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Abréviations 

aa                  acide aminé 
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dNTP        2'-désoxyribonucléotide 5'-triphosphate 
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eGFP        Enhanced Green Fluorescent Protein  
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env         Gène codant les protéines d’enveloppe 

Env ou gp120        Protéines de l’enveloppe virale  

ESCRT        Endosomal Sorting Complex Required for Transport 

FACS         Fluorescence-Activated Cell Sorting 

FCCS         Fluorescence Cross Correlation Spectroscopy 

FCS         Fluorescence Correlation Spectroscopy 

FDA         Food and Drug Administration 

FLIM         Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy 

FRET         Fluorescence Resonance Energy Transfer 

gag                                             Group-specific antigen, gène codant les proteins de structure 

Gag                                            Polyprotéine de structure  

Gag-Pol                                     Polyprotéine de structure et enzymatique 

GTP/GDP       guanosine 5'-triphosphate/diphosphate 

Hsp                                            Heat shock protein 

ICTV                                         International Committee on Taxonomy of Viruses 

IRES        Internal Ribosome Entry Site 

kb         kilobase 

Kd         constante d'équilibre de dissociation 

LE        Late Endosome 

LTR        Long terminal repeat  

LTR        Long Terminal Repeat 

MA        Protéine de Matrice 

MHR        Major/main Homology Region 

min        minute 

MVB        MultiVesicular bodies 

NC        Protéine de Nucléocapside 

Nef        Negative Regulatory Factor 
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nef         Gène codant pour la proteine Nef 

NES        Nuclear Export Signal 

NF-κB       Nuclear Factor-kappa B  

NLS        Nuclear Localization Signal  

nt        Nucléotide 

NTD        N-terminal Domain 

p6        Protéine au niveau C-terminale de Pr55Gag 

PBS        Primer Binding Site  

PDB        Protein Data Bank 

PI (4, 5) P2       Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate 

PIC        Preintegration complex  

PPi        Pyrophosphate inorganique 

PPT       Polypurine Tract  

PPTc        PolyPurine Tract central 

PR        Protéase  

PS        Phosphatiyl Sérine 

Psi       Packaging Signal  

RE        Réticulum Endoplasmique  

Rev        Regulator of Virion Expression  

rev        Gène codant pour la potéine Rev 

RMN       Résonance Magnétique Nucléaire 

RNase H      Ribonucléase H  

RPL26       Ribosomal Protein L26 

RPL7        Ribosomal Protein L7 

RPS14       Ribosomal Protein S14 

RPS7        Ribosomal Protein S7 

RRE        Rev Responsive Element  
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RT                             Transcriptase Inverse ou RétroTranscriptase ou Réverse  

                                                  Transcriptase 

SD         Splicing Domain  

SIDA         Syndrome de l’Immuno-Déficience Acquise 

SL         Stem Loop 

TAR         Trans-Acting Responsive element  

Tat         TransActivator of Transcription  

tat         Gène codant pour la proteine Tat 

TC         TétraCystéine 

TMgp41       Protéine transmembranaire 

TRIM         TRIpartite Motif 

U3         Séquence unique en 3’ de l’ARN génomique 

U5         Séquence unique en 5’ de l’ARN génomique  

UNAIDS        the United Nations Joint Programme on HIV/AIDS 

 UTR         Untranslated Region 

Vif         Viral Infectivity Factor  

vif         Gène codant pour la proteine Vif 

VLP         Virus Like Particles 

Vpr         Viral Protein R  

vpr         Gène codant pour la protéine Vpr 

Vpu         Viral Protein U  

vpu         Gène codant pour la protéine Vpu 

Vpx         Viral protein X 

vpx          Gène codant pour la protéine Vpx 

WHO         World Health Organization 
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Nom des retrovirus  

ALV       Virus de la Leucémie Aviaire 

BIV       Virus de l’Immunodéficience Bovine 

BLV       Virus de la Leucémie Bovine 

EIAV       Virus de l’Anémie Infectieuse Equine 

HTLV       Virus T-Lymphotropique 

MLV       Virus de la Leucémie Murine 

MMTV      Virus de la Tumeur Mammaire de Souris 

RSV                                         Virus du Sarcome de Rous  

SIV      Virus de l’Immunodéficience Simienne 

VIH      Virus de l’Immunodéficience Humaine  
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Avant-propos 

Le virus de l’immunodéficience humaine ou VIH est responsable du Syndrome de 

l’Immunodéficience Acquise plus communément appelé SIDA. Depuis les premiers cas  

recensés d’infection par le VIH en 1981, l’épidémie est devenue mondiale. On parlait alors de 

‘gay syndrome’ car il fut identifié chez des homosexuels. Selon la dernière estimation de 

l’Organisation Mondiale de la Santé (décembre 2011), plus de 34 millions de personnes vivent 

aujourd’hui avec le VIH/SIDA dans le monde (Figure 1), dont 3,3 millions d’enfants de moins 

de 15 ans.  Bien que les circonstances de l’épidémie qui pèse sur les pays et les régions 

continuent de varier considérablement, l’Afrique subsaharienne rassemble à elle seule 69 % des 

cas. On compte environ 2,5 millions de nouvelles contaminations chaque année, et 1,7 millions 

de décès en 2011.  

 

 
Figure 1 : Estimations mondiales fin 2011 par l’ONUSIDA et l'OMS, du nombre de personnes vivant avec le 
VIH/SIDA ainsi que du nombre de personnes infectées et décédées durant l’année 2011. 
 
Le seul traitement disponible à ce jour est la trithérapie antirétrovirale qui consiste en l’utilisation 

combinée d’au moins trois antirétroviraux visant différentes protéines virales. Il est aussi parfois 

appelé polythérapie car s’ajoutent deux autres inhibiteurs, l’azidovudine et la saquinavir. Ce 

traitement permet d’empêcher le virus de progresser en diminuant la charge virale, de restaurer le 
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système immunitaire et diminuer la mortalité de l’infection par le VIH. En plus, il permet 

d’allonger l’espérance de vie et d’améliorer la qualité de vie des personnes infectées. Cependant, 

le problème majeur de ce traitement est son coût ce qui le rend inaccessible pour une grande 

majorité des personnes atteintes ainsi qu’aux pays en voie de développement. De plus, 

l’apparition de souches résistantes et les effets secondaires dus à ces drogues (lipodystrophie, 

nausées, allergies, toxicités hépatiques…) compliquent l’observance du traitement et nécessitent 

la recherche de nouveaux inhibiteurs ((1) ; site de l’OMS). (2) 
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Chapitre I : Les rétrovirus 

A Historique, caractéristiques et classification 

A.1. Définition et découverte 

C’est en 1898 que Dimitri Iwanoski a découvert le virus et depuis cette date de nombreux autres 

virus infectant différents hôtes ont été découverts. En 1953, André Lwoff a décrit le concept de 

virus. Un virus est un parasite intracellulaire obligatoire de nature corpusculaire ne pouvant se 

multiplier qu’à l’intérieur d’une cellule hôte, capable de détourner à son profit la machinerie 

cellulaire pour la réalisation de son cycle de réplication. On peut classer les virus selon la nature 

ADN ou ARN de leur génome, simple ou double brin, de polarité positive ou négative.  

Parmi les virus à ARN, il existe la famille des Retroviridae ou rétrovirus. Les rétrovirus sont des 

virus enveloppés possédant un génome diploïde de type ARN simple brin de polarité positive de 

7000 à 12000 nucléotides à partir duquel ils peuvent se répliquer. Le nom rétrovirus provient de 

l’enzyme qu’ils possèdent, appelée rétrotranscriptase, reverse transcriptase ou transcriptase 

inverse, découverte conjointement en 1970 par H. Temin chez RSV (3) et par David  Baltimore 

chez MLV et RSV (4). Elle permet la rétrotranscription de l’ARN viral en ADN bicaténaire.  

En 1908, le premier rétrovirus fut découvert par Bang et Ellerman (5), il sera nommé ALV ou 

virus de la leucose aviaire. Quelques années plus tard, Peyton Rous identifia le virus du sarcome 

de Rous (RSV) responsable de tumeurs chez le poulet (6). Par la suite, d’autres rétrovirus 

associés à différentes formes de cancers furent découverts, tels que le virus de la tumeur 

mammaire murine (MMTV) en 1936, le virus du sarcome simien (SSV), en 1971, les virus de la 

leucémie féline (FeLV), ou bovine (BLV) respectivement en 1964 et 1972, et la liste ne cesse 

d’augmenter.  

En 1981, le CDC (Center for Disease Control) d’Atlanta, qui centralise les informations sur les 

situations des maladies infectieuses, a annoncé un accroissement anormal de deux maladies 

connues mais très rares, la Pneumonie à Pneumocystis carinii (un champignon) et le sarcome de 

Kaposi, chez de jeunes malades homosexuels. Tous les malades souffraient d’un effondrement 

de leurs lymphocytes T CD4+. En 1982, le CDC baptisa cette nouvelle pathologie du nom de 
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« Acquired Immune Deficiency Syndrome » (AIDS). En 1983, le Pr. Montagnier de l’institut 

Pasteur de Paris a mis en évidence une activité rétrotranscriptase dans des cellules isolées à partir 

de ganglions d’un patient présentant les signes précoces du SIDA. L’agent pathogène est alors 

nommé le LAV (lymphadeno associated virus) (7,8). Ce virus présente un tropisme pour les 

lymphocytes T mais se révèle être distinct du HTLV1 (pour human T cell leukemia/lymphoma 

virus) premier rétrovirus humain découvert en 1980 par l’équipe du Pr. Gallo (9). En 1984, il a 

aussi isolé le virus HTLV-3 (Human T-cell lymphotropic virus type III) qui s’avéra être 

identique au LAV (10). En 1986, le comité international de taxonomie des virus adopta le nom 

de VIH (Virus de l’Immunidéficience Humaine) à la place de LAV et de HTLV-3. Au cours de 

cette même année  Luc Montagnier découvre chez des malades d’origine africaine un second 

type de virus maintenant appelé VIH-2. Il a une structure identique à celle du VIH-1, mais son 

code génétique est très proche du virus de l’immunodéficience humaine (SIV) qui infecte 

particulièrement un singe africain, le mangabey (11) (Figure 2). 

En 1987, il y a eu la découverte de la première molécule contre le VIH/SIDA : l’Azidothymidine 

(AZT), un inhibiteur de la transcriptase  inverse. 

De 1990 à 1995, c’est le passage de la monothérapie à la bithérapie : zidovudine + saquinavir. Le 

saquinavir est la première molécule découverte qui inhibe l’enzyme protéase du VIH. 

En 1996, ce fut le commencement de la trithérapie avec le nouveau  protocole : HAART (Highly 

Active Anti-Retroviral Therapy). 

 

A.2. Caractéristiques générales 

Les rétrovirus possèdent des propriétés structurales, morphologiques et fonctionnelles 

communes :  

-  Sont des virus enveloppés produits par bourgeonnement de la membrane plasmique de la cellule 
hôte. 

- Taille des particules virales produites par ces rétrovirus  varie entre 80 à 120 nm de diamètre. 
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- Leur génome est composé de deux copies d’ARN simple brin, de polarité positive, d’environ 7 à 
11 kb pour chaque brin.  

- Possèdent une réverse transcriptase leur permettant de convertir leur ARN génomique en ADN 
double brin. 

- L’intégration de leur génome sous forme d’ADN double brin dans celui de la cellule hôte. 

- Variabilité génétique expliquant en partie l’absence d’activité correctrice de la reverse 
transcriptase et le mécanisme de recombinaison génétique lors du cycle réplicatif. 

- Organisation génomique similaire contenant les gènes gag, pol et env. 

 

A.3. Classification 

La taxonomie des rétrovirus est basée sur les homologies de séquences nucléotidiques du gène 

pol (12,13). Des comparaisons de séquences d’acides aminés de la rétrotranscriptase, la protéine 

virale la plus conservée de ces virus, a permis au Comité International de Taxonomie des Virus 

ou ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) en 2002 de distinguer deux sous-

familles chez les rétrovirus : la sous-famille des Orthoretrovirinae et la sous-famille des 

Spumaretrovirinae et sept genres de ces rétrovirus (Tableau 1). Cette classification est basée sur 

des critères de pathogénicité, de morphologie, de structure du génome et des propriétés 

oncogéniques. Les alpharétrovirus, betarétrovirus et gammarétrovirus sont des rétrovirus simples 

possédant uniquement les gènes gag, pol et env. Les rétrovirus complexes : les deltarétrovirus, 

les epsilonrétrovirus, les lentivirus et les spumavirus, codent en plus pour des protéines 

régulatrices.   

Les alpharétrovirus, betarétrovirus, gammarétrovirus, deltarétrovirus et epsilonrétrovirus sont 

oncogènes. Ils induisent des tumeurs variées, principalement des leucémies, mais aussi des 

sarcomes (tumeurs des tissus conjonctifs), des carcinomes (tumeurs des tissus épithéliaux) et des 

lymphomes. 

