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Liste des abréviations

aa Acide aminé
ADN Acide désoxyribonucléique
ADNCc Acide désoxyribonucléique complémentaire

ADNdb Acide désoxyribonucléique double brin

AP-1 Activator Protein-1, activateur

ARN Acide ribonucléique

ARNmM Acide ribonucléiqgue messager

boMx Bovine Mx protein, Protéine Mx bovine

CID Central Interactive Domain, domaine interacghtral
cm Centimetre

ddNTP Didésoxynucléotide

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
dNTP Désoxynucléotide
EDTA Ethyléne Diamine Tétra Acetic Acid

ENSEMBL Systeme bio-informatique d'annotation automaticgigéhomes

g Force de gravité

GED GTPase Effector Domain

GIGA Groupe interdisciplinaire de génoprotéomiqpplauée
GTP Guanosine triphosphate

GTPase Hydrolase de guanosine triphosphate

HCV Hepatitis C virus, virus de I'hépatite C

HEK-293 Human Embryonic Kidney-293, cellules eydmnaires rénales humaines -293



Tam TRAN THI DUC
These de doctorat en Sciences vétérinaires

huMx
IFN
IL6
ISRE

kDa

luc
LZ
MD
mL
mM
mol
muMx
Mx
NCBI
ng
nm
pb
SAS

SNP

Humain Mx protein, protéine Mx humaine
Interféron

Interleukine 6

Interferon Sensitive Response Element
kiloDalton

Litre

Luciférase

Leucine zipper, triplet leucine

Middle Domain, domaine central

millilitre

millimolaire

mole

Mx murine protein, protéine Mx murine
Myxovirus

National Center for Biotechnology Information
Nanogramme

Nanometre

Paire de bases (1kb = 1000pb)

Self Assembly Sequence, séquence d’'autoassgenbla

Single Nucleotide Polymorphism, polymorphismel@otidique
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Le geneMxA humain code pour la protéine MxA humaine qui egarae activité antivirale.
Les études génétiqgues menées jusqu’a présent genkMxA ont été systématiquement
orientées vers une recherche de variations alEdiqlans un contexte pathologique et ce
principalement sur un échantillonnage de taillauri&det pratiqué au départ d’'une population
d’origine asiatique. Ces études ont toutefois déndoque certaines variations nucléotidiques
du géne, principalement localisées au niveau dmeteur, pouvaient influencer le taux de

production des protéines MxA.

Dans ce contexte, il était intéressant de réaliser analyse sur une cohorte constituée de
plusieurs centaines d'individus d'origines diversedin de déterminer si d’autres
polymorphismes que ceux déja connus en -123 ghe88aient étre identifiés et de vérifier si
ceux-ci seraient susceptibles d’avoir un impactigyroduction et/ou l'activité de la protéine
MXxA.

Lors de la réalisation de la premiere partie de tnawail, j'ai d’abord commencé par récolter
et extraire 'ADN génomique (ADNg) de 267 étudiantslontaires d’origine africaine,
asiatique et européenne. A partir de ces ADNg,amglification systématique de différents

fragments du genexA a été réalisée par PCR.

Mon étude s’est plus particulierement focaliséelauggion promotrice ainsi que sur les dix-
sept exons du gene. Apres veérification de la qualés fragments amplifiés, les produits de

PCR ont été purifiés et séquencés.

Une analyse minutieuse, par comparaison des seegpi@itenues, m'a permis de recenser
plusieurs variations nucléotidiques connues et,toatr didentifier de nouveaux

polymorphismes.
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Plus précisément, mon analyse m’a permis d’idemtifin total de dix-huit polymorphismes
dont quatorze étaient répertoriés antérieuremems s banques de données internationales.
Parmi les quatre nouveaux polymorphismes que gaeaes, les deux premiers sont situés
aux positions -309 (C/G) et -101 (G/A) de la régmomotrice et pourraient théoriquement
affecter I'expression du géndxA Les deux suivants, qui se situent aux positiohs8523
(G/A) et +15561 (G/A) de I'exon 10 se suivent entstocalisés dans la région codante du
geneMxA humain, ils conduisent aux substitutions suivaniesglycine 255 est remplacée
par I'acide glutamique et la valine 268 est rem@dapar la méthionine. Ces substitutions sont
localisées dans la région N-terminale de la pret@#xA et pourraient théoriquement en

affecter la fonction antivirale.

La deuxiéme partie de mon travail concerne I'impdes nouveaux SNPs que j'ai identifiés
dans la région promotrice du gene sur les modalisésontrle de son expression. Cet aspect
est trés important en raison du profil biologigueld protéine MxA. En effet, les protéines
Mx sont inductibles par les interférons (IFN) dedyl et Il et elles appartiennent a la
superfamille des larges GTPases de haute masseutadé. Ces GTPases particuliéres
s'apparentent aux dynamines, protéines dont I'étadedémontré [l'implication dans
I'invagination des membranes cellulaires et dansdfc vésiculaire. Une propriété majeure
des protéines Mx est leur fonction antivirale. Rluss isoformes de ces protéines sont
capables d’inhiber le cycle vital d'un large spedle virus a ARN, tels ceux de la famille des
Orthomyxoviridaedes Paramyxoviridaedesrhabdoviridaeet desBunyaviridaeet sont, de
ce fait, des composants importants de la réponsaiimiaire innée.

En raison de l'implication directe des geénkk dans la réponse cellulaire interféron-
dépendante, les études menées antérieurementgemdlIxA humain ont systématiquement
été orientées vers une recherche de variationgjaké dans un contexte pathologique. Ces
études, ciblant plus spécialement une partie dmpteur du gene, ont, le plus souvent, été
menées dans le but de corréler la réponse d'urvithdiporteur d’'un polymorphisme
particulier au traitement a l'interféron alpha. légponse aux interférons des patients porteurs
de polymorphismes alléliques est affectée du sirfgitede la présence de ces variations. Le
portage de certains alléles peut, en médecine m@&nabonférer une résistance contre une

maladie virale.
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Lors de la réalisation de la deuxieme partie de nawail, la contribution au contrble de
I'expression des trois variations nucléotidiquaésésas aux positions -309, -101 et +20 sur le
gene MxA humain a été examinée via un susteme de genertappdluciférase). Mes
résultats montrent que, a c6té du role joué pax g@lymorphismes déja connus situés aux
positions -123A et -88T, l'allele présent a chacutes trois positions précitées affecte

significativement le taux d’expression.

Nos résultats permettent d’améliorer la justesse génotypages qui sont actuellement
prescrits en clinique pour prédire la réactivités gmtients infectés par I'hépatite C aux

interférons de type I.

Il serait intéressant de poursuivre notre étudeusuplus grand nombre d’individus de la
population africaine, notamment parce qu’il n’eas pmpossible que l'inventaire des variants
existant dans cette population reste incomplet. nb@ame, il serait intéressant d’étudier
I'influence sur I'activité antivirale des deux naaux polymorphismes localisés aux positions
+15523 (G/A) et +15561 (G/A) de la région codanteggneMxA puisqu’ils causent deux
substitutions dans la séquence protéique de l@ippMxA.

Les nouveaux polymorphismes que nous avons détgm@saient aussi permettre de

découvrir de nouvelles associations entre prévalede maladies virales spécifiques,

manifestations cliniques, pronostic vital et nousesariants alléliques du gemxA.

10
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The interferon-inducible human MxA protein plays smportant role in innate defense
against an array of viruses. One might expectialtilversity at thavixA locus to influence
the timing and magnitude of its expression or etlerange of viruses whose biological
cycle is inhibited by the encoded product. Herehage collected 267 samples of genomic
DNA from three distinct populations (European, Asiand African) and have systematically
sequenced the promoter of tMxA gene and its 17 exons in order to inventory itsliall
variants. Fifteen single-nucleotide polymorphismarevdetected, four of which had never
been identified before. Two of these, located ia gromoter (at positions -309 and -101
respectively), might affect the MxA expression eait The other two result in substitutions
(Gly255Glu and Val268Met) in the protein’s N-terrairregion that might directly affect its
antiviral function.

We then examined the three single nucleotide poipimem sites (-309, -101 and +20) for
their ability to altetMxA gene promoter-driven reporter expression. We dhaty besides the
previously reported role of -123A and -88T, theserce of -101G is equally important.
Moreover, when a promoter construct carries thiesaetcritical nucleotides, a first additional
positive effect is conferred by a C at position32hd, in this latter case, a second additional
effect is produced by a A at position +20. Thisdfilg is clinically useful to improve
prediction of IFN-responsiveness in patients ndy aith viral diseases for which type-I IFN

therapy is used.

11
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Gen MxA (Myxovirus) @a ngroi ma hoa proteinuiong tng la MxA coO kh nang khéang
virus. Chodén nay, nitng nghién au vé di truyén trén gen MxA aa ngroi cha yéu duoc
theodinh hréng & sr da chng alen @a gen nay trong cacutsng hyp bénh Ii, Hau hét cac
cong trinh nghiénta trénddi tuong ngroi c6 ngwn goc chau A. Nitng Kt qua nghién ¢u
chi ra ing c6 & da caing & axit nucleic éa gen, ch yéu duoc tim thiy ¢ doan promoter,

nhitng thaydoi nay céanh hréng dén haat dong aia protein MxA.

Dva trén nking dinh hréong dé, tht Ii twéng dé nghién éu trén ndt tap hop & luong Mau
lén dén hang tim cé tkt khac nhauté xem réu c6 tié phat hén radugc cacdot bién moi,
bén @nh haidot bién tai cac \i tri -123 va -8814 duogc tim ra & cac tac di trugc va nghién
ctru 9r tacdong aia nhing thayddi trinh tr cAc nucleotide nay c6 té@éng nhr thé naodén

Sy SN XUt ciing nhr s hoat dong aia protein MxA.

Trong phin dau cia nghién ¢u nay, ching toi & dau bang viéc thu thip va trét tach ADN
cua 267 sinh vién kée manh tham gia réit cach tr nguyén, ho c6 ngwn gic tir cac cliing Hc
chau Phi, chau A va chau AuxrADN triét tAchduoc, phin tng PCR cho phép khégh dai
nhitng doan chinh xac ¢a gen MxA.

Nghién aru cia chung toiduoc dac biét tap trung vao vung promoter va 17 exoimagyen
MxA ngudoi. Sau khi kém tra chit luong aia sin pim khuyéch dai bang kit aia nha n xuit,
san phim aia phin tng PCR trén&duoc lam ach va tén hanh xadinh trinh tr nucleotide

thdng qua pin tng ga trinh tr ADN (sequencing).

Qua phan tich va so sanh trinhgen, ching tdita xacdinh dwgc nhiéu nhirng da hinhdon

nucleotide (SNPYa duoc biét téi trugc day va nliing dot bién mai.

12
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Chung t6id4 tién hanh phan tich 1@an cia gen MxA ngoi. Két qua cho thiy, cé Hng @ng
18 da hinhdon nucleotideduoc tim tHy trong nghién u, trongdé c6 14da hinhdon
nucleotideda duoc cac tac gi truéc day tim ra va 44n dau tiéndugc chang tdi phat k.
Véi 4 da hinhdon nucleotide rdi nay, haida hinhdon nucleotidetau ram & vi tri -309 (G/C)
va -101 (G/A), chang thic phin promoter ga gen MxA, @ haidéu c6 tié anh hrong dén sr
biéu hién cia gen. Haida hinhdon nucleotide sauam & vi tri +15523 (G/A) va +15561
(GIA), ching thac exon 10doan ma hda ta gen MxA ngoi, din dén sr thay tté caa cac
axit amin : glyciney vi tri 255 § duoc thay ti¢ bang axit glutamic, va valinedsiuoc thay tké
boi methioning vi tri 268. Nhiing thayddi axit amin trén Bm & doan N-terminal @a protein
MxA. Nhitng dot bién nay cé th truc tiép anh hrong dén kha chic ning khang virus @a

protein nay.

Trong phin thi hai aia nghién ¢u nhim lam sangd ring hait déng, chic ning aia protein
Mx khi c6 mat caa interferon nhédm 1 va nhom 3. Protein Mxdbdp GTP cé tong rong
phan t 16n, thubc ho dynamin. Khi nfic dén protein Mx chinh la rit d&én chic ning ctbng
virus hiru hiéu, thuse dang meén dich tim sinh. Mot sb ddng chng aia protein nay co kh
ning &c cké sy nhan Ién @a nhéu virus c6 du tao dang ARN, ching han nhr ho
Orthomyxoviridaeva hy Bunyaviridae Cy thé, khi ngroi bi nhiém virus, protein MxA & tich
tu trong € bao clat caa € bao va ten khai hat dong khang virus, nduoc coi nhr mot chia

khéa trongtaptng mén dich kim sinh.

Do cac gen Mx khi tham gia vatip tng mén dich € baodéu ph thuoc vao & hién dién
cua interferon, chinh vi thcac nghién ¢u di truyén aia gen MxA ngoi 1a hé thdng dinh
hudng nghién @u dot bién alen trong cac caébh. Cac nghiént vé gen MxA dia ngroi
cha yéu vé doan promoter aa gen, g thé 1a nghién ¢u mbi lién quan gira kinh nhan mang
mét da hinhdon nucleotidedic biét. Két qua caa sr daptng mén dich trong qua trinkdiéu
tri boi interferon throng phu thudc vao v tri cacdot bién. Vi vay, trong y ke, ch sd vé dot
bién gen la thongtiép quan tong 1am gam mac d6 nghiém tong aia kEnh do virus gay ra

cho con ngoi.

Cu thé, nghién ¢u cia chiing téi nim xem véc két hop aia badot bién gend cac v tri -309,
-101 va +20 @a gen MxA ngoi ¢ lam thayddi gia tri biéu hién caa protein MxA i sy ¢

13
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mit caa interferon. Kt qua cho thiy ring, bén enh vai trd @a haidot bién o vi tri -123A va -
88T da duoc nghién ¢u boi cac tac gi di truéc, ar hién dién aia dot bién tai -101G ma
chang téi tim thy trong pfan dau cia nghién ¢u ding c6 vai trd quan éng trong béu hién
protein MxA. Hon nira, phan tich Bu hién cia gen luciferase khi gen nayuehdoan
promoter va exon 1ua MxA ngroi thay luciferase cho giaitcao ton khi cé s hién dién caa
dot bién ¢ vi tri -309C va +20A. Kt qua nghién &u cia chang tdi gilp ich trong & du
doan Kt qua daptng mién dich khidiéu tri cho Enh nhan nim virus king interferon nhém

| va nhom IlI.

14
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LES GTPases MX
REVUE DE LA LITTERATURE
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[. INTRODUCTION

En 1962, Jean Lindemann et ses colleges découvferititement, que la souche
consanguine de souris de laboratoire « A2G » eésastdes doses de virus influenza A
typiqguement létales pour les autres souches dass@): Ce phénotype de résistance est
dénommémyxovirus resistanceet I'acronyme correspondanit)x, et ses variantesIx”",
Mx'" et Mx", sont créés. Le croisement direct entre souchesuiés sensibles et souches de
souris résistantes et le phénotypage de la pragéréin F1 et en F2, permettent de mettre en
évidence un mode de transmission autosomal et @miu phénotype Mx(2). Le criblage

de différentes souches de souris consanguines déramsuite que ce trait de résistance est

plutdt exceptionnel, seules les souches consargkip€ et SL/NIA le manifestent (3, 4, 5).

Vers la fin des années 1970, on constate que kEsspyn du phénotype de résistance dépend
de la présence concomitante des interférons delty®e7). Par exemple, une comparaison
par électrophorese en deux dimensions des lysat8igues issus de macrophages stimulés
aux interférons de type | ou des lysats protéigseess de cellules embryonnaires infectées
provenant de souris résistantes avec des lysatsigues en provenance de macrophages non
stimulés ou en provenance de cellules embryonnaifestées de souris sensibles démontre
la présence d’'une protéine de 72 kDa dans les peiers cas et son absence dans les deux
suivants (8). Peu aprés, ladite protéine Mx esdlis¢ée dans le noyau des cellules de souris

résistantes et stimulées aux interférons de typell0).

L’essor de la biologie moléculaire pendant les asrE980 a permis la découverte des genes
encodant les protéines Mx, d’abord chez la sourdy €t, ensuite, chez toutes les especes
examineées. Les techniques de clonage du cDNA ufitenété mises en ceuvre pour exprimer
ces protéines dans d'autres lignées cellulaires. f&igant, de nouvelles préparations
expérimentales ont vu le jour qui autorisaientelstage des fonctions des protéines Mx dans
des conditions standardisées, notamment les forscintivirales (12).
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II. CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DES PROTEINES MXx

En comparant les séquences primaires en acidegsrdigs différentes protéines Mx, on
constate que leur structure présente des constatasnment un motif tripartite de liaison au
GTP et une signature « dynamine » (Fig. 1). Lesdmes qui agrégent le GTP jouent un role
important lors de nombreux processus cellulairdiesEparticipent a la biosynthése de
certaines protéines, a la transduction des sigrailulaires, au transport vésiculaire et au
contréle de la prolifération et de la différentiati cellulaire (13). On peut donc, a priori,
supposer que les protéines Mx pourraient exeraaelou 'autre de ces fonctions. En prenant
en considération leurs fonctions et leurs homokogie structure, on peut classer les protéines
liant le GTP en cing superfamilles parmi lesqueltes trouve la superfamille dite des «
GTPases de haute masse moléculaire », dont lesnityem font partie (14). A l'origine, les
dynamines ont été décrites comme étant capablesliede les microtubules (15).
Ultérieurement, une fonction de substrat pour t#@ne kinase C (PKC) au niveau du tissu
neuronal a été suspectée (16), de méme qu’uneipatibn au processus de I'endocytose.
Cette derniere fonction a été mise en évidenceegéathomologie de séquences du gene
shibire de la drosophile et des génes encodant les dyeam{h7, 18). L'étude du
comportement de la mouchshibire renforce la théorie selon laquelle I'homologue
mammalien du genghibire participerait, au niveau de la membrane plasmigua,formation
des vésicules enrobées de clathrine (19, 20, 21)'héure actuelle, les dynamines
apparaissent comme étant une famille conservéeadéipes impliquées dans de nombreux
processus cellulaires tel que le remodelage meralvearte trafic vésiculaire et la division des

organelles et des cellules (22, 23, 24).

