et la production de cytokines (Hall and Fujii 2005). Les facteurs
AP-1 ont tout d’abord été identifiés par leur capacité a se lier a I’ADN au niveau de séquences appelées TRE
(TPA responsive element, identifiées sur le promoteur de la collagénase comme élément de réponse au TPA)
(Lee, Mitchell et al. 1987). Par la suite, des sites de liaison aux facteurs AP-1 ont été identifiés dans de nombreux
génes cellulaires et viraux, comme par exemple les génes codant pour I’IL-2, la cycline D1, le TGF-b (Angel and
Karin 1991). Selon I’hétérodimere formé, les protéines AP-1 peuvent aussi reconnaitre les sites CRE. Ainsi, les
combinaisons possibles d’hétérodimeéres et leurs modifications post-traductionnelles offre une régulation fine - et
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variée - de I’expression des génes contenant des éléments de réponse aux protéines AP-1.

Dans des lymphocytes T non stimulés, le niveau basal de protéines AP-1 est trés faible, et une activation
entraine une induction rapide des génes jun et fos. Les cellules T infectées par HTLV-1 montrent une activation
constitutive de ces génes indépendamment de signaux externes ce qui peut contribuer a I’initiation de la
transformation cellulaire impliquée dans I’ATL. Il a été démontré que Tax induit I’expression des génes codant
pour c-Jun, JunD, c-Fos et Fra-1 (Fujii, Niki et al. 1991). Cette induction est médiée par I’activation de la voie
SRF par Tax (voir le paragraphe sur la voie de signalisation SRF). Récemment, la découverte de I’activation de
Akt par Tax a permis d’expliquer un autre mécanisme d’activation des facteurs AP-1 (Peloponese and Jeang
2006).

e. La voie de signalisation NFAT
La famille des facteurs NFAT est représentée par des protéines impliquées dans la régulation de I’expression

de génes codant pour des cytokines, des récepteurs de surface cellulaire et des facteurs de transcription. La famille
NFAT est composée de cing membres structurellement liés et exprimés de fagon différentielle dans les différentes
lignées cellulaires : NFAT1-5. Elles possedent un domaine similaire, de par sa conformation, au domaine Rel des
protéines NF-kB, appelé RSD (Rel-similarity domain). Elles peuvent interagir directement avec I’ADN et d’autres
facteurs de transcription comme les membres de la famille AP-1. Certains promoteurs, comme le promoteur de
I’IL-2, sont composés d’une boite NFAT/AP-1. Les protéines NFAT inactives sont séquestrées dans le
cytoplasme sous forme de précurseurs hyperphosphorylés (Rao, Luo et al. 1997) (Figure 10). Suite a I’activation
de la cellule, leur activité est régulée par la calcineurine, une phosphatase dépendante du calcium/calmoduline.
Cette derniére contrle par déphosphorylation la translocation des facteurs NFAT depuis le cytoplasme vers le
noyau des cellules activées (Rao, Luo et al. 1997).

Dans les cellules Jurkat stablement transfectées par Tax ou dans des cellules T infectées par HTLV-I, il a été
mis en évidence une activation constitutive de I’activité de liaison & I’ADN de la protéine NFATL liée a sa
déphosphorylation constitutive. NFATL1 est I’un des facteurs importants qui se lie a I’élément de réponse du CD28
(CD28RE), situé au niveau du promoteur de I’IL-2. Aussi, Tax peut induire la transcription du gene IL-2 en
contrélant I’activité de la protéine NFAT1. L’expression constitutive des récepteurs a I’IL-2 (IL-2R) par la voie
NF-kB et I’activation de I’expression du géne codant pour I’'IL-2 par la voie NFAT laisse a penser que cette
boucle autocrine IL-2/IL-2R favorisée par Tax contribue & la prolifération des cellules infectées et a leur
transformation en cellules leucémiques in vivo.

2. Tax régule le cycle cellulaire de la cellule

Une des caractéristiques principales du cancer est la perte de contrdle de la régulation dans la progression du
cycle cellulaire. Les protéines de la famille Rb (Rb, p107, p130) jouent un réle important dans la régulation de la
prolifération cellulaire. Rb est inactivée sous forme hyperphosphorylée grace a des complexes de kinases
dépendantes des cyclines, les cdk (cyclin-dependant kinase) activées lors de sighaux mitogénes. Dans sa forme
hypophosphorylée, Rb inhibe I’activité des facteurs de la famille E2F (Figure 11). Ainsi, la phosphorylation de Rb
par le complexe cycline D-cdk libere les facteurs E2F qui pourront alors activer la transcription de genes
cellulaires impliqués dans le point de contrdle autorisant le passage de la phase G1 vers la phase S, comme la
cycline A ou c-myc (Kehn, Fuente Cde et al. 2005). Il existe plusieurs inhibiteurs de ce point de contr6le comme

pl6!NKAA n15INKAB 1 gINKAC ot n19!NKAD (Figure 12). Ces inhibiteurs agissent principalement en réprimant les
complexes de kinases de la phase G1 comme la cycline D/cdk-4 et -6 (Barbeau and Mesnard 2007).

Il a été montré que Tax augmentait les activités transcriptionnelles de plusieurs protéines E2F (Figure 13). Tax
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régule positivement I’expression des génes cellulaires stimulant le passage de la phase G1 & la phase S comme les
génes E2F-1, cycline D2, cycline E, cdk-4 et -6 (Lemasson, Thebault et al. 1998) et réprime I’expression des

8INK4C

inhibiteurs p1 et p19'NK4D (Jwanaga, Ohtani et al. 2001). De plus, Tax interagit et dérégule les activités de

p15INK4B

plusieurs régulateurs du cycle cellulaire comme Rb, p16/NK4A et la cycline D3 (Neuveut, Low et al.

1998; Kehn, Deng et al. 2004). L’expression de p21"Wal est normalement activée par la protéine p53 afin
d’engendrer un arrét du cycle cellulaire en phase G1 par I’inhibition des complexes cdk. Dans les cellules

infectées par HTLV-I, I’expression de p21Wafl est fortement activée et la protéine Tax stimule I’association de

1Wafl avec la cycline D2 et cdk-4 afin de créer un complexe capable d’accélérer la transition de la phase G1 a

p2
S et d’inhiber I’apoptose (Akita, Kawata et al. 2005). Tous ces effets de Tax sur ces protéines régulatrices du
cycle cellulaire ménent a un raccourcissement de la phase G1, une transition accélérée de la cellule en phase S et
une inhibition de I’apoptose, tous ces mécanismes étant impliqués dans la prolifération des cellules T infectées par
HTLV-I (Schmitt, Rosin et al. 1998).

De plus, Tax dérégule la transition de la phase G2 a la mitose en interagissant in vitro et in vivo avec les
protéines de régulation du point de restriction G2/M : cdc25, Chkl et Chk2. Ainsi, dans les cellules infectées par
HTLV-I, la répression de cdc25 n’a plus lieu et la progression vers la mitose est accélérée (Afonso, Zamborlini et
al. 2007). Tax interagit aussi avec la protéine MAD1 (mitotic arrest-deficient), une protéine régulant le point de
restriction du fuseau mitotique qui permet d’arréter la progression du cycle cellulaire avant I’anaphase lorsque les
chromosomes ne sont pas correctement alignés. Plusieurs protéines cellulaires régulent ce point de contrdle,
comme les protéines MAD1 et MAD2. Or, Tax entraine la relocalisation de MAD1 du noyau vers le cytoplasme
(Jin, Spencer et al. 1998). MADL joue aussi un rble dans la cytokinése. La perte de fonction de MADL liée a
I’activité de Tax pourrait donc expliquer certaines aberrations chromosomiques et la formation de cellules
multinucléées.

3. Tax inhibe I’apoptose
Les stimuli apoptotiques sont classés en deux voies : la voie médiée par les séquences via les ligands Fas et
TRAIL (TNF-related apotosis-inducing ligand) et la voie induite chimiquement par des drogues
chimiothérapeutiques et les irradiations (Johnstone, Ruefli et al. 2002). Ces deux voies apoptotiques ciblent la
mitochondrie pour libérer le cytochrome c dans le cytoplasme activant les caspases et entrainant la mort cellulaire.
Bcl2 et Bel-X| sont impliquées dans la régulation de la signalisation apoptotique et jouent un réle protecteur

contre la mort cellulaire en maintenant I’homéostasie mitochondriale (Tsujimoto and Shimizu 2000). Les cellules
T immortalisées et transformées par HTLV-I in vitro ont des niveaux d’expression élevés des protéines anti-
apoptotiques Bcl2 et Bcl-X| (Nicot, Mahieux et al. 2000). Tax trans-active le promoteur Bcl-X| via la voie

NF-kB et protége la cellule des stimuli apoptotiques d’une maniere dépendante de la mitochondrie. De plus, Tax
stimule I’expression de génes impliqués directement dans I’inhibition de I’apoptose dont FAP-1 (Fas-associated
phosphatase 1), XIAP (X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis) et IAP (inhibitor of apoptosisl). Plusieurs
études suggerent que I’induction de I’activité de NF-kB médiée par Tax contribue a la leucémogeneése in vivo en
stimulant la résistance a I’apoptose des cellules infectées par HTLV-I. Les cellules exprimant HTLV-I sont
faiblement susceptibles a I’apoptose induite par les anticorps anti-Fas ou des agents stressants (Copeland,

Haaksma et al. 1994). De plus, I’inactivation par Tax de protéines comme p53, p16'NK4A p15/NK4B ot MAD1,
régulateurs clé de la prolifération cellulaire, entraine la résistance des cellules T infectées a I’apoptose.