Outre la taxonomie, des différences structurales (apparence du noyau, mode de bourgeonnement, 

apparence des protéines d’enveloppe) sont observées en microscopie électronique et permettant 

de classer les rétrovirus simples en 4 groupes (14).  
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- Les particules de type A, intracellulaires, non enveloppées et non infectieuses, qui représentent la 

forme immature des rétrovirus. 

- Les particules de type B, enveloppées, extracellulaires avec un « core » excentré, caractérisant 

les Betarétrovirus. 

- Les particules de type C, enveloppées, extracellulaires avec un « core » sphérique et centré, 

regroupant les Alpharétrovirus ainsi que les Gammarétrovirus. 

- Les particules de type D, enveloppées, extracellulaires avec un « core » en forme de cylindre, 

caractérisant également certains Betarétrovirus 

 

 

Figure 2 : Origine simienne du VIH (15) 

A) Le VIH-1 provient d’un seul sous-type de chimpanzés, Pan troglodytes. 

B) Le VIH-2 provient du sooty mangabey, Cercocebus atys 
C) Le phénograme radial démontre l’étroite relation entre VIH et SIV. Les distances indiquent le degré relatif d’évolution   

 

Genre Espèces types Génome Cancer 
Alpharétrovirus Virus de la leucose aviaire, ALV Simple oui 
Bétarétrovirus Virus des tumeurs mammaires de souris, MMTV Simple oui 

Gammarétrovirus 
Virus de la leucémie murine, MLV  
Virus xénotropique apparenté au virus de la leucémie murine, XMRV 

Simple oui 

Deltarétrovirus 
Virus de la leucémie bovine, BLV  
Virus humain T-lyphotrophe, HTLV 

Complexe oui 

Epsilonrétrovirus Virus du sarcome du derme de la perche, WDSV Complexe oui 
Lentivirus Virus de l’immunodéficience humaine, HIV Complexe non 
Spumavirus Virus spumeux de primates, PFV Complexe non 

Tableau 1: Classification des rétrovirus 
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Chapitre II : le virus de l’immunodéficience humaine de 

type 1 (VIH-1) 

A Le genre Lentivirus de la famille des rétrovirus : le VIH-1 

A.1. Caractéristiques biologiques et cliniques 

Les lentivirus (Latin : Lenti=lent), sont des rétrovirus complexes responsables d’infections 

virales à développement lent, non oncogènes mais cytotoxiques à la différence des maladies 

provoquées par les rétrovirus oncogènes. Toutefois, il existe une phase de latence relativement 

longue entre l’infection et les premiers symptômes de la maladie. Ces symptômes sont corrélés à 

un état d’immunodépression aigue favorisant le développement de maladies auto-immunes et 

l’apparition de maladies opportunistes. Les lentivirus infectent différentes espèces animales, par 

exemple les primates (VIH-1, VIH-2, SIV), les félins (FIV), les bovins (BIV). Le « core » de ces 

lentivirus est de forme conique. Ces lentivirus possèdent plusieurs protéines auxiliaires et 

régulatrices (Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr et Vpu dans le cas de VIH-1) qui contrôlent la transcription, 

l’assemblage des virions, l’expression des gènes de l’hôte et d’autres fonctions de la réplication. 

Ils sont les seuls rétrovirus capables de se répliquer dans des cellules quiescentes (cellules qui ne 

se divisent pas, elles sont maintenues en phase G0 du cycle cellulaire).  

Les cellules cibles des lentivirus sont les cellules dérivées de la moelle osseuse. Le VIH-1 en 

particulier infecte les lymphocytes T (CD4+) (cible majoritaire), mais aussi les 

monocytes/macrophages, les cellules dentritiques, les cellules du système lymphatique, 

hématopoïétique et nerveux. 

L’infection par le VIH-1 conduisant au SIDA évolue en plusieurs phases pouvant se succéder 

dans le temps (Figure 3) :  

La primo-infection : 2 à 6 semaines après la contamination, la multiplication virale est active, le 

nombre de lymphocytes T auxiliaires diminue progressivement et le virus se dissémine dans 

l’organisme (pour revue, (16)). L’organisme met 6 à 8 semaines pour organiser une défense 

immunitaire, qui permet de diminuer la charge virale. La baisse de la charge virale est 
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concomitante d’une augmentation du nombre de lymphocytes T CD4+, et une séroconversion se 

produit avec l’apparition d’anticorps spécifiques de protéines du VIH-1. Les symptômes 

cliniques de la primo-infection sont en général similaires à ceux de la mononucléose.  

La phase asymptomatique : ou phase de latence qui dure en moyenne une dizaine d’années. La 

latence n’est qu’apparente car la destruction du système immunitaire progresse avec une 

diminution graduelle du taux de lymphocytes. Durant cette période, qui peut s’étendre à 

plusieurs années, il y a un équilibre entre la production de virus et son élimination. Le virus peut 

également rester à l’état latent, dans des cellules réservoirs de type CD4+ mémoire et 

macrophages. C’est au cours de cette période qu’apparaissent des variants du virus. 

La phase symptomatique (SIDA) : Le système immunitaire est très affaibli. Cette phase est 

caractérisée par une augmentation importante de la charge virale ainsi que par un effondrement 

du taux de lymphocytes T CD4+ en dessous d’un seuil critique. Cette phase symptomatique dure 

en moyenne 2 à 4 ans et les nombreuses maladies opportunistes qui apparaissent conduisent à la 

mort du patient.  

 

Figure 3 : Evolution clinique de l’infection par le VIH-1. 
Les trois phases de l’infection par le VIH-1 sont représentées par l’évolution de la charge virale plasmatique 
(quantité de virus dans le plasma, en rouge) et du nombre de lymphocytes T CD4+ circulants (en bleu) au cours du 
temps. 
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A.2. Origine et évolution phylogénétique 

En 1999, il a été proposé que le virus VIH-1 dérive du virus de l’immunodéficience du 

chimpanzé (VIScpz), suggérant que l’introduction du virus VIH-1 dans l’espèce humaine résulte 

d’une transmission inter-espèce. L’Afrique de l’Ouest serait le lieu de la transmission du 

chimpanzé à l’homme, puisque c’est la seule région dans le monde où se côtoient les hommes 

infectés par le virus VIScpz (17). A l’heure actuelle, il existe un consensus pour dire que celui-ci 

s’est produit suite à l’ingestion de tissus infectés. Des études phylogénétiques montrent que le 

VIH-1 est plus proche du virus qui infecte naturellement les chimpanzés (VIScpz) que de VIH-2. 

Le virus VIH-2 proviendrait quant à lui d’une transmission à l’homme du virus SIVsm infectant 

les mangabeys (pour revue, (18)). L’épidémie du VIH-1 se distribue sur toute la planète, alors 

que l’épidémie du VIH-2 reste « localisée » en Afrique de l’Ouest (Cameroun, Côte d’Ivoire, 

Sénégal).   

Les souches caractérisées du virus VIH-1 sont réparties en 3 groupes phylogénétiquement liés, 

les groupes M, N et O (Figure 4). 

 Le groupe M est le groupe « majoritaire » le plus répandu, responsable de la pandémie SIDA. 

Neuf sous-types de virus non recombinants composent ce groupe M : A (A1, A2), B, C, D, F 

(F1, F2), G, H, J et K. Le sous type B est quasiment le seul sous-type représenté en Amérique du 

Nord et en Europe ; en Asie c’est le C qui est majoritaire ; en Afrique on retrouve principalement 

les sous-types C et A. Des formes recombinantes ont également été trouvées, résultant d’une 

recombinaison génétique entre des virus de sous-types différents.  

Le groupe O « Outlier » a été isolé chez des individus vivant au Cameroun, Gabon et Guinée 

équatoriale. Son génome présente 65% d’homologie avec le virus groupe M (19). 

Le groupe N « New ou Non M, Non O » identifié par (20) dans un prélèvement datant de 1995 

chez une femme du Cameroun. Ce groupe est phylogénétiquement lié au virus de 

l’immunodéficience simienne (SIV) qui infecte les chimpanzés (21). 

Les sous-types à l’intérieur des groupes O (« outlier ») et N (« New » ou Non M non O) ne sont, 

à l’heure actuelle, pas clairement définis. Quant au VIH-2, on dénombre sept sous-groupes (A à 

G) (Figure 4). 



Introduction 

 

 20

 

Figure 4: Arbre phylogénétique des lentivirus de primates établi par comparaison de séquences génomiques 
complètes (adapté de HIV sequence compedium 2002: http ://www.hiv.lanl.gov/content/hiv-
db/HTML/2002compendium.html) 
 

B Organisation génétique  

Le génome du VIH-1 est constitué de deux brins d’ARN non épissés identiques (22), d’environ 

9.2 kb, maintenus ensemble par des interactions non covalentes. Le site majeur d’interaction des 

ARN, nommé « Dimer Linkage Structure » (DLS), a été visualisé par microscopie électronique 

au niveau des extrémités 5’ (23). Ces molécules d’ARN sont issues d’une transcription par 

l’ARN polymérase II cellulaire et sont donc toutes deux coiffées à leur extrémité 5’ et 

polyadénylées à leur extrémité 3’.  

Comme indiqué sur la figure 5,  le génome viral comporte 3 régions codantes principales, 

correspondant aux séquences des polyprotéines Gag, Pol (issues d’un précurseur commun) et 

Env. Elles codent respectivement pour les protéines de structure, les enzymes virales et les 
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protéines d’enveloppe. Le génome code également six autres protéines dites protéines auxiliaires 

ou régulatrices : Nef, Rev, Vif, Vpr, Vpu et Tat (Figure 5). 

 
Figure 5 : Le génome du provirus du VIH-1 

 

B.1.  Les régions non-codantes 

Dans l’ARN génomique, les séquences non codantes ou « UTRs » (UnTranslated Regions) 

flanquent les régions codantes pour les gènes des protéines virales. La région 5’UTR comporte 

les séquences R (Repeat), U5 (Unique en 5’), et le domaine Psi, tandis que la région 3’-UTR 

comporte U3 (Unique en 3’) et R. 

Suite à la transcription inverse, l’ADN proviral comporte deux régions non codantes, les LTRs 

(Long Terminal Repeats) aux extrémités 5’ et 3’. Chaque LTR contient les séquences U3, R et 

U5 (Figure 6). 
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Figure 6 : Structure secondaire de la région traduite 5’ de l’isolat MAL du VIH-1 (adaptée de (24)). 

B.1.1 La région R 

La région R (Repeat) (98 nucléotides chez le VIH-1) est présente en deux exemplaires de même 

polarité aux deux extrémités du génome. En position 5’, elle correspond au site +1 de la 

transcription et au site de la coiffe. Cette région très structurée peut se diviser en 2 domaines 

ayant des fonctions bien distinctes :  

- Une tige boucle appelée TAR (Trans-Activating Response element) composée de 55 à 59 

nucléotides (Figure 6). TAR a été beaucoup étudié puisqu’elle est essentielle pour VIH-1. Des 

mutations affectant la séquence ou la structure de TAR présente à l’extrémité 5’ ou à l’extrémité 

3’ des messagers diminuent grandement la réplication virale (25-27). Cette séquence est 

importante dans le premier saut de brin de la transcription inverse. TAR est aussi impliqué dans 

la régulation de la transcription de l’ADN viral via la protéine Tat, elle lie aussi la protéine 

cycline T1 (28). 

- Une tige-boucle contenant le signal de polyadénylation (AAUAAA), en 3’ de la séquence R. Ce 

signal est responsable de l’addition en 3’ d’une queue poly(A), nécessaire à la maturation de 
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l’ARN messager. La stabilisation ou la déstabilisation de cette tige-boucle entraîne de graves 

problèmes de réplication chez le VIH-1 (29). Malgré la présence de cette séquence aux deux 

extrémités du génome, ce motif n’est fonctionnel qu’en 3’. 

 

B.1.2 La région U5 

 La région U5 (Unique en 5’), (83 nucléotides chez le VIH-1) constitue la première partie de 

l’ARN génomique à être rétrotranscrite. Immédiatement en 3’ de la région U5, se trouve la 

séquence PBS, composée de 18 nucléotides. PBS fixe spécifiquement un ARNt cellulaire utilisé 

comme amorce. Suivant le rétrovirus, la nature de l’amorce est différente (30). Dans le cas de 

VIH-1, l’ARNt3
Lys s’hybride au PBS et permet l’initiation de la rétrotranscription (31,32). 

 

B.1.3 Le domaine Psi d’encapsidation et de dimérisation 

Le domaine Psi (Packaging signal) situé en 5’ est important pour la dimérisation de l’ARN 

génomique et sa sélection lors de l’encapsidation. Il contient également le SD (site donneur 

d’épissage), pour l’épissage des ARNm.  

Chez le VIH-1, Psi comprend quatre tiges boucles SL1 à SL4 (33,34). 

