120

par HTLV-1. Les cellules dendritiques
immatures (IL-4-DC) sont plus sus-
ceptibles que les cellules dendritiques
tolérogénes (TGF-B-DC), elles-mémes
plus susceptibles que les cellules den-
dritiques inflammatoires (IFN-a-DC).
La résistance a I’infection repose sur
leur degré de maturation et, a fortiori,
du niveau d’acidification de leurs vési-
cules, ce qui conditionne leur capacité
a transmettre le virus aux lymphocytes T
(Figure 2). Trés récemment, il a été
montré que les cellules dendritiques
myéloides CD141* (ou BDCA-3 Thrombo-
moduline) étaient résistantes a "infec-
tion par de nombreux virus enveloppés,
dont le VIH-1, alors que les cellules den-
dritiques myéloides CD1c* (ou BDCA-1) y
sont permissives [10]. Pour autant, ces
deux populations dendritiques ont un
role complémentaire lors de I'infection,
puisque les cellules CD141", restric-
tives a I'infection, organisent la réponse
immunitaire aprés présentation croisée
d’antigenes viraux portés par les cellules

CDlc* infectées. Savoir si ces cellules
adoptent un comportement similaire
a la suite de I’infection par I’HTLV-1
permettrait d’étudier les interactions
entre virus et cellules dendritiques in
vivo, et de comprendre si les cellules
dendritiques tendent a favoriser la mise
en place de la réponse immunitaire ou la
propagation du virus dans I'organisme,
ou les deux. ¢

HTLV-1 and dendritic cells: a relation-
ship in search of maturation
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Tax : une oncoprotéine virale
qui aime les CREB sucrés !

Claudine Pique!™®, Tarik Issad!~3

> Le virus HTLV-1 (human T-cell lympho-
tropic virus type 1), agent étiologique
de la leucémie a cellules T de I'adulte
et de pathologies inflammatoires, est le
seul rétrovirus associés a un cancer chez
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CD4*, qui se déclare de maniére tardive
chez des patients ayant généralement
été contaminés de nombreuses années
avant "apparition des premiers symp-
témes [2].

Par sa capacité a perturber de nom-
breuses voies et machineries cellu-
laires, I’oncoprotéine virale Tax (tran-
sactivator of pX region) joue un rdle
majeur dans les processus prolifératifs
et anti-apoptotiques associés a la
transformation induite par le virus [3].
L’expression du génome viral, elle-
méme contrdlée par Tax, active le pro-

https://doi.org/10.1051/medsci/20183402006

moteur positionné dans la séquence
terminale répétée en 5 du génome,
ou LTR (long terminal repeat 5°), via le
recrutement du facteur de transcrip-
tion CREB (cAMP-response element-
binding protein) (Figure 1). Tax stimule
également Pactivité transcriptionnelle
de CREB, en induisant la phosphoryla-
tion de la sérine 133 de la protéine [4].
€n terme de modifications post-trans-
criptionnelles, CREB est également la
cible d’une glycosylation particuliere,
la 0-GlcNac glycosylation (ou 0-Gle-
NAcylation) [5].


https://doi.org/10.1051/medsci/20183402006

La 0-GlcNAcylation

La 0-GlcNAcylation correspond a
I’addition enzymatique, sur le résidu
hydroxyle d’une sérine ou d’une thréo-
nine, du monosaccharide N-acétyl-D-
glucosamine (GlcNAc) (Figure 1) [6].
Cette modification réversible s’accomplit
essentiellement dans le cytoplasme et le
noyau de la cellule, contrairement aux
glycosylations complexes, qui sont réa-
lisées dans le reticulum endoplasmique
et I’appareil de Golgi, et concernent
surtout des protéines membranaires
ou sécrétées. De fagon analogue aux
phosphorylations, les 0-GlcNAcylations
cytosoliques ou nucléaires peuvent
moduler I'activité, la localisation ou
méme la stabilité des protéines [6]. A
la différence de la pléiade de kinases
et de phosphatases qui régulent les
phosphorylations, seules deux enzymes
sont impliquées dans le contrdle de la
0-GlcNAcylation (Figure 1). U'enzyme
qui permet la réaction de 0-GlcNAcyla-
tion est la O-linked N-acetyl-glucosa-
mine transferase (OGT). Les protéines
0-GlcNAcylées peuvent étre rapidement
déglycosylées par une autre enzyme, la
B-N-acétylglucosaminidase (0GA). Ces
deux enzymes sont présentes dans la cel-
lule sous la forme d’un complexe appelé
« 0-GlcNAczyme », et la perturbation de
I'interaction physique entre OGT et OGA
au sein de ce complexe affecte leurs
activités régulatrices vis-a-vis des pro-
cessus transcriptionnels [7].

Des perturbations de la 0-GlcNAcylation
des protéines ont été impliquées dans
un large spectre de
maladies, en par-
ticulier les cancers
(6] (=).

Lors d’une étude récente [8], nous avons
exploré pour la premiére fois le statut de
la 0-GlcNAcylation dans les l[ymphocytes
T transformés par le virus HTLV-1.