4. Tax réprime les fonctions de p53 et des membres de la famille bHLH
En réponse a plusieurs types de stress cellulaires ou des lésions de I’ADN, la protéine p53 est activée et
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entraine soit I’arrét de la division cellulaire et la réparation de I’ADN, soit I’apoptose. Dans une cellule normale,
p53 est maintenue a un faible niveau d’expression grace a son ubiquitinylation continue aboutissant a sa
dégradation par le protéasome. Lorsque la cellule est soumise a un stress, p53 se stabilise et s’accumule dans le
noyau ou elle régule I’expression de plus de 150 génes. Ces génes sont principalement impliqués dans la
régulation de I’arrét du cycle cellulaire, I’apoptose ou encore les processus de réparation de I’ADN empéchant
ainsi la prolifération de cellules endommagées (Bode and Dong 2004). Or I’expression de Tax dans les cellules est
associée a une inactivation de la fonction de p53 (Pise-Masison, Choi et al. 1998). Plusieurs mécanismes semblent
impliqués dans cette inactivation. Tax entraine une phosphorylation constitutive de p53 qui n’est alors plus
capable de lier le facteur de transcription basal TFIID, ni la protéine MDM2, la ligase responsable de
I’ubiquitinylation et donc de la dégradation de p53. La voie NF-kB joue aussi un role important dans I’inactivation
de la fonction de p53, notamment en induisant sa phosphorylation (Pise-Masison, Mahieux et al. 2000). Une autre
étude montre que Tax favorise le complexe p65(RelA)-p53. Ce complexe ne fixe plus TFIID et entraine une
répression de I’expression de MDM2 (Jeong, Radonovich et al. 2004). Comme nous I’avons déja mentionné dans
le paragraphe sur la voie de signalisation NF-kB, un autre mécanisme d’inactivation de la fonction de p53
implique la protéine Akt. En effet, Tax en activant cette protéine, induit une activation de la voie NF-kB, une
inhibition de p53 et favorise la survie des cellules transformées par HTLV-I (Jeong, Pise-Masison et al. 2005).
Plusieurs études ont aussi montré que I’inhibition de la fonction de p53 est liée a une séquestration par Tax des
co-activateurs CBP/p300 qui ne peuvent donc plus étre recrutés par la protéine p53. Ce dernier mécanisme permet
aussi d’expliquer la répression de Tax sur I’expression des génes régulés par les protéines de la famille bHLH
(basic helix-loop-helix) (Riou, Bex et al. 2000). Les protéines de cette famille forment des complexes homo- ou
hétérodimériques capable de se fixer sur des boites E et ont des effets différents sur I’expression de génes
impliqués dans la prolifération et la différenciation cellulaire, comme par exemple I’expression de la tyrosine

kinase p56'°® (Lemasson, Robert-Hebmann et al. 1997) et de I'inhibiteur CDK p18'™k4¢ (Suzuki, Narita et al.
1999). En interagissant avec les co-activateurs CBP/p300, Tax inhibe les fonctions transcriptionnelles des
protéines de la famille bHLH au niveau des boftes E.

5. Tax altére la stabilité genomique

Aprés la dérégulation du cycle cellulaire et I’acquisition de la résistance a I’apoptose, I’instabilité génomique
est la troisiéme caractéristique des cellules cancéreuses.

Les cellules transformées par HTLV-l isolées de patients infectés possedent de nombreuses anomalies
chromosomiques comme des délétions, des translocations, des réarrangements, des duplications et des
aneuploidies. Bien que Tax puisse perturber les fonctions de la cellule en affectant par exemple I’activation
transcriptionnelle de certains génes, celui-ci ne génére pas directement de dommages au niveau de I’ADN. En
outre, Tax interfere avec les différents mécanismes cellulaires qui conduisent a I’instabilité génomique. Ainsi, Tax
altére les voies de réparation de I’ADN cellulaire. La voie de réparation par excision de base, BER (base excision
repair) et la voie de réparation par excision de nucléotide, NER (nucleotide exchange repair) sont les cibles
privilégiées de Tax. Des effets de Tax sur les deux autres voies de réparation ont récemment été décrites : la voie
de réparation des erreurs d’appariement de nucléotides, MMR (mismatch repair) et enfin la voie de réparation des
coupures double-brin d’ADN, DSBR (double-strand break repair) (Ng, Iha et al. 2001; Morimoto, Tsukada et al.
2005). Tax agit en réprimant la transcription de la polymérase b impliquée dans les voies BER et MMR tandis
gu’il inhibe la voie NER en trans-activant le promoteur du géne PCNA (proliferating cell nuclear antigen). PCNA
est un cofacteur nécessaire a I’ADN polymérase d, une enzyme impliquée dans la réparation et la réplication de
I’ADN. L’augmentation de I’expression de PCNA dans les cellules exprimant Tax permet la suppression de la
voie NER et la réplication de I’ADN endommaggé.

Tax perturbe aussi le maintien de I’intégrité du génome en perturbant le fonctionnement de la télomérase, une
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enzyme renfermant une activité reverse transcriptase (hTERT). Dans la plupart des cellules cancéreuses,
I’expression de hTERT est élevée. Les cellules d’ATL sont aussi caractérisées par une activité importante de la
télomérase. Mais I’effet de Tax sur hTERT est plus complexe. En effet, il a été montré que suite a une stimulation
par un mitogéne, Tax réprime I'activité de la télomérase (Gabet, Mortreux et al. 2003). Ainsi, Tax réprime la
transcription de hTERT ce qui favorise une accumulation transitoire de réarrangements chromosomiques. Lors de
I’évolution de la cellule infectée vers un état leucémique, I’expression de Tax est réprimée ce qui peut engendrer
une réactivation de la télomérase. Ceci permet d’éviter le raccourcissement des télomeéres, stimulant la
prolifération de cellules endommagées et menant ainsi a I’ATL. La réactivation de la télomerase est un événement
clé dans la progression vers I’ATL et il a été suggéré qu ‘elle soit un des marqueurs du diagnostic de cette
pathologie.

Un autre phénomeéne apparait lors de I’instabilité¢ génomique : I’aneuploidie qui peut s’expliquer par une
erreur dans la duplication du centrosome. Le centrosome joue un r6le important en contrélant la polarité cellulaire
en régulant la distribution des microtubules, phénomeéne essentiel dans la ségrégation des chromosomes.
Lorsqu’une une erreur apparait lors de la réplication du centrosome, les centrosomes ainsi amplifiés peuvent
conduire a la formation de multiples points de restriction du fuseau mitotique entrainant une instabilité génomique.
De récentes études démontrent que Tax est capable de déréguler la réplication des centrosomes en interagissant
avec les protéines cellulaires TAX1BP2 et RANBP1 (Peloponese, Haller et al. 2005; Ching, Chan et al. 2006).

En 1995, I’équipe de K. Jeang démontrait in vitro I’importance de la présence de la partie C-terminale de Tax
pour conduire a une instabilitt génomique (Semmes, Majone et al. 1996). Deux ans plus tard, le motif
d’interaction avec les protéines a domaine PDZ (PBM) a été identifié (Rousset, Fabre et al. 1998). Depuis,
plusieurs études ont montré que ce motif est essentiel dans la prolifération et la transformation cellulaire induite
par Tax (Suzuki, Ohsugi et al. 1999; Hirata, Higuchi et al. 2004; Xie, Yamamoto et al. 2006).

Dans le chapitre suivant sera détaillé la découverte, la structure ainsi que les différentes classifications de
domaines PDZ et les familles de protéines & domaine PDZ. Nous verrons par la suite leur implication dans la
polarité cellulaire qui, de par son importance dans le maintien de I’intégrité cellulaire, conduit ces protéines a étre
la cible de plusieurs oncogénes viraux.

Chapitre Il : Les protéines a domaines PDZ

A. Découverte des domaines PDZ

Les domaines PDZ ont été décrits pour la premiére fois suite a la présence d’une répétition de séquence au
sein de trois protéines : post-synaptic density 95 (PSD-95), discs large (DIg) et zonula occludens-1 (ZO-1). Ces
motifs ont d’abord ét¢ nommés domaines GLGF (Gly-Leu-Gly-Phe) suite a la présence de la répétition de ce
motif dans la partie C-terminale du domaine PDZ, et aussi DHR pour discs large homology region. Peu apres,
I’acronyme PDZ (prenant en compte les initiales des trois premiéres protéines découvertes : PSD-95, Dlg, ZO-1)
a été adopte par la communauté scientifique (Kennedy 1995).

Les protéines a domaines PDZ représentent 0,2 a 0,5 % des cadres ouverts de lecture chez les métazoaires,
avec 484 protéines chez Homo sapiens, 153 protéines chez Drosophila melanogaster et 95 protéines chez
Caenorhabditis elegans. Dans les autres organismes comme les plantes (Arabidopsis thaliana) ou les levures
(Saccharomyces cerivisiag), on ne retrouve que 23 et 3 protéines a domaine PDZ, respectivement (Schultz, Copley
et al. 2000).

Ces domaines sont rapidement reconnus comme capables d’interagir avec le domaine C-terminal de protéines
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partenaires formant par la suite des complexes supra-moléculaires.

B. Structure

Le domaine PDZ est composé de 80 a 90 acides aminés agencés en 6 feuillets b entrelacés (bA-bF) et 2
hélices a (aA et aB) (Figure 14). Le motif GLGF, complété en amont d’une séquence tres conservée de 4 acides
aminés (R ou K-XXX-GLGF), aussi appelé boucle d’interaction du carboxylate, permet de former une boucle de
connexion entre le feuillet bA et bB et contribue a I’interaction entre le domaine PDZ et la protéine d’interaction.
Les parties N et C-terminales du domaine PDZ sont situées a I’opposé du site d’interaction, une caractéristique
idéale pour un domaine d’interaction d’une protéine globulaire (Nourry, Grant et al. 2003).

C. Classifications

1. Classification des domaines PDZ

La découverte quasi continue de nouveaux domaines PDZ et du réle physiologique de leur ligand a entrainé
des complications dans la mise en place d’une classification.

Au départ, les domaines PDZ ont été séparés en 3 classes selon le motif C-terminal des protéines partenaires
(Tableau I1). Les protéines de classe I, dont font partie les protéines PSD-95, DIlg et ZO-1, interagissent
préférentiellement avec un motif C-terminal comprenant un résidu serine ou thréonine en position (-2)(Nourry,
Grant et al. 2003). Les domaines PDZ de classe Il interagissent avec un motif composé de résidus hydrophobes
(par ex : Val, Tyr, Phe, Leu, lle) (Nourry, Grant et al. 2003). La protéine CASK est a I’origine de I’étude de
cette classe Il (Songyang, Fanning et al. 1997). La troisiéme classe de domaines PDZ comprend la protéine nNOS
(neuronal nitric oxide synthase) qui interagit de préférence avec les acides aminés chargés négativement en
position (-2) (Nourry, Grant et al. 2003). Depuis, d’autres domaines PDZ avec des motifs d’interaction différents
ont été découverts. C’est le cas de la protéine Mintl-1 (Msx2 interacting nuclear target) qui interagit avec un
motif D-H-W-C (Tableau Il). Ceci a engendré la proposition d’une autre classification basée sur la nature
(hydrophobe, polaire, aromatique, négative) des acides aminés situés au niveau de deux points critiques : I’'un au
niveau du résidu situé immédiatement apres le feuillet bB et I’autre au niveau du résidu situé en premiére position
de I’hélice aB1. Selon ce principe, les domaines PDZ ont été divisés en 25 groupes auxquels ont été attribués
différentes caractéristiques d’interaction avec les ligands (Bezprozvanny and Maximov 2001). Il est fort probable
que ces classifications évolueront dans le futur compte tenu de I’augmentation des données sur les domaines PDZ
et leurs ligands.