La tige boucle SL1 du domaine Psi contient la séquence DIS (Dimerization Initiation Site) qui 

constitue le domaine central pour la dimérisation de l’ARN (35). C’est une tige-boucle coiffée 

d’une boucle de six nucléotides qui peut s’apparier avec la boucle DIS d’une autre molécule 

d’ARN. Cette interaction boucle-boucle appelée kissing-loop initie la dimérisation de l’ARN 

pleine longueur du VIH-1 qui joue alors son rôle d’ARN génomique. La boucle SL2 contenant le 

SD (splicing domain), un motif de neuf nucléotides, CUG-GUGAGU  ou le tiret entre les nt 

représentent le site de coupure, qui correspond à un site donneur d’épissage majeur (36). Il est 

localisé dans la partie supérieure d’une courte tige-boucle. Ce qui signifie que  tous les transcrits 

du VIH-1 sont clivés à cet endroit par le splicéosome sauf l’ARN pleine-longueur. La boucle 

SL3, qui constitue le site majeur d’encapsidation, a été longtemps considérée comme étant la 

seule boucle indispensable pour l’encapsidation (68, 69) mais des travaux plus récents ont 

montré que plusieurs séquences en amont de SL3 notamment la boucle SL1, étaient 

indispensables pour une encapsidation spécifique de l’ARN génomique (70-72). 
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B.1.4 La région U3 

 La région U3 (Unique en 3’) (environ 450 nucléotides chez le VIH-1) contient les signaux 

requis pour la régulation de la transcription de l’ADN proviral en ARN viral par la machinerie 

transcriptionnelle de la cellule hôte (37). 

On distingue d’autres régions non codantes au sein du génome viral :  

Le PPT (Poly Purine Tract) et PPTc (Poly Purine Tract central) sont les domaines riches en 

purines du génome ARN. Le PPT 3’ se situe immédiatement en amont de la séquence U3 du 

LTR en 3’ du génome proviral, tandis que le PPTc est localisé dans le cadre ouvert de lecture du 

gène pol (38). L’activité RNase H de la rétrotranscriptase dégrade l’ARN génomique viral au 

cours de la synthèse d’ADN double à l’exception de deux séquences riches en purines qui 

serviront d’amorces à la synthèse du brin d’ADN (+). 

RRE (Rev Responsive Element) (351 nucléotides) ce domaine est constitué de plusieurs 

séquences en tiges-boucles localisées dans le gène env. Il interagit avec la protéine Rev du VIH-

1 ce qui facilite l’export nucléaire de transcrits viraux non ou semi-épissés (39).  

B.2. Les régions codantes 

 Le génome du VIH-1 comporte les gènes gag et env des protéines de structure et d’enveloppe, le 

gène pol des protéines à activité enzymatique. Il comporte également les gènes tat, rev, vif, vpu, 

vpr et nef, codant pour les protéines régulatrices Tat, Rev, Vif, Vpu, Vpr et Nef respectivement. 

 

B.2.1 Les protéines d’enveloppe, de structure, et enzymatique 

B.2.1.1.  Les protéines d’enveloppe 

Le gène env (enveloppe) code pour un précurseur clivé en deux glycoprotéines de                         

l’enveloppe : la glycoprotéine de surface gp120 (SU) et la glycoprotéine transmembranaire gp41 

(TM). 

 L’enveloppe du virion est formée au cours du bourgeonnement du virion à la membrane de la 

cellule hôte. Elle contient donc des lipides et autres composants de cette membrane. La protéine 
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d’enveloppe virale composée des deux polypeptides TM et SU (Figure 7). Ces polypeptides sont 

liés entre eux par des ponts disulfures et des interactions non covalentes.  

Les protéines d’enveloppe jouent aussi un rôle dans la survie et la réplication du virus. En effet, 

elles induisent la diminution de l’expression des récepteurs CD4 à la surface des cellules 

infectées, en formant des complexes stables avec les récepteurs néosynthétisés dans le réticulum 

endoplasmique (40). 

La glycoprotéine de surface SU : constitue la protéine de liaison au récepteur cellulaire, elle est 

responsable de l’attachement du virion à la surface de la cellule (Figure 7 I). 

 
 
Figure 7 I : Structure tri-dimentionnelle de gp120 qui représente la conformation de la protéine liée à  CD4 (pdb : 
2b4c). Elle montre les domaines internes et externes de gp120, la tige boucle V1/V2 et les 4 brins β (CD4 induit un 
« bridging sheet » en bleu qui avec la boucle V3 en vert contribue à la sélectivité et à l’interaction avec le co-
récepteur. (41). 
 

La protéine transmembranaire TM : contient les domaines responsables de la multimérisation 

de la protéine d’enveloppe. Elle est constituée de trois domaines : un domaine N-terminal 

interagissant avec la protéine de surface, une région transmembranaire et un domaine C-terminal 



Introduction 

 

 26

qui interagit avec la matrice. La structure de la protéine a été déterminée par cristallographie 

(Figure 7 II) : il s’agit d’un trimère, chaque  monomère étant constitué de deux hélices alpha 

antiparallèles (42,43). 

 

 
Figure 7 II : 1)  La glycoprotéine d’enveloppe gp41 possède trois domaines : cytoplasmique, transmembranaire, et 
extracellulaire. Le domaine extracellulaire est essentiel pour la fusion membranaire et contient le peptide de fusion, 
qui s’ancre dans la membrane de la cellule hôte lors de la fusion, et deux séquences hydrophobes, riches en leucine, 
formant des hélices alpha. 2)  Structure trimérique de gp41 : N36 et C34 régions fonctionnelles formant une 
structure en alpha hélice stable. Les hélices N36 et C34 pointent dans des directions différentes. 3)  vue du haut,  les 
hélices N terminales, N36, s’associent entre elles et forment une structure centrale de type « coiled coil », entourées 
par les trois hélices C terminales C34. (44).  
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B.2.1.2. Les polyprotéines de structure Gag et Gag-Pol 

La synthèse des précurseurs protéiques Pr55 Gag et Pr160Gag-Pol se fait à partir d’un même 

transcrit. En effet, la synthèse de Pr160Gag-Pol est obtenue grâce à un décalage du cadre de lecture 

des ribosomes en fin de traduction de Pr55Gag. La présence d’une séquence « de glissement » 

associée à une tige boucle permet un décalage d’un nucléotide vers le côté 5’ du cadre de lecture. 

Le rapport entre la synthèse de Pr55Gag et Pr16Gag-Pol (20 :1) est critique pour la propagation du 

virus (45,46). La maturation de ces deux précurseurs génère les protéines structurales de la 

matrice (MA), de la capside (CA), de la nucléocapside (NC), de p6 et de deux petits peptides 

SP1 et SP2. Pr160Gag-Pol délivre en plus les protéines enzymatiques : la protéase (PR), la 

transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (IN).  

B.2.1.2.1. La matrice (MA)  

La matrice (MA) est une protéine de 132 acides aminés et présente un poids moléculaire de 17 

kDa. Cette protéine possède plusieurs signaux de ciblage (signal d’adressage à la membrane, 

signal de localisation nucléaire, signal d’export nucléaire) régulés par des modifications 

structurales et biochimiques telles que la myristoylation, la multimérisation, ou la 

phosphorylation. 

Les fonctions principales de la matrice impliquent un rôle dans l’assemblage et le 

bourgeonnement des virus, dans l’association à la membrane et dans la formation de la capside. 

Dans le cas de VIH-1, la matrice semble interagir avec la protéine d’enveloppe env pour faciliter 

son association avec l’enveloppe du virion (47,48).  

Sa structure a été déterminée par cristallographie (49). Sous forme monomérique en solution, la 

protéine de matrice est trimérique lorsqu’elle est cristallisée (Figure 8). 
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Figure 8 : Structure tri-dimensionnelle de la MA du VIH-1 en monomère et trimère est determinée en 
cristallograhie aux rayons X. L’extrémité NH2-terminale de l’acide myristique (en vert) se trouve enfouie dans la 
structure protéique de la MA. PI (4.5) P2, un marqueur de la face cytosolique de la membrane plasmique se trouve 
dans la membrane interne de la bicouche lipidique de la membrane plasmique. Il est représenté  par sa couleur 1’ 
(orange) et 2’ (jaune). La liaison de la MA et de la PI (4.5) P2 rend le groupe myristate accessible, ce qui conduit à 
son insertion dans la bicouche lipidique.  Pendant la formation du complexe entre la MA du VIH-1 et PI(4.5)P2, la 
chaîne d’acyl insaturé en 2’ de PI(4.5)P2 se lie à la partie hydrophobique de la matrice et le groupe myristyl de la 
MA en vert s’insère dans la bicouche lipidique (50). 
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B.2.1.2.2. La capside (CA) 

Dans le virus mature, la capside (CA), constituée par l’assemblage de la protéine p24 (231 acides 

aminés) forme le «  core  » du virus, de forme cônique qui entoure l’ARN génomique viral, 

l’ARN de transfert (tRNALys3), les protéines de nucléocapside et les enzymes rétrovirales.  

La capside se subdivise en un domaine N-terminal (résidus 1 à 145) et un domaine C-terminal 

(résidus 146 à 231) (Figure 9). 

Le domaine N-terminal est composé de sept hélices alpha, deux brins béta, et une boucle exposée 

au solvant, liant la cyclophiline A (51). L’implication de ce domaine dans l’infectivité de la 

particule virale serait liée à son interaction avec une protéine cellulaire, la cyclophiline A (CypA, 

une peptidyl-prolyl cis-trans isomerase) (52-54). Cette protéine chaperonne interagit avec la 

capside à un rapport Gag :CypA égal à 10 :1, modifie la structure de la capside (55,56) et 

inhiberait les interactions CA-CA, facilitant ainsi l’étape de décapsidation (51). 

Le domaine CTD est composée de 4 hélices alpha et une petite partie C-terminale de 12 acides 

aminés, très flexible n’adoptant pas de structure particulière (57). C’est le domaine de 

dimérisation qui contribue aux interactions Gag-Gag (57) requises lors de l’assemblage. On y 

trouve le domaine MHR (Major Homology Region), constitué de 20 résidus (de l’acide aminé 

153 à 172 dans la capside) qui est hautement conservé dans les protéines de la capside des 

différents rétrovirus et il est nécessaire lors de l’assemblage. 

La capside a un rôle essentiel dans les premières étapes post-infection. Elle contient l’ensemble 

des acteurs nécessaires à la réplication et de nombreux travaux ont été développés afin de 

déterminer la stabilité du cœur viral après l’entrée du virus (revue dans (58)). Un premier modèle 

montre que dès la fusion et l’entrée du virus, la protéine de capside est dissociée du complexe 

ribonucléoprotéique qu’elle protége et cette dissociation entraine la poursuite de la reverse 

transcription. Le génome viral est libéré dans le cytoplasme de la cellule infectée ou en 

association avec la protéine d’intégrase il forme le PIC et entre dans le noyau via un mécanisme 

peu défini (59). Un deuxième modèle montre au contraire que la capside se désagrège de manière 

progressive au fur et à mesure de la reverse transcription. Ainsi, elle protège l’ADN génomique 

en cours de synthèse et participe à la vectorisation du PIC vers le noyau (60). Enfin, un troisième 

modèle montre que la capside reste totalement intègre lors du trafic intracytoplasmique du 
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complexe de réintégration jusqu’à la membrane nucléaire. Cette stabilité permettrait outre la 

protection d’assurer de très bonnes conditions enzymatiques (concentration, localisation des 

protéines…) pour le déroulement de la reverse transcription (61).  

 
Figure 9 : 1) structure cristalline aux rayons X de la capside du VIH-1 : les hélices N1-N7 dans la région CA-NTD 
et C1-C4 dans la région CA-CTD, «  CyPA-binding loop » (en roupe) et  le « interdomain linker (en vert) sont 
représentées (62).  2) structure 3 D du dimère CA-CA formé après le clivage protéolytique de la jonction  MA-CA. 
La structure en épingle à cheveux qui se forme uniquement après la protéolyse, conduit aux interactions CA-CA en 
facilitant la condensation du noyau de la capside pendant la maturation (63). 
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   La nucléocapside (NC) 

La protéine virale de nucléocapside NCp7 se compose sous sa forme mature de 55 acides aminés 

et présente un poids moléculaire de 7 kDa. NCp7 est obtenue après clivage protéolytique du 

précurseur Gag par la protéase virale. C’est une petite protéine basique, caractérisée par deux 

motifs en doigts de zinc très conservés, CX2CX4HX4C, aussi appelés CCHC, connectés par une 

séquence basique (64) (Figure 10). Ces doigts de zinc sont aussi  appelés motifs dactyles et ils 

lient le Zinc avec une très forte affinité (Ka = 10-14M-1) (65). Cette liaison impose un repliement 

de chaque motif CCHC autour de l’ion et une proximité spatiale grâce à la conformation du pont 

basique 29RAPRKKG situé entre les deux motifs. Cette organisation conduit à la formation d’un 

plateau hydrophobe à la surface de la NCp7 du fait du rapprochement des résidus Val13, Phe16, 

Thr24, Ala25, Trp37 et Met46 (66,67). Il en ressort que la structure des doigts est importante 

pour son activité chaperonne. En effet, si on mute une des histidines par une cystéine, ce qui 

modifie la longueur de la liaison entre le peptide et le zinc, donc une déformation de la structure 

des deux doigts de zinc qui se traduit par une baisse de l’activité chaperonne de la protéine (68-

72). Par ailleurs, une mutation des résidus Phe16 ou Trp37 rend également le virus non infectieux 

(73). Les résidus N- et C-terminaux (représentée en magenta et vert respectivement : Figure 10), 

sont très flexibles et balayent l’espace conformationnel. 