(=) Voir la Synthése
deT. Issad, m/s n° 8-9,
aoiit-septembre 2010,
page 753

La protéine Tax perturbe la machinerie
de 0-GlcNAcylation de la cellule héte

Nous avons tout d’abord observé que
I’expression des ARN messagers et de
la protéine 0GA était augmentée dans
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Figure 1. Régulation de la transcription du génome viral par la machinerie de 0-GlcNAcylation. A. La

0-GlcNAcylation des protéines correspond a I"addition d’une molécule de N-acétylglucosamine sur les

résidus sérine ou thréonine des protéines. Uniquement deux enzymes, I’0GT et I"0GA, régulent le niveau

de 0-GlcNAcylation des protéines. B. Tax trans-active la transcription d’HTLV-1 en recrutant CREB sur

les séquences vCRE localisées dans la région U3 (pour unique en 3’) du 5’LTR (long terminal repeat).

Des travaux antérieurs avaient montré que Tax stimulait 'activité transcriptionnelle de CREB en faci-

litant sa phosphorylation sur la Ser133. Nos résultats actuels révelent que Tax facilite également la
0-GlcNAcylation de CREB sur la Ser40 via une inhibition de I"activité OGA au sein du complexe 0GT/
0GA, entrainant une stimulation supplémentaire de I'activité transcriptionnelle de CREB sur le promo-
teur d’HTLV-1. OGT : 0-GlcNAc transferase ; OGA : 0-GlcNAcase ; CREB : cAMP-response element-bin-
ding protein ; vCRE : viral cyclic AMP-response element ; CBP: CREB-binding protein.

les lignées de lymphocytes T trans-
formés par I’HTLV-1, en comparaison
a des lignées T controles. Cependant,
de fagon intéressante, I'activité enzy-
matique spécifique de I"0GA (activité
globale de I’0GA normalisée en fonc-
tion de son niveau d’expression) était
diminuée dans les cellules T trans-
formées par PHTLV-1. Ceci suggérait
que I'augmentation d’expression de
I’0GA pouvait correspondre a un phé-
nomene compensatoire consécutif a
une inhibition de son activité (phéno-
mene qui avait déja été décrit lors de
I’inhibition pharmacologique de I"0GA
[91). €n revanche, I'expression de I’0GT
demeurait similaire dans les cellules

contrdles et les cellules T transformées
par I’HTLV-1.

Nous avons alors montré que I'expres-
sion de la protéine Tax dans les cellules
de la lignée HEK-293T, ou dans des lym-
phocytes T transformés par I"HTLV-1
mais dépourvus de Tax, était suffisante
pour inhiber I'activité de "OGA, et pour
induire une augmentation globale de
la 0-GlcNAcylation des protéines sans
changement d’activité de ’OGT. A I'aide
de la technique de BRET! [10], nous

! La technique BRET ou bioluminescence resonance energy
transfer permet d’étudier les interactions protéine-protéine
par transfert d’énergie. Une des protéines d’intérét est
fusionnée a la luciférase de Renilla et 'autre a une YFP
(vellow fluorescent protein).
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avons établi que cette inhibition impli-
quait une interaction directe de Tax avec
le 0-GlcNAczyme, qui perturbe I"activité
de I’OGA dans ce complexe.

La 0-GlcNAcylation de CREB augmente
la transactivation par Tax du LTR 5’ du
HTLV-1

Nous avons observé que I’inhibition
pharmacologique de I’0GA a I'aide d’une
drogue spécifique (thiamet G) augmen-
tait la 0-GlcNAcylation de CREB, le recru-
tement de CREB sur le LTR, et la transacti-
vation de celui-ci par Tax. Ceci suggérait
qu’une augmentation de 0-GlcNAcylation
de CREB pouvait donc favoriser I’expres-
sion du génome de I’HTLV-1.

Il restait a démontrer que I’expression
de Tax induisait une augmentation spé-
cifique de la 0-GlcNAcylation de CREB et
ainsi de son activité transcriptionnelle.
Nous avons en effet mis en évidence que
I’expression de Tax dans des cellules de
la lignée HEK-293T était suffisante pour
induire une augmentation de la 0-Glc-
NAcylation de la forme sauvage de CREB,
mais pas d’une forme de CREB mutée
sur la sérine 40 (site de 0-GleNAcylation
précédemment identifié sur CREB par

d’autres auteurs [5]). €n outre, la tran-
sactivation du LTR 5’ par Tax était signifi-
cativement plus faible lorsque les cellules
exprimaient la protéine CREB mutée sur
son site de 0-GlcNAcylation. Ensuite, des
expériences d’immunoprécipitation de
la chromatine nous ont permis de docu-
menter les recrutements de I"0GT et de
I’0GA sur le LTR 5’ de I’HTLV-1, confirmant
I"implication du complexe 0-GlcNaczyme
dans la régulation du génome viral.

'ensemble de ces résultats (Figure 1)
révele une nouvelle activité de "onco-
protéine Tax au sein de la cellule hote,
a savoir sa capacité a détourner la
machinerie de 0-GlcNAcylation pour
favoriser I"expression du génome viral.
Cette nouvelle propriété suggere que la
machinerie de 0-GlcNAcylation pourrait
représenter une nouvelle cible thérapeu-
tique pour le traitement des pathologies
associées a ’HTLV-1. ¢

Sweet hijacking by the Tax oncoprotein
of the Human T-cell lymphotropic virus
type l
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