Bien que I’interaction entre un domaine PDZ et le motif C-terminal de son ligand représente le mode
d’association le plus commun, de nouveaux modes d’interaction sont décrits. Ainsi, les domaines PDZ peuvent
aussi interagir avec d’autres domaines PDZ et les deux protéines peuvent former des homo- ou hétérodiméres. Un
exemple de ce type d’interaction est le domaine PDZ N-terminal de la protéine nNOS qui s’associe a la fois avec
le domaine PDZ des protéines PSD-95 et al-syntrophin (Nourry, Grant et al. 2003). Grace a I’utilisation de
banques de phages, des interactions entre les domaines PDZ et des peptides cycliques ont pu étre démontrées. Ces
peptides possédent généralement un motif similaire au motif C-terminal additionné de résidus cystéines pouvant
former un pont disulfure capable d’induire un changement dans la conformation de la boucle b du domaine PDZ
facilitant ainsi I’interaction (Gee, Sekely et al. 1998). Récemment, il a pu étre démontré que les domaines PDZ
pouvaient aussi interagir avec des lipides comme le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP,) (Zimmermann,

Meerschaert et al. 2002). En effet, le PIP, est fortement concentré au niveau de la membrane plasmique,

compartiment cellulaire auquel sont associées de nombreuses protéines a domaines PDZ. C’est le cas des protéines
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synthetin, CASK ou Tiam-1 qui interagissent avec le PIP,, ce dernier rentrant en compétition pour I’interaction

entre le domaine PDZ de ces protéines et leur ligand possédant un motif C-terminal.

Bien que les modes d’interaction des domaines PDZ avec leurs ligands soient assez polyvalents, une grande
partie s’opére par le mécanisme « classique » ou un domaine PDZ s’associe avec une protéine partenaire via son
motif C-terminal. De nouveaux partenaires ne cessent d’étre découverts et chez les mammiféres, on retrouve entre
autres des récepteurs couplés aux protéines G, des récepteurs de facteurs de croissance, des récepteurs de
neurotransmetteurs, des canaux ioniques ou encore des molécules d’adhérence.

2. Classification des protéines a domaines PDZ

Les protéines possédant des domaines PDZ peuvent étre divisées en trois groupes (Figure 15) :

i) Les protéines @ domaines PDZ multiples : elles ne possedent que des domaines PDZ dont le nombre
varie de 1, comme pour la protéine PICK-1, a plus de 10, comme la protéine MUPP-1 qui en posséde
13.

i) Les protéines de la famille MAGUKSs (membrane-associated guanylate kinases) : elles possédent 1 ou 3
domaines PDZ, un domaine SH3, un domaine HOOK et un domaine guanylate kinase (GuK) dépourvu
de toute activité enzymatique. Certaines protéines de cette famille peuvent posséder d’autres domaines,
comme la protéine CASK qui compte 1 domaine calmodulin kinase (CAMK) et 2 domaines L27 (Lin2
Lin7). Tous ces domaines servent de modules d’interactions entre protéines. Dans cette famille, on
retrouve les protéines PSD95, Dlg et ZO-1.

iii) Les protéines a domaines PDZ avec d’autres domaines protéiques : elles possédent 1 ou plusieurs
domaines PDZ et d’autres domaines comme les domaines ankirine, LIM (domaine mis en évidence
chez Lin-11, Isl-1 et Mec-3), L27, C2, PH (pleckstrin homology domain), WW (domaine contenant 2
tryptophanes invariants), DEP (domaine mis en évidence chez Dishevelled, Egl-10 et Pleckstrin) et
LRR (leucine rich repeat). La famille LAP (LRR and PDZ) comprenant les protéines Erbin, Densin et
Scribble, est incluse dans cette troisieme famille de protéines a domaines PDZ.

Chapitre 111 : Réle des protéines a domaines PDZ dans la polarité
cellulaire

La polarité cellulaire se manifeste par une distribution asymétrique des protéines au niveau du cytoplasme et
de la membrane plasmique. Etant donné que la membrane plasmique sert d’interface entre la cellule et son
environnement, la polarisation de la membrane et du cytosquelette de la cellule est particulierement cruciale pour
les différentes fonctions de la cellule, comme nous le verrons en détail avec les lymphocytes T. La polarisation de
la membrane implique la création de régions distinctes composées de protéines, lipides et glycoprotéines. Les
mécanismes permettant de cibler les protéines dans ces compartiments spécifiques sont essentiels et c’est a ce
niveau qu’interviennent les protéines a domaines PDZ en s’organisant in vivo sous forme de complexes
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macromoléculaires. Trois complexes de protéines ancestrales, possédant pour la plupart des domaines PDZ, sont
aujourd’hui caractérisés pour jouer un réle lors de cette polarisation.

A. La polarité dans les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales forment la base de la structure des tissus et donc des organes. Ces tissus régulent les
échanges de molécules du compartiment extérieur vers les autres tissus. Pour assurer ces fonctions, les cellules
épithéliales sont fortement polarisées. Les caractéristiques de cette polarité sont similaires chez Drosophila, C.
Elegans et chez les mammiféres, méme s’il existe quelques spécificités au sein de chaque espéce.

La polarité épithéliale se caractérise par une organisation des protéines au sein de deux compartiments
membranaires bien distincts : la membrane apicale, en contact avec la lumiere, et la membrane basolatérale, du
coté des tissus. Ces deux compartiments sont séparés par des jonctions étroites ou septées et adhérentes (Figure
16). Ces jonctions sont indispensables pour former une barriere étanche entre le milieu extérieur et les tissus, et
permettent de limiter la diffusion des protéines de transport membranaires entre les deux compartiments. D’autres
jonctions dites d’ancrage sont reliées au cytosquelette d’actine et maintiennent I’architecture de la cellule et son
ancrage a la lame basale ainsi qu’aux cellules avoisinantes. Enfin, les jonctions de type « gap-junction » servent
au transport de molécules de petite taille pour passer directement de I’intérieur d’une cellule vers I’intérieur d’une
autre cellule (Dow and Humbert 2007).

Le pole apical est spécialisé dans le transport de nutriments, d’ions vers la cellule et les tissus avoisinants. La
membrane apicale se retrouve souvent sous la forme de microvillosités qui sont des protrusions de membranes
cytoplasmiques, afin d’augmenter les surfaces d’échange avec I’environnement extérieur. Certaines cellules
épithéliales ont pour fonction de sécréter des molécules vers le milieu extérieur. La membrane apicale est alors le
siege de formation de vésicules d’exocytose (cellules glandulaires par exemple) (Dow and Humbert 2007).

La membrane basolatérale est en contact avec les cellules avoisinantes ainsi qu’avec le tissu conjonctif. Les
cellules adhérent les unes aux autres grace a différents types de jonctions. L’anneau de jonctions adhérentes,
communes aux cellules de Drosophila et de mammiferes, forment la zonula adherens (ZA), qui sépare le pole
apical du pole basolatéral. Les protéines E-cadhérine, a- et b-caténine sont les composants principaux de ces
jonctions.

Chez les mammiferes, les jonctions serrées sont situées du coté apical des jonctions adhérentes (Figure 16).
Elles sont formées grace a des protéines membranaires (Claudines, Occludine et JAM) qui interagissent avec
plusieurs complexes de protéines d’échafaudage et de signalisation. Ces protéines peuvent étre réparties en 2
groupes : les protéines a domaines PDZ et des protéines régulatrices cytoplasmiques. Les complexes de polarité

Crumbs et Par font partie du 1°" groupe, ainsi que les protéines ZO-1, -2 et -3, MAGI-1, -2 et -3. Ces protéines
servent d’adaptateurs entre les protéines membranaires et le cytosquelette d’actine ou des protéines régulatrices.

Les protéines Cdc42 et aPKC font parties du 2eme groupe et sont indispensables a la formation des jonctions
serrées (Dow and Humbert 2007).

Chez Drosophila, il n’existe pas de jonctions serrées, mais des jonctions septées, situées du coté basal des
jonctions adhérentes (Figure 16). Les protéines transmembranaires comme la Neurexin 1V et des protéines de la
famille ERM se retrouvent au niveau de ces jonctions, tout comme les protéines a domaines PDZ Dlg et Scribble
du complexe de polarité Scrib. Dans les cellules épithéliales de mammiféres, ce complexe se localise au niveau du
compartiment basolatéral.

B. La polarité dans les lymphocytes T

Les défenses de I’organisme reposent sur une coopération entre différents types cellulaires du systéme
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immunitaire. Les lymphocytes T et les cellules présentatrices d’antigene (APC), comme les macrophages, les
cellules dendritiques (DC), et les lymphocytes B, cooperent dans le but d’induire une réponse immune efficace
suite a la reconnaissance d’un antigene. Cette coopération peut se faire grace aux contacts cellulaires directs qui
interviennent entre ces cellules. La migration lymphocytaire est une des premiéres étapes qui méne a ces contacts
cellulaires et qui permettent par la suite la reconnaissance d’un antigéne présenté sur une APC. Lorsque I’antigéne
spécifique est reconnu, il se forme alors une synapse immunologique. Ces trois étapes nécessitent un changement
morphologique profond de la cellule impliquant la localisation polaire de nombreuses protéines.

1. La migration

Le lymphocyte migre soit du sang vers les tissus, soit au travers des tissus. Il devient alors polarisé, avec une
évolution du cytosquelette d’actomyosine, des microtubules, du trafic vésiculaire et la formation d’une asymétrie
au niveau des récepteurs de surface, et au sein de complexes protéiques conservés impliqués dans la polarité : les
complexes de polarité. Le lymphocyte T présente alors deux p6les (Figure 17) : le front de migration (leading
edge) enrichi en actine de type F et qui permet au lymphocyte T de se propulser en avant avec une activité
guasiment sensorielle. Ce pdle regroupe des récepteurs impliqués dans le chimiotactisme, comme les récepteurs
aux chimiokines CCR2, CCR5 et CXCR4 (Nieto, Frade et al. 1997; Singer, Scott et al. 2001), ainsi que les
éléments du cytosquelette d’actomyosine. L’autre pole est situé a I’arriere de la cellule, c’est I’'uropode. On y
retrouve des molécules d’adhérence qui sont rattachées au cytosquelette et aux microtubules. Les domaines
membranaires tels que les radeaux lipidiques jouent aussi un role dans cette asymétrie et se retrouvent distribues
différemment au sein des deux péles, permettant ainsi la compartimentation des protéines membranaires (Gomez-
Mouton, Abad et al. 2001; Millan, Montoya et al. 2002).

2. La reconnaissance d’une APC

Lorsqu’une cellule T rencontre une APC, les premiers contacts qui se forment mettent en jeu un systeme
d’adhérence de faible affinité indépendant de I’antigéne. ICAM-3 (intercellular adhesion molecule-3), fortement
exprimée dans les lymphocytes T quiescents, joue un réle important dans ce mécanisme avec LFA-1 (leukocyte
fonction antigen-1) et interagit avec DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-3 grabbin nonintegrin), une protéine
exprimée au niveau des APC (Montoya, Sancho et al. 2002).