La NCp7 possède de nombreuses fonctions dans le cycle viral :  

Activité de chaperonne d’acide nucléique : Cette activité de chaperonne des acides nucléiques 

est essentielle lors de la transcription inverse, en induisant l’hybridation de l’ARNtLys3 à l’ARN 

viral, en augmentant la vitesse de la réverse transcriptase et en activant fortement le saut des 

brins (74,75). NCp7 favorise le réarrangement des acides nucléiques vers leur conformation la 

plus stable en favorisant les duplex (76). Cette activité se décompose en trois étapes : interaction 

avec les acides nucléiques cibles, déstabilisation des brins et hybridation des brins 

complémentaires.  

L’activité déstabilisatrice de la NCp7 dépend essentiellement des doigts de zinc (77) alors que 

les activités d’hybridation et de condensation dépendent essentiellement des parties basiques 

entourant les motifs CCHC (78,79) (Figure 10). 
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La protéine Gag possède elle aussi une activité chaperonne mais qui semble moins performante 

que celle de la NC (80,81). De manière intéressante, il a été montré  que cette activité 

chaperonne était augmentée avec les produits de maturation de Gag NCp15, NCp9 et NCp7 (80-

82). Inversement, la protéine Gag interagit fortement avec les acides nucléiques et cette affinité 

diminue dans les différents produits de maturations. Ceci suggère un modèle selon lequel lors 

des premières étapes de l’assemblage la protéine Gag nécessite une forte affinité pour 

reconnaitre et interagir avec l’ARN génomique. Puis au fur et à mesure de sa maturation par la 

protéase virale, cette affinité diminue au profit de l’activité chaperonne favorisant la reverse 

transcription (83,84).   

Protection de l’ARNg viral : contre la dégradation par les nucléases et augmente également 

l’efficacité d’intégration de l’ADN viral dans la cellule hôte en permettant la formation d’un 

complexe IN-NCp7-ADN plus stable. Le niveau de protection est fortement dépendant de la 

présence des deux doigts de zinc ainsi que de celle des chaînes latérales basiques (85,86). 

Rôle de la NCp7 dans l’encapsidation de l’ARN génomique : La protéine NCp7 présente une 

forte affinité pour les tige-boucles SL1, SL3 et SL4 (87,88). Elle est le médiateur de la 

reconnaissance de l’ARN viral parmi l’ensemble des acides nucléiques cellulaires. Les tige-

boucles SL1, SL2, SL3 et SL4 ont chacune une affinité différente pour la NCp7 de telle manière 

que le site reconnu par la protéine est réparti sur les quatre tige-boucles (33). Les doigts de zinc 

sont nécessaires à l’encapsidation (89,90) mais n’ont pas la même importance. En général, toute 

mutation entraînant la déstructuration des doigts aura pour effet de diminuer l’encapsidation de 

l’ARN génomique au profit d’autres ARN notamment les ARN ribosomiques (90,91). Mais le 

doigt à l’extrémité N-terminale joue un rôle plus important que l’autre doigt puisqu’il reconnaît 

l’ARN viral (92,93). Une mutation de ce doigt a pour effet de faire baisser considérablement 

l’affinité de la NCp7 pour la séquence SL3 (72). 
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Figure  10 : Structure RMN représentative de la protéine nucléocapside du VIH-1 (PDB 1A1T) (adaptée de (94)). 

La protéine p6  

se situe à l’extrémité C-terminale du précurseur polyprotéique Gag. Cette protéine mature se 

compose de 52 acides aminés et a un poids moléculaire de 5 kDa et est surtout impliquée dans le 

bourgeonnFFFfement des particules virales (95). 

Elle possède deux domaines appelés domaines tardifs ou ‘late motif’ qui interagissent avec 

plusieurs protéines de la famille des ESCRT. Ces protéines cellulaires sont impliquées dans la 

fission des membranes permettant 1- de fusionner des vésicules dans les MVB (multivesicular 

bodies) et 2- de séparer les cellules filles lors de la cytokinèse (revue dans (96)). Le premier 

motif tardif est une séquence riche en proline PTAP qui permet l’interaction avec le domaine 

UEV TSG101 du complexe ESCRT-1 (97-99). Le deuxième motif  tardif qui semble moins 

important chez VIH-1 mais au contraire primordial chez d’autres rétrovirus est localisé dans la 

partie C terminal de p6 (Figure 11). C’est la séquence YPXL qui recrute la protéine Alix et qui 

est en fait un co-facteur des protéines ESCRT (100,101). De manière intéressante cette protéine 

ALIX, notamment son domaine Bro est aussi reconnu par la NCp7 lors du bourgeonnement de la 

particule (102-104).  

Ces deux types d’interactions entre Gag et TSG101 ou ALIX permettent surtout à VIH-1 de 

détourner les protéines cellulaires de la famille des ESCRT à son profit. En effet, cette 
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interaction permet le recrutement des domaines ESCRT-3 (notamment le domaine CHMP4) et de 

VPS-4. La protéine CHMP4 est une protéine héliocoïdale qui, en étant recrutée, va polymériser 

de manière spirale en créant un point de bourgeonnement (105-107). Cette polymérisation va 

aussi permettre l’interaction avec la protéine VPS4, qui est une hydrolase dépendante ATP et qui 

en hydrolysant les protéines du domaine ESCRT-3 libère le virus de la cellule infectée (108).  

L’ensemble de ce processus impliquant la protéine p6 est très dynamique et de nombreuses 

études notamment utilisant des outils modernes de microscopie de fluorescence ont montré que 

le recrutement des protéines ESCRT nécessitait environ 10 minutes (109,110) suivi d’environ 2 

minutes pour libérer la particule sous l’action de la VPS4  (111,112).   

 
Figure 11 : Structure de p6 (1-52) et p6 (32-52)  
1 : Structure RMN de p6 (1-52) ; résolue en présence d’éthanol trifluorérique (TFE) (113).  
2 : Structure RMN de p6 (32-52) ; résolue en présence de 30mM Na+ (sphères jaunes) et de micelles formées à partir 
de dodecylphosphocholine (DPC). Les groupements de tête de la choline sont représentés en vert et violet  (114).  
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Les peptides SP1 et SP2  

 SP1 est composé de 16 acides aminés situés entre la CA et la NCp7 du précurseur polyprotéique 

Gag. Cette séquence qui se confond parfois avec la partie N terminale de la NCp7 aussi appelée 

le ‘I domain’ est très important lors de la polymérisation de Gag (115,116). Il semble qu’en 

milieu aqueux cette séquence ne soit pas structurée alors qu’elle adopte une structure hélicoidale 

amphipatique lorsque la constante diélectrique du milieu est réduite (116,117) ou sa 

concentration augmentée (118). Le modèle actuel serait donc que l’augmentation de la 

concentration locale de Gag pourrait contraindre le SP1 à adopter une structure en hélice qui en 

exposant des résidus hydrophobes favoriserait l’interaction CA-CA qui se propagerait alors au 

reste de la molécule Gag (118). 

SP2 est situé en aval de la NCp7, il est donc constitutif de la NCp9. Très peu d’études sont 

consacrées à ce peptide mais il semble que des mutations de sa séquence entraînent des défauts 

de maturation suggérant un défaut d’accessibilité de la protéase virale (84).  

Plusieurs partenaires cellulaires  de Gag  ont été identifiés  mais il y a peu de ces interactions 

dont la fonction a été déterminée. Il s’agit notamment de la protéine actine (119), Staufen-1 

(120,121) et plusieurs autres protéines (122). Ces différentes protéines ainsi que leurs fonctions 

dans le cycle réplicatif sont résumés dans le tableau 2 suivant :  
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paramètres 
d'interaction  
 
partenaires 
cellulaires                
                        

techniq
ue 
utilisé 

domaine 
impliqué/ 
spécificité 

RNA 
Dépendant/ 
Indépenda
nt 

Virus 
Role de l' 
interaction 

type du 
virus  

fonction de la protéine 
dans la cellule 

Références 

Stau (Staufen) 

 
                 
co-IP; 
BRET       

les doigts de zinc 
de la NC de 
pr55Gag /domaine 
N-terminal de 
Staufen et le 
domaine dsRBD3 Indépendante 

de l’ ARN 

incorporé 
sélectivem
ent dans les 
virions du 
VIH-1. 

-Régulation de 
l'oligomérisation de 
pr55Gag pendant 
l'assemblage 
-Sélection et 
encapsidation de 
l’ARN génomique  
 -Production des 
particules virales 
infectieuses. 

VIH-1 

-Appartenant à la famille des 
protéines de liaison à l'ARN 
double brin (dsRNA) 
-Rôle dans la localisation de 
l'ARN, traduction, et la 
dégradation des ARNm  
-Principal composant pour le 
transport de l'ARN des 
ribonucléoproteines (RNPs),  
granules de stress (SG) et 
autres types des RNPs.  
  

(120,123-
126) 

Lyric ( Lysine-
rich carcino-
embryonic 
antigen-related 
cell adhesion 
molecule 
coisolated= 
CEACAM); 
astrocyte-elevated 
gene 1 (AEG-1); 
metadherin  

une 
combinai
son du 
pull-
down et 
spectrom
étrie de 
masse, 
Affinité 
de 
purificati
on TAP), 
co-IP 

 - (MA) and (NC) 
Gag/ (101-289) 
Lyric 
- Dépend de la 
multimérisation 
de Gag 
-Indépendante de 
l'association de 
Gag à la 
membrane. 

Indépendant 
des acides 
nucléiques 

incorporé 
dans les 
virions du 
VIH-1 

 
 
 
 
Régulation de 
l'expression de Gag 
et de l'infectivité 

VIH-1  

- Gène induisant la 
réplication viral  du VIH-1 
dans les astrocytes  
-Impliqué dans la 
neuropathie  
-Voie de signalisation y 
compris Ras, NF-kB, 
PI3K/Akt, Wnt/β-catenin;   
-Effets anti-apoptotiques et 
impliqué dans la 
tumorigenèse  

 
(127) 
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ABCE1 (cellular 
ATP-binding 
protein); HP68; 
RNase L inhibitor 

co-IP; 
GST-pull 
down 

5 à 10 résidus 
basiques de la  
(NC) du VIH-1 
Gag, MA et CA/ 
ABCE1, 

Indépendante 
de l’ ARN  

n'est pas 
présente en 
quantité 
significativ
e dans les 
particules 
du VIH-1. 

-Joue un rôle 
important dans 
l’assemblage de la 
capside après la 
traduction 
-Complexes formés 
au niveau 
membranaire et leur 
dissociation 
intervient dans la 
production de 
particules virales  
-Pourrait agir 
comme une 
molécule 
adaptatrice recrutant 
TULA pour Gag  

VIH-1 

                                                  
-Hautement conservée et 
présente chez les eucaryotes, 
y compris les levures et les 
archéobactéries 
-Inhibe la ribonucléase L (qui 
a des propriétés antivirales).  
-Un rôle anti-apoptotique et 
pro-tumoral. (128), 

(129,130) 

Alix ( apoptosis 
linked gene 2 
interacting 
protein X) 

GST pull 
down  

(domaine Bro1) 
Alix/(LYPxnL) p6 
+ doigts de zinc 
de la NCp7  

Dépendante 
de l’ARN  

Alix/Bro1 
est 
incorporé  
dans les 
virions du  
VIH-1 et 
cette 
incorporati
on est 
dépendente 
de la NC-
p1. 

- Favorise le 
recrutement des 
composants  de la 
machinerie ESCRT-
III par son domaine 
Bro1 induisant la 
séparation du virus 
de la membrane 
cellulaire et 
favorisant ainsi la       
libération des 
particules virales. 

VIH-1 

-Protéine adaptatrice 
impliquée dans plusieurs 
processus intracellulaires 
(apoptose, endocytose, trafic 
membranaire...) 
-Participe aux évènements de 
fission de la membrane 

(101,103) 

Nuc ( Nucleolin ) 

double 
hybride; 
GST pull 
down   

 
Nuc(212)/Gag(N
C)  et le domaine 
CA pourra 
stabiliser 
l'interaction 

  

Nuc (212)  
est 
incorporé 
dans les 
virions du 
Mo-MuLV 

-La surexpression 
de Nuc212 inhibe 
l'infectivite et la 
libération du virion 
- peut inihiber 
l'assemblage des 
virus 

MuLV 

- Navette entre le noyau et le 
cytoplasme 
- Possède des motifs de 
reconnaissance d'ARN 
-Biogenèse des ribosomes et 
assemblage. 