La sous-famille des protéines ditégnamin-likeappartient a la famille des dynamines. Ces
protéinesdynamin-like sont caractérisées par: (a) une masse molécudhree (60-100
kDa), (b) un motif tripartite de liaison au GTP, (@n domaine intermédiaire et (d) un
domaine effecteur GTPase, autrefois défini commantétle domaine coiled-coil
Contrairement aux membres « classiques » de ldléades dynamines, ces protéines sont
exemptes de : (a) un domaipkeckstrin-homologyPH) situé entre le domaine GTPase et le
domaine intermédiaire et (b) un domaine riche ginare traditionnellement situé au niveau

de I'extrémité carboxy-terminale.
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En considérant les différentes fonctions des mesmbecla sous-famille des protéines dites
dynamin-like on peut effectuer un classement en quatre gro(B%es26) : (a) les protéines
participant au transport vésiculaire (par exempRSYp chez la levur®. cerevisia@t dyn-1
chez le nématod€. elegans)(b) les protéines impliquées dans la divisionogtibndriale
(par exemple Dnm1P et Mdml ch&z cerevisiaeou DRP-1 cheZ. elegan®u encore
Drpl/DLPI-OPAL1 chez I'ensemble des vertébrés (29-85 les protéines appartenant au
groupe des dynamines végétales (par exemple lagmio@astinPDL, ADL1, ADLZ2a,
ADL2b et ADL3 chez lebrassicacead\. thaliana(36-41) et (d) les protéines induites par les

interférons (par exemple les protéines,Nbs p47-guanylate-bindingproteinsou lesp-67-

guanylate- bindingproteins(42-45).

I1.1. Les protéines Mx sont de volumineuses GTPases

Les membres de cette superfamille sont caractép@és (a) une masse moléculaire élevée,
(b) une séquence consen&iBP-bindingtripartite et (c) un mécanisme commun d’hydrolyse
du GTP (46, 47). Les protéines Mx sont caractesigie (a) une masse moléculaire variant
entre 70 et 80 kDa (48), (b) un site de liaisonGAtP consistant en une séquence tripartite
fortement conservée GXXXXGKST/T, DXXG et T/NKXD (Xacide aminé quelconque)
situé au niveau de I'extréemité amino-terminale (§6) une affinité relativement faible pour
le GTP et (d) une activité GTPasique étroitemeptddante de la concentration en substrat.
La protéine murine Mx1 et la protéine humaine Mx#ntsaptes a hydrolyser le GTP en
GDP ; vu la valeur K de la réaction d’hydrolyse du GTP, il est probadplél faille une
concentration élevée en substrat pour atteindrevii@gse de réaction maximale. La constante
de dissociation, i de la protéine MxA pour le GDP est cing fois plmgportante que pour le
GTP. Ceci suggéere qu’aprés hydrolyse du GTP, le GBrellement formé est rapidement
remplacé par une nouvelle molécule de GTP. Desrixues de mutagenése dirigée ont
permis d'évaluer la corrélation entre cette adivénzymatique et l'activité antivirale.
Lorsqu’une mutation fait disparaitre le motif conses de liaison au GTP, 'activité antivirale
est abolie. Cette observation suggere que la hagtfou I'hydrolyse du GTP sont cruciales
pour I'activité antivirale des protéines Mx (51,,%8). Des expériences ultérieuiasvitro

ont démontré que la liaison du GTP est plus impbetgue son hydrolyse pour I'exercice de

la fonction antivirale (54). Comme le bon fonctienment des GTPases de masse moléculaire
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élevée est régulé par un changement conformatiandeit par la liaison du GTP ou du GDP,
on peut supposer qu'’il en va de méme pour les ipegéVix.

Figure 1.— Présentation « caricaturale » de la structureodsgines Mx en général.

Extrémité Extrémité
N-terminale C-terminale
10
1) Motif de liaison au GTP 6) Domaine d'interaction inter- et intramoléculaire
2) Motif de liaison au GTP 7) Motif leucine zipper 1
3) Motif de liaison au GTP 8) Signal de localisation nucléaire
4) Signature des dynamines 9) Motif leucine zipper 2

5) Domaine d'auto-assemblage 10) GT7Pase Effector Domain (GED)
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I1.2. Les protéines Mx sont des dynamines

Les protéines dites dynamin-like» ont été découvertes grace a 'homologie de ségude
leur domaine GTPase et de leur domaine intermédmec les séquences des domaines
homologues dans les dynamines (55). Cependanprdeginesdynamin-likesont exemptes
(@) du domaine pleckstrin et (b) du domaine richeaeginine, domaines habituellement
présents dans les dynamines typiques. La présendeuk petits segments (résidus 650-680
et résidus 710-740) adoptant une conformation etiteoiled-coil permet de supposer que le
domaine C-terminal des dynamines (GED p@GuiPase Effector Domajrest doté de facultés
d’assemblage (56, 57). D’ailleurs l'interactionrente GED et le domaine GTPase démontre
que les segments coiled-coil sont bien impliquéssdies interactions protéine-protéine (58,
59, 60, 61). En fait, chez les dynamines, le GEbfige un auto-assemblage en oligomeres
qui exacerbe l'activité GTPasique ; on peut donindéle GED comme étant un domaine
activateur de la GTPase (62, 63, 64).

Une analyse de séquence de I'extrémité C-termidelelusieurs protéines Mx révele la
présence systématique de motifs aailed coil, dits leucine zipper(65). On sait que des
motifs de cette nature sont, entre autres, resptasde la dimérisation de nombreux facteurs
de transcription et d’autres protéines de réguiaff). La figure 2 permet de constater une
forte conservation de cette séquence entre espeeegui suggere un rble fonctionnel
important (67). En 1992, Melen et ses collaborateiégmontrent que les motifsucin zipper
interviennent dans I'oligomérisation des protéilvbs(68). Comme les protéines Mx forment
des agrégats tairt vivo qu’in vitro, leur purification s’avere difficile (69, 70). Dme fait, la
question de l'importance fonctionnelle de la forimatd oligomeres reste posée (71). A
I'heure actuelle, certains auteurs postulent gudle important est joué par le domaine
d’auto-assemblage situé au niveau de I'extrémiténaiterminale des protéines Mx (72).
D’autres mettent en avant I'implication de I'extriéncarboxy-terminale pour la formation de
liens homotypiques (73, 74, 75, 76, 77). En 1999PBolo et collaborateurs proposent le
modele suivant pour expliquer I'implication du nidéucin zipperdans I'oligomérisation de
la protéine Mx : le repliement en arriere de laioggC-terminale, avec son motif leucine
Zipper (région 1), sur son domaine proximal d’iat¢ion (région 2) favoriserait I'interaction

homotypique de la protéine Mx avec une deuxiemeépre Mx ; cette association est
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favorisée par le domaine d'interaction intermoléa@l (région 3) de la deuxieme protéine
Mx. Puisque le domaine d’interaction intermolécaudgrégion 3) de la premiere protéine Mx
n'est pas impliqué dans la formation des dimerehji-ci peut interagir avec une troisieme
protéine Mx et la formation d’oligoméres devientspible (78, 79, 80) (Fig. 3), y compris
pour générer d'importants d’agrégats constituéplds de 30 protéines (81). L’examen des
structures oligomériques, par microscopie électjomi révele une forme en anneau, en baton

ou encore en spirale (82, 83).

L'extrémité carboxy-terminale de la protéine Mx qmrterait également un domaine
impliqué dans I'activation de l'activité GTPasiq(85-90). Il semble donc que le GED des
membres de la famille des dynamines et celui desbres de la sous-famille des protéines
dynamine-likeagirait comme une protéine activatrice de l'dt#iGTPase (GAP) (91) ; ainsi,
plusieurs séries d’hydrolyse de GTP pourraient étteeprises sans intervention de facteurs
auxiliaires. Dans ce contexte, le modéle propostut® que le repliement en arriere précité
Soit suivi par une interaction de ce domaine GTRasessoire avec le site tripartite servant a
la liaison du GTP qui se trouve dans le domainensiinal, ce qui formerait le centre actif de

'enzyme (87).

Les protéines Mx sont classées au sein de la fahels protéinedynamin-like puisqu’elle ne
possedent pas, entres autres, de domaine PH (BR)-dC favorise, chez les dynamines, la
liaison au phosphatidylinositol 4,5-biphosphate st cruciale pour la localisation
membranaire et pour l'intervention des dynaminessd&ndocytose récepteur-dépendante
(93). Ainsi, les dynamines classiques sont capaldes’oligomériser et sont aptes a lier des
membranes lipidiques (94, 95, 96). Pourtant, DLR1L membre de la famille des protéines
dynamine-like et donc exempte du domaine PH, préserve sa cépdeitliaison aux
membranes lipidiques (97). C’est ainsi que I'onrche a savoir si les protéines Mx, malgré
'absence du domaine PH, présentent également acdtd de liaison aux membranes
lipidiques. En 2002, il a été prouvi vitro, que la protéine MxA, malgré I'absence du

domaine PH, conserve une faculté de liaison etildglation des liposomes artificiels (98).
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Figure 2. — Conservation absolue desicine zipperslans les protéines Mx

Leucine zipper 1

Position d d d d g
MX1 murin L L I L
MX2 murin L L L L D
MX1 rat L L M L D
MX2 rat L L L L D
MX3 rat L L L L D
MX canard L L L L E
MX poule L] L] L] L G
MXA L L L L D
humain
MXB 'F| L L T E
humain
MX1 porcin L L L L N
MX1 bovin L L L L D
MX L L L L D
mouton
MX chien L L L L D
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Figure 2. — Conservation absolue desicine zipperslans les protéines Mx, suite

Leucine Zipper 2

Position albjc|dHe|(f|lg|a|b d flg bic|d f
MX1 murin K K F|L|K R LID E A Q LA F
MX2 murin R K F|L|K L A R|[L|A QA R R|[L|A K F
MX1 rat K K F|L R L L LD E A Q LA F
MX2 rat R R F|ILIK ERL A R[L|A QA Q L F
MX3 rat R R F|L|K E L A R[LIA QA Q 'L|A F
MX canard R N Y|L|S Y L A Q LK F
MX poule 'L|T s I L A Q Y|L| F
MXA humain R K F|LIK ER L A LIT Q A RIL QF
MXB humain R RI|FIK ERI Y R[L|T QA 'L|c QF
MX1 porcin R K F|LIK ER L MR|L|[T QA R R R|L|[A KFTF
MX1 bovin R K F|LIK ER L E R|[L|[T RA R Q R|L|[A KF
MX mouton R K F|LIK ER L E R|[L|[S RA R Q R|L|[A KF
MX chien R K F|LIK ERL A R|L/A QA R R R|L[AKTF

Le tableau consiste en un alignement des séquemcasides aminés caractéristiques
des motifdeucin zipperde I'extrémité carboxy-terminale des protéines Mes motifs
leucin zipperl et 2 sont représentés avec les positions ddgsa@minés importants

pour I'hélice amphipatique.
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Figure 3.— Modele d'interaction M-Mx impliquant I'extrémité carbo>-terminale

N ‘H I nino-terminale
i

Oligomeric form

(inactive: stand-by?) rboxy'terminale

Viral infection

\J

Monomeric form
{active)

D'aprés Di PAOLO C., HEFTI H.P., MELI M., LANDIS H.PAVLOVIC J. 1999
Intramolecular backfolding of the carbo-terminal end of MxA is a prerequisite for

oligomerizationJournal of Biological Chemistry, 274, 32(-32078.
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[1.3. Les spécificités structurales des protéinesavitivirales

Certaines versions alléliques des protéines Mx dest effecteurs de I'immunité innée qui
protégent I'organisme contre les agressions viréd&y. L'intégrité de I'extrémité amino-
terminale, du domaine interactif central et detfémité carboxy-terminale est indispensable
a l'exercice de cette fonction antivirale. Par epamnla fonction antivirale dépend de la
faculté de l'extrémité N-terminale d’agréger le GTEFO0-104) et I'empéchement de la
réplication du virus Thogoto suppose la présendérdégralité du domaine central interactif
(105-107). La plupart des auteurs s’accordent adgognpour dire que le support matériel
direct de la fonction antivirale est le GED (10&trangement, cette extrémité C-terminale est
peu conservee (109) mais il en va de méme lorsquoanpare les séquences C-terminales des
dynamines en général (110). Dans le cas des dypeaminon-Mx », un lien direct a déja été
établi entre GED spécifiques, localisation subdaita et fonctions spécifiques (110, 111). Il
est donc possible que le GED des protéines Mx\wailué parallelement a un ou plusieurs

virus spécifiques de I'espéce considérée (112).

Le Tableau | répertorie les différentes expériermmutagenese dirigée du GED qui ont été
réalisées jusqu’ici et leur effet sur I'activitétigirale. Ces travaux montrent que la plupart des
altérations du matériel génétique peuvent causemene compléte de I'activité antivirale, y
compris les mutations ponctuelles, ce qui suggeme lgexercice d’une fonction antivirale

donnée est soumise a des contraintes structunaeisgs (113-115).
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Tableau I Inventaire des mutations connues qui invalidefbhetion antivirale

Protéine MX Mutation Variant MX Locallsatlt_)n Activité anti-virale
subcellulaire
1) MXA humaine Position 645- MXA E645R Cytoplasme Maintien de I'activité
deuxiéme motif anti-influenza associé
leucine zipper - a une perte de
échange d'un acide I'activité anti-VSV
glutamique par une
arginine (ref. 116))
Position 614- signal de Perte de I'activité anti-
localisation nucléaire- influenza
2) MX1 murine échange d'un acide MX1 E614R Cytoplasme
lutamique par une
glutamique par u (ref. 117, 118)
arginine
P05|t|9n 61?-del..|X|eme Perte de I'activité anti-
motif leucine zipper virale
perturbation de I'hélice MX1 L691P Noyau
a - échange d’une
) ge dune (ref. 119)
leucine par une proline
Position 631-échange R
, . Perte de I'activité anti-
3) MX1 poule d'une serlpg par une MX1 S631N Cytoplasme VSV (ref. 120)
arginine
Position 588 —
échange d'une
ini MX2 R588C P,
ar(‘,;.l nine par ur.u.e Perte de I'activité anti-
4) MX2 rat cystéine; en position Cytoplasme VSV (ref. 121)
630 échange d'une MX2 H630K ’
lysine par une
histidine
Position 588- échange
d unf: _cystelne pa_r.une MX3 C588R Rest,aur_at_lo,n pa_rtlelle
arginine; en position de I'activité anti-VSV
5) MX3 rat , B Cytoplasme
630- échange d'une MX3 K630H
lysine par une (ref. 121)
histidine
Position nucléotidique Perte partielle de
- déléti I'activité anti-influenza
6) MX1 porcin 2064- délétion de 11 MX1 Cytoplasme ivi i-influenz

pb induisant un
allongement de 23 aa

(ref. 122, 123)
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[ll. ORGANISATION GENOMIQUE & CONTROLE DE L’EXPRESI®ON AUX LOCI Mx

Le transcritMx1 murin et la protéine murine Mx1 correspondanteéétdécrits les premiers.
Rapidement, il est apparu que le pool de trandeixtsle la souris était constitué des produits
de transcription de deux génes distincts, nd#sl et Mx2. Depuis, des séquences
génomiques homologues ont été décrites dans tdesesspeces testées (124, 125), par
exemple une espece de poisson (1R@&}Jfus norvegicugl27),Homo sapien$l28, 129)Bos
taurus(130),0vis aries(131),Equus caballug132, 133)Canis familiaris(134),Felis catus
(135) etSus scrofg136). Le tableau | répertorie les codes d’accés aux s@@segeénomiques
concernées. L'organisation génomique completegdeesMx1 et Mx2 murins (137, 138),
MxA humain (139),Mx1 porcin (140) eMx1 bovin (141) est publiée. L’'expression des genes
Mx est subordonnée a la présence d’interférons aeltyfi42, 143, 144, 145, 146), comme le
confirme la présence d'un ou de plusieurs motifstyge GAAAN;,.GAA(C/G) dans les
promoteurs correspondants, motifs dits « interfestimulated response element » en raison
de leur sensibilité aux interférong3 (147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154). Certains
promoteurs sont pourvus de deux ISREs (Mx1 mufiiel porcine, MXA humaine) tandis
que d’autres n’en comptent qu'un seul (Mx1 bovide, de la poule, Mx de la truite arc-en-
ciel) (155). En outre, certains promoteurs inclwbeg motifs « ISRE-like » composés de deux
tétrameres GAAA séparés par plus de deux nucléofities, 157, 158). Les fonctions exactes
de ces séquences ne sont pas formellement étamlggs on suppose qu'elles sont
responsables de la modulation fine du taux de ¢rgot®n du génévix correspondant (159).
De tels motifs sont présents au sein du promotesrggned/Ix2 murin, MXA humain,Mx1
bovin et Mx1 porcin. Dans certains cas, les promotelbs montrent l'une ou l'autre
singularité ; par exemple I'absence des boites TATECAAT chez 'homme, le porc ou les
bovins (160, 161, 162, 163) ou la présence du M&FA sans motif CCAAT chez la truite
arc-en-ciel et chez la souris (164, 165). Enfintmuve parfois des motifs régulateurs plus
proximaux, comme le premier intron du gévirA humain qui influence significativement le
taux d’expression de la protéine correspondant®)(b@ un élément ISRE-like dans le
premier intron du genkix1 bovin qui pourrait également contréler le tauxxgiession de la
protéine Mx1 bovine (167). Sur un plan cinétiquecdumulation des ARNrVIX est rapide et
transitoire. Un pic est atteint des la huitiemerbeapres une exposition aux interférons de
type | et le niveau basal est restauré 24 a 48ekeaprés la stimulation. Au pic, les ARNm
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Mx peuvent représenter jusque 0,1% de I'ARN polyal#éngtal. La concentration en
protéine Mx correspondante atteint un maximum 28 aeures apres la stimulation mais son
niveau basal, tres faible, n’est restauré que @luisijours aprés en raison d’une demi-vie
relativement longue (>48 heures) (173). Ce proékdression particulier explique pourquoi
les protéines Mx sont de bons biomarqueurs dedsepce d’interférons de type 1 (174, 175).
Notons que, par contre, I'interféron gamma et leses cytokines ne semblent pas influencer

significativement le taux d”expression des geNbg169-172).