Une fois I’antigene reconnu, plusieurs mécanismes contribuent a la stabilisation du complexe cellule T-APC,
afin de maintenir les deux cellules proches lors de la stimulation. Cette interaction entraine un changement dans la
polarité du lymphocyte et les molécules d’adhérence comme ICAM-1 et -3, concentrées au niveau de I’uropode
lors de la migration du lymphocyte, se retrouvent alors projetées vers I’avant de la cellule au niveau du contact
cellulaire. Ce changement de localisation est peut-étre lié a des protéines impliquées dans le transport vésiculaire,
comme les protéines ERM (ezrin-radixin-moesin) (Serrador, Vicente-Manzanares et al. 2002; Tilghman and
Hoover 2002), qui interagissent avec Dlg, et aussi grace aux remaniements des rafts lipidiques (Tilghman and
Hoover 2002). Ainsi, I’interaction entre ICAM-3 et LFA-1 avec DC-SIGN et les protéines ICAM permet un
premier contact de faible affinité, suivi par I’interaction entre CD2 et CD58 qui permet un rapprochement des
deux membranes nécessaire a la reconnaissance du peptide porté par le complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH). 1l a été montré que I’engagement du complexe CD3/TCR, de ICAM-3 et de CD2, permet d’induire
I’adhérence entre LFA-1 et ICAM-1 (Dustin and Springer 1989; Campanero, del Pozo et al. 1993), ce qui renforce
le contact entre I’APC et la cellule T suite & la reconnaissance d’un complexe CMH-peptide spécifique du TCR.
Cette reconnaissance entraine une cascade de signalisation qui active le lymphocyte T et diminue la mobilité du
lymphocyte T.

L’activation du lymphocyte T entraine des réponses précoces en aval du TCR, avec une accumulation de
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calcium intracellulaire et I’activation de phosphotyrosines sous I’action des kinases Lck (lymphocyte specific
protein tyrosine kinase) et ZAP-70 (z-chain associated protein kinase, 70 kDa), Lck interagissant avec I’une des
protéines des complexes de polarité. Ceci montre une fois de plus I’implication de ces complexes a la fois dans la
migration et la signalisation du lymphocyte T.

3. La formation d’une synapse immunologique

Lorsque le TCR reconnait un antigéne spécifique, il y a formation d’une synapse immunologique (IS) mature
qui correspond a la structuration d’un réseau complexe de récepteurs et de protéines cytoplasmiques. La
réorganisation de la cellule entraine une repolarisation du cytosquelette d’actomyosine, la réorientation du MTOC
du cété de la synapse et la formation d’une structure riche en actine a I’arriere de la cellule appelée le pdle distal
(distal-pole complex). Au sein de I’lS, les molécules sont regroupées sous forme d’amas tri-dimensionnels appelés
« supramolecular activation clusters » (SMACs) (Figure 18). Il existe plusieurs SMACs : le SMAC central
(cSMAC) composé du complexe TCR/CD3, des complexes CD4/CMH-peptide ou CD8/CMH-peptide avec la
molécule de co-stimulation CD28 qui interagit avec le CD80 ou CD86 situé sur I’APC. Le cSMAC est entouré par
le « peripheral SMAC » (pSMAC) dans lequel on retrouve les molécules d’adhérence comme LFA-1 qui interagit
avec ICAM. Une troisieme structure nommée « distal SMAC » (dSMAC) est caractérisée par la présence des
protéines CD43, CD44 et CD45 et par une structure riche en actine (Huppa and Davis 2003). La signalisation
semble étre assurée grace a une structuration supramoléculaire appelée microcluster (Seminario and Bunnell
2008). Cette structure est en perpétuelle évolution : elle se forme & I’extérieur de la synapse immunologique et se
dirige vers le cSMAC ou elle devient alors inactive. Les microclusters regroupent des protéines telles que ZAP-70,
LAT (linker for activation of T-cells), GRB2 (growth-factor-receptor-bound protein-2), GRAP2 (GRB2 adaptator
protein-2), et SLP76 (SRC homology-2 (SH2)-domain-containing leukocytes, 76 kDa) (Billadeau, Nolz et al.
2007). Les mécanismes impliqués dans la mobilité de ces microclusters sont encore indéterminés bien que de
nombreuses études mettent en jeu la régulation de la polarisation du cytosquelette d’actine (Seminario and Bunnell
2008).

Grace a leur fonction d’adaptateur entre les récepteurs et les molécules des voies de signalisation, les
complexes de polarité ont la capacité de former de larges complexes moléculaires et jouent un réle important lors
de la régulation de la polarité. Ces complexes ont d’abord été découverts chez les invertébrés grace a des
mutations permettant de prédire leur role dans la polarité cellulaire. Ils sont au nombre de trois et sont détaillés
dans le chapitre suivant.

C. Les complexes de polarité

Le premier complexe est le complexe PAR, composé par les protéines Par3 aussi appelée Bazooka (Baz),
Par6, et la protéinase K atypique (aPKC). La protéine transmembranaire Crumbs (Crb) associée & Stardust (Sdt) et
dPATJ forme le deuxiéme complexe appelé CRUMBS. Le troisiéme complexe, SCRIB, est composé par les
protéines Scribble (Scrib), Discs Large (Dlg) et Lethal giant larvae (Lgl). Parmi les neuf protéines que composent
ces complexes, six possédent un ou plusieurs domaines PDZ. Des organismes modéles comme C. elegans et D.
melanogaster ont permis de découvrir ces complexes puis les études génétiques ont démontré I’existence de
protéines ubiquitaires conservées lors de I’évolution dans plusieurs types cellulaires. Ces protéines ont été
particulierement étudiées ces dernieres années dans les cellules épithéliales, et quelques études commencent a
démontrer leur importance dans les lymphocytes.

1. Le complexe Par
a. Découverte du complexe Par
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Les premiers genes impliqués dans la polarisation cellulaire ont été identifiés par Kemphus et al., en 1988
grace a leurs études sur les divisions asymétriques observées sur des zygotes de C. elegans (Kemphues, Priess et
al. 1988). Des mutations létales affectant I’asymétrie observée lors des divisions cellulaires ont été détectées grace
a des criblages génétiques et les génes identifiés, au nombre de six, ont été appelés par pour « partition
defective » (défaut de partition). Elles sont distribuées de fagon asymétrique au stade unicellulaire de I’embryon
de C. elegans et sont requises pour la transmission des informations nécessaires a la distribution asymétrique des
protéines régulatrices impliquées dans les premiéres étapes du cycle cellulaire et pour I’orientation du fuseau
mitotique. Quelques années plus tard, un septieme gene par a été découvert et code pour la protéine kinase C
atypique (PKC-3). Les mutants n’exprimant pas PKC-3 meurent et ont un phénotype similaire a celui observé
chez les mutants n’exprimant pas Par3. Ces deux protéines interagissent in vitro, colocalisent dans I’embryon
précoce de C. elegans et dépendent I’une de I’autre pour conserver leur localisation asymétrique. Par6 étant
indispensable au maintien de la distribution asymétrique de Par3, le concept du premier complexe protéique de
polarité, Par6/Par3/PKC3 est né (Figure 19) (Tabuse, Izumi et al. 1998). Ces trois protéines forment un complexe
stable chez C. elegans, mais aussi chez D. melanogaster et dans les cellules de mammiféeres (Tableau I11). Chez
ces derniers, il existe deux homologues de Par3 (Par3 ou ASIP et Par3b), trois de Par6 (Par6a, Par6b et Par6g) et
deux de PKC3 (aPKCz et aPKCi/l) (Humbert, Dow et al. 2006).

b. R6le du complexe Par
L’établissement de la polarité apico-basale au niveau de I’épithélium de Drosophila est le systéme le plus

étudié pour comprendre le role du complexe Par. Le recrutement de ce complexe au niveau du compartiment sub-
apical constitue I’'une des premiéres étapes requises pour I’établissement de la polarité épithéliale. Par3 et Par6
possédent tous deux des domaines PDZ et un site d’interaction avec aPKC (Figure 20). La localisation du
complexe Par au niveau du compartiment sub-apical est dépendante de I’interaction de Par6 avec la forme active
de Cdc42 ce qui permettrait de réguler I’activité spatio-temporelle de aPKC. Le compartiment sub-apical de
Drosophila correspond aux jonctions serrées observées dans I’épithélium des vertébrés (Figure 16). Chez les
mammiféres, la protéine JAM sert de point d’ancrage a Par3 permettant ainsi le recrutement au niveau des
jonctions serrées de Par6 et aPKC qui interagissent directement avec Par3 (Assemat, Bazellieres et al. 2008).

Chez les mammiféres, le complexe Par a été impliqué dans les premiéres étapes de migration des cellules
astrocytaires de rat et des fibroblastes en réponse a une blessure. Dans ce modéle, les intégrines, engagées avec la
matrice extracellulaire, se localisent a I’avant de la cellule en migration et entrainent I’activation et le recrutement
de Cdc42, qui a son tour recrute et active le complexe Par6-aPKC. L’activité de aPKC permet I’association de la
protéine suppresseur de tumeur adenomatous polyposis coli (APC) avec le pole positif des microtubules,
favorisant ainsi leur polarisation et leur polymérisation vers I’avant de la cellule (Humbert, Dow et al. 2006).

Dans les lymphocytes T en migration, Par3, Par6, aPKC et Lgl sont tous localisés au centre de la cellule. Par6
interagit avec Lgl qui s’associe a la fois avec la myosine Il et les syntaxines, des protéines capables de controler le
transport des vésicules vers la membrane plasmique. aPKC interagit et phosphoryle I’ubiquitine E3 ligase Smurfl,
ce qui favorise la dégradation de RhoA et réduit ainsi les propriétés contractiles de I’actine. De plus, Par3, en
interagissant avec Tiaml et la kinase LIM (LIMK), régule aussi le cytosquelette d’actine. Ainsi, le complexe Par
est impliqué dans la régulation des filaments d’actine au niveau du centre de la cellule, ainsi que dans le transport
vésiculaire a travers la régulation des syntaxines, ces deux mécanismes étant impliqués dans la mobilité cellulaire
(Krummel and Macara 2006).

Le complexe Par est aussi présent lors de la formation de la synapse immunologique (I1S) du lymphocyte T. I
semble étre recruté au niveau de I’'lS grace au complexe Crumbs (Krummel and Macara 2006).

De par ses interactions avec Lgl ou encore le complexe Crumbs, il est impossible d’isoler le réle du complexe
Par des autres complexes de polarité.
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2. Le complexe Crumbs
a. Découvert mplexe Crumbs

En 1990, Tepass et al., établirent I’existence d’un lien entre la polarité épithéliale et crumbs (crb), un géne
initialement identifié chez D. melanogaster. Les mutants n’exprimant pas la protéine Crb sont incapables de
former des jonctions adhérentes ce qui entraine une perte de la polarité et de I’adhérence cellulaire, suivi par la
décomposition de la structure épithéliale et la mort cellulaire (Tepass, Theres et al. 1990).