(131) 



Introduction 

 

 38

Actine co-IP 

Actine/ protéine 
NCp7 de Gag 

 

Détectée 
dans les 
virions du 
VIH-1 

-Rôle dans 
l’assemblage de 
Gag et/ou d’autres 
étapes du cycle viral VIH-1 

Microfilaments d’actine : 
composant essentiel du 
cytosquelette 

(132) 

RPL9 (L9) 
Ribosomal 
protein L9 

double 
hybride; 
FRET; 
co-IP 

C-terminal de la 
RPL9/(CA) de 
Gag principal 
déterminant de 
l'interaction     

-Rôle dans 
l'assemblage du 
virus, 
bourgeonnement et 
favorise la 
production  virale 

MMTV 

-Protéine de 192 acides 
aminés présente en une seule 
copie dans la grande sous-
unité du ribosome. 
-Suppresseur de tumeur 
-Joue un rôle important dans 
la formation du ribosome, et 
dans son croissance et son 
développement  

(133) 

RPS19 
(Ribosomal 
protein S19  

 co-IP 

RPS19/ proteine 
de la 
nucleocapside (N) 

    

L'interaction facilite 
le recrutement du 
ribosome à la coiffe 
pendant l'initiation 
de la traduction 
médiée par la 
protéine (N)  

Hantavirus 

-Protéine ribosomique 
identifiée chez des patients 
atteints d'une anémie 
(Diamond-Blackfan).   
- Interagit avec des protéines 
cellulaires y compris 
NTPases, hydrolases, 
isomérases, kinases, facteurs 
de transcription, facteurs 
d'épissage                         

(134,135) 
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Les protéines enzymatiques 

Toutes les protéines virales enzymatiques sont obtenues après maturation du précurseur Gag-Pol. 

La protéase (PR) 

Par un mécanisme autocatalytique, la protéase est relarguée du précurseur Pr160Gag-Pol (136). Elle 

est impliquée dans la maturation des virions en clivant les polyprotéines Pr55Gag et Pr160Gag-Pol 

en leurs différentes composantes structurales et fonctionnelles. La protéase permet de cliver la 

polyprotéine à différents sites pour produire les protéines de la MA, CA, NC, et p6 de Gag et les 

protéines PR, RT, et IN de Pol. En absence de protéase fonctionnelle, les virions formés de novo 

demeurent non infectieux (137). La protéase se compose de 99 acides aminés et appartient à la 

famille des aspartyl-protéases. Elle se présente sous forme homodimérique avec son site actif, 

contenant la triade catalytique Asp25-Thr26-Gly27 située à l’interface des deux sous-unités. 

Comme les processus d’assemblage et de maturation doivent être concomitants, les facteurs 

influençant l’activité de la protéase peuvent avoir des effets dramatiques sur la production du 

virus. La surexpression de la protéase peut conduire à des taux de clivages aberrants et une 

diminution de l’infectivité (138). 

La protéase est un homodimère symétrique (Figure 12). Le site actif de la protéine est situé à 

l’interface entre les monomères. Ce site est recouvert par un « Flap » qui doit être ouvert pour 

permettre l’accès aux substrats. La protéase constitue la première cible thérapeutique, et 

différents inhibiteurs dirigés contre cette protéine ont été développés en tant que traitement 

antiviral.  

 
Figure 12 : Homodimère de la protéase du VIH-1 complexé à un substrat polypeptidique (bleu) (fichier pdb 1KJF). 
Les monomères sont représentés en rouge et en vert respectivement.  
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La réverse transcriptase (RT) 

La transcriptase inverse (RT) est codée par le même précurseur Pr160Gag-Pol. Elle possède trois 

activités enzymatiques : une activité ADN polymérase ARN dépendante, une activité ADN 

polymérase ADN dépendante et une activité ribonucléase H (RNase H) polymérase dépendante 

ou indépendante qui dégrade spécifiquement l’ARN dans les duplex ARN-ADN formés pendant 

la réverse transcription (139). Elle permet la synthèse de l’ADN proviral à partir de l’ARN 

génomique. Cette enzyme ne possède pas une activité correctrice dite d’ « édition » ce qui 

explique les recombinaisons génétiques qu’on trouve fréquemment chez VIH-1. Il y aura donc 

production de mutations (ponctuelles, insertions, délétions) au sein du génome viral avec une 

fréquence élevée (140). 

La RT est un hétérodimère composé des sous-unités p66 de 560 acides aminés (66 kDa) et p51 

de 440 acides aminés (51 kDa) et son activité est fortement liée à sa structure dynamique dans le 

complexe RT-amorce/matrice (p/t) (141) (Figure 13). P66 contient un domaine à activité 

polymérase composé de quatre sous-domaines appelés « fingers, palm, thumb, connexion » ce 

dernier interagissant avec le domaine à activité RNase H (142) (Figure 13).  Le site actif de la 

RT, composé des résidus Asp110, Asp185, et Asp186, est conservé dans plusieurs polymérases. 

La sous-unité p51 possède la même séquence que p66  mais sans avoir le domaine RNase H. 

Ainsi p51 n’a pas d’activité polymérase, mais interagit avec le domaine RNase H de p66 et joue 

un rôle dans la structure de la RT.  

Les deux sites actifs de la RT, polymérase et RNase-H sont séparés par une distance qui 

correspond à un duplex de 18 à 19 pb de la conformation ADN-A. Différentes structures de la 

RT du VIH-1 ont été identifiées parmi lesquelles 20 structures de RT sauvage comprenant ~20 

pb de substrats d’acides nucléiques ADN/ ADN en complexe binaire ou ternaire (+dNTP), ce qui 

représente les différentes étapes du processus de la synthèse d’ADN (143-149). 

Un ARN / ADN hybride a été capturé dans le domaine possédant l’activité polymérase de la RT 

(147) et plus récemment, un autre ARN / ADN hybride qui  a un accès facile au site actif de la 

RNase-H a été aussi retrouvé (150,151). L'ensemble de ces points de vue concernant les 

complexes RT / acides nucléiques  font preuve que la RT peut adopter au moins deux différents 

états structurels, un compétent pour la polymérisation et un autre pour la dégradation de l'ARN. 

Des approches de fluorescence ont mis en évidence l'existence simultanée de ces conformations 
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en solution (152,153) et démontrent que les RT peuvent dynamiquement bouger entre deux 

orientations, afin de favoriser l’activité polymérase ou l’activité ribonucléase selon la nature de 

l’amorce  ARN ou ADN et/ou  en réponse à la présence de dNTP apparenté (154,155). 

La RT comme la protéase constituent des cibles thérapeutiques. Deux classes des inhibiteurs de 

la RT sont utilisés en clinique : analogues nucléosidiques comme l’AZT et ddI qui se lient au site 

actif de la polymérase et des inhibiteurs non nucléosidique comme le nevirapine.  

 

 

Figure  13 : Structure tridimensionnelle de la RT du VIH-1. 
Les domaines structuraux de la sous-unité p66 sont représentés dans différentes couleurs : les doigts sont en bleu, la 
paume en rouge, le pouce en vert, la connexion en mauve et le domaine RNase H en jaune. La sous-unité p51 est 
colorée en orange. 

L’intégrase (IN)  

C’est une protéine de 288 résidus à 32 kDa, qui permet l’intégration de l’ADN génomique viral 

dans le génome de la cellule infectée en reconnaissant spécifiquement les extrémités 5’ et 3’ des 

deux LTR. Cette étape est essentielle pour la réplication virale. Elle est codée par le précurseur 

Pr160Gag-Pol comme tous les autres enzymes virales.  

L’intégrase est active en tant qu’oligomères, probablement en tétramères (156). Elle catalyse 

deux réactions chimiques : le clivage en 3’ et le transfert du brin d’ADN en contexte d’un 
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complexe de préintégration (PIC). Elle comporte trois domaines fonctionnels distincts. Le 

domaine N-terminal (1-55 résidues) contenant un motif His-X3-His-X23-Cys-X2-Cys qui lie le 

zinc et forme un dimère avec une large interface hydrophobique montré par RMN (157), ce 

domaine joue un rôle dans l’oligomérisation de la protéine. Un domaine catalytique (50-212 

résidues) central dont la structure dimérique (158) serait dissociée par sa liaison à l’ADN ou à 

des inihibiteurs (159,160) Un domaine C-terminal (220-270 résidues) de liaison à l’ADN. Le 

domaine N-terminal (157), les structures du domaine catalytique et du domaine C-terminal (161) 

ont été résolues par diffraction aux rayons X ou par RMN (Figure 14). Le premier inhibiteur 

approuvé par la FDA est le raltegravir (Isentress R). 

L’intégrase possède d’autres fonctions que l’intégration, elle est impliquée dans la transcription 

inverse en interagissant avec la RT (162), l’import nucléaire (163), le ciblage de la chromatine 

(164). Avant l’intégration, l’IN semble être particulièrement importante dans la translocation du 

complexe de préintégration (PIC) dans le noyau de la cellule hôte et nécessaire pour l’infection 

des cellules quiescentes. De plus, comme la dégradation de l’IN associée à l’ADN intégré, via la 

voie du protéasome, déclencherait la transcription de cet ADN, il a été proposé que l’intégrase 

joue un rôle dans la régulation de la transcription de l’ADN proviral (165). En effet, l’IN du 

VIH-1 interagit avec plusieurs protéines cellulaires, comme par exemple, l’intégrase INI1 

(interactor protein 1 une composante essentielle du complexe de remodelage de la chromatine 

SWI/SWF) (166), un facteur de transcription LEDGF (lens epithelial derived growth factor) 

(167), VBP1 ( the von Hippel Lindau binding protein 1) (165), TNP‐SR2 (Transportin‐SR2) 

(168,169) ainsi que d’autres HMG1, P300, BAF (pour revue voir (170,171)). Parmi ces protéines 

cellulaires, qui ont été identifié, il a été montré que LEDGF/p75 joue un rôle essentiel dans 

l'intégration de l'ADN viral (172,173). L’élément N-terminal de LEDGF/p75 possède un 

domaine PWWP et un motif (AT-hook DNA-binding) permettant de conférer une propriété de 

liaison à la chromatine, et un autre domaine de liaison (IBD) en C-terminal qui recrute des 

protéines d’IN lentivirales (174,175). 

Une structure RMN du domaine de liaison de LEDGF à l’IN  a été résolue (176,177) ainsi 

qu’une structure cristallographique de ce domaine dans un complexe avec le domaine contenant 

le noyau catalytique F185K (176,177). 
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Figure 14 : Structure de l’intasome du VIH-1 : les sous-unités internes du tétramère de l’IN, comprennent les 
résidus 1-270 interagissant avec l’ADN viral et cellulaire. Elles sont représentées en vert et en bleu clair, les sous-
unités externes de l’IN CCDs (résidus 56-202) sont en bleu et en jaune. Les brins d’ADN virales et cellulaires non 
transférés sont respectivement en mauve et en orange.  
  

B.2.1.3. Les protéines régulatrices  

Les protéines auxilliaires Vpr (178), Nef (179) et Vif (180) se trouvent dans la particule virale. 

Tandis que les protéines régulatrices Tat et Rev et la protéine auxillière Vpu ne sont pas 

encapsidées. 

B.2.1.3.1. Tat (Transactivator of transcription)   

Tat est le facteur de transcription indispensable à la réplication virale. C’est un activateur des 

promoteurs Long-Terminal Repeat (LTR) du virus, qui amplifie la transcription des ARNm en se 
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fixant à la séquence TAR du 5’-LTR pour une revue voir (181,182). Tat est codé par 2 exons. 

L’exon 1 code pour la région (1-72 a.a) et l’exon 2 code pour la région C-terminal (183,184). La 

protéine Tat (14 kDa) est exprimée précocement dans la cellule, elle peut être aussi associée à la 

particule virale. Elle est composée de 6 domaines (Figure 15 A). Le domaine 1 correspondant à 

la région N-terminale (1-21 aa) qui est structuré en hélice α. Cette région n’affecte pas trop 

l’activité de transactivation. Le domaine 2 (22-37aa) contenant 7 cystéines hautement conservées 

important pour l’activité de Tat. Le domaine 3 (38-47 aa) riches en résidus hydrophobes et dont 

une seule mutation au niveau de la lysine 41 est suffisante pour abolir l’activité de Tat. Les deux 

autres régions de la protéine sont le domaine de liaison à l’ARN et sont constituées d’un 

fragment basique riche en arginine (arginine-rich RNA-binding motif, ARM) (48-60 aa) essentiel 

à la reconnaissance et à la liaison à la boucle TAR, qui agit également comme signal de 

localisation nucléaire et permet à la protéine de traverser les membranes intactes des cellules et 

une autre région riche en glutamine (60-72). Des variations significatives ont été observées au 

niveau des acides aminés de la protéine Tat entre différentes classes ou sous-types viraux. Tat 

requiert une quantité minimale d’ARN viral transcrit, afin de pouvoir jouer son rôle de 

transactivateur. En effet, en absence de Tat, l’ARN polymérase II (ARN pol II) cellulaire, 

ensemble avec des facteurs nucléaires tels que NF-κB et TFIIH, est capable de remodeler la 

chromatine et d’initier la transcription Des études structurales menées par RMN montrent que la 

protéine Tat est peu structurée en solution. Elle ne possède ni d’hélice α ni de feuillet β. 