I1l.1. Le locus Mx de la souris

Historiquement, le systeme Mx a été découvert thepuris a la suite de la mise en évidence
fortuite de la résistance innée de la souche cgusam de souris A2G a des doses de virus
influenza A typiqguement l|étales pour les autresrisode laboratoire (176). Ce trait de
résistance aux Orthomyxovirus a été baphkib€ (177). Plus tard, une corrélation a pu étre
établie entre ce trait de résistance innée et taesgion inductible par les interférons de type 1
d’une protéine de ~72.5 kDa (178).

L’essor de la biologie moléculaire pendant les asri980 a permis ensuite la découverte de
deux genes distincts encodant deux protéines Mindiss, notées Mx1 et Mx2 (11). Les
techniques de clonage du cDNA ont ensuite été nese®uvre pour exprimer ces protéines
dans d’autres lignées cellulaires. Ce faisanfalevelles préparations expérimentales ont vu
le jour qui autorisaient le testage des fonctioes grotéines Mx dans des conditions
standardisées, notamment les fonctions antivil@2s De tels protocoles expérimentaux ont
permis de démontrer que I'expression de la proséMel de la souche A2G était nécessaire
et suffisante pour produire le phénotype "M#83). Inversement, I'expression de la Mx1
provenant de cDNAs dérivés des souches sensibédt®naient pas le cycle biologique des
virus influenzan vitro et une analyse approfondie a montré que les sN&ecorrespondants
étaient altérés soit par des mutations ponctuedt@spar une délétion, qui conduisaient a une
interruption trop rapide de la traduction, doncaasinthése d’une Mx1 tronquée de son
extrémité carboxy-terminale (179, 180, 181).
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Le geneMxl

Les deux geneBlIx de la souris sont localisés sur le bras distattdomosome 16 (184, 185,
186). Le géneMix1 est constitué de 14 exons étalés sur un segmesinosomique long de
55 000 paires de bases, lesquels sont censés emncwdprotéine de 631 acides aminés (187).
Le premier intron est long de 30 000 bases et edfgon 1 non codant long de 29 paires de
bases (début de 'UTRY5’) de I'exon 2 contenant easivement (de 5’ en 3’) la suite et la fin
de la séquence non codante (fin de 'UTRY’), le aodtart et le début de la séquence
codante. Cette derniére est interrompue par 18ristrLa longueur des différents exons varie
entre 77 et 258 bases. Le dernier exon, qui codelps 76 acides aminés carboxy-terminaux,
est composé de 1339 bases et inclut 'ensembla dégion 3’ non traduite (UTR3’). Des
Northern blotsréalisés au départ des transcrits extraits deleslMxX et de sondes MX1
spécifiques révelent une bande de 3,5 kb, ce quésmond bien au transcrit attendu (199).
région du promoteur du geméxl de la souris comporte cing séquences de type GAXMAN
(ou son complément inverse). Les motifs de ce b présents dans tous les génes dont la
transcription est stimulée par les interférons aulps virus. Dans le promoteur Mx1 de la
souris, comme dans tous les promoteurs inductfideda présence des interférons de type I,
ces €éléments sont arrangés en tandem, ce qui dommesuite de base du type purine-
GAAAN(N/-)GAAA(C/G)-pyrimidine (ou son complémentnverse) baptiséanterferon
sensitive response elemdl8RE) (200). Lorsque la protéine Mx1 de la soass exprimée,
on la met en évidence exclusivement dans le noyaaaépartition topographique génére un
aspect visuel « en points », voire finement grarlél88, 189). Les fins granulés « Mx »
sont juxtaposeés a des structures subnucléairesmignas dont la composition, le nombre et
la taille varient au long du cycle cellulaire etpdédent de divers stimuli, les PLM-NB
(promyelocytic leukemia protein-nuclear bodi&80, 191, 192). Il est intéressant de noter que
certains composants des PLM-NB sont modifiés paMGWation (193-197) et qu’'une
publication suggere que la Mx1 de la souris intéragec la machinerie de SUMOylation
(198).
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Le geneMx2

Chez la souris toujours, leNlorthern blots mettent systématiguement en évidence un
deuxieme transcrit inductible par des interféroagyge I. En effet, une sonde spécifique du
cDNA Mx1 s’hybride aussi a un ARNm de 2,5 kb. Le transainisi révélé provient du géne
Mx2. Les gels issus ddorthern blottingmontrent toujours une bande épaisse autour de 2,5
kb, ce qui est compatible avec la présence de dgumaux de polyadénylation. En alignant
les cDNAs Mx1 et Mx2, on révele une identité deusdge de 73%. Bizarrement et a I'instar
de ce qui est observé pour le giel, la plupart des souches consanguines de labaratoir
sont porteuses d’'une mutation ponctuelle dansrie &2 qui en décale le cadre de lecture et
génere une protéine Mx2 inactive. Chez les soansages au contraire, I'alléle qui conduit a
une protéine Mx2 fonctionnelle est fréquent (20@dmme le gendxl, le géeneMx2 est
composé de 14 exons supposés encoder une protéirgsdl acides aminés (202). A
I'exception des extrémités 5’ et 3’ du cDNA, la danté des deux génes est frappante, elle
témoigne probablement d’'une duplication ancesttaleegion du promoteur du gelk2 est
située entre les nucléotides -578 et +1. L’analysda région met en évidence, entre les
nucléotides -97 et -53, une séquence proximale {B&ECe motif, comme précisé ci-dessus,
permet de prédire que l'induction de I'expressian géne est subordonnée a la présence
d’interférons de type | (203) et, de fait, le patriemporel d’expression et le controle de
I'expression de la protéine Mx2 sont les mémes cpuex de la protéine Mx1. Lorsque la
protéine Mx2 de la souris est exprimée en cellBIE3, on la met en évidence exclusivement

dans le cytoplasme (202).

I11.2. Le locus Mx humain

L’exposition de cellules humaines a des interférdasype | induit I'expression de plusieurs
nouvelles protéines. L'immunoprécipitation de celte avec des anticorps anti-Mx1 de souris
révele la présence de protéines humaines homolodgugsisation du cDNA Mx1 de la
souris comme sonde d’hybridation permet de mewexdypes de cDNAs humailgx en
évidence. L’analyse des séquences montre que léémABorrespondants sont issus de la
transcription de deux genddx humain différents qui ont été baptisExA et MxB. La

similarité de séquence entre les protéines Mx hoesamurines est située entre 56 et 77%. La
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comparaison des séquences dévoile aussi une tmédegressemblance entre la protéine Mx2
murine et la protéine MxA humaine (204). Une amalgarWestern blottingnet en évidence
la présence de deux protéines MxB (209). Le cdatex-3/nt+4 (CACATGT) du premier
codonstart n’est pas idéal pour l'initiation de la traductjae qui explique qu’elle commence
également a partir du second codon start, d’odéesx protéines identifiables aprés migration
en gel. La protéine MxA est identifiable exclusnent dans le noyau. Le patron d’expression
est plus complexe pour la MxB. Elle est souvenalisée exclusivement dans le cytoplasme
mais, dans certaines cellules (macrophages, pamm@&g on l'observe tant dans le
cytoplasme que dans le noyau. Un signal de lodalisanucléaire a d’ailleurs été identifié
dans I'extrémité N-terminale (208). Les genes MxA&B sont localisés sur le bras long du
chromosome humain 21 (205, 206).

Promoteur

Les éléments consensus ISRE-like attendus sontpésents au niveau du promoteur (216).
L’analyse du promoteur montre : (a) I'existence tdeis éléments ISRE (au cours des
expériences de transfection, on démontre une &tasi moins pour les deux éléments
proximaux [217, 218]), (b) trois éléments possilileséponse a I'lL-6 (CTGGA), (c) un site
potentiel de liaison au NB et (d) un site potentiel de liaison au facteut £19). L’élément
ISRE proximal semble étre indispensable a I'induciile la transcription par les interférons
a, alors que le deuxieme élément stimule vraisendabnt I'inductibilité générale du
promoteur (220). La région promotrice montre ure gitolymorphique (nucléotide -88)
localisé au sein d’'une séquence consensus resserabba éléments ISRE. Ce SNP affecte
'expression de MxA (221, 222). Le premier intromngporte vraisemblablement un

stimulateur de transcription supplémentaire pouvg#hiencer le taux d’expression (226).

Interactome

Des études d'interaction entre protéines décriverd protéine MxA capable de lier des
structures du cytosquelette (210). Cependant, lisation d’agents perturbateurs du
cytosquelette n'altére pas la distribution intradalre de la protéine MxA ; ceci permet

d’émettre I'hypothése d’'une interaction transitogatre la protéine et les éléments du
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cytosquelettein vivo (211). Des techniques d'immunofluorescence et rdetibnnement
subcellulaire mettent en évidence une associateradprotéine MxA avec le réticulum
endoplasmique lisse. Etonnamment, la microscometr@nique démontre que I'expression
d'une MxA mutante va de pair avec une prolifératisabstantielle du réticulum
endoplasmique lisse. Ainsi, il semble que la pr@éhumaine soit impliquée dans le
remodelage de ce compartiment membranaire (213, REhalyse par immunofluorescence
révele également une colocalisation de la prot®IrA& avec des marqueurs des endosomes,
des lysosomes et ais Golgi ; ceci est un indicateur fort pour une agstan supplémentaire
avec ces organelles (214). L'analyse, \dstern Blgtdes différents échantillons obtenus par
centrifugation différentielle démontre qu’approximament 30% des protéines MxA sont

retrouvées dans la fraction microsomale et 70% tassrnageant post-microsomal (215).

I11.3. Le locus Mx bovin

L’observation primordiale de protéines Mx-like ddiespece bovine a été réalisée en cellules
MDBK (Madin-Darby bovine kidngyou une stimulation par les interféromsou B induit
I'expression cytoplasmique de deux protéines regearmpar un antisérum anti-MxA qui sont
absentes dans les cellules de contrdle non trgi@23s 228). Plus tard, deux cDNAs codants
pour deux protéines Mx1 différentes (Mx1 et Mxla}t éte isolés a partir d’'une librairie
génomique, ils correspondent & deux variants deirsgl Les deux cadres de lecture encodent
une protéine de 654 acides aminés (Mx1) et une al&tr648 acides aminés (Mx1a), dont les
masses moléculaires prédites sont de 75,5 (MxI# &t kDa pour (Mxl1a). La similarité de
séquence en acides aminés entre les protéines Mrg, dhumaine, murine et bovine est
respectivement de 93%, 73% et de 63%.

Le locusMx1 bovin est localisé sur le chromosome bovin 1 (ZZH). L'analyse du gene
Mx1 bovin révéle une organisation en 15 exons étale6& kb et interrompus par 14 introns.
La région codante s’étend des nucléotides 8-10 (ADGalisés au sein du troisieme exon
jusqu’aux nucléotides 2290-2310 (TGA) situés aleaivdu quinzieme exon. Les 77 acides
aminés de l'extrémité carboxy-terminale et I'ensembtle 'UTR-3’ sont encodés par le
dernier exon long de 630 pb (231).
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Le promoteur du genx1 bovin affiche plusieurs sites de liaison putgpiéair des cytokines
et d’'autres facteurs de transcription. Ainsi, ain ske cette séquence (340 nucléotides en
amont du site de début de transcription), on décaj un motif ISRE, (b) un élément ISRE-
like, (c) un site de liaison pour le NB, (d) deux sites de liaison pour I'lL-6, (e) desites de
liaison pour le SP1 et (f) cinq boites riches en GBmme d’autres promoteurs inductibles
par les interférons, celui-ci montre égalementsiextches de type GAAA (232-234). D’autre
part, le promoteuMx1 bovin est caractérisé par I'absence de boite TATpar I'absence de
boite CCAAT (235). Comme attendu, le promotédixl bovin peut étre induit par les
interférons de type I. Tout comme I'élément ISK&E-du promoteuMxA humain, il est
possible que I'élément ISRIke du promoteuMx1 bovin n’'intervient pas dans le contréle de
I'expression de la protéine Mx1 bovine. Cependdet analyses informatiques ont révelé
I'existence d’'un deuxiéme motif ISRE-like situé sein du premier intron ; celui-ci pourrait
donc jouer le réle d'un stimulateur de transcriptet ainsi influencer le taux d’expression de

la protéine Mx1 bovine.
La séquence nucléotidique et la séquence en acio@sés du deuxieme gene/protéine
bovin(e)s ont été rapportées, cependant leurstéaistmues restent actuellement encore non

étudiéees (236).

I11.4. Le locus Mx porcin

Le locusMx1 porcin est localisé sur le chromosome 13 et caule pne protéine de 663
acides aminés (237). L'utilisation de sondes sppas du cDNAMx1 murin a permis de
mettre en évidence deux transcrits homologues lehparc (238). Une analyse pdorthern
blot des ARNSs totaux obtenus a partir de celluleséesitaux interférons de type |, révele la
présence d’'un ARN de 2,5 kb alors gu’aucun sigitafldidation n’est mis en évidence dans
les préparations obtenues a partir des cellulesodééle non traitées (239). De méme, des
lymphocytes circulants exposés aux interféronsyge 1 et immunomarqués par un sérum
polyclonal anti-Mx murine contiennent deux prot&rdont la masse moléculaire apparente
vaut 73 et 76 kDa. Ensuite, deux cDNKs porcins de nature différente ont été décritss; il

different par leur patron de restriction et ontléa@tisésVx1 etMx2. Les différences entre les
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cDNA porcinsMx1 et Mx2 sont telles que I'on a d’emblée suggéré qu’ilsvioonent de la
transcription de deux génes distincts (240).

Le géneMx1 porcin est constitué de 15 exons et s’étend sura@n25 kb ; la séquence
codante est composée de 13 exons. Le cM¥A est long de 2 537 pb suivies par une queue
poly-(A). Les 77 acides aminés de I'extrémité cagbterminale ainsi que I'ensemble de
'UTR-3’ sont encodés par le dernier exon, lequétend sur 677 pb (241). Le cadre de
lecture est étalé entre le codstart (position 101) et le codastop (position 2090). L'UTR-3’
consiste en 446 pb, montre un signal de polyadéoyl et un motif AUUUA jouant
probablement un réle dans la stabilité de TARNM2R L'UTR-5’, quand a lui, comporte
'ensemble du premier et du deuxiéme exon ainsumgl’ partie du troisieme (243). La
séquence en acides aminés, déduite a partir du didilAconsiste en une suite de 663 acides
aminés qui correspond a une protéine dont la masséculaire calculée est de 75,6 kDa
(244).

Le cDNA Mx2 consiste en 2 680 pb, dont une ORF longue de b3@B258432) dont on
peut déduire qu’elle encode une protéine de 7ldeacaminés. Le géne Mx2 porcin consiste
en 14 exons, les codons start et stop étant réspeent présents sur les exons 2 et 14. La
Mx2 porcine présente respectivement 69% et 68%edtite avec les protéines MxB humaine
et Mx2 bovine. Par contre, on peut facilement Ecdiminer de la protéine Mx1 porcine avec

lagquelle elle ne partage que 55% d’identité (245).

Le promoteur Mx1 porcin est fortement stimulé par les interférons tgpe I, cette
caractéristique va de pair avec une activité destnaption trés faible, voire nulle en absence
d’interférons de type | (246). Ce promoteur esactarisé par la présence de : (a) deux motifs
ISRE en position — 34 et — 80 (le deuxiéme motifispgoroximal, pourrait intervenir dans
I'activation du gene [247, 248]), (b) un molBRE-likedistal dont on trouve un équivalent
dans le promoteur du geiMxA humain et dans le promoteur du gé&me2 murin (249, 250)
(puisque ce motif n’a aucun réle fonctionnel chémrmain et chez la souris, on propose
également l'absence d’une intervention sur I'egpi@en de la protéine Mx1 porcine), (c)

'absence d’'un motif TATA, (d) 'absence d'un moi@CAAT, (e) la présence de sites
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putatifs de liaison pour le NB, SP1 et IL-6, (f) la présence de 3 boites GCescht (g) la
présence de douze trongons du type GAAA (251).

IV. DIVERSITE ALLELIQUE AUX LOCI Mx

En principe, et a l'instar des autres genes, leseg®ix doivent présenter des variations
alléeliques. Sachant que certaines versions deamssgconferent une résistance aux maladies
virales, linventaire du polymorphisme alléliquexaloci Mx des animaux de rente est
susceptible de permettre I'identification d’un bi@lus favorable en terme de résistance aux
maladies virales et, donc, de permettre une sélecssistée des meilleurs reproducteurs.
Aucun inventaire systématique des variations imtiglles n’a encore été entrepris a grande

échelle. Néanmoins, des variations critiques ootte et déja été identifiees.

IV.1. Diversité alléligue au locus Mx murin

Chez la souris, la résistance aux infections pavilis influenza est contrélée par des alléles
présents au locus Mx, lui-méme localisé sur le wiosome 16 (253, 254). L'étude du
polymorphisme de ce locus chez cing souches dassderlaboratoire a révélé la présence
d’au moins 3 RFLPsréstriction fragment length polymorphismsChez la souris, ces
variations génétiques peuvent étre corrélée a daatwns de résistances aux infections par

les virus influenza (255, 256).

Le variant de type | est mis en évidence chezdeslges de souris capables de produire une
protéine Mx1 fonctionnelle. Cet allele est congtitie 14 exons et produit, en réponse a une
stimulation par les interféronset§, un ARNm de 3,3 kb codant pour une protéine deD¥2
(257, 258).