Le géne Crb code pour une protéine membranaire de 200 kDa composée de domaines extracellulaires répétés
(30 domaines apparentés au facteur de croissance de I’épiderme (EGF) et 4 domaines apparentés au domaine G de
la laminine A) et d’une courte queue cytoplasmique de 37 acides aminés indispensable a sa fonction (Figure 21).
Medina et al., ont démontré que cette queue cytoplasmique constituait un lien avec la chaine lourde b de la
spectrine dans des cellules de Drosophila (Medina, Williams et al. 2002). En 1993, Tepass et Knust ont observé
que les défauts de développement causés par une mutation du gene Stardust (Sdt) ressemblaient fortement a ceux
observés lors d’une mutation du géne Crb. En effet, Sdt code pour une protéine de la famille MAGUK et interagit
avec la partie C-terminale de Crb. Cette interaction permet I’activation de Sdt qui signalise en aval de Crb
(Tepass and Knust 1993). Puis, en 1999, Bhat et al., caractérisent une nouvelle protéine composée de quatre
domaines PDZ qu’ils nomment Disc Lost (DIt) (Bhat, Izaddoost et al. 1999). Celle-ci interagit avec Crb et
apparait essentielle pour I’établissement et le maintien de la polarité épithéliale. Par la suite, des mutations
correspondant au phénotype de dIt ont montré que la protéine mise en cause dans ce phénotype était I’homologue
de la codanine-1 chez Drosophila, une protéine cytoplasmique, et non pas la protéine a domaine PDZ
précédemment caractérisée, appelée désormais Dpatj (Pielage, Stork et al. 2003). Dpatj possede 1 domaine
d’interaction L27 lui permettant de s’associer avec le domaine L27 de la protéine Sdt. Il s’ensuit la formation du
deuxiéme complexe de polarité, Crb/Sdt/Dpatj.

Suite a la découverte de ce complexe chez Drosophila, des homologues ont été découverts chez les
mammiféres. Il existe trois homologues de Crb chez les mammiféres (Tableau I1l), nommés CRB1, CRB2 et
CRB3. L’homologue de Sdt est PALS1 (protein associated with lin seven 1), aussi appelée membrane-associated
palmitoylated protein 5 (MPP5). Et il existe deux homologues de Dpatj : PATJ (Pals-associated tight jonction)
(Roh, Liu et al. 2002) et MUPP1 (multi-PDZ domain protein) (Ullmer, Schmuck et al. 1998).

b. R6le du complexe Crumbs
Le role principal du complexe Crumbs est d’établir et de stabiliser la formation des jonctions serrées. Chez les

mammifeéres, la protéine PALS1 sert d’adaptateur entre les protéines CRB et PATJ ou MUPP1. PALS1, membre
de la famille MAGUK, interagit grace a son domaine PDZ avec le PDZ Binding Motif (PBM) de CRB, et par
association de leur domaine L27, PALS1 interagit avec les protéines PATJ et MUPP1 (Figure 22). Or, PAT]J,
grace a ses domaines PDZ 8 et 6, s’associe respectivement avec les protéines Claudine-1 et ZO-3, cette derniére
étant localisée au niveau des jonctions serrées grace a son interaction avec la protéine Occludine. Il est a noter que
les protéines Claudine-1 et Occludine sont des protéines trans-membranaires qui forment la base de I’architecture
des jonctions serrées. Le complexe Crb, ainsi localisé aux jonctions serrées, participe a leur formation et a leur
stabilisation et il a été démontré que des déplétions de I’'une ou I’autre des protéines par la technique du RNAI
entraine un retard dans la formation de ces jonctions (Straight, Shin et al. 2004) (Shin, Straight et al. 2005).

La formation d’une couche de cellules épithéliales polarisées avec des jonctions serrées fonctionnelles
nécessite donc une coordination entre les différents complexes de polarité. Cependant, les trois complexes ont des
localisations bien distinctes : les complexes Par et Crumbs se localisent en effet tous deux au niveau des jonctions
serrées et régulent leur assemblage au niveau de la membrane apicale. Leur coopération est renforcée par la
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démonstration récente de I’association entre ces deux complexes grace a I’interaction directe entre Par6 et Palsl
(Hurd, Gao et al. 2003). Cette interaction, comme nous I’avons déja mentionné dans le chapitre précédent, permet
a ces deux complexes de jouer un réle au niveau de la synapse immunologique du lymphocyte T. En revanche, le
complexe Scrib ne se localise pas dans les mémes régions que les deux autres complexes de polarité, et il est
méme indispensable pour restreindre leur localisation au niveau des jonctions serrées des cellules épithéliales.

3. Le complexe Scrib
a. Découverte du complexe Scrib

Drosophila Igl fut le premier géne suppresseur de tumeur décrit dans la littérature scientifique moderne. 1l fut
découvert par Bridges en 1930 et publié par Hadorn en 1938 (Scharrer and Hadorn 1938) puis le gene Igl fut cloné
et caractérisé en 1985 par Mechler et al., (Mechler, McGinnis et al. 1985). Les drosophiles mutées au niveau du
géne Igl exhibent un phénotype typique du cancer avec une excroissance au niveau des disques imaginaux et du
cerveau qui entraine la mort de la larve avant méme son entrée dans le stade de la métamorphose (De Lorenzo,
Mechler et al. 1999).

Le géne dlg a été identifié en 1991 lors d’une mutation chez Drosophila entrainant une perte des jonctions
septées, structure homologue aux jonctions serrées chez les vertébrés, ainsi que des tumeurs au niveau du cerveau
chez la larve et au niveau des cellules épithéliales des disques imaginaux. Il est alors considéré que dlg est un géne
suppresseur de tumeur. Elle fut utilisée comme marqueur spécifique pour localiser les jonctions septées a
n’importe quel stade du développement de Drosophila (Woods and Bryant 1991).

Récemment, le géne Scribble (Scrib) a été identifié chez Drosophila lors d’un criblage visant & découvrir des
mutations perturbant les aspects morphologiques de la structure épithéliale comme I’adhérence cellulaire, la forme
tissulaire et la polarité (Bilder and Perrimon 2000). La couche externe sécrétée par I’épiderme de Drosophila,
appelée cuticule, se structure normalement, au niveau embryonnaire, avec une forme lisse et des couches continues
de cuticules. Lorsque les embryons sont mutés au niveau du géne Scrib, ils produisent une surface cuticulaire
plissée, criblée de trous, d’ou le nom de Scribble qui signifie « griffonnage ». La méme année, Bilder et al.,
établirent I’existence d’une corrélation entre Scrib, Igl et dlg (Bilder, Li et al. 2000). En effet, lorsque ces génes
sont mutés chez Drosophila, ces dernieres ont un phénotype similaire & celui observé chez les mutants de Scrib.
Les mutants de Scrib développent de nombreux défauts au niveau de I’organisation du tissu épithélial avec des
cellules rondes, de forme irréguliere et empilées les unes sur les autres. Une autre caractéristique permettant de
relier ces 3 protéines est que la localisation au niveau du cortex cellulaire de Scrib et Lgl dans les cellules
épithéliales dépend de la présence de Dlg, tandis que la localisation de DIlg au niveau des jonctions septées
nécessite la présence de Scrib et Lgl (Yamanaka and Ohno 2008).

Toutes ces observations ont permis de définir que Lgl, DIg et Scrib agissent de concert pour réguler la polarité
cellulaire et la prolifération des cellules épithéliales chez Drosophila. D’autres études ont aussi permis de définir le
role primordial de ces trois protéines pour la polarisation des neuroblastes (Albertson and Doe 2003).

b. Structure des protéines
iLlal
Lgl est trées conservé chez les eucaryotes et il existe deux homologues de Drosophila Igl chez les
vertébrés (Tableau I11) : 1gl1 qui code pour Lgll aussi nommée Hugll, une protéine de 115kDa, et Igl2 qui code
pour Lgl2, une protéine de 113 kDa. La structure des domaines protéiques est conservée chez les eucaryotes
(Figure 23). La protéine Lgl, bien que partie intégrante du complexe Scrib, ne possede pas de domaine PDZ. Elle
est composée de 5 domaines WD40 répétés situés dans la partie N-terminale (6 domaines WD40 pour Lgl-1 et -2)
impliqués dans I’assemblage de complexes protéiques. Par6 s’associe avec le domaine WD40 de Lgl, tout comme
la protéine Scrib via son domaine LRR (Kallay, McNickle et al. 2006). Dans sa partie C-terminale, Lgl posséde
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un domaine trés conservé spécifique des protéines Lgl ou se trouvent des résidus sérine phosphorylés par aPKC.

ii. Dlg

La protéine DIg est membre de la famille des protéines MAGUKS caractérisées par la présence de 3 domaines
protéiques distincts (Figure 23) :

-1 ou plusieurs domaines PDZ situés en partie N-terminale

- 1 domaine SH3

- 1 domaine guanylate kinase (GuK)

Dlg posséde en plus d’autres régions conservées : le domaine HOOK, situé entre les domaines SH3 et GuK.
Elle a un poids moléculaire de 102 kDa. Il existe 5 protéines homologues de Dlg chez les mammiféres (Tableau
[11): DIgl (hDIg/SAP97), Dlg2 (PSD-93/Chapsyn-110), DIg3 (NE-DIg/SAP102), Dlg4 (PSD-95/SAP90) avec un
poids moléculaire variant de 80 a 200 kDa. DIg1 a la particularité de posséder un domaine L27 supplémentaire en
N-terminal.

iii. Scribble

Scribble posséde dans sa partie N-terminale 16 domaines répétés riches en leucines (LRR) ancrant la protéine
a la membrane, suivis de deux domaines spécifiques LAP (LAPSD) a et b, et de 4 domaines PDZ situés dans la
partie C-terminale (Figure 23). De par cette structure, Scribble fait partie de la famille LAP (Leucin-rich And
PDZ) au méme titre que Erbin, Lano et Densin-180. C’est une protéine de 1630 résidus avec un poids moléculaire
de 220 kDa. Le seul homologue de Scrib chez les mammiferes est hScrib, bien que Lano, malgré I’absence de
domaine PDZ, posséde des domaines LRR trés similaires & Scrib.

. RéI mplexe Scrib chez Dr hil
i. Dans les neuroblastes

Les neuroblastes de Drosophila, qui se développent & partir de cellules ectodermiques neurogenes, subissent
une série de divisions asymétriques, chaque division permettant ensuite de produire soit un neuroblaste, soit une
cellule meére ganglionnaire. Lgl, DIg et Scrib jouent un r6le important dans la distribution asymétrique des
protéines basales, mais aussi pour I’asymétrie au niveau de la taille de la cellule et du fuseau mitotique au cours
de la mitose du neuroblaste (Ohshiro, Yagami et al. 2000; Albertson and Doe 2003).

En 2003, Betschinger et al., démontrent I’interaction directe entre Lgl et le complexe Par6/aPKC dans les
neuroblastes, ce dernier jouant aussi un rdle lors de leur polarisation. Lorsque aPKC phosphoryle Lgl au niveau de
ses 3 résidus sérine situés dans la partie C-terminale, Lgl est alors inactivée au niveau apical, tandis qu’elle reste
active au niveau basal (Betschinger, Mechtler et al. 2003).

ii. Dans les cellules épithéliales

Au niveau de I’épiderme embryonnaire, I’invalidation des génes scrib, dlg ou Igl entraine une délocalisation du
complexe Crumbs du pole apical vers les régions latérales de la cellule (Bilder, Li et al. 2000; Bilder and
Perrimon 2000). Le rdle du complexe Scrib dans la polarité passe par un maintien de Crumb au niveau apical.