Cependant, quand elle interagit avec ses partenaires, elle semble se structurer (185,186). 

 D’autres fonctions ont pu être associées à Tat, à part son activité de transactivateur. Elle possède 

la particularité d’être sécrétée des cellules infectées et de pouvoir entrer dans des cellules non 

infectées en absence d’autres protéines virales (187,188). Elle est capable de mimer les fonctions 

d’une chémokine extracellulaire (189) ou d’un facteur de croissance (190). De plus, Tat est en 

partie responsable de l’apoptose des lymphocytes T CD 4+ sains par différents mécanismes, dont 

l’interaction avec la tubuline (191). 

Tat appartient à la famille des IDPs (192). La flexibilité et le désordre conformationnel peuvent 

donner à Tat sa capacité d’interagir avec de nombreux partenaires cellulaires et viraux (193,194). 

Ensemble, avec ses propriétés de liaison aux acides nucléiques, la nature désordonnée de Tat 

suggère que cette protéine a une activité chaperonne des acides nucléiques (195). Cette propriété 
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de Tat peut expliquer sa capacité à favoriser le recrutement de l’amorce ARNt à l’ARN viral 

(196), son intervention dans le transfert du premier brin (197) et par ce moyen la stimulation de 

la transcription inverse comme le fait la NCp7 (198-200). 

 
Figure 15 : Structure cristallographique du complexe pTEFb-Tat-ATP (201). (1) Représentation en ruban. (2) 
Représentation de la surface du complexe. Cdk9 est représentée en beige, la cycline T1 en vert et Tat en rose. Le 
complexe s’associe avec une molécule d’ATP (en rouge) et des atomes de zinc (gris) et de magnésium (bleu clair).  
  

B.2.1.3.2. Rev (Regulatory of Virion Expression) 

La protéine Rev (116 acides aminés) à 13 kDa, est un trans-activateur post-transcriptionnel qui 

possède un signal d’export nucléaire (Nuclear Export Signal, NES), ainsi qu’un signal d’import 

nucléaire (Nuclear Localisation Signal, NLS) (202). Elle induit l’export actif d’ARNm, tels que 

les ARNm codant pour Pr55Gag, Pr160Gag-Pol  partiellement ou non épissés, du noyau au 

cytoplasme via une liaison spécifique aux « Rev-response element » (RRE) codés par env. Elle 

garantit ainsi la production des protéines structurales et enzymatiques virales conduisant à des 

virions infectieux (39). En absence de Rev, ces ARN partiellement épissés seraient retenus au 

noyau. Elle contient un domaine ARM (R35-R50)  dont la structure a été déterminée par RMN 
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(203). Ce domaine présente un signal de localisation nucléaire et est impliqué dans la liaison de 

Rev au RRE (Figure 16).  De plus, Rev augmente la stabilité et la traduction des ARNm viraux 

(39). Sa structure primaire contient deux régions fonctionnelles comme le montre la figure 16. 

Un domaine riche en arginine qui intervient dans la fixation à l’ARNm et la localisation 

nucléaire. Ce domaine est flanqué par des séquences qui permettent la multimérisation de Rev et 

un segment hydrophobe entre les résidus 73-84, responsable de l’export nucléaire en mobilisant 

la machinerie d’export cellulaire (204,205). En se liant à l’élément de réponse Rev  (RRE) situés 

au niveau des ARN mono-épissés ou semi-épissés, Rev permet leur transport du noyau vers le 

cytoplasme ou a lieu leur traduction. 

 

 

Figure 16 : Structure du dimère Rev (1) le « core » plié du monomère Rev avec ses domaines fonctionnels sont 
montrés. Les acides aminés les plus importants dans la structure du core sont indiqués sur cette figure. Les 
différentes couleurs du ruban indiquent la conservation des acides aminés parmi 1201 isolats du VIH-1 dans la base 
de données « Los Alamos Sequence », qui en vert représentent les moins conservées (26%) et en rouge les plus 
conservées (100%). (2) modèle du dimère Rev interagissant avec un modèle du site de liaison en tige IIB du RRE 
(Rev Response Element) (206). 
   

B.2.1.3.3. Nef (Negative Regulatory Factor) 

La protéine Nef (206 acides aminés) est localisée dans la nucléocapside (179). Elle est une des 

premières protéines exprimées, suggérant qu’elle agit rapidement après la transcription virale 

afin d’assurer une propagation efficace de virus infectieux. De plus, différents travaux ont 

montré que Nef augmente l’infectiosité du VIH-1 (207-209). Il existe quelques zones très 

conservées dans la séquence de Nef : une séquence signal de myristylation à la partie N-
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terminale et une séquence répétée de prolines (PXXP) flanquée de résidus acides (Figure 17). 

Initialement, Nef était considérée comme un élément de régulation négatif (d’où son nom) de 

l’expression des gènes viraux. Au contraire, il est bien établi actuellement que Nef a une action 

facilitatrice de la réplication virale en particulier dans les lymphocytes primaires infectés en 

phase G0 puis stimulés après infection (210). Cependant, différents rôles ont pu être attribués à 

Nef : i) elle diminue la quantité de récepteurs CD4 à la surface des cellules infectées par un 

mécanisme d’endocytose suivi d’une dégradation par la voie endo-lysosomale, impliquant 

l’interaction directe de Nef avec les CD4 (40,211) ; ii) elle régule, aussi négativement, les 

récepteurs du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe I, ce qui diminue la 

reconnaissance et la lyse des cellules infectées par le système immunitaire (212,213) ; iii) dans 

les lymphocytes elle stimule la diminution des récepteurs membranaires TCR-CD63 qui 

établissent des contacts importants au sein des « synapses immunologiques » se formant entre 

des cellules présentatrices d’antigènes et des cellules T reconnaissant les antigènes (214).  

 

 
 
Figure 17 : Structure de Nef ∆2-39∆159-173  du VIH-1 résolue par RMN  
Les parties N- et C-terminales sont flexibles. L’hélice polyproline correspond aux résidus 69-78, l’hélice 1 aux 
acides aminés 81-94, l’hélice 2 aux résidus 105-114. L’hélice 310 

 est formée par les résidus 187-190 et l’hélice 3 par 
les acides aminés 194-198 (adaptée de (215)).  
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B.2.1.3.4. Vif (Virion infectivity factor) 

C’est une protéine basique de 192 acides aminés, 23 kDa, produite de manière Rev dépendante 

(216), ne présentant pas de structure particulière (217). Elle est encapsidée à raison de 7 à 20 

molécules par virion environ (180), en interagissant avec la région 5’ de l’ARN génomique 

(218), ainsi qu’avec le précurseur Gag (219). Des anticorps anti-Vif sont détectés chez les 

patients infectés par le VIH durant les stades de l’infection. Les virions n’exprimant pas cette 

protéine présente un caractère infectieux environ mille fois plus faible que les virions sauvages 

(220). 

Elle est une protéine essentielle pour la réplication du VIH-1 dans des cellules non permissives y 

compris les lymphocytes, macrophages et quelques lignées de cellules T (221-226). Le groupe 

Malim a démontré que Vif neutralise la défense innée intracellulaire qui protège les mammifères 

des rétrovirus et des rétro-éléments qui ont tendance à envahir leur génome (214,227). Ces 

composants de l’immunité innée, appartiennent à la famille des APOBEC (Apolipoprotein B 

mRNA editing Enzyme, Catalytic polypeptide), notamment APOBEC3F et APOBEC3G 

(228,229). Elle inhibe l’action des facteurs cellulaires dont le rôle serait de contrer la réplication 

du virus (230).  

Cependant, des études biochimiques récentes révèlent l’importance de l’oligomérisation de Vif, 

sa conformation et sa flexibilité en contreagissant  A3G ainsi de sa liaison à l’ARNm (231-235).  

Son extrémité N-terminale est riche en résidues tryptophane. La présence d’un grand nombre 

d’acides aminés hydrophobes (8 résidus tryptophanes et 16 résidus leucines) pourrait expliquer 

pourquoi Vif a une tendance à former des agrégats en solution. Des études de mutagenèse ont 

montré que ces résidus sont importants pour la liaison à A3G ou A3F. En plus, ce domaine 

contient des acides aminés qui sont impliqués dans sa liaison à l’ARN génomique in vitro 

(218,236) et dans des cellules infectées (237,238). Un partenaire de Vif, CBF-β (core binding 

protein) impliqué dans le recrutement de l’E3 ubiquitine ligase a été récemment identifié et son 

domaine d’interaction avec la région N-terminal de Vif a été cartographié (239-241).   

Un domaine central contenant un motif à doigt de zinc (HCCH) qui recrute la « cullin 5 » faisant 

partie du complexe E3 (ubiquitine ligase) afin de diriger A3G vers une dégradation par le 

protéasome (242). 
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Un domaine de liaison à la protéine « Elongin C », le SOCS box, formée d’une séquence 

hautement conservée, elle favorise l’interaction avec l’hétérodimère Elongin C/Elongin B (243), 

et elle est aussi importante pour le recrutement de l’ubiquitine ligase E3 qui dirige l’A3G pour sa 

dégradation. Récemment, il a été montré que les interactions entre Vif et Elongin C/B 

impliquaient aussi des éléments en aval comme le box cullin 5 et le motif 161PPLP164 

(231,235).  Le motif PPLP est important pour la fonction de Vif et pour l’infectivité du virus 

dans les cellules non permissives (244). Il est impliqué dans la multimérisation de Vif, bien qu’il 

y ait des études récentes qui ont souligné d’autres domaines impliqués dans cette propriété de 

Vif, comme le motif HCCH, le BC box, et des résidus en aval (S165 et V166). Pour le moment, 

les propriétés d’oligomérisation de Vif chez HIV-2 et SIV ne sont pas encore connues.  

Un domaine C terminal de nature intrinsèquement désordonnée, ce qui est en parallèle avec les 

modèles de la structure secondaire proposés (234) et de l’analyse de la  structure 3D ou les 15 

premiers acides aminés du peptide analysé (40 résidus) ont été observés. Cette région est 

impliquée dans les propriétés chaperonne de Vif qui peut être requise pendant tous les phases de 

la réplication du VIH-1 (245). Vif pourra faire la balance des propriétés chaperonnes de la NCp7 

pour réguler la dimérization de l’ARN génomique et la maturation. Elle pourra aussi en 

interagissant avec Gag réguler son assemblage ainsi que son clivage. En conséquence, Vif 

prévient une initiation prématurée de la réverse transcription par la RT pendant la formation du 

virus. Ce domaine est aussi important pour lier la protéine A3G (Figure 18 A).  

La structure tridimensionnelle de Vif n’a pas encore été résolue par diffraction aux rayons X, 

mais un modèle théorique a été établi par modélisation (246,247). La structure de Vif 

comporterait 5 hélices α, avec des interactions entre les hélices 2 et 3 et entre les hélices 2 et 5 

(Figure 18 B).  
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Figure 18 : 1) Représentation schématique des domaines fonctionnels de la protéine Vif du VIH-1. 2) Structure 3D 
de Vif, la figure à gauche montre le model structural de Lv et ses collaborateurs coloré selon les domaines 
fonctionnels de Vif, la figure du  milieu  montre un autre modèle structural (PDB :1VZF) de Balaji et ses 
collaborateurs (246), la figure de droite montre la structure 3D du SOCS box de Vif (PDB : 3DCG-résidus N40-
p156 (248) avec une orientation identique à celle représentée à gauche.   
 

B.2.1.3.5. VpU (Viral protein U) 

La protéine Vpu n’est présente que dans le VIH-1 et quelques isolats de SIV contrairement à 

Nef, Vpr, et Vif qui sont codés par le VIH-1, VIH-2 et SIV (249). Vpu est une protéine 

membranaire de 81 acides aminés (16KDa), dans laquelle un domaine C-terminal cytoplasmique 

comportant deux hélices α (Figure 19). Elle est présente uniquement dans le VIH-1. Dans le 

VIH-2, elle est remplacée par Vpx.  