Les deux autres types de RFLPs ont été mis en msedehez les souches de souris
susceptibles aux infections par les virus influgnisa sont incapables de synthétiser une
protéine Mx1 fonctionnelle (259-262). Le varianttgpe Il produit, aprés une activation par
les interférons de type I, une faible quantité JARNmM homologue aux ARNnMX (263).

Au sein de la région codante, il manque un blod2#% nucléotides (absence des exons 9-11)
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qui donne lieu a un décalage du cadre de lecté&4) (En plus, la séquence codante en amont
de la délétion differe de celle de I'allele de typear le changement de six nucléotides dont
cing restent silencieux, le cinquieme donnant Bela substitution Met-584-Thr (265). Ce
variant de type Il est le plus fréquent parmi legches consanguines de souris de laboratoire.
Les souris possédant le variant de type lll soateggent incapables de produire une protéine
Mx1 fonctionnelle et sont, en conséquence, sudadeptaux infections par les virus influenza
(266). Aprés stimulation par les interférons deetyples cellules de ces souris produisent un
ARNmM apparemment homologue de 'ARNm Mx1 classiquésqu’affichant la taille
attendue (267). Cependant, 'analyse de séquentemé&vidence trois différences majeures
entre le variant de type | et le variant de type (B) une mutation ponctuelle qui change le
codon AAA (lysine en position 389) en TAA (codao), (b) une mutation ponctuelle qui
convertit l'acide glutamique en position 12 en hgset (c) linclusion d'un exon
supplémentaire de 72 nucléotides dans la régiomo® codante. En plus, on décrit 12
substitutions nucléotidiques dont les six localisdans la région codante sont silencieuses et
dont les six autres sont localisées au sein ddréeté 3' non codante (268). Ce variant
alleliqueMx1 de type Il présente donc une mutation qui empéetlsgynthese d’'une protéine
Mx1 complete de 72 kDa. L'analyse de la séquencel@MA prédit une forme tronquée ou
manquent presque 40% de la région de I'extrémitbocg-terminale (269). Le criblage de
nombreuses souches de souris de laboratoire mguérda résistance aux infections par les
virus influenza n’est présente que chez quelquasch&s consanguines de souris de
laboratoire, celles dériveées des souches sauva@ss & SL/NIA (270-272) et, plus
récemment, Cast/Ei. Les versions alléliques fonciidies sont donc essentiellement trouvées
parmi les souches de souris sauvages. Bien quaeceeres ne soient pas des hétes naturels
des virus influenza A, la protéine Mx1 doit jouer dle. Ainsi, il est fort probable que la
réponse Mx1 cible un pathogene propre aux rongautre que les virus influenza A ou les

virus influenza B.

La séquencdix2 murine est fort proche de la séqueiel ; les deux genes sont en effet
localisés au méme endroit sur le chromosome 16)(2&3majorité des souris de laboratoire
n‘'expriment pas de transcriix2. Certaines (rares) souches consanguines de soeris
laboratoire synthétisent bien un ARNvix2 mais I'ORF correspondante est interrompue par

un résidu cytosine surnuméraire en position 1366ngoose un décalage du cadre de lecture.
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Ainsi, le géneMx2 de la grande majorité des souches consanguinesutis de laboratoire
est non fonctionnel aussi (274). Par contre, ldorégodante de ’ARNNMMx2 des souches de
souris sauvages NJIMUs musculus musculuet SPR flus spretuk differe de celle des
souches de souris de laboratoire par 'absencesdilanine en position 1367 qui supprime un
codon stop prématuré et donne lieu a un transmpidlole d’encoder une protéine Mx2 de 656
acides aminés (274). Un immunomarquage permet d&emen évidence une localisation
cytoplasmique sous forme de points pour cette prot#ix2 (275). D’autre part, elle exerce
une activité antivirale contre le VSV et contre liesitavirus mais se révele inactive contre les

infections par les virus influenza (276, 277).

IV.2. Le polymorphisme au niveau du locus Mx bovin

En 1988, Ellinwood et collaborateurs (278) ont élém cONAMXx d’un bovin croisé Angus-
Gelbvieh (Genbank accession nos. AFO47692 et U§8829faisant, ils ont mis en évidence
un variantMx1 avec une délétion de 18 pb en position 171 derdnt suggéré qu’il s’agissait
d’un variant d’épissage (279, 280). Grace a I'étabon d’'un systeme permettant la mise en
place d'une expression inductible de la protéinarm®mMx1, Baise et collaborateurs décrivent
en 2004 une protection contre le VSV (281). Nakatsaollaborateurs classifient (2004), en
fonction des substitutions nucléotidiques, les argdd du cDNA Mx1 bovin en deux
génotypes : (a) le génotype | avec une délétiogeaude 'UTR-3’ et (b) le génotype Il avec
différentes insertions. Afin de déterminer I'actéviantivirale des différents variants, des
cellules 3T3 sont transfectées de maniere permameeic I'un ou l'autre génotype et ensuite
infectées avec le VSV. Ainsi, on a démontré quecelules exprimant la protéine Mx1
bovine sont significativement moins souvent infest@ue les cellules n'exprimant pas la
protéine Mx1 bovine. On peut en déduire que leavdrd’épissage exerce également une

activité antivirale.

Le cDNA Mx2 bovin (2381 pb) code pour une protéine de 710eacainés, les données de
séquence sont disponibles au numéro d’accessio®FEI. En comparant le cDNKx2
dans 11 races bovines, on met en évidence 17 suiosts nucléotidiques générant huit
variants alléliques (283). Seize substitutions $ocdlisées dans la séquence codante, 14 sont

silencieuses et deux donnent lieu a un changemaaidd aminés (Gly-302-Ser et lle-354-
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Val) (282). Lorsque I'on compare le cDNMix2 du buffle d’eau (2 400 pb ; région codante
[285-2427] ; 710 acides aminés ; numéro d’'acces§ienBank EF052266) avec le cDNA

Mx2 bovin, on met en évidence 46 substitutions nuidiéptes dont 34 sont silencieuses et 12
induisent un changement d’acide aminé. De plusxidte une insertion supplémentaire de 9
pb au niveau de 'UTR-5’ (284). Des études fonatielies ont été entreprises en cellules 3T3
pour comparer l'activité anti-VSV de plusieurs waats, elles ont débouché sur la mise en

evidence de la supériorité d’'un des variants gllé&s bovins (285).

IV.3. Le polymorphisme au niveau du locus Mx dedalle

La séquence compléte du cDNMX1 de poule a été déterminée dans la race White lkegho
(286). Plus tard, en analysant cette séquenceXheaces de poules différentes, on a mis en
évidence 25 substitutions nucléotidiques dont 1dt sesponsables d’'un changement en
acides aminés. Ainsi, le cDNKx1 de la poule peut étre qualifié de trés polymorpgtfan de
décrire I'activité anti-influenza de ces différemtieles, des cellules 3T3 ont été transfectées
de maniére stable avec ces différents cOMML de poule. De cette maniére, on a pu associer
une activité anti-influenza et anti-VSV a certaiaéles (287). Une premiere tentative
d’explication avancait le changement en acide arem@osition 631 (Ser vers Asp) comme
étant déterminant pour une réponse anti-viraletipesou négative (288). Cependant, une
deuxieme étude examinant la-dite substitution rda pu reproduire les mémes réponses et
déconseille vivement une sélection visant a augendatfréquence de l'allele Asp631 des
populations de volailles (289) comme le suggéeairemiéere équipe (290).

IV.4. Le polymorphisme au niveau du locus Mx porcin

Le cDNA Mx1 porcin complet est isolé et séquencé pour la prenfiagis en 1992 par Miiller
et collaborateurs (291). L'implication de I'extrééicarboxy-terminale dans la fonction anti-
virale de la protéine Mx était alors décrite a @uss reprises. Afin de mettre en évidence des
variants du gene Mx1 porcin potentiellement (dysgfeonnels, I'exon 14 a été séquencé dans
différentes races porcines. Ainsi, 2 alleles majent pu étre mis en évidence : (a) pokix1l
correspondant a l'allele décrit par Muller et cbbaateurs en 1992 et (b) poMxl

correspondant a un allele caractérisé par uneiokélée 11 pb (2063-2074) induisant un
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changement du cadre de lecture et donnant lieu eapuatéine Mx1 porcine avec une
extrémité carboxy-terminale allongée de 23 acideimées (292). Des études supplémentaires
mettent en évidence l'existence d’alleles supplémess ; cependant, I'effet anti-viral n'a
seulement été testé pour deux d’entre eux (293). Z9nsi, Asanoet al. (2002) décrivent
une activité anti-vVSV similaire pour les deux akelpoMxb et poMxP. Cependant, en
2007, Palm et collaborateurs associent une plug factivité anti-influenza A a l'alléle
poMxla. (295).
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V. LES FONCTIONS DES PROTEINES MX

Au sein de la superfamille des GTPases de hauteenmasléculaire, les protéines Mx sont
classées dans la sous-famille des protéines dyediké On associe plusieurs réles aux

protéines Mx.

V.1. La protéine MxA participe au trafic et au reshetage membranaire

» Rétention du matériel endocyté dans les cellulpsmant la protéine MxA

Les dynamines accomplissent différentes fonctiomsortantes parmi lesquelles on peut citer
leur intervention sur le trafic membranaire aingedeur intervention sur différents autres
processus de transport cellulaire. Les dynamined décrites comme étant capables de
former des hélices autour du col des vésiculesaaiss contribuant ainsi a leur scission de la
membrane parentale (296). Ainsi, les dynaminesniigenent lors de I'endocytose par
récepteur-dépendante. Les protéines Mx font padiee la sous-famille des protéines
dynamineklke. A ce titre, il n'est donc pas étonnant que Jmtiet al. décrivent une
intervention de la protéine MxA dans les processsrafic ayant lieu lors de I'endocytose
(297). Dans les cellules exprimant la protéine Mx&s chercheurs ont pu observer une
rétention du matériel endocyté. Ceci est en ac@rdc des observations précédentes
décrivant la rétention des cargo viraux dans dd#lslee infectées et exprimant la protéine
MxA (298). En plus de ces études, d’'autres déctideis modifications dans la distribution
des marqueurs membranaires endosomaux/lysosomauxeopar exemple, le récepteur du
mannose-6-phosphate ou encore le Lamp-1 (299). Ds, pes résultats d’essais de
co-immunoprécipitation ou encore gell-downindiquent une interaction des protéines MxA
avec les dynamines. Cette interaction interféré foobablement avec les processus de

transport cellulaire habituellement réegulés padgsamines (300).
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» La protéine MxA adhére aux, et tubule les liposomesitro et est localisée au niveau

du réticulum endoplasmique lisse

Une faculté commune a toutes les dynamines consistéeur prédisposition a s’auto-
assembler pour former des structures ressembldat @anneaux ; cette aptitude semble étre
indispensable pour leur intervention lors du rentegie membranaire (301-304). Une autre
caractéristique importante des dynamines consistew capacité de lier et de tubuler les
lipides, comme par exemple au moment de la scisisrvésicules naissantes (305, 306). Les
protéines MxA, tout comme d’autres membres derdlfa des dynamines, s’auto-assemblent
pour former des structures oligomériqgues de masdéaumaire importante ressemblant a des
structures en forme de racine ou a des structurderme d’anneau (307-312) ; cette forme
oligomérique pourrait induire la réorganisation desmbranes associées (313). Néanmoins,
I'association entre I'oligomérisation et la fongti@antivirale n’est pas encore élucidée, ceci
d’autant plus qu’il a été rapporté qu'une protéiMA incapable de s’auto-assembler
préserve sa capacité d’'inhibition de la réplicationvirus Thogoto (314, 315). Des essais de
cosédimentation montrent que la protéine MxA egtable de s’associem vitro, a des
lipides. En plus, lorsqu’on associe la protéine M@A des liposomes sphériques de
phosphatidylsérine, on assiste a la formation teguongs et souvent ramifiés (316). Par
analogie, certains auteurs en sont venus a suppasela protéine MxA interagit avec des
compartiments membranaires subcellulairesivo, dont certains sont évidemment des lieux
de réplication virale (317, 318). En accord avedtecenypothese, on rapporte une
colocalisation de la protéine MxA avec des margsiedu réticulum endoplasmique lisse,
AMF-R et Syntaxine_17 (319, 320, 321). En utilisaidrs d’études en microscopie
électronique, des anticorps reconnais&@OP-I, une sous-unité du manteau COP-I localisé
au niveau du compartiment intermédiaire entre kappp de Golgi et le réticulum
endoplasmique, on met en évidence une associattom @ compartiment intermédiaire et les
protéines MxA (322). Des études ultérieures montggre I'expression d’'une MxA mutante
provogue une expansion du réticulum endoplasmidiog, I'hnypothese que la protéine MxA
soit un acteur du trafic membranaire vers le, gair du réticulum endoplasmique, ce qui
expliquerait qu'une forme mutante altére les fluwemtranaires normaux et cause une
expansion démesurée du réticulum endoplasmique (&23). La faculté de fragmentation

des membranes lipidiques des dynamines dépendhgidrdlyse du GTP (324, 325); a
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l'inverse de ceci, il a été démonti,vitro, que I'hydrolyse du GTP associé a la protéine
MxA n’induit pas de vésiculation membranaire. Auntraire, il semblerait que I'hydrolyse du
GTP lié a la protéine MxA influence la dynamiques dix entre sous-compartiments du

réticulum endoplasmique lisse (326, 327).

V.2. La protéine MxA est impliguée dans le signadetdu C4'-dépendant

De nombreuses fonctions cellulaires sont réguléesapconcentration intracellulaire en’Ca
[Ca®]; comme par exemple: (a) la croissance cellulaibd, la différenciation, (c) la
concentration ou encore (d) la sécrétion. La sausife des TRPC t(ansient receptor
potential canonicglconsiste en des canaux a cations perméabledcwunecadonc impliqués
dans les mécanismes d’augmentation du?f{C4328, 329). Une augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium se fait gponse a un stimulus activant la
phospholipase C. Cette activation induit I'nydr@ydu phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
en deux messagers secondaires, notamment le diphbsphate (Ig) et le diacylglycerol. Ip
active le récepteur au niveau du réticulum endopl@ise et induit une premiere phase
d’augmentation du [G4]; qui est donc la conséquence d’une libération éeura & partir du
pool intracellulaire. La deuxiéme phase d’augmématiu [C&'];implique la rentrée du
calcium a partir du pool extracellulaire (330). Lassmplexes TRPC fonctionnels sont aussi
bien des homo- que des hétérotétrameres et chagaaisité TRPC comporte des domaines
qui, typiquement, interagissent avec d'autres jmete (331). Ces sous-unitées TRPC
possedent, au niveau de leur extrémité N-termirtids,régions dites en « rouleau enroulé »
(coiled coi) ainsi qu’une région hyperconservée composéeoiedu quatre ARDsafkyrin-
like repeat domaing(332). Il a été démontré que I'extrémité C-terabinde la protéine MxA
interagit non seulement avec le deuxiéme domainB ABs TRPC1, -3, -4, -5, -6 et -7, mais
stimule aussi I'activité du TRPC-6 (333). La liaisdu GTP a la protéine MxA semble étre
importante pour la modulation de l'activité du TRR@nais pas l'activité GTPasique (334).
Ainsi, on ne peut pas exclure une implication degrhatéine MxA dans le trafic cellulaire
dépendant des TRPC. Donc, la protéine MxA pou@aie considérée comme étant une
nouvelle protéine régulatrice impliqguée dans laaligation calcium-dépendante. Cependant,
des études ultérieures seront nécessaires pounirdéfimécanisme d’action exact (335).
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V.3. Les protéines Mx — des GTPases dotées d'unataagéqulatrice de la motilité

» La protéine MxA adhere a la tubuline, inhibe la iiitét cellulaire in vitro et le potentiel

métastasique in vivo.

Le clone PC-3M de la lignée de carcinome prostatipumain PC-3 est extrémement
agressive. Cette lignée présente une Iésion chimmigse qui a entrainé I'excision des genes
encodant la protéine MxA. Lorsqu’une MxA exogeneegrimée dans ce clone PC-3M, sa
motilité et son invasivité s’effondrent in vitro.’dltre part, lorsque ce clone exprime la
protéine MxA de maniere stable, le nombre de m&dast hépatigues diminue
significativement apres injection intraspléniqudetk encore, une surexpression de protéine
MxA exogene dans des cellules de mélanome malintebe aussi la mobilité et I'invasivité.
En coimmunoprécipitation, une association MxA/tulel a été démontrée et ce lien
moléculaire est mis en relation avec l'effet degtatéine MxA sur la motilité et I'invasivité
(336).

V.4. Les protéines Mx — des GTPases dotées d’'umgté@anti-virale

Méme si plusieurs rbles ont été associés a laipmtdxA humaine, la seule fonction Mx-
dépendante largement acceptée par I'ensemblearimunauté scientifique consiste en son
activité antivirale. Ici, il convient de précisenecertaines isoformes seulement exercent une
activité antivirale. Le mécanisme d’action exacest’ pas encore élucidé, mais plusieurs
hypothéses solides sont avancées. Schématiquemesntauteurs décrivent/postulent une
interaction entre certaines protéines virales sthemo-oligomeres Mx (337, 338) ou une
interaction directe entre protéines Mx activesestaines structures cellulaires, cette derniere
hypothése ayant été émise suite a I'observationedactivité antivirale dépendante du type
cellulaire exprimant la protéine Mx étudiée (34423343).