Par un mécanisme similaire a celui décrit dans les neuroblastes, Lgl restreint la localisation du complexe Par
au niveau apical, tandis que Par-6 et aPKC sont impliqués dans I’inactivation de Lgl au niveau apical et la
localisation de Lgl au niveau basal (Hutterer, Betschinger et al. 2004).

Des expériences de mutations sur DIg exprimée chez Drosophila ont permis de définir les domaines impliqués
de cette protéine dans I’établissement des structures épithéliales ainsi que dans la prolifération cellulaire. Ainsi,
deux domaines apparaissent essentiels a la localisation de Dlg au niveau des jonctions septées : le domaine
HOOK, qui est nécessaire a la localisation de Dlg au niveau du cortex cellulaire, et le deuxieme domaine PDZ,
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qui permet une accumulation de Dlg aux jonctions septées (Hough, Woods et al. 1997). Grace a cette approche, il
a été démontré que le deuxieme et le troisieme domaine PDZ de Dlg sont nécessaires a la régulation de la
prolifération, mais pas pour I’établissement de la structure épithéliale, tandis que les domaines HOOK et SH3 sont
essentiels pour ces deux fonctions.

Dans le cas de Scrib, des expériences similaires démontrent que les domaines LRR de Scrib sont nécessaires a
la localisation de Scrib au niveau du cortex cellulaire, tandis que les domaines PDZ-1 et -2 sont nécessaires a
I’accumulation de Scrib aux jonctions septées (Zeitler, Hsu et al. 2004). Les domaines LRR sont aussi nécessaires
pour I’établissement de la polarité ainsi que pour la régulation de la prolifération. Les domaines PDZ permettent
d’augmenter la capacité des domaines LRR a contrdler la prolifération.

Il semble donc que Scrib et Dlg aient des fonctions similaires au niveau de la cellule épithéliale grace a leurs
domaines respectifs. Récemment, grace au criblage d’une banque d’ADN codant de Drosophila, Mathew et al.,
ont mis en évidence une protéine interagissant avec le domaine GuK de Dlg (Mathew, Gramates et al. 2002). Ils
ont démontré que cette protéine, nommée GUK-Holder (GUKH), est exprimée au cours de la formation du bouton
synaptique. GUKH interagit aussi avec le PDZ-2 de Scribble créant ainsi un lien entre les protéines Dlg et
Scribble.

d. Rble du complexe Scrib dans les cellules épithéliales de mammiféres
Tout comme dans chez Drosophila, les complexes Par et Crumbs se localisent aux jonctions serrées et au

niveau apical, régulant la formation de ces jonctions ainsi que I’établissement de la polarité apico-basale (Figure
24). Au contraire, les homologues mammiferes de Lgl, DIg et Scrib se localisent au niveau de la région
basolatérale et sont capables de restaurer les défauts de polarité observés lors de la mutation des génes respectifs
chez Drosophila (Thomas, Phannavong et al. 1997; Dow, Brumby et al. 2003; Grifoni, Garoia et al. 2004). lIs
sont donc considérés comme des homologues fonctionnels des suppresseurs de tumeurs de Drosophila. Des
analyses dans des cellules adhérentes comme les MDCK ou les Caco-2 ont permis de définir que ces protéines
nécessitent la présence de la E-cadhérine pour étre localisées correctement a la membrane plasmique (Reuver and
Garner 1998; Musch, Cohen et al. 2002; Navarro, Nola et al. 2005).

i. Role de Lgl
Tout comme cela a été démontré chez Drosophila, Lgll et Lgl2 interagissent avec le complexe Par6/aPKC, et

sont phosphorylées par aPKC dans les cellules épithéliales et dans les fibroblastes (Plant, Fawcett et al. 2003;
Yamanaka, Horikoshi et al. 2003). L’interaction de Lgl avec le complexe Par6/aPKC précede I’association de Par3
avec ce complexe en interagissant avec et en inhibant la partie catalytique de aPKC, ce qui a pour conséquence
d’empécher la formation du pdle apical. Suite a I’activation de aPKC par la forme active de Cdc42, aPKC
phosphoryle Lgl qui se détache alors du complexe Par6/aPKC (Figure 25). Lgl devient alors inactive au niveau du
pole apical, tandis qu’elle reste active au niveau du pole basolatéral ce qui entraine I’exclusion du complexe
Par6/aPKC du pole basolatéral, et contribue ainsi a I’intégrité de la localisation des complexes de polarité dans la
cellule (Yamanaka, Horikoshi et al. 2006).

D’autres mécanismes encore peu connus permettent d’expliquer le réle de Lgl dans le maintien de la polarité
cellulaire. 1l semble que Lgl soit impliquée dans la régulation de la polarisation de I’exocytose et dans la
régulation du cytosquelette d’actomyosine en interagissant directement avec la myosine Il (Vasioukhin 2006).

ii. Role de Dlg
hDlg, la protéine humaine la plus homologue a Dlg, est aussi la plus étudiée dans les cellules épithéliales.

Dans ces derniéres, hDIg interagit avec la protéine E-cadhérine (Figure 25) afin d’étre localisée au niveau des sites
de contacts cellulaires (Reuver and Garner 1998). Le domaine L27 de hDIg interagit avec les protéines MPP2,
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MPP3, MPP7, Lin2/Cask et Lin7 (Assemat, Bazellieres et al. 2008). Ces interactions sont indispensables pour
maintenir hDIg au niveau des sites de contacts cellulaires. Le domaine HOOK, situé entre le domaine SH3 et le
domaine GuK de la protéine, permet de localiser la protéine au niveau du cortex cellulaire en établissant un lien
entre le cytosquelette d’actine aprés interaction avec les protéines 4.1 et Ezrin, membres de la famille ERM (ezrin,
radixin and moesin) (Hanada, Takeuchi et al. 2003).

iii. RAle de hScrib

Dans les cellules épithéliales, hScrib se localise au niveau des membranes latérales par I’intermédiaire de la E-
cadhérine (Navarro, Nola et al. 2005) (Figure 25). Son inhibition n’altere pas la formation des jonctions
adhérentes et ne perturbe pas significativement la polarité apicobasale des cellules MDCK. Cependant, en absence
de hScrib, les cellules acquiérent une apparence mésenchymateuse, migrent plus rapidement et de maniére
aléatoire. L’adhérence cellulaire, par I’intermédiaire de la E-cadhérine, est aussi perturbée en absence de hScrib
(Navarro, Nola et al. 2005). Dans la lignée cellulaire humaine MCF10A, hScrib n’est pas nécessaire au maintien
de la polarité apicobasale ; en revanche, une diminution de I’expression de hScrib perturbe la migration épithéliale
et le recrutement de Cdc42 et de Racl au front de migration (Dow, Kauffman et al. 2007). hScrib semble donc
impliquée dans la régulation de I’adhérence et de la migration mais son role dans la régulation de la polarité
apicobasale reste a éclaircir.

En revanche, son implication dans la régulation de la polarité planaire a pu étre démontrée grace a I’analyse de
souris mutantes dites circletail. Ces souris n’expriment plus la protéine hScrib et présentent des défauts séveres de
la fermeture du tube neural conduisant & la mort rapide de I’embryon. Or, un phénotype similaire est observé chez
les souris mutées au niveau du géne Vangl2, un homologue mammifére de Strabismus, un géne impliqué dans
I’établissement de la polarité planaire chez Drosophila. Par la suite, il s’est avéré que I’interaction entre Scrib et
Vangl2, via les domaines PDZ 3 et 4 de Scrib et le PBM de Vangl2, était nécessaire a I’établissement de la
polarité planaire dans les cellules épithéliales de cochlée chez la souris (Kallay, McNickle et al. 2006).

e. Réle des protéines Dlg au niveau des synapses
Les millions de neurones que composent le cerveau des mammiferes communiquent les uns les autres via des

jonctions spécialisées que sont les synapses. La majorité de ces synapses se retrouvent au contact entre un axone
pré-synaptique et une dendrite post-synaptique. Afin d’étre excitées, elles utilisent le glutamate comme
neurotransmetteur qui est excrété au niveau de I’axone pré-synaptique et agit sur des récepteurs-canaux situés au
niveau post-synaptique. On retrouve deux principaux types de récepteurs au glutamate : le récepteur & I’AMPA
(a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) (AMPARs) et & la NMDA (N-methyl-D-aspartic acid)
(NMDARS). Ces derniers s’ouvrent afin de libérer des ions Na* (ou aussi des ions Ca?* dans le cas des NMDAR)
permettant la propagation de la dépolarisation du neurone post-synaptique. La transmission synaptique dépend de
la localisation et de la disposition de nombreuses protéines spécialisées de chaque coté de la synapse. Ainsi, la
synapse est soumise & une plasticité indispensable permettant des modifications de la composition moléculaire
ainsi que des modifications post-traductionnelles des protéines synaptiques (Okabe 2007).

Il existe une zone dense au niveau post-synaptique appelée PSD (post-synaptic density) ou se forme un
complexe macro-moléculaire spécialisé dans la signalisation post-synaptique et dans la plasticité. Cette zone est
composée de récepteurs de tyrosine kinases, de récepteurs couplés aux protéines G, de canaux ioniques, de
molécules d’adhérence et de protéines d’échafaudage (Figure 26).

PSD-95 (Dlg-4) est la 16re protéine d’échafaudage découverte dans la PSD. Par la suite, les autres membres de
la famille DIg (Dlg-1, -2, -3), ont été identifiés. Leur localisation au niveau du PSD semble dépendante de leur
palmitoylation (El-Husseini, Craven et al. 2000). Grace a leurs domaines PDZ, les protéines Dlg interagissent
avec les PBM de nombreuses protéines membranaires situées au niveau post-synaptique. Ainsi, les canaux
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potassiques voltage-dépendants interagissent avec PSD-95. L’interaction entre PSD-95 et les sous-unités des
NMDAR semble indispensable pour maintenir ces derniers au niveau post-synaptique. Cependant, une mutation
de PSD-95 chez la souris ne modifie pas la localisation de ces récepteurs. Il semble que les autres membres de la
famille DIg puissent compenser la perte de PSD-95 pour cette fonction. Par I’intermédiaire de protéines
transmembranaires appelées TARPs (Transmembrane AMPA receptors regulatory protein) possédant un PBM
dans leur partie C-terminale, les protéines Dlg interviennent aussi dans la localisation post-synaptique et I’activité
des AMPARs. PSD-95 interagit aussi avec des molécules de signalisation, comme par exemple SPAR (Spine-
associated RapGAP), SynGAP (synaptic RAS GTPase-activating protein) ou les protéines de la voie nNOS
(neuronal nitric oxide synthase). De plus, par son interaction avec la neuroligine, une protéine membranaire
impliquée dans la différenciation synaptique, PSD-95 est impliquée dans le développement synaptique. Enfin, par
son interaction avec la protéine GKAP (guanylate kinase-associated protein), PSD-95 est liée a d’autres protéines
d’échafaudage comme la protéine Shank (SH3 and ankyrin repeat-containing protein) et la protéine Homer qui se
lie au récepteur mGIuR (metabotropic glutamate receptors). Ces protéines, situées dans la partie cytoplasmique de
la zone PSD, interagissent avec des protéines du cytosquelette. De plus, via le domaine L27, PSD-95 interagit avec
la myosine VI (Okabe 2007).