Vpu assure deux fonctions primaires au cycle réplicatif du VIH-1 : i) elle se lie via son domaine 

C-terminal aux récepteurs CD4 dans le réticulum endoplasmique ou ils sont synthétisés (250) et 

active leur dégradation via le protéasome en recrutant plusieurs facteurs cellulaires (251) (Figure 

19). Le transfert des complexes Vpu-CD4 vers le protéasome requiert la phosphorylation des 

résidus Ser52 et Ser56 (252), ii) Vpu stimule la libération des particules virales à la surface des 

cellules infectées via son domaine TM. Cette fonction de Vpu n’a pu être observée que dans 
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certains types cellulaires, notamment dans les cellules exprimant de manière importante un 

interféron α, la « tetherin » appelée aussi CD317 ou BST-2 (253,254). Les mécanismes 

d’inihibition du bourgeonnement viral par cet interféron et l’échappement à cette inhibition 

induit par Vpu ne sont pas encore réellement établis, mais il semblerait que Vpu empêche la 

tetherin de se localiser au sein de régions membranaires enrichies en cholestérol et protéines 

(rafts), lieu de bourgeonnement préférentiel du VIH-1 (253-255).  

 

Figure 19 : Modèles de la structure de Vpu du VIH-1 (256) 
Dans les deux modèles Vpu présente les 3 hélices alpha dont l’hélice 1 est transmembranaire. Les hélices 2 et 3 
représentent le domaine cytoplasmique de Vpu. Dans le modèle I, les deux hélices cytoplasmiques sont alignées et 
présentent ainsi les deux résidus sérines phosphorylés vers le cytoplasme. Dans le modèle II, les deux hélices 
cytoplasmiques sont orientées de manière quasi parallèle et les deux phosphosérines dépassent à partie de la boucle 
reliant les deux hélices.  
 

B.2.1.3.6. Vpr (Viral protein R) 

Vpr est une protéine de 96 acides aminés qui a un poids moléculaire de 14 kDa, codée par le 

gène vpr. Ce gène, dont le cadre de lecture chevauche celui de vif et de tat en 5’ et 3’ 

respectivement, est très conservé parmi les différents sous-types viraux du VIH-1. Elle est 

encapsidée à raison d’environ 275 molécules par virion (257), grâce à son interaction avec le 

domaine C-terminal du précurseur Gag (258). Dans le virion, Vpr est localisée dans la 

nucléocapside (259), en association avec l’ARN viral (260). Vpr est détectée dans le sang des 

patients infectés et interagit avec de nombreuses cibles cellulaires (261). Différentes fonctions 

ont été attribuées à Vpr incluant : i) la stimulation de l’expression génique à partir du LTR (262). 

Cette activation est médiée par des interactions entre Vpr et Sp1 (263,264), TFIIB (265) et 
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TFIID (265). Vpr permet aussi l’expression des gènes à partir des promoteurs cellulaires en 

activant les récepteurs aux glucocorticoides (265). ii) La facilitation du transport nucléaire du 

complexe de préintégration (PIC) via l’interaction directe de Vpr avec les importines (266) et les 

nucléoporines (267). iii) L’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 favorable à la réplication virale 

et l’activation du LTR. Cet effet serait médié par l’interaction de Vpr avec de nombreux facteurs 

de régulation du cycle cellulaire (264). La déstructuration de l’architecture de l’enveloppe 

nucléaire et la perte de compartimentation des protéines de régulation, induites par Vpr, seraient 

aussi à l’origine de l’arrêt du cycle en phase G2. iv) L’induction de l’apoptose via deux voies, 

dépendantes et indépendantes des caspases (268,269). Bien que ce mécanisme reste à élucider, 

Vpr a un effet direct sur la perméabilité de la mitochondrie en interagissant avec des protéines du 

pore mitochondrial (270), ce qui conduit à l’apoptose des cellules infectées ou saines.  

Par ailleurs, l’équipe de M. Benichou a démontré par un test double hybride que Vpr interagit 

uniquement avec la forme non maturée de p6, p6 au sein de Pr55Gag et NCp15 (NCp7+p6). 

Aucune liaison entre la forme mature de p6 et Vpr n’a pu être identifiée. Cependant, d’autres 

auteurs ont pu démontrer clairement que Vpr interagit avec la protéine mature (271). Plusieurs 

équipes ont montré également une interaction in vitro entre Vpr et la NCp7 (46,272,273). De 

plus, Vpr est capable d’interagir avec le domaine C-terminal de la MA libre (274). Il a été 

montré aussi que Vpr est capable de se lier aux acides nucléiques (260,275-277). De manière 

intéressante, la protéine p6 était absente des particules virales isolées par des méthodes 

biochimiques et de centrifugation, alors que la protéine Vpr était retrouvé dans ces particules 

virales (178). La quantité de Vpr incorporée dans le virion est donc très variable et peut être 

modulée par le niveau d’expression protéique des cellules.  

Les structures du domaine N-terminal (278) et du domaine C-terminal (279) ont tout d’abord été 

résolues de façon indépendante par RMN, indiquant une succession d’hélices α pour les deux 

domaines. Puis la structure de cette protéine a été résolue par Wecker et al (280). La structure 

obtenue présente trois hélices α entourées de deux domaines flexibles. De plus, il a été montré 

que le domaine N-terminal de Vpr, contient 4 prolines qui sont hautement conservées et 

subissent une isomérisation cis/trans (281,282). Ces isomérisations sont dû à l’interaction entre 

les acides 14 et 35 de Vpr avec une peptidyl-isomérase, la cyclophiline A, incorporée au virion 

du VIH. Le domaine C-terminal de Vpr contient 6 arginines entre les résidus 73 et 96. Ce 
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domaine serait responsable de la capacité de Vpr à traverser les membranes cellulaires (283-285) 

(Figure 20).  

 

 
Figure 20 : Structure RMN de la protéine Vpr du VIH-1 : Elle  contient 3 hélices α  qui sont formées par les acides 
aminés 17-33, 38-50 et 54-77  colorés en mauve, bleu et orange respectivement. Les structures en boucle et les 
domaines N-(1-13) et C-terminales (78-96) flexibles et non structurées en solution sont représentés en vert. 
(286,287). 

C La structure de la particule virale  

                                                                                                                                                                                     

La particule mature du VIH-1 est une particule sphérique de 100 à 120 nm de diamètre. Elle est 

issue de l’assemblage et de la maturation des polyprotéines Pr55Gag, Pr160Gag-Pol et Env gp160 

(Figure 21). La membrane du VIH-1 est une membrane plasmique cellulaire acquise lors du 

bourgeonnement, dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines d’enveloppe virale (gp 120 et gp 

41) et des protéines d’origine cellulaire (22) (Figure 21). Les protéines p17 (MA p17) formant la 

matrice tapissent la face interne de la membrane virale et sont étroitement associées à la 

membrane par leur extrémité N-terminale myristilée 

La structure centrale, appelé nucléoîde ou « core », est délimitée par la capside (CA p24). Ces 

protéines s’agrègent pour former une structure icosaédrique, dans laquelle l’ARN génomique 

dimérique est recouvert et protégé par de nombreuses protéines de nucléocapside (NCp7). La 

capside constitue la coque du noyau viral en forme de tronc de cône. Elle est formée par 

l’assemblage de la protéine p24. Au cœur de la capside, environ 1500 à 2000 molécules de 

protéines de la nucléocapside (NCp7) en étroite association avec le génome d’ARN viral 
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dimérique (288). L’ARNtLys3 cellulaire, servant d’amorce à la transcription inverse, les enzymes 

virales protéase (PR), réverse transcriptase (RT) et intégrase (IN) et les protéines auxiliaires Vpr, 

Vif et Nef sont également présents au cœur de la capside (Figure 21). Un grand nombre de 

protéines et d’acides nucléiques cellulaires sont aussi encapsidés dans la particule virale, 

notamment la cyclophiline A (289). 

 

 

Figure 21: A Particules virales matures vues en cryomicroscopie électronique, B : Représentation schématique 
indiquant les constituants d’une particule virale mature.  
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D Cycle réplicatif du VIH-1 

Les étapes du cycle viral sont résumées dans la figure 22. La phase pré-intégrative du cycle 

englobe les étapes d’entrée du virus et de transcription inverse conduisant à l’intégration de 

l’ADN proviral dans le génome de l’hôte. La phase post-intégrative débute par l’expression du 

génome viral et comprend l’ensemble des évènements conduisant à l’assemblage, au 

bourgeonnement et à la maturation des virions.  

 
Figure 22 : Cycle de réplication du VIH-1 (290). 

 

D.1. Les phases précoces de la réplication du VIH-1 

D.1.1 Reconnaissance, fusion et entrée 

Le virus VIH-1 infecte les cellules à récepteur CD4 comme les lymphocytes T auxilliaires, les 

cellules de la lignée monocyte-macrophage, les cellules dendritiques et les cellules neuronales. 
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La protéine de surface gp120 sous forme trimérique reconnaît spécifiquement les récepteurs 

CD4, situés à la surface des lymphocytes T. Cette interaction induit un changement 

conformationnel de la gp120 qui permet à la protéine d’enveloppe du virus de se lier également à 

des co-récepteurs, les récepteurs aux chimiokines : CXCR4 (qui facilitent l’entrée du virus dans 

certaines cellules T) et CCR5 (qui facilitent l’entrée du virus dans les macrophages, les cellules 

dendritiques et certaines cellules T). Assemblés sous forme de trimères à la membrane 

virionique, les protéines gp41 permettent alors la fusion des membranes du virion et de la cellule 

hôte (Figure 23).   

Les virions du VIH-1 peuvent pénétrer dans une cellule par endocytose. Plus récemment, une 

nouvelle forme d’entrée du VIH-1 a été déterminée. Il s’agit de la transmission de cellules en 

cellules, notamment par la formation de «  synapses virologiques (291) ». 

 

 
 

Figure 23 : Représentation shématique des étapes d’entrée du VIH-1, dans la cellule cible (41). 
Premièrement, il y a reconnaissance spécifique entre la glycoprotéine d’enveloppe gp120 et le récepteur CD4 
présent à la surface de la cellule cible. Puis, cette interaction entraine un changement conformationnel de gp120 
requis pour la reconnaissance et l’interaction avec le co-récepteur CCR5 ou CXCR-4. Cependant, dans la structure 
native du trimère gp120/gp41, le peptide de fusion est inaccessible. Pour cela, l’association du complexe gp120/CD4 
au co-récepteur est nécessaire pour permettre l’exposition du peptide de fusion de gp41, qui va s’ancrer dans la 
membrane de la cellule hôte. Ensuite, il y a rapprochement des deux membranes et leur fusion sera facilitée par un 
réarrangement conformationnel de gp41, qui conduit à la formation de trois motifs structuraux de type « coiled 
coil » résultant d’une interaction entre les hélices N et C terminales de chaque monomère.    
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D.1.2 La transcription inverse  

Lorsque la fusion des membranes virales et hôtes a été effectuée, la capside et son contenu 

pénètrent dans le cytoplasme puis  l’ARN génomique et les protéines encapsidées sont libérés 

(étape de désassemblage).  

L’ARN génomique viral contenu dans la capside se retrouve dans le cytoplasme de la cellule 

infectée. 

Le processus de la transcription inverse est initié grâce à l’ARNtLys portant un groupement 3’OH 

utilisé comme amorce pour la synthèse de l’ADN. Cet ARNt se fixe d’abord sur l’ARN viral au 

niveau du site PBS « primer binding site » (Figure 24). La RT reconnait le complexe ARNt/ARN 

et initie la transcription inverse en procédant à l’élongation de l’extrémité 3’ de l’amorce, 

synthétisant ainsi le brin négatif d’ADN jusqu’à l’extrémité 5’ de l’ARN viral. L’ADN formé à 

cette étape s’appelle brin négatif d’ADN « strong stop » contenant les séquences U5 et R. 

L’ARNt reste attaché à l’extrémité 5’ de ce brin. Afin de continuer la synthèse du brin négatif, 

l’ADN « strong stop » doit être transféré à l’extrémité 3’ de l’ARN génomique. Ce saut ou 

transfert, a lieu suite à la dégradation du brin d’ARN rétrotranscrit (U5 et R) du complexe 

ARN/ADN par l’action de l’activité RNase H. Une fois transféré à l’extrémité 3’ du génome 

viral, l’ADN « Strong-Stop » (-) servira d’amorce à la synthèse du brin d’ADN(-) qui se poursuit 

jusqu’au PBS. Au cours de la synthèse de ce brin, la RNase H procède à la dégradation de l’ARN 

du complexe hybride ARN/ADN. Cependant, deux séquences d’ARN, résistantes à la RNase H, 

sont épargnées. Il s’agit des séquences ppt « polypurin tract ». Une à côté de U3 du LTR 3’ et 

l’autre au centre du génome nommé PPTc (38). Ces deux petites séquences servent d’amorces 

pour la synthèse du brin d’ADN (+). La synthèse à partir du PPT se termine après avoir 

rétrotranscrit une partie de l’ARNtLys encore attachée à l’ADN (-). Le clivage de l’ARNtLys par 

l’activité RNase H de la RT s’effectue entre les ribonucléotides A et C de l’extrémité 3’ de 

l’ARNt3
Lys, laissant A lié à l’ADN. Cette excision conduit au second saut de brin. Il implique 

l’ADN « Strong-Stop » (+) qui est transféré et s’hybride à l’extrémité 3’ de l’ADN (-) via la 

reconnaissance spécifique de deux PBS. A ce stade, les brins (-) et (+) poursuivent leur synthèse 

jusqu’à ce qu’ils forment l’ADN proviral double brin présentant à ses extrémités les séquences 

LTR.  
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Après le deuxième saut de brin, et au cours de la synthèse de brin, il y a également libération 

d’une petite séquence de 99 nucléotides, le « DNA flap » spécifique aux lentivirus et participant 

à l’importation de l’ADN proviral au sein du noyau de la cellule hôte (292). La conséquence clé 

des deux translocations qui ont lieu durant la transcription inverse est la duplication des 

séquences : U5 durant la translocation du brin négatif et U3 durant la translocation du positif. 