L’activité antivirale d’'une protéine Mx a été déeripour la premiere fois grace a la
découverte d'un phénotype de résistance : certamashes de souris de laboratoire survivent
a des doses de virus influenza A murinisé typiguenneortelles pour d’autres souches de
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souris. Par apres, de nombreuses études ont éiégsubiécrivant I'activité antivirale d’'une
protéine Mx donnée contre I'un ou l'autre virusrisBs ensemble, ces études suggérent un
profil type quant aux virus Mx-sensibles : possagergenome fait d’'un simple brin d’ARN
de polarité négative. Ainsi, on peut citer une\digtiantivirale de la protéine Mx contre la
famille (a) desOrthomyxoviridae(Influenza A, Thogoto virus Dori- et Batkenvirug@44,
345, 346), (b) deRhabdoviridag(VSV virus [virus de la stomatite vésiculeuse]3713348),
(c) desParamyxoviridag(virus de la rougeole et parainfluenza virus huntgpe 3) (349,
350, 351), et (d) deBunyaviridae(virus de la fievre du vallée de Rift, virus Lasse, virus
Dugbe, virus de la fievre hémorragique de Criméagdo virus Hantaan, Puumula-et
Tulavirus) (352, 353, 354, 355, 356, 357). A I'hewctuelle cependant, ce profil-type a
tendance a s’estomper depuis qu’il est démontrél'quaavité antivirale des protéines Mx
concerne également d’autres familles de virus, gg@ample (a) lesTogaviridae (Semliki
Forest virus) (358, 359), (b) leRicornaviridae (Coxsackievirus B4) (360), (c) les
Hepadnaviridae(virus de I'hépatite B) (361) et (d) Iirnaviridae (virus de la nécrose

pancréatique infectieuse) (362).

Avant d’aborder l'inventaire des isoformes Mx ayal@montré une activité antivirale, le

lecteur trouvera dans le « Tableau Il » qui suitrecensement des différentes familles de
virus dont au moins un membre est inhibé par ansnone protéine Mx. Les caractéristiques
biologiques fondamentales de chacune des huit lizsrsbnt jointes, de méme que quelques

références-clé.
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_ _ Lieu de
Virus Génome Entrée cellulaire o Références
multiplication
Endocytose dépendante de |a
) _ clathrine
ARN simple brin, )
o ) . Endocytose dépendante de |a
Orthomyxoviridae | segmenté de polarité o Cytoplasme/noyau 1,234
o cavéoline
négative )
Endocytose dépendante de |a
clathrine et de la cavéoline
ARN simple brin, non Endocytose dépendante de
Rhabdoviridae segmenté de polarité clathrine Cytoplasme 56,7,8,9
négative
_ ) Endocytose dépendante de
ARN simple brin, non ]
o ) 1 cavéoline
Paramyxoviridae segmenté de polarité _ _ Cytoplasme 10, 11
o Fusion directe avec Ia
négative _
membrane plasmique
ARN simple brin, Endocytose dépendante de
Bunyaviridae segmenté de polarité clathrine Cytoplasme 12,13

négative
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_ ) i _ Lieu de .
Virus Génome Entrée cellulaire o Référence
multiplication
ARN simple brin, Endocytose dépendante de
Togaviridae linéaire, non segmenté d clathrine Cytoplasme 14,15
polarité positive
_ ) Endocytose dépendante de
ARN simple brin, ,
_ o o ) clathrine
Picornaviridae linéaire, non segmenté d o i Cytoplasme 16,17,18,19
- N Internalisation dépendante de
polarité positive o
lipid-rafts
ADN partiellement a Endocytose dépendante de
Hepadnaviridae double brin, circulaire, clathrine Cytoplasme/noyau 20,21
non segmenté
, Endocytose dépendante de
_ . ARN double brin _
Birnaviridae clathrine Cytoplasme 22

segmenté

Les références insérées dans ce tableau sontetiivet disponibles ci-dessous.
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» Les protéines Mx1 et Mx2 de la souris

La protéine Mx1 de la souris fut découverte gragmm activité anti-influenza (363). Plus
tard, des croisements entre souches de souridaréisis et souches de souris sensibles
établissent le réle important de la protéine Mxmmi phénotype de résistance. Ensuite, apres
I'établissement de lignées cellulaires appropri@esa démontréin vitro, que la protéine
Mx1 de souris, a elle seule, est capable d’inhileemultiplication des virus influenza A.
D’autres membres de la famille d€rthomyxoviridaesont également sensibles a cette
protéine murine : (a) le virus Thogoto (364), (b)virus Dhori (365) et (c) le virus Batken
(366). Par contre, la protéine Mx1 murine n’exeatgune activité antivirale vis-a-vis de
virus d’autres familles. Parmi les souches consaegude souris de laboratoire, une mutation
responsable d'un décalage du cadre de lecturetitidypression d’une protéine Mx2 non
fonctionnelle. Cependant, chez certaines souchesodés sauvages, une protéine Mx2
fonctionnelle est exprimée dans le cytoplasmelegglinhibe la multiplication du virus de la
stomatite vésiculeuse (367, 368) et du virus Ha(@aA).

» Les protéines Mx1, Mx2 et Mx3 du rat

Chez le rat, trois protéines Mx sont exprimées 1MMx2 et Mx3. La protéine Mx1 exerce
une activité antivirale contre les virus influenkacontre le virus Thogoto (370) et contre le
virus de la stomatite vésiculeuse (371). La pr@&®ilNIx2 inhibe la multiplication du virus de
la stomatite vésiculeuse ainsi que celle de quslguembres de la famille dBsinyaviridae:

(a) le virus de la fievre de la vallée du Riftle} [e virus La Crosse (372).

» Les protéines MxA et MxB de I'étre humain

La protéine MxA inhibe de nombreux virus originairde différentes familles ; la protéine
MxB, quant a elle, n'exerce aucune activité andiddr (373). La mise en place dune
expression constitutive de la protéine MxA a perhés mettre en évidence une activité
antivirale contre les virus influenza A (374, 371, virus Thogoto (376) et les virus
influenza C (377). La protéine MxA inhibe égalemdat multiplication du virus de la

stomatite vésiculeuse, un membre de la famille Rlegbdoviridag(378, 379, 380). Au sein
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desBunyaviridag la protéine MxA humaine inhibe la multiplicatidn virus La Crosse (381,
382), des virus Hantan, Tula et Puumala (383, 384 irus de la fievre de la vallée du Rift,
du virus de la fievre de la mouche des sables (38byirus Dugbe (386) et du virus de la
fievre hémorragique de Crimée-Congo (387). Certamembres de la famille des
Paramyxoviridaeet certains membres de la famille desgaviridae (Semliki Forest virus)
sont inhibés dans des préparations cellulaires spésifiques ; en consequence, I'inhibition
de la multiplication du virus peut dépendre du tgeecellules (388, 389, 390, 391, 392).
Depuis peu, on décrit une activité antivirale derdatéine MxA contre le Coxsackievirus B4
(famille des Picornaviridag (393); ceci est une observation particuliere sque,
simultanément, deux autres membres de la méme Iéamint insensibles a l'activité
antivirale de la protéine MxA (394). Cette derri@xerce également une activité contre un
virus avec un génome de type ADN, il s'agit du sirde I'Hépatite B (famille des
Hepadnaviridag (395, 396).

» La protéine Mx1 de la poule

La protéine Mx1 de la poule est pléeomorphe (nondeswariations alléliques). Différentes

isoformes sont capables de limiter la multiplicatdu VSV et des virus influenza A (397).

» La protéine Mx1 du porc

Grace a l'analyse de la séquence de I'exon 14 derd&€ine Mx1 du porc, différentes
isoformes ont été identifiees (398). L’activitéiaimale de deux isoformes a été testée. Celles-
ci inhibent le cycle de multiplication du VSV ; aamlant, concernant I'inhibition de la
multiplication des virus influenza A, I'une des deisoformes démontre une activité

antivirale plus importante que l'autre (399).

» Les protéines Mx1 et Mx2 des bovins

L’expression inductible de la protéine Mx1 bovirend des cellules Vero a permis de mettre
en évidence une activité inhibitrice contre le VEM0). En présence de la protéine Mx1

bovine, on assiste également a une réduction geolduction de particules infectieuses du
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virus de la rage (famille dé&ghabdoviridag (401). Plus récemment, il a été démontré que la
protéine Mx2 bovine exhibe une activité antiviratentre le VSV (402) mais pas contre les
virus influenza A (Garigliany et Desmecht, résdtabn publiés).

» Les protéines Mx1 et Mx2 du chien

Exprimées, les protéines canines Mx1 et Mx2 sordalisées dans le cytoplasme.
L’expression stable de la protéine Mx2 dans lesoblastes 3T3 de souris confere une
activité anti-VSV, alors que I'expression de la tpine Mx1 ne confére aucune activité

antivirale (403).

Dans le « Tableau Il » qui suit, le lecteur trotav&in synopsis des activités antivirales des

différentes isoformebix étudiées jusqu’ici, avec les références les ptusnentes.
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Tableau llI: Activités antivirales des Mx mammaliennes etaess : résumé

Mx Taille Localisation Activité antivirale avérée Références
(aa) subcellulaire
Virus Famille/genre
MxA humaine 661 Cytoplasme Influenza A Orthomyxoviridae 1,2

Influenzavirus A

Influenza B Orthomyxoviridae 3
Influenzavirus B

Thogotovirus Orthomyxoviridae 4,5
Thogotovirus

VsV Rhabdoviridae 1,5
Vesiculovirus

La Crosse virus Bunyaviridae 5,6
Bunyavirus

Hantaan virus Bunyaviridae 5
Hantavirus

Puumala virus Bunyaviridae 7
Hantavirus

Tula virus Bunyaviridae 5
Hantavirus

Virus de la fievre Bunyaviridae 5

de la vallée du Phlebovirus

Rift

virus de la fievre Bunyaviridae 5

de la mouche Phlebovirus

des sables

Dugbe virus Bunyaviridae 8
Nairovirus

Virus de la fievre Bunyaviridae 9

hémorragique du Nairovirus

Crimée-Congo

Parainfluenza Paramyxoviridae 10, 11

humaine de type Respirovirus

3

Virus de la Paramyxoviridae 12,13

rougeole Morbillivirus

Semliki Forest Togaviridae 14, 15

virus Alphavirus

Coxsackievirus Picornaviridae 16

B4 Entérovirus

Virus de Hepadnaviridae 17

I'Hépatite B Orthohepadnavirus
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Tableau ll| suite

Mx Taille Localisation Activité antivirale avérée Référence
(aa) subcellulaire Virus Famille
Mx1 murine 631 Noyau Influenza A Orthomyxoviridae 18, 19
Influenzavirus A
Thogotovirus Orthomyxoviridae 20
Thogotovirus
Dhori virus Orthomyxoviridae 21
Thogotovirus
Batken virus Orthomyxoviridae 22
Thogotovirus
Mx2 murine 655 Cytoplasme VsV Rhabdoviridae 23,24
Vesiculovirus
Virus Hantaan Bunyaviridae 25
Hantavirus
Mx1 rat 652 Noyau Influenza A Orthomyxoviridae 26
Influenzavirus A
Thogotovirus Orthomyxoviridae 27
Thogotovirus
VSV Rhabdoviridae 26
Vesiculovirus
Mx2 rat 659 Cytoplasme VsV Rhabdoviridae 26
Vesiculovirus
Virus de la Bunyaviridae 27
fievre de la Phlebovirus
vallée du Rift
La Crosse virus  Bunyaviridae
Bunyavirus 27
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Tableau lll, suite

Mx Taille Localisation Activité antivirale avérée Références
(acides aminés)  subcellulaire Virus Famille
Mx1 poule 705 Cytoplasme Influenza A Orthomyxoviridae 28
Influenzavirus A
VsV Rhabdoviridae 28
Vesiculovirus
Mx1 porcine 663 Cytoplasme VsV Rhabdoviridae 29
Vesiculovirus
Influenza A Orthomyxoviridae 30
Influenzavirus A
Mx2 canien 711 Cytoplasme VsV Rhabdoviridae 31
Vesiculovirus
Mx1 bovine 654 Cytoplasme VsV Rhabdoviridae 32
Vesiculovirus
Virus de larage  Rhabdoviridae 33
Lyssavirus
Mx2 bovine 710 Cytoplasme VsV Rhabdoviridae 34

Vesiculovirus
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V.3. 1. Les mécanismes moléculaires sous-jacelat$omction antivirale

a) LES VIRUS INFLUENZA A

» La protéine MX1 murine

Lorsqu’on stimule le genMx1 de la souris aux interférons de type I, on indlakpression
d’une protéine nucléaire (404). Il s’agit d'une GiBR de haute masse moléculaire qui conféere
a elle seule une résistance sélective contre itas influenza A (405-407).

Pour la réplication de son génome, les virus imfhzeA dépendent de la synthé&enovode
protéines ; ainsi, dans les cellules hétes infecpFésentant un blocage dans la synthése des
protéines, le cycle de réplication est abortifsea@dire arrété aprés la transcription primaire
(408). Différents aspects du mécanisme molécukes-jacent a I'activité anti-influenza de
la protéine Mx1 de la souris sont élucidés. Ainsiis savons que la protéine Mx1 n’interfere
ni avec la pénétration du virus dans la celluleehét avec launcoatingdu virus, ni avec le
transport des nucléocapsides parentales vers launa la cellule hbéte (409, 410).
Cependant, il a été démontré que la protéine Mxlladsouris interfere avec le taux
d’accumulation des transcrits primaires ; en ph@js savons que le degré d’inhibition est
corrélé a la longueur du segment génomique. Aihsemble que I'expression de la protéine
Mx1 de la souris interfere plutdt sur I'élongatigue sur l'initiation de la transcription (411).
En effet, I'activité inhibitrice de la protéine Mxdur le cycle de multiplication des virus
influenza A peut étre neutralisée par la surexjpoasdes trois protéines PB1, PB2 et PA
(constituant la polymérase virale) ; dans une nme@indesure, la surexpression de PB2 a elle
seule reproduit le méme effet neutralisant (413)4déanmoins, une interaction directe entre
la protéine Mx1 de la souris et la sous-unité pa@sase PB2 n’est pas encore décrite (414,
415). Ces observations permettent d’émettre I'hyged soit d’'une interaction physique, soit
d’'une concurrence fonctionnelle entre la protéinelMe la souris et certains composants du

complexe polymérasique viral, bloquant ainsi sorcfonnement normal (416).
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» La protéine MxA humaine

Concernant le mécanisme moléculaire sous-jacerdcévité anti-influenza de la protéine
MxA humaine, certains aspects sont élucidés. Amsiis savons que dans les cellules hétes
infectées exprimant la protéine MxA (@) le taux odi@mulation des transcrits viraux
primaires n’est pas affecte, (b) les transcritawsr primaires sont polyadénylés et dirigemnt,
vitro, la synthése des protéines et (c) les transchiggix primaires s’accumulent dans le
cytoplasme (417). Néanmoins, il a été démontré dmmes les cellules hétes infectées et
exprimant la protéine MxA, on assiste a une dimorutu taux d’accumulation d’ARN viral
total par rapport a des cellules n'exprimant pasMiA (418). Ainsi, on suppose que la
protéine MxA affecte soit (a) 'acces des ARNm ukaa la machinerie de synthése protéique,
soit (b) la synthése des protéines virales, sojt léc transport des protéines virales
nouvellement synthétisées vers le noyau, soita(@@plication du génome viral.

Pour avoir des indications supplémentaires quantmé&ganisme moléculaire exact de la
protéine MxA humaine, une protéine MxA a accumolatnucléaire a été construite (419,
420). Cette protéine nucléaire inhibe la transmiptu génome viral de la méme maniere que
la protéine Mx1 de souris (421, 422) ; malgré csttailitude, la surexpression de PB2 ne
neutralise que dans une faible mesure l'activité-iafluenza exercée par la protéine MxA
nucléaire. Cependant, une surexpression de la oprdi@ine virale (NP) s’avere étre plus
efficace (423) ; en plus, il a été démontré qué kamprotéine MxA nucléaire que la protéine
MxA cytoplasmique s’associent avec la NP. Ainsi, pgut supposer que la protéine MxA
nucléaire interfere avec la transcription viral@ stune maniere directe soit d’'une maniéere
indirecte grace a une interaction avec la proteiree NP (424). Enfin, on sait que la NP est
un facteur essentiel pour I'élongation des chathA&N ; en conséquence, la protéine MxA
nucléaire pourrait inhiber I'élongation de la cratiARN (425, 426).

D*autre part, I'ARN hélicase UAP56, connue pour sole de « chaperon » dans la liaison de

la nucléoprotéine aux ARNSs viraux, a été propos#ranse cible de la protéine MxA pour
expliquer l‘effet antiviral de celle-ci (478).
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b) LE VIRUS THOGOTO

» La protéine MxA humaine

Le virus Thogoto est le virus le plus sensibleaativité anti-virale de la protéine MxA (427).
La protéine MxA reconnait les nucléocapsides etgsadu virus Thogoto (428, 429, 430) et
bloque leur trafic centripéte jusqu’au noyau decédlule hote. Le mécanisme moléculaire
responsable de cette inhibition de transport npest encore définitivement élucidé (431).
Plusieurs hypotheses sont avancées : (a) des rewdsnde MxA se positionneraient autour de
la nucléocapside et cacheraient ainsi le signalodalisation nucléaire des nucléocapsides
entrantes ou (b) la protéine MxA dirigerait la ragdapside entrante vers des compartiments

du cytoplasme ou les complexes MxA-nucléocapsicaesa immobilisés et dégradés (432).

¢) LE VIRUS DE LA STOMATITE VESICULEUSE

» La protéine MxA humaine

Les cellules murines 3T3 exprimant de maniere domise la protéine MxA humaine
acquierent une forte résistance contre le virumdgomatite vésiculeuse (VSV) (433). Dans
ces cellules, les transcrits primaires des gemasiwvine s’accumulent pas ; il semblerait que
la protéine MxA interagisse avec la synthese dedNWRsoit en altérant l'activité du
complexe ARN polymérase soit en déstabilisant ed@ment les ARNm viraux. Cependant,
les ARNm viraux obtenus a partir des cellules arprit la protéine MxA ou a partir des
cellules servant de controle se lient aux oligodd€) maniere semblable, ce qui démontre
I'absence d’'une intervention sur la polyadénylatilms transcrits (434). L’effet inhibiteur de
la protéine MxA sur les transcrits primaires du V8%t inversement proportionnel a: (a)
I'ordre des gene sur le génome viral (linéairebgt’activité transcriptionnelle des différents
génes. L’activité inhibitrice « en gradient » de Mgourrait refléter une inhibition directe du
complexe polymérasique viral. Dans ce cas, I'hyps¢hd’'une protéine MXA qui affecterait
le processus d’élongation de la chaine d’ARN sdfectar le processus d'initiation tient la

route (435). Quoiqu’il en soit, comme il a été détmé que la protéine MxA purifiée est
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capable d’'inhiber l'activité transcriptionnelle deRNPs du VSV, il semble bien que les
facteurs cellulaires de I’hote n’interviennent plasis le processus d’inhibition (436).