Ainsi, les protéines DIg jouent un réle multiple dans I’organisation du domaine PSD et dans sa fonction en
intervenant dans la localisation des récepteurs AMPA et NMDA, des canaux potassiques voltage-dépendants, en
jouant le role de protéine d’échafaudage entre ces récepteurs et les molécules des voies de signalisation qui en
découlent, et avec les protéines du cytosquelette.

f. Réle de hScrib dans les astrocytes
Dans les astrocytes, hScrib contrble la polarité au cours de la migration cellulaire (Osmani, Vitale et al. 2006).

hScrib, normalement localisée au niveau des jonctions cellulaires, est recrutée dés I’initiation de la migration au
front de migration des cellules épithéliales et des astrocytes (Figure 27) (Osmani, Vitale et al. 2006; Dow,
Kauffman et al. 2007). Ainsi, la déplétion de hScrib endogéne par ARN interférence inhibe la réorientation du
centrosome et de I’appareil de Golgi vers le front de migration. La surexpression ou la délocalisation de hScrib
perturbe aussi I’orientation des cellules et induit la formation de multiples régions protrusives (Osmani, Vitale et
al. 2006).

Le complexe bPIX/GIT1 (PAX-interacting exchange factor b/G-protein-coupled receptor kinase-interacting
protein 1) joue un réle important dans la régulation de la polarité par hScrib. En effet, dans les astrocytes,
I’interaction constitutive entre hScrib et BPIX augmente au cours de la polarisation des cellules. Les deux
protéines co-localisent a la membrane plasmique au front de migration et hScrib est nécessaire au recrutement et
au maintien de BPIX a la membrane plasmique. L’interaction entre hScrib et bPIX est essentielle a la polarisation
astrocytaire. Ainsi, I’expression d’une forme tronquée de BPIX incapable d’interagir avec hScrib inhibe
complétement la réorientation du MTOC et la protrusion cellulaire. Enfin, I’inhibition de I’expression de bPIX par
ARN interférence induit un phénotype similaire & celui causé par la suppression de hScrib (Audebert, Navarro et
al. 2004).

Cdc42 est aussi impliquée dans la régulation de la polarité cellulaire, notamment au cours de la division
cellulaire et de la différenciation des cellules polarisées (cellules épithéliales, neurones...). Au cours de la
polarisation des astrocytes, Cdc42 se localise spécifiquement au front de migration ou elle est activée (Etienne-
Manneville and Hall 2001). L’expression d’un mutant de Cdc42 comme la délocalisation de la forme active de la
protéine inhibe la polarisation des cellules. Cdc42 recrute et active le complexe Par6-aPKC au front de migration,
ce qui conduit au recrutement de la protéine APC et hDlg a I’avant des cellules en migration (Etienne-Manneville,
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Manneville et al. 2005). Or, une diminution de I’expression de hScrib ou de BPIX inhibe I’activation de Cdc42 au
cours de la polarisation astrocytaire. Le role de hScrib et bPIX dans le contréle de I’activité de Cdc42 est
confirmé par le fait que la suppression de ces protéines affecte la voie de signalisation en aval de Cdc42 et en
particulier le recrutement d’APC et de hDIg au front de migration (Osmani, Vitale et al. 2006).

Ainsi, le recrutement de hScrib au front de migration des astrocytes permet, par I’intermédiaire du facteur
d’échange BPIX, de réguler I'activité et la localisation de Cdc42. Ceci conduit a la formation du front de
migration astrocytaire.

g. Rble du complexe Scrib dans les lymphocytes T
Les complexes de polarité Par, Crumbs et Scrib, de par leur capacité a former de larges complexes multi-

protéiques, ont un role majeur dans I’établissement et le maintien de la polarité dans les cellules épithéliales mais
aussi dans les lymphocytes T. Ludford-Menting et al., ont démontré que les protéines des complexes de polarité
sont exprimées dans les lymphocytes T avec une localisation asymétrique (Figure 28) (Ludford-Menting, Oliaro et
al. 2005). Ils mettent en évidence le role de ces complexes dans I’établissement de réseaux protéiques impliqués
dans la migration, la formation de I’uropode, la formation des synapses immunologiques et la signalisation via le
TCR lors de son activation.

L’effet de hScrib dans les lymphocytes T est étudié grace a des expériences d’ARN interférence diminuant
I’expression de hScrib dans des lymphocytes T cytotoxiques. Ces cellules perdent alors leur capacité a former des
uropodes, migrent beaucoup moins et sont incapables de former une synapse immunologique.

Le role du complexe Scrib dans la migration lymphocytaire et la formation d’uropode peut s’expliquer par les
nombreuses interactions protéiques qui existent entre ce complexe et des protéines impliquées dans la régulation
du trafic vésiculaire comme le complexe bPIX/GIT1 ; du cytosquelette d’actomyosine comme la myosine Il ou
Cdc42, impliquée dans I’orientation du front de migration ; et dans le recyclage de récepteurs vers le front de
migration comme le recyclage des récepteurs couplés aux protéines G. Certaines de ces interactions ont été
démontrées dans d’autres types cellulaires, mais il semble raisonnable de penser qu’elles peuvent s’appliquer dans
les lymphocytes T.

La régulation du cytosquelette d’actomyosine est aussi un des évenements clés nécessaires a la formation de la
synapse immunologique. Or, I’activation du complexe TCR/CD28 induit la formation d’un complexe Lck-hDlIg-
ZAP70-Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASp) impliqué dans la polymérisation de I’actine. Au sein de ce
complexe, hDIg facilite I’interaction de Lck avec ZAP70 et WASp (Round, Tomassian et al. 2005). Une
diminution de I’expression de hDIg par ARN interférence inhibe la formation des complexes Lck-WASp et Lck-
ZAPT0, ainsi que la polarisation de CD3 et des rafts lipidiques au niveau de la synapse immunologique. Une étude
récente permet de mieux comprendre le role de hDlIg dans I’activation lymphocytaire. En réprimant I’expression
de hDIg dans les lymphocytes de rat, Stephenson et al., démontrent que I’expression de hDIg n’est pas nécessaire
pour le développement thymique des lymphocytes et pour la signalisation du TCR, mais qu’elle est indispensable a
la régulation négative de la prolifération lymphocytaire suite a une activation (Stephenson, Sammut et al. 2007).

Récemment, I’interaction entre hScrib et CRTAM, une protéine connue pour étre stimulée lors de I’activation
lymphocytaire, montre que hScrib est indispensable a la régulation de la prolifération suite a une activation, a la
polarisation de protéines comme la taline, ainsi que pour la production de cytokine (IFNg et 1L22) (Yeh, Sidhu et
al. 2008).

h. Réle du complexe Scrib dans la tumorigénese
Plusieurs études démontrent I’interaction de protéines du complexe Scrib avec d’autres protéines suppresseurs
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de tumeurs.

Ainsi, hDIg interagit avec la protéine adenomatous polyposis coli (APC) via la partie C-terminale de APC et
le PDZ-2 de hDlg (Matsumine, Ogai et al. 1996). APC est mutée dans la plupart des polyposes adénomateuses
familiales (FAP) et dans la majorité des cas de cancers colorectaux sporadiques. Ces mutations interviennent
principalement dans la région d’interaction de APC avec la b-catenine, entrainant une accumulation de la b-
catenine et de ce fait une activation de la voie Wnt. Cette voie est liée & I’activation de nombreux génes cibles
comme par exemple I’oncogéne c-Myc ou encore la cycline D1. L’interaction entre APC et la b-catenine joue
donc un réle important dans le rble suppresseur de tumeur de APC. Cependant, il a aussi été démontré
I'importance du complexe APC-hDIg dans ce role, ce dernier permettant de réguler négativement la progression
du cycle cellulaire entre la phase GO/G1 et la phase S (Ishidate, Matsumine et al. 2000). De plus, le complexe
APC/hDIg est impliqué dans la polarisation et la migration des cellules astrocytaires (Etienne-Manneville,
Manneville et al. 2005). Dans ces cellules, la PKCz activée par Cdc42 inactive la glycogene-synthase kinase
(GSK)-3b, ce qui permet la localisation de APC, suite a son interaction avec la b-catenine, au niveau des
extrémités positives des microtubules. Grace au complexe Par6/PKCz, hDIlg est recrutée a la membrane ou il
s’associe alors avec APC afin de promouvoir la polarisation et la migration des cellules. Dans des cellules
embryonnaires de souris, le complexe b-catenine/APC interagit avec hScrib (Takizawa, Nagasaka et al. 2006).
hScrib interagit avec le PBM de APC via ses domaines PDZ 1 et 4 et cette interaction semble étre nécessaire a la
localisation de APC au niveau des jonctions adhérentes.

Une étude a récemment mis en évidence I’interaction de hDIg avec la voie PI3K/Akt et I’'un de ses
inhibiteurs : PTEN (protein tyrosine phosphatase and tensin homologue). hDlg interagit en effet avec le domaine
SH2 de la PI3K (Laprise, Viel et al. 2004) et avec la partie C-terminale de PTEN (Adey, Huang et al. 2000). La
voie PI3K/Akt est impliquée dans la régulation de la transcription de plusieurs génes impliqués dans la
prolifération, I’apoptose et la mobilité cellulaire. Le réle suppresseur de tumeur de PTEN est attribué a son activité
de phosphatase sur les 3-phosphoinositides qui permet de réduire le taux de phosphatidylinositol 3,4,5-
triphosphate (Ptdins (3,4,5)P3), molécule activant la protéine Akt. L’interaction entre PTEN et des protéines a
domaines PDZ comme hDIg permettrait de réguler les fonctions de PTEN en favorisant la stabilisation et la
phosphorylation de PTEN (Das, Dixon et al. 2003). Ceci permettrait d’expliquer I’'un des mécanismes impliqués
dans le rdle suppresseur de tumeurs de hDlg, mais ces études restent a confirmer dans d’autres modeéles cellulaires
afin de généraliser ce mécanisme.

De plus, des souris invalidées pour le géne Lgl révélent I'importance de Lgl dans la régulation de la
prolifération cellulaire et de la division asymétrique. Les souris invalidées pour I’expression de Lgl-1 évoluent
avec une tumeur sévére au niveau du cerveau (Klezovitch, Fernandez et al. 2004). Ce phénotype s’explique par le
fait que de nombreuses cellules neurogénes continuent de proliférer de fagon symétrique, sans se différencier. Ce
phénotype ressemble a celui observé pour des mutants de Igl chez Drosophila, ou la population de neuroblastes
dans le cerveau augmente suite a des divisions symétriques (Lee, Robinson et al. 2006).