Dans des cellules exprimant la protéine MxA et latdlament traitées au cycloheximide, la
concentration en ARN génomique parental n'est [l@stae, ce qui suggere que la protéine

MxA n’intervient pas sur une étape situé avamntoating(437).

d) LE VIRUS LA CROSSE

» La protéine MxA humaine

Exprimée par des cellules en culture ou par degsstransgéniques, la protéine MxA inhibe
le cycle de multiplication du virus la Crosse (LALCM38, 439, 440). Le LACV posséde un
génome a ARN simple brin de polarité négative. lresvtranscrit et réplique son génome
exclusivement dans le cytoplasme de la cellule.hédranscription primaire et la traduction
sont catalysées par 'ARN polymérase virale. Lespge du mode transcription vers le mode
réplication exige la néosynthése des protéinedegir. Par conséquent, lorsqu’on limite la
concentration en protéines N non assemblées, erférdé sur la réplication du génome du
LACV (441). Dans des cellules exprimant la protéMeA et infectées par le LACV,
'accumulation des transcrits viraux primaires remble pas étre affectée ; cependant,
I'amplification du génome viral est significativentediminuée (442). Ces phénoménes sont
compatibles avec les observations qui établissemtaprotéine MxA reconnait la protéine N
du LACV entrant et que, ensuite, la protéine MxAeragit avec la protéine N pour former
des structures tubulaires allongées donnant lielesacomplexes périnucléaires (443). En
effet, ces observations suggéerent que la MxA «astgel» la protéine N libre, ce qui la rend
moins disponible pour assumer ses fonctions dansydée viral, notamment le switch
transcription/réplication. Le sort ultime des coaxyas MxA/N n’est pas connu (444). Enfin,
la protéine MxA interfere de la méme maniére sucyele de réplication d'autres virus
Bunyamwera comme par exemple le virus de la fieherda vallée du Rift ou encore le virus

de la fievre hémorragique de Crimée-Congo (445).
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e) LE VIRUS DE LA ROUGEOLE

» La protéine MxA humaine exprimée dans une lignéaa®ocytes

En cas de rougeole aigué, le virus se réplique temmmonocytes et en altere les fonctions
(446-449). Dans les monocytes exprimant la prot&ixé\, la transcription du virus de la
rougeole n’est pas affectée ; la synthese et kilislades ARNm correspondants non plus.
Cependant, dans les monocytes toujours, I'expnesiida protéine MxA inhibe I'expression
des protéines dites « de structure » du virus. disé@quence, on suppose que l'activité anti-

virale de la protéine MxA intervient & un momentéiapres la transcription (450).

» La protéine MxA humaine exprimée dans des celbdedbrales

Une infection chronique du systeme nerveux cerdénac le virus de la rougeole est
caractérisée par une accumulation des ribonuclésipes virales dans les neurones et dans
les cellules gliales. En plus, dans ces conditiemspbserve une forte diminution du taux
d’expression des protéines de I'enveloppe virakl(#452). Des neurones infectés avec le
virus de la rougeole présentent une expressionricape de la protéine MxA (453) ; ici, cette
protéine est capable de conférer une résistanceectas infections virales (454). Dans les
cellules gliales humaines, I'expression de la pnetéMxA provoque une diminution de

I'efficacité de transcription comme en témoignedduction des quantités d’ARNm viral.

Donc, au sein des monocytes, la protéine MxA praeogne diminution de I'expression des
glycoprotéines virales via un blocage transcriptginalors que dans les cellules gliales,
I'expression de la protéine MxA induit une dimirautide la production des protéines internes

dites « de structure » via un blocage traductio(#teb).
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f) LE SEMLIKI FOREST VIRUS

» La protéine MxA humaine

Le Semliki Forest virus (SFV)Tpgaviridag est un virus & ARN simple brin de polarité
positive. Ce virus entre dans sa cellule héte pdoeytose via récepteur interpose (456), puis
subit un processusuhcoatingqui libére la nucléocapside (457). La réplicationvitus a lieu
dans le cytoplasme de la cellule infectée et leogenviral libéré sert directement d’ARNm.
Il semblerait que I'activité de la protéine MxA domle SFV dépende soit de I'espéce, soit du
type de cellule (458). Cette dépendance suggeredassité de la présence d'un facteur
cellulaire (459, 460).

Dans les cellules exprimant la protéine MxA et atddes par le SFV, on assiste a une
réduction de : (a) la synthése des protéines wirélg la transcription de '’ARNm viral et (c)
I'amplification du génome (461). Il est donc engsable que la protéine MxA interagisse
avec une étape précoce du cycle cellulaire du @i, les cibles de I'activité inhibitrice de
la protéine MxA pourraient étre : (a) la syntheselemfonctionnement de la réplicase virale,
(b) la synthése ou I'élaboration des protéines wectire, (c) la réplication de I'ARN
génomique viral, ou (d) la synthése ow#ppingde I'’ARN viral. Il n’est pas exclu non plus
que ce soit une interaction de la protéine MxA awee/des protéines cellulaires qui soit a
I'origine du blocage (462).
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VI. EXPRESSION PATHOLOGIQUE DES PROTEINES Mx

VI.1. La surexpression de la protéine MxA dansdiaie de Fanconi

L’anémie de Fanconi résulte d'un défaut génétig@msimis de maniere autosomale et
récessive. Une dissection des bases génétiqguegasemses a ce syndrome clinique a permis
I'identification de cing sous-types différents ;ugeci partagent certaines caractéristiques
cliniques et cellulaires (463, 464, 465). Les pengs atteintes présentent des malformations
squelettiques et viscérales, une prédispositionr peudéveloppement du cancer et une
prédisposition pour une défaillance de la moellsease ainsi que pour la leucémie aigué
(466, 467, 468). En 1997, Li et Youssoufian ont troque, dans quatre des cing sous-types,
les malades montrent une surexpression de la peolkA en I'absence de toute stimulation
exogene interférons-dépendante (469). La surexpresde la protéine MxA induit
probablement une apoptose précoce mais aucun kmanistigue n'a encore été objectivé

entre cette surexpression et I'un ou l'autre symmgou lésion.

VI.2. La surexpression de la protéine MxA damddpecia areata

L’ alopécia areatgAA) est une maladie auto-immune caractérisée parperte de cheveux
incomplete ainsi que par une infiltration des falles pileux par des lymphocytes T. Les
personnes atteintes du syndrome de Down (DS, misnge) exhibent une fréquence de I'AA
supérieure par rapport a la population en génémlDS est lié a une copie additionnelle
(entiere ou partielle) du chromosome 21 (470) teceégion chromosomale pourrait donc
porter les génes impliqués dans la pathogénieAke (471). Le géneMixA humain est situé
au sein d'une région du chromosome 21, y compriss da fragment tripliqué minimum.
Selon certains auteurs, la protéine MxA est donobagblement impliquée dans les
manifestations du syndrome de Down (472). D’autagt,pau sein des follicules pileux
anormaux des personnes atteintes de AA, (et pas ldars follicules normaux) la protéine
MxA est fortement surexprimée. La encore, certangeurs établissent un lien causal.
Lorsque le géndxA des personnes souffrant d’AA a été séquencé, &|&NiP particuliers

(single nucleotide polymorphism) ont été mis erdémnce au sein de l'intron 6. Une étude
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d’association a permis de confirmer par la suite @ssociation significative entre ce

marqueur génétique et les patients atteints dedX8)(

VI.3. La surexpression de la protéine MxA dansdagncéphalite sclérosante subaigué

La panencéphalite sclérosante subaigué (SSPEheshaladie neurodégénérative qui résulte
d’une infection chronique, dite stow virus», par un virus de la rougeole muté (474) ; cette
maladie est rencontrée chez des enfants et chgzudes adultes. On sait que la protéine
MXA inhibe la multiplication de certain virus a ARSNmple brin, y compris la multiplication
du virus de la rougeole (475, 476). Comme deux PBlificuliers au sein de la région du
promoteur du geneéMxA humain sont associés a la SSPE, certains autedscent
I'hnypothése d’'une prédisposition de nature génétidiur un plan mécanistique, les mémes
auteurs évoquent méme un lien de cause a effet enw dérégulation de I'expression de
MxA et I'établissement de l'infection persistantarde virus de la rougeole (477). Cette
hypotheése reste une spéculation a ce jour, fautdraleaux dédiés a sa vérification

expérimentale.
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Abstract The interferon-inducible human MxA protein
plays an important role in innate defense against an array of
viruses. One might expect allelic diversity at the MxA locus
to influence the timing and magnitude of its expression or
even the range of viruses whose biological cycle is inhibited
by the encoded product. Here we have collected 267 samples
of genomic DNA from three distinct populations (European,
Asian, and African) and have systematically sequenced the
promoter of the MxA gene and its 17 exons in order to
inventory its allelic variants. Eighteen single-nucleotide
polymorphisms were detected, four of which had never been
identified before. Two of these, located in the promoter (at
positions —309 and —101 respectively), might affect the
MxA expression pattern. The other two result in substitu-
tions (Gly255Glu and Val268Met) in the protein’s N-ter-
minal region that might directly affect its antiviral function.

Keywords Interferon - Mx - Virus - Innate immunity

Introduction

The Mx proteins of vertebrates are high-molecular-weight
dynamin-like proteins encoded, according to the species, by
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two or three distinct genes whose expression depends strictly
on type-1 and type-3 interferons [1]. They consist of three
domains: an N-terminal GTPase domain that binds and
hydrolyzes GTP (G domain), a middle domain that mediates
self-assembly and oligomerization (MD), and a C-terminal
GTPase effector domain involved in self-assembly (GED)
[2]. Some isoforms are able to inhibit the life cycle of one or
several viruses and are thus components of innate immune
response. The ability of an Mx protein to act against a virus
depends on the nature of its GED domain, probably involved
in recognizing viral targets [3]. Among the Mx proteins
known to exert antiviral activity, the human MxA protein
displays the broadest antiviral spectrum, inhibiting the life
cycles of viruses belonging to a diverse range of families:
Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Bun-
yaviridae, Picornaviridae, and Togaviridae [4]. These fea-
tures of MxA, demonstrated in vitro, make it appear as a key
antiviral effector of innate imnunity in the human species.
Accordingly, its allelic polymorphism can be expected to
affect the severity of viral diseases in humans [4].

The MxA gene (GenBank accession no. AC005612) is
located on the long arm of chromosome 21 (21922.3) and
contains 17 exons over a 33-kb stretch [5, 6]. Its promoter
contains three interferon-stimulated response elements
(ISREs), a class II TL-6 response element, an Spl binding
site, and several NF-kappaB binding sites [7]. To date, two
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) have been char-
acterized. They are located in the promoter region, at posi-
tions —123 (C/A) and —88 (G/T), and affect the MxA
expression level of [8-10]. A series of population-based
studies have linked these SNPs to specific risks or clinical
outcomes [11-17]. The flowering of such studies since the
discovery of these first two SNPs highlights the crucial
medical importance of Mx A allelic variants as biomarkers of
susceptibility or resistance to viral infections in humans. It is
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thus highly desirable to screen the Mx A promioter and coding
sequence systematically so as to inventory its allelic variants.
Here our aim was to contribute to this inventory and to
examine whether genotype frequencies vary among
ethnic groups. We have detected many SNPs, four of
which, including two non-synonymous SNPs in the coding
sequence, have never been detected before (http:/snp.cshl.org/).

Materials and methods
Population samples

Two hundred and sixty-seven mouth swabs (Isohelix Swab,
cat. no. SK-2S) were collected from three distinct popu-
lations between 2008 and 2011. Thirty-six swabs were
obtained from Asian (Chinese and Vietnamese) university
students, 131 from Belgian and French students (Western
Europeans), and 100 from African students (from Algeria,
Libya, Cameroun, Niger, Congo, or Rwanda). Within each

ethnic group, the subjects tested were randomly selected.
Each swab was rubbed for 1 min against the inside of the
cheek or behind the lower or upper lip and stored at 4 °C
until processed. The study was approved by the local
Bioethics Committee (File #PolyMxA/AC/2010).

DNA extraction and SNP detection

Genomic DNA was extracted from mouth epithelial cells
with a commercially available kit (Isohelix cat. no. BEK-
50). EBach specimen was characterized quantitatively
(Nanodrop) and qualitatively (Isohelix cat. no. DQC-50)
and stored at —20 °C until used. SNPs were detected by
PCR amplification of 12 successive segments of the MxA
gene, followed by sequencing of the PCR products. A first
step was to validate combined long-range and nested PCR
amplification of the 9.8-kb gene segment comprising the
promoter and exons 1-5. Then, 11 exon-specific PCR
protocols were developed. Primer sequences are listed in
Table 1 and the detailed characteristics of each PCR

Table 1 Sequences of primers

used to amplify Mid gene Primer name Primer sequence 5 — 3 Annealing ~ Exon PCR
promoter and exons T'imp elals Pr oHEe
(°C) size
Long-range PCRF  ATCTCCCACTCACAGCCAGTTAGCC 55.9 Promoteur— 9,631
Exon 5
Long-range PCR R GCAGCTGGGTGCAATTTTCCTAAAG 526
Nested PCR F CATGGGTCTGCTTGACTCAGCCCTC 575 Promoteur— 9,044
Exon 5

Nested PCR R CTCCCTGGGTCAACTCCTTCACCTC 57.5

MxAex6F TTAGACTTATTGAAGTTGGCCGT 64 6 193
MxAex6R TCTTCCTACCACACCTGATCTGT 68

MxAex7F GCTTTCAAGCGTTAGTAAGCAAA 64 T 138
MxAex7R AAAAGAAGTAGAAGGAACCGTGG 66

MxAex8F TCCCAATCACAGAAAATTGAATC 62 8 155
MxAex8R GCTTCCATTCAACTTGACAGAAC 66

MxAexSF CTGAGCCTATAGCTCTGCTTCTG 70 9 139
MxAexOR CTGCTCCCTTAGCAGGTCTTAGT 70

MxAex10F GAGATGGGATGTCCATAACTCAA 66 10 159
MxAex10R GGCAGTATTTTGTAATCCCCTTC 66

MxAex11F GAGCTCATTCCATATCATTGTGG 66 11 79
MxAex11R ATAGTCTATCAGCATTCCCCCTG 68

MxAex12 + 13F GTTGTTGAATCTCAAATTGCTCC 64 12 4+ 13 265
MxAex12 + 13R CCTTTAGGAAGGATTGGGTTATG 66

MxAex14F ACTCCCCTTCCTGAGATGACTAA 68 14 159
MxAex14R GAGGAAAGTGCTGAAGTTTGGT 64

MxAex15F GGGGTCATTTGCTTTTAAGATTC 64 15 Tt
MxAex15R CGTTTAAGCACTCCCTCCTTTAT 66

MxAex16F GGGCTAGAAACCTGCCTTAGATA 68 16 249
MxAex16R AGGCTAACAAGGAGGTAAACGAC 68

MxAex17F TGCCTGCTTACCTTTATAGAGCA 66 17 682
MxAex17R TATTAAGTTAGCACCGTTGGCTT 64
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reaction are available on request. The PCR products were
purified with the inmuPREP DOUBLEpure kit {Analytik
Jena) and sequenced on an ABI-3100 Genetic Analyzer
using Big Dye terminator chemistry (Applied Biosystems).
The primers listed in Online Resource #2 were used to
sequence the 9.8-kb gene segment comprising the promoter
and exons 1-5. Primers were designed with Netpri-
mer [http://www.premierbiosoft.com/netprimer]. Nucleo-
tide sequence and identity analyses were carried out,
respectively, with the Chromas v.2.21 (httpi//fwww.

technelysiom.com.au) and BLAST programs. Sequences
were aligned with GeneDoc v.2.7.000 (http://www.psc.edu/
biomed/genedoc).

Statistical methods

Allele and genotype frequencies were estimated by direct
counting. The heterogeneity of population samples and
conformity with the Hardy—Weinberg equilibrium were

Table 2 Synopsis of reported

siplemiclestids Genomic Nucleotide Alleles SNP ID Amino acid Ensembl NCBI This
polymorphisms in human MxA segment change change SNP study
BT Promoter —309 CiIG Not listed yet — ND — 4
—159 C/IA 1835745218 - ND + -
—139 CiT 1534188463 - ND + =
—123 C/A 1517000200 - ND + +
—101 G/A - ND = s
—83 G/IT 152071430 - ND + +
Exon 1 +20 A/C 15464138 - + + +
Exon 5 +5824 CIT 15114131127 = + + =
Exon 7 410892 G/A 1517000915 = + + -
Exon 9 414738 CIT 15467960 = + + +
Exon 10 +15523 G/A Not listed yet G/E = = -
+15527 TIG 1555748803 = + + =
+15561 G/IA Not listed yet VM - - +
Exon 11 +17578 G/A 1562623435 G/R + + -
+1759% CIT 15116233935 = + + =
Exon 12 +19278 G/A 15115187240 - + + -
Exon 13 +19777 G/A 15465350 Vi + + +
+19784 cIT 1534717738 AV + + -
+19827 T/IC 1575157475 - + + -
419897 G/IT 1535132725 E/X + + -
Exon 14 422960 T/IC 152070229 - + + +
+23046 T/G 1578721041 VIG + + -
Exon 15 424998 A/C 1875718352 N/T + + -
Exon 16 426476 G/IA 151804113 Vi + + =
426508 A/G 151050008 = + + +
426577 CIT 15117908041 = + + ok
426580 G/A 15469304 = + + S
Exon 17 432352 CiT 15111867117 - + + -
+32376 GIT 152230454 QH + + =
432398 C/IA COSM71731 L1 + - -
432537 AIG 151557370 = + + +
432605 CIT 152230455 = + B} =
432639 CIT 15116752870 = + + =
432640 G/IA 152230456 — + + +
432685 AIG 151804112 - + + -
+32748 AIG 1560687893 = + + <+
+32749 T/A 1555592492 - + + +
+32525 G/A 1573372143 - + + +
@ Springer
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Fig. 1 Examples of
chromatograms revealing the
pelymorphisms discovered in
the MxA promoter region

A — D positions —309, —123,

—101 and —88, respectively
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evaluated with Fisher’s exact test and the chi® test. The
criterion for statistical significance was P < 0.05.

Results

The promoter and the 17 exons of the MxA gene were
sequenced from the genomic DNA of 267 subjects from
Belgium and France {(n = 131), Africa (n = 100), or Asia
{n = 36). Eighteen SNPs were identified in the cohort, four
of which are not listed in international databases (Table 2).
The first two (—309 C/G and —101 G/A), whose chro-
matograms are presented (Fig. 1), are located in the pro-
moter. They were detected in the African population,
although quite rarely, since only two individuals hetero-
zygotic at —309 and a single individual heterozygotic at
—101 were identified. Two new SNPs were identified in
exon 10: +15523 G/A and +15561 G/A. At position
+15523, the A allele appeared very rare and exclusively in
the Asian population (two GA heterozygotic individuals
were detected). This rare allele encodes a protein with a
Gly255Glu substitution. At position +15561, the A allele
appeared very rare, having been found in only one (Afri-
can) individual (who was homozygous for this allele). This
rare variant encodes a protein with a Val268Met
substitution.

Genotype and allele frequencies are displayed in
Online Resources #4-8. A significant departure from
Hardy—Weinberg equilibrium was observed in 4 out of 45
tests (P < 0.0001 in the African population for the —123
and —88 polymorphisms, P < 0.005 in the African pop-
ulation for the +15561 polymorphism, and P < 0.001 in
the Western European population for the +32537 poly-
morphism). This number of significant results is no larger
than might be expected to occur through chance alone.
Seventeen tests showed significant differences between
the three populations (P < 0.05). The C/G, A/C, A/G, and
G/T allele distributions at positions —309, —123, —101,
and —88, respectively, within the promoter, were similar
in the three groups, with a highly dominant allele at each
location (C, C, G, and G respectively}. The most notice-
able features detected were (i) the total absence of the
—309G and —101A alleles in the Asian and Western
European populations and (ii) the low prevalence of the
high-MxA-producer genotypes AA (—123) and TT (—88).
In the UTR-5 region, the distribution of the C/A (+20)
allele appeared significantly different among groups, the C
allele being dominant in Asia and the A allele elsewhere.
Within the coding region, the three most noticeable
between-population differences were the absence of allele
A in one (32925) or two (15523 and 32640) of the pop-
ulations studied.

Discussion

In this study of polymorphisms in the MxA gene and of the
corresponding allele frequencies within geographically
diverse populations, we have highlighted genetic variation
linked to ethnic origin. The variation of some allele fre-
quencies was sufficient to distinguish at least one popula-
tion as « different » from the others. For example, the
Asian group shows lower +20A and +26580A allele fre-
quencies than the other populations. Only in the case of the
—123 and —88 polymorphisms were the allele distributions
about the same throughout the three populations. The
findings of this study corroborate the scant population data
available. The low prevalence of the high-MxA-producer
genotypes AA (—123) and TT (—88) has been noted pre-
viously [8], as has the high occurrence of the +20C allele
in Asian populations [14].

We have detected four new polymorphisms, two in the
coding region of MxA (one leading to a Gly255Glu sub-
stitution and the other to a Val268Met substitution in the
N-terminal domain) and two in the promoter region. The
available structural data are not sufficient for predicting
which specific MxA functions might be altered by these
variations [18]. Nevertheless, BLOSUM 62 matrix scoring
of the two substitutions according to their putative impacts
on protein structure [19] revealed that Gly255Glu might
significantly affect MxA structure (score: -2), while
Val268Met should not (score: +1). On the other hand, both
new polymorphisms revealed in the MxA promioter region
might significantly alter the geme’s expression pattern,
since the first two polymorphisms ever identified in the
MxA promoter appear to be linked to the MxA expression
level, the specific risk of infection, and the clinical out-
come of disease [8—10]. A highly significant difference in
the distribution of —88 G/T has been observed between
patients with persistent and self-limiting HBV infections
[15], and the presence of the AG haplotype (—123A and
—88G) in an individual appears to correlate significantly
with susceptibility to HBV infection [16]. Furthermore, a
lower frequency of the —88 GG genotype has been
observed in self-limiting HCV infection and in nonre-
sponders to therapy [11]. In Japanese individuals, the —88
GT genotype may confer to the host genetic susceptibility
to subacute sclerosing panencephalitis [12]. Also, a sig-
nificantly higher frequency of the —123A, —88T haplo-
type, correlating with overexpression of MxA, has been
observed in multiple sclerosis [14]. As regards suscepti-
bility to the SARS coronavirus, —123A allele carriers
appear to be significantly less at risk of infection [17], a GT
genotype at position —88 appears associated with increased
susceptibility [20], and the GG genotype at position —88
appears to be more frequent in hypoxemic than in non-
hypoxemic patients [13]. All these observations make it
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a priority to conduct functional testing of the new MxA
promoter haplotypes revealed here and to include them in
future population-based case—control studies. Of particular
interest is the fact that the new —101A allele restores a
near-canonical ISRE module in the promoter, which the-
oretically should increase MxA expression in response to
interferons a, fi, and A.
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Online resource #1. Primers used for sequencing@ter and exons 1-5.

Annealing  Promoter
Primer Primer sequence 5 3’ teomperature or exon
(C)
Promoter ACACACCCGTTTCCACCCTGGAGAGGCCAC 63.3 Promoter
F
Promoter TGCGCAGTGCTGGAGTGCGGCCTCCGCTCT 66.1
R
Exon 1F AGCTAGGTTTCGTTTCTGCGCCC 53.7 Exon 1
Exon 1R  TACTAGCAGCCGAGAAGGTGCCC 55.5
Exon 2F TCCCACCAACACTCACAGCAGGT 53.7 Exon 2
Exon 2R TGGAAGAGGCTACACTTTCCCAACA 52.5
Exon 3F GGGAGAGGAAGGGGGCTGAATCC 57.3 Exon 3
Exon 3R  TTAGCGCACAGGTGCAGGAAACC 53.7
Exon 4F CATATTATTGATCCAGGCAGCAG 66 Exon 4
Exon 4R TGACTGCCTTATACTTGTCTGCAT 68
Exon 5F CCCAGATTGTCAGACTCCATAAG 68 Exon 5
Exon5R  CCACCTATATGTTTTTCCCACAA 64
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Online resource #2. Allelic/genotypic distributionisSSNPs in promoter of

humanMxA gene
African Asian European
Polymorphism  Genotype n % n % n % P value
-309C>G CcC 98 98.0 36 100 131 100 0.3913
CG 2 20 0 0 0 0
HWE P value 0.92 NS NS
-123C>A AA 6 6.0 0 0 1 0.7 0.0271
CA 13 13.0 7 194 33 25.2
CcC 81 81.0 29 80.6 97 74.1
HWE P value 0.0000 0.72 0.31
-101G>A GG 99 99.0 36 100 131 100 0.5094
AG 1 1.0 0 0 0 0
HWE P value 0.99 NS NS
-88G>T GG 80 80 25 69.4 94 71.8 0.0182
GT 14 14.0 10 27.8 36 27.5
TT 6 6.0 1 28 1 0.8
HWE P value 0.0001 1 0.21
Allele
-309C>G C 198 99.0 72 100 262 100 0.3915
G 2 1.0 0 0 0 0
-123C>A A 25 125 7 9.7 35 134 0.7868
C 175 87.5 65 90.3 227 86.6
-101G>A A 1 05 0 0 0 0 0.5094
G 199 99.5 72 100 262 100
-88G>T G 174 87.0 60 83.3 224 85,5 0.7238
T 26 13.0 12 16.7 38 14.5

NS: Non significantSee text for key.
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Online resource #3. Allelic/genotypic distributiooisSSNP in exon #1 of

humanMxA gene
African Asian European
Polymorphism Genotype n % n % n % P value
+20A>C AA 48 48.0 2 56 44 34.0 <0.0001
AC 40 40 14 38.9 64 48.9
CcC 12 12.0 20 55.6 23 17.6
HWE P value 0.42 0.82 0.99
Allele
+20A>C A 136 68.0 18 25.0 152 58.0 <0.0001
C 64 32.0 54 75.0 110 42.0

See text for key.
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Online resource #4. Allelic/genotypic distributionfsSSNPs in exon #10 of
humanMxA gene

African Asian European
Polymorphism  Genotype n % n % n % P value
+15523 G>A GA 0 0 2 5.6 0 0 0.0177
GG 100 100 34 944 131 100
HWE P value NS 0.86 NS
+15561 G>A AA 1 1.0 0 0 0 0 0.5094
GG 99 99.0 36 100 131 100
HWE P value 0.005 NS NS
Allele
+15523 G>A A 0 0 2 2.8 0 0 0.0180
G 200 100 70 97.2 262 100
+15561 G>A A 2 1.0 0 0 0 0 0.3915

G 198 99.0 72 100 262 100

NS: Non significant. See text for key.
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Online resource #5. Allelic/genotypic distributionisSSNPs in exon #16 of
humanMxA gene

African Asian European
Polymorphism  Genotype n % n % n % P value
+26508 G>A AA 77 770 17 47.2 96 73.3 0.0028
AG 22 220 16 44.4 34 26.0
GG 1 1.0 3 8.3 1 0.8
HWE P value 0.37 0.30 0.24
+26577 C>T CcC 100 100 35 97.2 130 99.2 0.2519
CT 0 0 1 2.8 1 0.8
HWE P value NS NS NS
+26580 G>A AA 6 6.0 0 0 43 32.8 <0.0001
GA 41 41.0 2 5.6 67 51.2
GG 53 53.0 34 944 21 16.0
HWE P value 0.19 0.98 0.55
Allele
+26508 G>A A 176 88.0 50 69.4 226 86.3 0.0014
G 24 120 22 30.6 36 137
+26577 C>T C 200 100 71 98.6 261 99.6 0.2517
T 0 0 1 1.4 1 0.4
+26580 G>A A 53 26.0 2 2.8 153 58.4 <0.0001
G 147 73.5 70 97.2 109 41.6

NS: Non significant. See text for key.
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Online resource #6. Allelic/genotypic distributioniSSNPs in exon #17 of

humanMxA gene
African Asian European
Polymorphism  Genotype n % n % n % P value
+32537 A>G AA 81 81.0 23 63.9 116 88.6 0.0128
AG 16 16.0 11 30.6 12 9.2
GG 3 3.0 2 5.6 3 23
HWE P value 0.07 0.65 0.001
+32640 G>A AA 1 1.0 0 0 0 0 0.0081
GA 6 6.0 0 0 0 0
GG 93 93.0 36 100 131 100
HWE P value 0.13 NS NS
+32748 A>G AA 81 81.0 23 63.9 116 88.6 0.1053
AG 16 16.0 12 333 31 237
GG 3 3.0 1 2.8 1 0.8
HWE P value 0.07 0.41 0.36
+32749 T>A AA 3 3.0 1 2.8 0 0 0.0311
TA 16 16.0 12 333 32 244
TT 81 81.0 23 63.9 99 75.6
HWE P value 0.07 0.41 0.17
+32925 G>A GA 4 4.0 1 2.8 0 0 0.0479
GG 96 96.0 35 97.2 131 100
HWE P value 0.97 NS NS
Allele
+32537 A>G A 178 89.0 57 79.2 244 93.1 0.0035
G 22 11.0 15 20.8 18 6.9
+32640 G>A A 8 4.0 0 0 0 0 <0.0001
G 192 96.0 72 100 262 100
+32748 A>G A 178 89.0 58 80.6 229 87.4 0.1924
G 22 110 14 194 33 126
+32749 T>A A 22 110 14 194 32 122 0.1754
T 178 89.0 58 80.6 230 87.8
+32925 G>A A 4 2.0 1 1.4 0 0 0.0490
G 196 98.0 71 98.6 262 100

NS: Non significant. See text for key.

146



Tam TRAN THI DUC
These de doctorat en Sciences vétérinaires

Functional characterization of new allelic polymorphisms identified

in the promoter region of the humanMxA gene

Title

Functional characterization of new allelic polymloigms identified in the promoter region

of the humarMxA gene

Authors

Tam TRAN THI DUC, Daniel DESMECHT, Anne CORNET

Address

Department of Pathology, Faculty of Veterinary Mmae, University of Liege, Sart Tilman

B43, B-4000 Liege, Belgium

Accepted for publication in International Journal of Immunogenetjciily 2012

147



Tam TRAN THI DUC
These de doctorat en Sciences vétérinaires

Abstract

The Mx proteins are high-molecular-weight dynamike Iproteins whose expression depends
strictly on type-I and -lll interferons (IFN). Sonmoforms are able to inhibit the life cycle of
one or several viruses and are thus componentsate immune response. The human MxA
protein displays the broadest antiviral spectrumcivimakes it appear as a key antiviral
effector of innate immunity. Allelic polymorphisniscated in theMxA gene promoter can be
expected to affect the magnitude XA mMRNA transcription in response to IFNs and
therefore to alter the severity of viral diseaseshumans. Here, three single nucleotide
polymorphism sites (-309, -101 and +20) were exanhifor their ability to alteMxA gene
promoter-driven reporter expression. We show thasides the previously reported role of
-123A and -88T, the presence of -101G is equallgartant. Moreover, when a promoter
construct carries these three critical nucleotideftst additional positive effect is conferred
by a C at position -309 and, in this latter cassge@nd additional effect is produced by a A at
position +20. This finding is clinically useful tmprove prediction of IFN-responsiveness in

patients not only with viral diseases for whichayidFN therapy is used.

Keywords P Interferon, MxA, virus, innate immunity
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Introduction

The Mx proteins of vertebrates are high-molecularght dynamin-like proteins encoded,
according to the species, by two or three distygries whose expression depends strictly on
type-l and type-IIl interferons (IFN) (Haller anthers, 2009). They consist of three domains:
an N-terminal GTPase domain that binds and hydes\@TP, a middle domain that mediates
self-assembly and oligomerization, and a C-termi@d@Pase effector domain involved in
self-assembly (Haller and others, 2010). Some retdoare able to inhibit the life cycle of
one or several viruses and are thus componentsnate immune response. Among the Mx
proteins known to exert antiviral activity, the ham MxA protein displays the broadest
antiviral spectrum, inhibiting the life cycles ofruses belonging to a diverse range of
families: the Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, unaviridae,
Picornaviridae, and Togaviridae (Lee and Vidal, 2002 ; Haller and Kochs, 2011)eSd
biological features of MxA, demonstratedvitro, make it appear as a key antiviral effector of
innate immunity in the human species. Accordinglifelic polymorphisms located in the
MxA gene promoter can be expected to affect the matgibfMxA mMRNA transcription in
response to type-lI and —IIl IFNs and thereforelter ahe severity of viral diseases in humans.
The MxA gene (GenBank accession no. AC005612) wateml on the long arm of
chromosome 21 (21g22.3) and contains 17 exonsa88rkb stretch (Aebi and others, 1989;
Tazi-Ahnini and others, 2000). Its promoter condathree interferon-stimulated response
elements (ISREs), a class Il IL-6 response elemerbpl binding site, and several NF-
kappaB binding sites (Ronni and others, 1998). Tated three single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) have been characterized inptbenoter region, at positions -123

(C/A), -88 (G/T) and +20 A/C, of which two (-123 chnr88) affect the expression level of
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MxA (Hijikata and others, 2000 ; 2001 ; Suzuki atders, 2004 ; Kong and others, 2007). A
series of population-based studies have assodia¢sé two SNPs to specific risks or clinical
outcomes (Knapp and others, 2003; Torisu and qtt#84; Hamano and others, 2005;
Furuyama and others, 2006); Peng and others, ZDAY and others, 2009; Ching and others,
2010). The flowering of such studies since the aliscy of these first SNPs highlights the
crucial medical importance oMxA gene promoter allelic variants as biomarkers of
susceptibility or resistance to viral infectionshimmans. Since these first three SNPs in the
MxA gene proximal promoter were disclosed (Hijikata athers, 2000), we identified two
new ones (-309 C/G and -101 G/A) by systematicestrng of west european, asian and
african subpopulations (Tran Thi Duc et al., 20IP)e newcomers were detected in the
African population only, with low allele frequensiel% for -309G and 0.5% for -101A. To
establish whether said polymorphisms alter the ntad@ of MxA expression, the ability of
promoter constructs carrying various genotypesrieduciferase expression in response to

standardized stimulations with IlENwvas characterized.

Materials and Methods

Cloning and mutagenesis

The 747 bp DNA stretch extending from nt -573 ta-h74 of theMxA gene was synthesized
by PCR using genomic DNA from a donor carrying théerence promoter sequence with
primers 5-ACA CAC CCG TTT CCA CCC TGG AGA GGC CA&-forward) and 5’-TAC
TAG CAG CCG AGA AGG TGC CC-3' (reverse), clonedg@RII-TOPO (Invitrogen), and
subcloned into the promoterless firefly luciferasporter gene vector pGL3-Basic (Promega)

150



Tam TRAN THI DUC
These de doctorat en Sciences vétérinaires

by using Smad restriction enzymes. Nine haplotypic variants tbé MxA gene proximal
promoter were then produced by site-directed muasje using the QuickChang€ IBite
Directed Mutagenesis kit (Stratagene). These varifinst consist in naturally occurring
promoter haplotypes (constructs #1-5). Then, ireotd dissect the contribution of each SNP
to promoter activity, five additional variants c@sisg in diverse combinations of the SNPs
present at positions -309, -123, -101, -88, and wfe synthesized (Table 1, constructs #5-
9). The correct DNA sequences of the nine finalstartts were verified on an automated

DNA sequencer ABI Prism (Applied Biosystems Peikimer).