Enfin, de plus en plus d’articles décrivent I’inhibition ou la délocalisation de Lgl, DIg ou Scrib dans des
cancers humains (Nakagawa, Yano et al. 2004; Navarro, Nola et al. 2005; Gardiol, Zacchi et al. 2006; Kuphal,
Wallner et al. 2006; Grifoni, Garoia et al. 2007; Kamei, Kito et al. 2007).

Parallélement a ces observations, d’autres articles démontrent que le complexe Scrib est la cible d’oncogenes
viraux, expliquant I’un des mécanismes de transformation virale.

4. Le complexe Scrib : cible des oncogenes viraux
Plusieurs protéines oncogenes virales possedent dans leur partie C-terminale un domaine d’interaction avec les
protéines & domaines PDZ. La présence de ce domaine est souvent associée au caractére oncogéne des virus.
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C’est le cas des protéines E6 des papilloma virus humains (HPV). Les HPV sont de petits virus a ADN et
infectent les épithélia humains comme la peau ou les muqueuses. lls induisent généralement des Iésions bénignes
hyper prolifératives comme les verrues. Cependant, certains HPV, dits a haut risque, induisent des tumeurs
malignes comme le cancer du col de I'utérus, associé neuf fois sur dix a un HPV. Deux protéines virales sont
impliquées dans I’oncogeneése virale des HPV a haut risque : les protéines E6 et E7, capables d’interagir avec des
suppresseurs de tumeur. Ainsi, les protéines E7 des HPV a haut risque ont une forte affinité avec la protéine du
rétinoblastome (Rb) (Munger, Werness et al. 1989) tandis que les protéines E6 fixent et dégradent la protéine p53
(Scheffner, Werness et al. 1990), et se lient aux protéines a domaines PDZ via leur PBM. Sans cette partie C-
terminale, les protéines E6 des HPV a haut risque, comme la E6 du HPV16, ne sont plus capables d’immortaliser
des cellules épithéliales (Watson, Thomas et al. 2003). Il existerait donc deux mécanismes différents expliquant le
potentiel oncogénique des protéines E6 des HPV a haut risque : d’une part la dégradation de la protéine p53,
d’autre part, la capacité a interagir avec des protéines & domaines PDZ comme les protéines hScrib et hDlg. Ces
dernieres sont la cible des protéines E6 des HPV-16 et -18 et cette interaction induit leur dégradation via le
protéasome par I’intermédiaire d’une ubiquitine ligase cellulaire associée a E6, la EGAP (Lee, Weiss et al. 1997;
Nakagawa and Huibregtse 2000). Cette dégradation permettrait d’expliquer la perte de polarité et I’abolition des
jonctions cellulaires observées dans les cellules cancéreuses infectées par les HPV a haut risque.

D’autres virus expriment des protéines virales contenant un PBM en partie C-terminale. C’est le cas des
adénovirus humains, des virus & ADN organisés en 6 especes (de A a F) selon leurs propriétés biologiques. lls
touchent principalement les voies respiratoires, le tube digestif, I’ceil et les voies urinaires, avec une évolution trés
souvent asymptomatique, bien que certaines especes puissent étre tumorigénes. Au sein de I’espece D,
I’adénovirus de type 9 induit des tumeurs chez la rate similaires aux cancers du sein chez la femme. La protéine
oncogénique 90RF1, nécessaire a la transformation cellulaire est codée par la région E4 du géne ORF1 (Javier,
Raska et al. 1992). Il existe trois régions dans cette protéine nécessaires a son potentiel oncogénique (Weiss, Gold
et al. 1997), dont la partie C-terminale contenant le PBM et il a été démontré que hDIg est I’une des protéines a
domaines PDZ interagissant avec 9ORF1 (Lee, Weiss et al. 1997). Il est intéressant de noter que 90ORF1 et APC
interagissent sur le méme domaine PDZ de hDlg, ce qui pourrait expliquer I’un des mécanismes oncogéniques de
90RFL1.

La protéine virale NS5 du tick-borne encephalitis virus posséde aussi un PBM dans sa partie C-terminale. Ce
virus a ARN de la famille des flavivirus, transmis par piqlre de tiques a I’homme, peut engendrer des
encéphalites, des méningites et des fievres hémorragiques. La réplication de ce virus nécessite deux protéines
virales a activité enzymatique : les protéines NS3 et NS5. Récemment, il a été démontré que NS5 forme un
complexe avec hScrib en interagissant avec son domaine PDZ-4. Ce complexe est nécessaire pour cibler NS5 a la
membrane plasmique ou elle interagit alors avec le récepteur a I’IFN, perturbant ainsi la voie d’activation
JAK/STAT (Werme, Wigerius et al. 2008).

Deux protéines du HTLV-l possedent aussi un PBM dans leur partie C-terminale. C’est le cas de la
glycoprotéine d’enveloppe et de Tax.

Contrairement a d’autres virus, HTLV-I se transmet suite a un contact cellule-cellule, par I’intermédiaire d’une
synapse virologique, les particules virales libres étant non infectieuses in vivo. Les protéines Gag et Env, ainsi que
I’ARN viral, se retrouvent concentrées au niveau de cette synapse. Le domaine cytoplasmique de la partie
transmembranaire de Env est indispensable a la transmission du virus, impliquant donc une voie cytosolique dans
ce mécanisme. Par la technique du double hybride en levure, Blot et al., démontrent que le domaine
cytoplasmique de Env interagit avec hDIg. Les deux protéines co-localisent au niveau des sites de contacts
cellulaires entre une cellule infectée et une cellule non-infectée. Cette interaction est nécessaire pour stabiliser Env
au niveau de la synapse virologique et facilite donc la transmission virale (Blot, Delamarre et al. 2004).
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En 1998 avec la découverte du PBM de Tax (Rousset, Fabre et al. 1998), de hombreuses protéines a domaines
PDZ ont été caractérisées comme interagissant avec Tax. La présence de cette partie C-terminale est essentielle
pour I’activité transformante de Tax (Hirata, Higuchi et al. 2004), I’induction de la prolifération IL-2
indépendante des cellules (Tsubata, Higuchi et al. 2005), la prolifération des cellules T infectées et I’instabilité
génomique in vitro ainsi que pour la persistance du virus in vivo (Xie, Yamamoto et al. 2006). A ce jour, les
protéines a domaines PDZ connues pour interagir avec Tax sont MAGI-3 (Ohashi, Sakurai et al. 2004), TIP-1
(Reynaud, Fabre et al. 2000), le précurseur de I'lL-16 (Wilson, Center et al. 2003), Erbin (Ress and Moelling
2006), la béta-syntrophine , Lin-7, PSD95 (Rousset, Fabre et al. 1998), hTid-70 (Cheng, Cenciarelli et al. 2001) et
hDIg (Suzuki, Ohsugi et al. 1999).

Contrairement a ce qui est observé avec le HPV, Tax n’induit pas la dégradation de hDlg. En revanche, il
modifie sa localisation cellulaire, celle-ci passant de diffuse a ponctuée dans le cytoplasme et d’une fraction
soluble & une fraction insoluble en présence de Tax (Hirata, Higuchi et al. 2004). En interagissant et en
séquestrant hDIlg, Tax perturbe les fonctions cellulaires de hDlg, et I’empéche de former des complexes avec ses
partenaires. Ainsi, dans la cellule infectée, Tax rentre en compétition avec APC pour I’interaction avec le domaine
PDZ-2 de hDIg ce qui conduit a la suppression de I’arrét du cycle cellulaire induit par hDlg (Suzuki, Ohsugi et al.
1999). Dans les lymphocytes T, une des fonctions essentielles de hDIg étant de réprimer la prolifération suite &
une activation (Stephenson, Sammut et al. 2007), I’inhibition de hDIlg par Tax permettrait d’expliquer 1I’'un des
mécanismes oncogéniques induits par Tax.

L’inactivation de hDIg dans une lignée lymphocytaire de souris induit une augmentation du pouvoir
transformant de Tax. Ceci suggere que hDIg permet de réguler négativement le pouvoir transformant de Tax.
L’expression d’un mutant de Tax délété de sa partie C-terminale dans des lignées lymphocytaires de souris
exprimant hDIg n’est plus capable d’induire une transformation cellulaire. Cependant, ce méme mutant de Tax
exprimé dans des lignées lymphocytaires n’exprimant pas hDlg n’induit toujours pas la transformation cellulaire.
Il semble donc que le pouvoir transformant de Tax ne soit pas entiérement lié & son interaction avec hDIlg mais
nécessite la présence d’une autre protéine capable d’interagir avec Tax via son PBM (Ishioka, Higuchi et al.
2006).

LE PROJEEB%IIEJCHERCHE
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L’infection par HTLV-I est associée a deux pathologies principales : une maladie neuro-dégénérative, la
TSP/HAM, et une maladie lymphoproliférative, I’ATL. Parmi les facteurs responsables de la transformation des
cellules observée lors de I’ATL, la protéine virale Tax joue un rble primordial. La présence d’un motif
d’interaction avec des protéines & domaines PDZ dans la partie C-terminale de Tax, le PBM, est un des facteurs
importants nécessaires a la transformation cellulaire. Plusieurs protéines a domaines PDZ ont déja été déemontrées
comme interagissant avec Tax via ce PBM, comme par exemple hDIlg. Cependant, la liaison entre Tax et hDlg ne
semble pas suffisante pour expliquer le pouvoir transformant de Tax.

Dans le cadre du dipléme EPHE, j’ai été amenée a poursuivre les études impliquant hScrib en tant que
partenaire potentiel de Tax. En effet, lors d’une étude consistant a rechercher les partenaires protéiques de Tax par
double hybride, notre équipe avait caractérisé différents clones dont I’un contenait I’ADNc correspondant au géne
du myéloblaste humain KIAA0147 (Gachon, Peleraux et al. 1998), codant pour une protéine alors inconnue. Par la
suite, il a été démontré que cet ADNc codait une séquence incomplete de hScrib (Dow, Brumby et al. 2003),
suggérant une interaction possible entre hScrib et Tax.

Dans un premier temps, je vous présenterai le travail préliminaire & ce projet qui a consisté a confirmer cette
interaction, in vitro grace a des expériences de GST pull-down, et in vivo grace a des expériences de double
hybride en levure et de co-immunoprécipitation dans des cellules chroniquement infectées par HTLV-I.

Ensuite, au cours de ce projet, j’ai étudié la localisation de ces deux protéines au niveau cellulaire, tout
d’abord en transfectant les deux protéines dans différents types cellulaires, ainsi que différents mutants, afin de
confirmer les domaines impliqués dans leur interaction. J’ai ensuite étudié leur localisation dans des cellules
chroniquement infectées par HTLV-I.

Afin de déterminer I’influence de Tax sur I’'un des réles physiologiques de hScrib dans les lymphocytes T, je
vous présenterai ensuite les résultats obtenus sur le rle de hScrib et de Tax lors de I’activation de la voie NFAT
dans des lymphocytes T actives.
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