Transfection assay of the promoter reporter genes

Human embryonic 293 kidney epithelial cells (HEK283 CC #CRL-1573) were cultured in
DMEM (Invitrogen) supplemented with 10% foetal bowi serum and 1%
penicillin/streptomycin. Transfections were carriemut with FUGENE HD (Roche
Diagnostics) as previously described, with some ifitadions. Briefly, the cells were
washed, centrifuged for 10 min at 1000 g, and ggsnded in medium to a final
concentration of 2.5xf0cells per ml. For each transfection, 500 pl of el suspension
(1.25x1G cells) were incorporated in each of a series of R2lls containing 22 ul of
OptiMEM with 40 ng ofMxA gene promoter allelic construct and 2.5 ng of pRLf€nilla
luciferase reporter vector (Promega, Madison, WEBAY for monitoring efficacy of
transformation, and 3 pl of Fugene HD. Sixteen baifter transfection, cells were stimulated
for 24 h with 1 000 units per ml of IRN(Sigma) before preparation of total cell lysatasall
reporter assays, Luciferase activity was measusatjuhe Dual-Luciferase Reporter Assay
System (Promega) according to manufacturer's icsbns on a Orion-Il microplate
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luminometer (Berthold Detection Systems). Eachdfiestion experiment was performed 2-4
times in triplicate with 2 different DNA preparati®. To normalize the transfection
efficiency, the measured activity from the promotemstructs and the pGL3/basic was
divided by the activity of the pRL-TK control. Set$ data were compared by regular one-

way ANOVA followed by the Bonferroni post test, witp<0.05 and **p<0.01. NS, p>0.10.

Results

A 747-bp DNA fragment of théMixA gene proximal promoter was amplified from one
individual and ligated into the pGL3/basic vectaorf{struct #1). Eight different DNA
fragments were synthesized from this initial vatjdour corresponding to other naturally
occurring MxA gene promoter haplotypes (constructs #2 to #5)fand representing four
theoretically possible but yet nonidentified happes (Table 1). Upon exposure to deNall
constructs displayed a 10- to 50-fold higher agtithan after incorporation of vehicle only.
Taken together, measurements of the nine promotimitees reveal three statistically distinct
functional categories (p<0.05), with high- (constr#4), medium- (constructs #1, #3, #5, #8,
and #9) and low-expressing (constructs #2, #6 at)dotbmoters (Fig. 1). The most intense
expression rate was driven by construct #4 (p>0@8&)ch confirms the critical importance
of the simultaneous presence of -123A and -88Tawmési for maximizing MxA expression
(Hijikata and others, 2000; 2001). To examine tbssible role of the new SNP we disclosed
at position -101MxA gene promoter activity was measured by substgutire G at this
position by a A in haplotypes #1 (medium-expressarmgl #4 (high-expressing). In both cases
substitution of G by A (haplotypes #2 and #6) cdusalramatic abatment of IENnduced
expression which enlightens the critical supenooit alleles comprising a G at position -101.
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Further, to examine the role of the new SNP we tiled at position -309MxA gene
promoter activity was measured with either a C dB at this position. In this case, the
functional impact of said substitution appearedoéo context-dependent, either with the C
allele increasing activity (construct #4 vs constr#8, p<0.05) or with both alleles driving
similar expression when most favourable residuesabsent at -123 and -88 (construct #1 vs
construct #3, p>0.10). Furthermore, the expressioreasing effet of allele -309C is lost
when the favourable G at position -101 is replabgdA (construct #2 vs construct #3,
p<0.05). Thus, the C allele at position -309 insemsaexpression if and only if the promoter
simultaneously carries -123A, -101G and -88T. Bynalubstitution of the A by C at position
+20 in the high-expressing construct significamtcreases expression rate (construct #4 vs.
construct #5, p<0.05) suggesting a functional tote However, the same substitution does
not alter expression in -101A variants (construgtvg construct #7, p>0.10), nor in -309G
variants (construct #8 vs construct #9, p>0.10kehatogether, we show that, besides the
crucial role of -123A and -88T previously report@dijikata and others, 2000; 2001), the
presence of -101G is equally important. Moreovdrewand only when a promoter construct
carries these three critical nucleotides, an amlthii positive effect is conferred by a C at
position -309 and, in this latter case, a secomtitiadal effect is produced by a A at position
+20. Interestingly, the best promoter haplotypenétauct #4) simultaneously carries the five

alleles contributing to optimization of reportemgeexpression.

Discussion

Type-l IFN-inducible human MxA protein mediates is¢gnce against influenza A and

several other RNA viruses. Specific recognitiomasponse elements by transcription factors
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and their combinatorial assembly on t&A gene promoter is crucial for the fine tuning of
the timing and amplitude of transcription. It wagablished before that the promoter of the
MxA gene contains two functional IFN-stimulated resgmorelements (ISRE) near the
transcription start site [7] and that two SNPs,3-1Z/A) and -88 (G/T) control MxA
expression. Three other SNPs located in the prdxpmamoter were identified but their
impact on MxA expression rate was never addreseefars All three were found to alter
significantly expression, with a major effect fai041 (G/A) and a context-dependent effect of
-309 (C/G) and +20 (A/T). The effect of -101 G/Abstitution comes as no surprise given the
fact that replacement of the G by A turns a carariBRE into a near-canonical ISRE, which
is logically supposed to upset the binding of t8&F3 complex on thBIXA gene proximal
promoter, thus decreasing MxA expression in respomsnterferons, 3, andA. Besides, the
conditional additive effects provided by the C ahdat positions -309 and +20 were not
predictable. As promoters are well known to contdiverse short- and long-range selective
response elements, both SNPs could be located @mlaancer/silencer yet to be discovered.
Alternatively, as optimal aggregation of the enlwsome depends of the tridimensional
folding of intervening DNA stretches between neigiifag response elements, both G/C and
A/T substitutions could critically alter bindingvfarable allosteric states.

In conclusion, our results show that allelic divgrsn the MxA gene proximal promoter
significantly alter the tight regulation of antiglrMxA protein expression by type-I and —lii
IFNs. Besides the known -123 (C/A) and -88 (G/Thiarats, three new SNPs were shown to
control MxA expression rate. This finding is clially useful to improve prediction of IFN-
responsiveness in patients not only with hepafitibut also other viral diseases for which

type-l IFN therapy is used. Population-based stidieuld also benefit from this new
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information to discover new or strengthen existaggociations between specific risks or

clinical outcomes anMxA gene proximal promoter variants.
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Table 1— Variants ofMxA gene proximal promoter tested in this study

Construct -309 -123 -101 -88 20
#1 C C G G C
#2 C C A G C
#3 G C G G C
#4 C A G T A
#5 C A G T C
#6 C A A T A
#7 C A A T C
#8 G A G T A
#9 G A G T C
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Fig. 1 — Luciferase assay (MxA gene proximal promoter region. Luciferase/Reniiiar
refers to the ratio between Luciferase luminancg@@g3-basic plasmid activity (namel
activity of MxA gene promoter region) and Renilla luminance as-TK plasmid activity
(namely, internal contf). Open columns, untreated cells; black colunusdls exposed t
1000 units of IFN per ml medium for 24 ISets of data were compared by regular-way
ANOVA followed by the Bonferroni post test. Reparigene expression was similar
constructs wh same letter (p>0.05) and was significantly ddfear between those wi
different letters, with A>B (p<0.001), B>C (p<0.0dnd A, B and C>D (p<0.001). EV, emy

vector; VO, vector omitted.
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Discussion générale

Méme si plusieurs polymorphismes alléliqgues au do08ixA humain étaient connus,
I'ensemble des haplotypes possibles n'en restatrpains indéterminé. Un inventaire des
polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) a ddécentrepris au sein du laboratoire au
départ d’'une cohorte de plusieurs centaines d’idds/ d’origine africaine, asiatique et
européenne. Selon les données disponibles daittetatlre, aucune étude de polymorphisme

n'avait été réalisée a ce jour sur la populatisitaine.

Nous avons montré que le patron allélique d’'uneufadjn donnée permet de la distinguer

des autres populations. Par exemple, les variaad@sgues en position +20A (rs464138) et

+26580 (rs469304) sont plus fréquemment présemtes ld population asiatique que dans les
autres populations étudiées.

Nos résultats indiquent que les variations all@gaux positions -123 (rs17000900) et - 88
(rs2071430) sont les plus fréquemment rencontrées s trois populations inventoriées. La
double homozygotie CC a la position -123 et GG esitpn -88 prédomine dans les trois
populations. Ces résultats sont en accord aveenldahce dégagée des études de Hijikata et
collaborateurs (Hijikatat al, 2000; Hijikataet al, 2001). A la position +20, c’est 'alléle C
qui est le plus fréguemment rencontré, ce qui ese dois en accord avec la variation décrite

dans I'étude de Furuyama (Furuyaetal, 2006).

Nous avons identifié quatre nouveaux polymorphism=ux situés dans la région du
promoteur et deux en région codante aux positidi23 et +15561, plus précisément dans
la partie traduite du gene (de l'exon 5 jusqu’aulieui de I'exon 17). Les deux

polymorphismes localisés aux positions -309 et #dl-que nous avons détectés sont

uniqguement présents dans la population africaiheest important de noter que le
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polymorphisme identifié a la position +15523 peuigendrer un changement important
puisque la glycine serait remplacée par I'aciddaghique a la position 255 de la protéine si
l'alléle concerné sert de matrice pour produirepfatéine MxA. Des études ultérieures
devraient alors étre realisées afin de déterminiarsubstitution glycine/glutamine (Gly/Glu)
provoque des différences structurelles ou foncetlea importantes, méme si, a I'heure
actuelle, aucune donnée extraite de la littératerpermet d’affirmer que la position 255 soit
stratégiqgue notamment dans l'activité antivirale laleprotéine MxA (Halleret al, 2010).
D’autre part, un individu d’origine africaine a étientifié comme étant homozygote pour le
nouvel allele que nous avons détecté a la positibhb61 G/A. Nous observons que ce
polymorphisme n’engendre, en principe, qu’'un chamgd mineur puisqu’il n'induit que la
substitution d’'une valine par une méthionine (VaitM Ces deux substitutions sont situées
dans le domaine N-terminal de la protéine MxA humaat pourraient directement affecter sa
fonction antivirale. Les données structurelles disples ne sont pas suffisantes pour prédire
gue les fonctions spécifiques de la protéine MxArpaient étre modifiées par ces variations
(Gaoet al, 2011). Néanmoins, les scores obtenus pour les sidostitutions, via la matrice
BLOSUM 62 permettant de déterminer leurs impactemels sur la structure de la protéine
(Henikoff et Henikoff, 1992), ont révélé que la nadion Gly255Glu pourrait
significativement affecter la structure de la proeéMxA, le score étant de -2, tandis que la

variation Val268Met ne l'affecterait pas, vu questmre obtenu est de +1.

En ce qui concerne les nouveaux polymorphismebcalés détectés dans le promoteur (-309
et -101) et a linstar des corrélations qui ont é¥aminées entre les deux premiers
polymorphismes identifiés par ailleurs (-123 et)-88 le niveau d’expression de MxA, le
risque spécifique de contracter certaines malauide niveau de morbidité associé a telle ou
telle maladie (Hijikateet al, 2000 ; Hijikataet al, 2001 ; Suzuket al, 2004 ; Konget al,
2007), ils devraient faire I'objet d’études apprudies semblables puisqu’ils pourraient aussi
affecter le contréle de I'expression de la protéMeA. Par exemple, une différence
extrémement significative dans la distribution ddéleles G/T en -88 a été observée entre
patients qui éliminent le virus de I'hépatite B patients qui développent une hépatite B
chronique (Penget al, 2007). On peut donc supposer que, a terme,isatibn des SNP
présents dans le promoteur du gene MxA conduire@saddcouvertes importantes dans le

domaine des relations héte-pathogéne.
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Dans la méme veine, la possession de I'haplotype-A&3A et -88G) corréele positivement
avec la susceptibilité a I'hépatite B (Cab al, 2009). De plus, une faible fréquence du
génotype -88 GG a été observée chez les portems d@ I'hépatite C et chez les patients ne
répondant pas a la thérapie a I'interféron pegilgéappet al, 2003). Chez les Japonais, le
génotype -88 G/T semble conférer une susceptibiitnétique a développer des
panencéphalites sclérosantes subaigués (Tetisal, 2004). En outre, une augmentation
significative de la fréquence de I'haplotype -12B&T, en corrélation avec la surexpression
de MxA, a été observée dans de multiples cas éeosé en plaques (Furuyareiaal, 2006).

En ce qui concerne le SRASe{ere acute respiratory syndron@ecoronavirus, les porteurs
de l'allele -123A seraient significativement moimgenacés de développer cette infection
(Ching et al, 2010), le portage du génotype GT a la positio® s8rait associé a une
susceptibilité augmentée (H¢ al, 2006) et les patients devenant hypoxémiquesesgrpius
fréqguemment porteurs du génotype GG a la posiB@n(Hamancet al, 2005). Ce florilege
de résultats nous a conduits a considérer que lsunmede limpact fonctionnel des
polymorphismes nouvellement découverts sur le fonoement du promoteur MxA était une
priorité. En effet, on n’'imagine pas utiliser cesumeaux marqueurs dans des études

d’association s'’ils n’ont pas d’'impact sur le cdferde I'expression de la protéine MxA.

La variation que nous avons découverte en posifidt présente un intérét particulier parce
que l'alléle « A » reconstitue un motif ISREterferon Sensitive Response Elemesitué
dans le promoteur de MxA, ce qui devrait théorigaetraugmenter son expression chez les
patients traités a I'interférom B ou. En effet, les genddx étudiés possedent tous plusieurs
copies de motifs ISRE au niveau de leur région ptoce (Huget al, 1988 ; Changet al,
1991 ; Schumachext al, 1994 ; Gerardiret al, 2004 ; Thomast al, 2006). La présence de
ces motifs rend I'expression des geiMpsdépendante de la présence d’interférons de type |
(Staeheliet al, 1984 ; Aebiet al, 1989 ; Goetschet al, 1989). En raison de I'implication
directe des genelix dans le processus de la réponse cellulaire imterfdépendante, les
études génétiques menées sur le ¢drA humain ont systématiquement été orientées vers
une recherche des variations alléliques dans utextenpathologique. Ces études ont le plus
souvent été menées dans le but de corréler la sépan traitement a l'interféron d'un

individu a un polymorphisme particulier, ciblantupl particulierement une partie du
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promoteur (Hijikataet al, 2000 ; Hijikataet al, 2001 ; Suzuket al, 2004 ; Torisuet al,
2004 ; Furuyameet al, 2006). En effet, plusieurs études ont démontréolaélation de
I'expression de la protéine MxA en réponse a liif@®n en fonction des polymorphismes
situés aux positions -123 et -88 (Hijikaga al, 2000 ; Hijikataet al, 2001 ; Knappet al,
2003 ; Torisuet al, 2004 ; Furuyamat al, 2006). Des analyseis, vitro, ont été menées afin
de comparer 'activité du promoteur entre, d’unet,da ségquence avec les homozygotes C (-
123) G (-88) et d'autre part celle avec A (-123)(-88) a l'aide d’'une approche géne-
rapporteur. Les résultats montrent que l'activité pomoteur de MxA est plus importante
lorsque les alléles -123/A et -88/T sont présehi®pque les alléles -123/C et -88/G, ce qui
démontre que le polymorphisme du promoteur de Mxéna influence significative sur la

réponse au traitement de I'hépatite C par IFN Kdiget al, 2001).

Dans notre étude, nous avons réalisé neuf conistngcteprésentant diverses combinaisons
des cing polymorphismes localisés aux position® -@0G), -123 (A/C), -101 (A/G), -88
(G/T) et +20 (A/C). Ce faisant, nous avons montré tpus ces polymorphismes affectent le
taux d’expression, y compris les nouveaux. Des loosis pensons qu'il est fondé d’engager
des études d’association entre la détention deutédl allele & ces trois nouvelles positions et
la présentation cliniqgue des maladies virales er@igé.
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Perspectives

Ce travail constitue la premiére étude systématitpsepolymorphismes alléliques présents au
niveau du gen&ixA dans les trois principales populations humaines fsultas ont montré
que la diversité allélique dans la région prometridu géne MxA peut modifier
significativement la régulation de I'expressionlderotéine antivirale MxA en présence des
interférons de type | et Ill. En outre, nous ava@nontré que, a coté des deux variants
connus : -123 (C/A) et -88 (G/T), trois nouveauxypwrphismes (-309 (C/G), -101 (G/A) et
+20 (A/T)) contrélent le niveau d’expression detatéine MxA.

Nos résultats permettent d’améliorer la justesse génotypages qui sont actuellement
prescrits en clinique pour prédire la réactivités gmtients infectés par I'hépatite C aux

interférons de type |.

Il serait intéressant de poursuivre notre étudeusuplus grand nombre d’individus de la
population africaine, notamment parce qu’il n’eas pmpossible que l'inventaire des variants
existant dans cette population reste incomplet. niiame, il serait intéressant d’étudier
I'influence sur I'activité antivirale des deux naaux polymorphismes localisés aux positions
+15523 (G/A) et +15561 (G/A) de la région codanteggéneMxA puisqu’ils causent deux

substitutions dans la séquence proteique de l@ippMxA.
Les nouveaux polymorphismes que nous avons détgumiésraient aussi permettre de

découvrir de nouvelles associations entre prévalede maladies virales spécifiques,

manifestations cliniques, pronostic vital et nouvesariants alléliques du gexA.
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NOTES
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NOTES
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