L’ADN résultant contient deux LTR. Chacun est constitué des séquences U3-R-U5.  

 
Figure 24 : Représentation schématique de la transcription inverse du VIH-1 
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D.1.3 Import nucléaire et intégration 

Le complexe de pré-intégration possède un diamètre de 56nm alors que le pore nucléaire autorise 

le passage bi-directionnel de macromolécules dont le diamètre est inférieur à 25nm. Le 

mécanisme de pénétration du complexe de pré-intégration dans le noyau ne peut donc être passif 

et en effet, plusieurs des protéines présentes dans le PIC possèdent des signaux de localisation 

nucléaire (NLS) : la matrice, l'intégrase et Vpr (voir revue (293). Ces signaux de localisation 

nucléaire sont en général composés d'acides aminés basiques (Figure 25). 

L'import des protéines contenant des NLS est pris en charge par le système karyophérine. La 

karyophérine α se lie directement aux protéines et la karyophérine β augmente l'affinité de la 

karyophérine α pour les NLS. Certaines karyophérines β font exception et se lient directement 

aux NLS, par exemple la transportine. Il a été démontré récemment que le VIH-1 peut utiliser 

l’importine 7 pour assurer l’import nucléaire de son PIC (294). Cependant, seules les protéines 

possédant un signal de localisation nucléaire (NLS) peuvent être prises en charge par les 

importines.  

Des NLS ont pu être identifiés dans l’IN, la MA et Vpr. Cependant, le mécanisme exact de 

l’import du PIC, utilisant l’un ou l’autre de ces NLS, n’a pas encore été établi. La mutation des 

protéines virales contenues dans le PIC, au sein de leur NLS, n’influence peu ou pas du tout 

l’infectiosité du VIH-1, puisque ces signaux de localisation nucléaire agissent de manière 

concomitante et peuvent se remplacer naturellement.   

L’intégration, catalysée par l’intégrase (IN), va permettre d’intégrer dans le génome de la cellule 

hôte l’ADN proviral qui vient d’être synthétisé. Dans un premier temps, IN reconnaît les 

extrémités de chaque LTR. La séquence reconnue est d’environ 20 paires de base (295). IN va 

ensuite exciser les nucléotides adjacents aux dinucléotides CA hautement conservés dans les 

parties U5 et U3 de la séquence LTR (296-298). Cette réaction a lieu en milieu aqueux et le 

groupe hydroxyle laissé aux extrémités permettra l’insertion dans l’ADN de la cellule par une 

réaction de trans-estérification, l’ADN cellulaire aura été au préalable clivé par l’intégrase.  

Il a également été montré que NCp7 stimulerait l’intégration (299,300). La protéine de la 

nucléocapside agit par plusieurs mécanismes. Tout d’abord, elle stimule l’intégration (299) en 

facilitant l’ouverture des extrémités de séquences nucléotidiques (301-304). Ces extrémités 

ouvertes sont alors plus aptes à fixer l’ADN du virus. D’autre part comme la NCp7 recouvre 
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entièrement l’ADN viral par son activité histone, elle va masquer les sites de liaison non 

spécifiques de IN avec l’ADN et va donc stabiliser la liaison de IN aux extrémités de l’ADN 

viral (299,300). Enfin, les parties basiques de la NCp7 sont capables d’interagir avec le doigt de 

zinc d’IN et donc de stabiliser le complexe IN/ADN. A l’instar d’autres protéines décrites ci-

dessus, la NCp7 agit comme un cofacteur de l’intégrase.  

 

 
 
Figure 25 : Illustration de la translocation nucléaire du complexe de préintégration (PIC) à travers les pores 
nucléaires et la sélection du site d’intégration cible dans le chromosome de l’hôte. 

 

D.2. Les phases tardives (post-intégratives) de la réplication du VIH-1 

Le processus d’expression des gènes viraux comporte 4 étapes : (1) la transcription de l’ADN 

proviral et (2) l’épissage du transcrit primaire. Ensuite les étapes (3) d’export nucléaire et (4) de 

traduction des ARN messagers.  

 

D.2.1 Transcription de l’ADN proviral 

Après intégration dans le génome cellulaire, la transcription du provirus VIH se fait par l’ARN 

polymérase II, au même titre que l’ADN cellulaire. La région U3 du LTR contient la boîte 

TATAA sur laquelle se fixe le complexe de transcription cellulaire. En amont de la boîte 

TATAA, on retrouve de nombreux signaux d’initiation de la transcription, dont trois séquences 
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régulatrices SP1, précédées de deux enhancers où se fixe le facteur de transcription NF-κB. De 

plus, la région R  à l’extrémité 5’ de l’ARN nouvellement synthétisé, possède une structure tige 

boucle, appelée TAR (« trans-activation responsive »), nécessaire à la fixation de la protéine Tat. 

L’ARN génomique transcrit est ensuite modifié par polyadénylation à l’extrémité 3’ et par 

addition d’une coiffe en 5’ grâce à des enzymes cellulaires. Le génome viral du VIH-1 est 

composé de neuf cadres de lecture codant pour quinze protéines. 

D.2.1.1. Epissage du transcrit primaire  

La transcription du génome du VIH-1 conduit à la formation d’une trentaine de transcrits. Ces 

transcrits peuvent être divisés en trois classes (Figure 26) ; 

-L’ARN-non épissé de 9 kb permet la synthèse des précurseurs protéiques Gag et Gag-Pol ; 

-Les ARN mono-épissés de 4 kb générés par élimination du premier intron qui codent les 

proteines Env, Vpr, Vpu et Vif ; 

-Les ARN multi-episses de 2 kb qui ne contiennent plus d’introns, expriment les proteines Nef, 

Rev et Tat. 

 
Figure 26 : Profil d’épissage de l’ARNg du VIH-1 (216). La transcription permet la synthèse d’un ARN pré-
messager qui contient de nombreux sites donneurs  (SD) et accepteurs (SA) d’épissage. L’épissage alternatif est à 
l’origine de la production d’ARN mono (4Kb) et multi-épissés (1.8Kb), les exons qui composent les ARN épissés 
majeurs sont indiqués. Les espèces désignées par un « I » correspondent aux ARN épissés complètement épissés. 
L’exon 1 non-codant est présent sur tous les ARN épissés du VIH-1. 
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D.2.1.2. Transport des ARN messagers et de l’ARN génomique 

Le maintien d’un équilibre précis entre les différents ARN (épissés et non épissés) est primordial 

pour la multiplication du virus. En plus d’une régulation fine de l’épissage, le virus VIH-1 

produit la protéine Rev qui facilite le transport des transcrits non épissés. En fonction de leur 

concentration cellulaire, des protéines Rev peuvent venir se fixer sur RRE (élément structuré de 

l’ARN viral contenant un site primaire de forte fixation de la proteine Rev) (pour revue, (305)). 

En phase précoce, lorsque la protéine est présente en faible quantité dans la cellule infectée, la 

fixation n’a lieu qu’au niveau du site de haute affinité. L’action de Rev sur le transport est faible 

et les ARN épissés sont maintenus dans le noyau par interaction avec les facteurs d’épissage, 

jusqu’à ce qu’ils soient complètement épissés. En phase tardive, de plus grandes quantités de 

protéine Rev sont synthétisées et s’oligomérisent le long de l’élément RRE favorisant le 

transport des ARN peu ou pas épissés (Figure 27). Au sein de l’oligomère, des interactions 

créées ont pour effet de démasquer le signal d’export nucléaire. Le transport dans le cytoplasme 

se fait ensuite via le système d’export CRM1/Ran GTP (Figure 27). D’autres éléments de 

séquence comme l’élément d’instabilité INS20 contenu dans l’ORF de la matrice de Gag, et des 

éléments introniques riches en A et U, et répartis sur toute la longueur du génome viral, appelés 

CRS21, pourraient intervenir dans la localisation des ARN viraux dans un compartiment 

spécifique du noyau. Ce qui permet d’éviter la dégradation des ARN non épissés (306). Donc, la 

protéine Rev joue un rôle primordial dans l’expression des gènes du virus VIH-1. Elle permet le 

passage de la phase précoce d’infection, où il y a production des ARNm multiplement épissés 

codant les protéines régulatrices, à la phase tardive d’infection, au cours de laquelle les ARNm 

sont peu ou non épissés et permettent la production des protéines structurales, auxiliaires et à 

activité enzymatique. 

Une fois acheminé au sein d’une région péricentriolaire, l’ARNg bifonctionnel peut être traduit 

au niveau des polysomes libres afin de donner naissance aux précurseurs Gag et Gag-Pol et/ou 

être dirigé au site d’assemblage où il sera encapsidé (307). La régulation de ces deux événements 

implique deux cas de figure : soit le même transcrit réalise ces deux fonctions de façon 

indépendante et/ou concomitantes, soit il existe deux populations distinctes d’ARNg. Chez un 

rétrovirus simple comme MLV, deux populations d’ARN génomiques coexistent, l’une pour 

l’encapsidation et l’autre pour la traduction (308,309).  Dans le cas des rétrovirus complexes tel 
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que SIV, l’ARN génomique encapsidé est celui qui est traduit en protéines Gag (310)  alors chez 

VIH-1 et 2, l’ARN encapsidé ne nécessite pas obligatoirement sa traduction (307,311). La 

régulation de la traduction sera détaillée dans le chapitre III.  

 

 

 

Figure 27 : Transport nucléo-cytoplasmique Rev-dépendant des ARN non et mono-épissés (adapté de (312)). 

 

D.3. Traduction des ARN messagers 

La synthèse des protéines virales est réalisée classiquement par la machinerie de traduction de la 

cellule hôte. Les protéines Env et Vpu, et les précurseurs Gag et Gag-Pol, sont obtenus à partir 

d’ARNm bi-cistroniques. Dans le cas de Vpu et Env, les deux ORF sont chevauchantes. La 

traduction de la protéine Env dépend d’un mécanisme appelé « leaky scanning ». La faible 

efficacité du site d’initiation de la traduction de l’ORF Vpu autorise l’utilisation du codon 

d’initiation de l’ORF Env situé en aval (313,314). La synthèse du précurseur protéique Gag-Pol 

est obtenue grâce à un décalage du cadre de lecture des ribosomes en fin de traduction du 

précurseur Gag.  

L’initiation et la régulation de la traduction chez les eucaryotes ainsi que chez les rétrovirus 

notamment le VIH-1 sera décrite en détails dans le chapitre III. 



Introduction 

 

 64

D.4. Assemblage 

La polyprotéine Gag du VIH-1, est l’élément central pilotant la formation des particules virales  

(315,316). De nombreux travaux montrent que cet assemblage résulte d’une polymérisation de 

Gag impliquant deux plateformes. L’une est lipidique avec l'ancrage du myristate en N terminal 

du domaine MA de Gag dans une membrane cellulaire et l'interaction de ses acides aminés 

basiques avec les charges négatives des phosphatidylinositol 4,5-biphosphate de la membrane 

plasmique (MP) (317). L’autre plateforme est nucléique avec une interaction entre la (NCp7) de 

Gag et l’ARN génomique. Par ailleurs, les domaines de Gag indispensables à sa polymérisation 

sont localisés au niveau de la capside (région MHR (Major Homology Region) (318)) et dans le 

domaine N terminal de la NC (319-322). 

Plus récemment, il a été montré que dans la phase tardive du cycle la NCp7, au sein du 

précurseur Gag (appelée ci-dessous GagNC), possédait aussi un rôle essentiel dans l’assemblage 

(315). En effet, les parties basiques de la protéine sont indispensables pour la formation des 

polymères Gag-Gag et permettent également la reconnaissance ‘non spécifique’ d’un ARN 

(102,320-322,323 ,324). De leur côté, les motifs dactyles seraient plus impliqués dans le trafic 

intracellulaire de Gag (325) et dans la reconnaissance des partenaires cellulaires lors du 

bourgeonnement (102,103 ). Enfin, des mutations de la NCp7 donnent lieu à une RT tardive 

suggérant que la NCp7 via son rôle dans les interactions Gag-Gag puisse contrôler de manière 

temporelle le déclenchement de la reverse transcription (326,327). 

Les études sur l’assemblage de Gag puis son trafic et sa localisation à la MP aboutissant au 

bourgeonnement ont soulevé de nombreuses questions. Ainsi, le degré d’oligomérisation de Gag 

dans le cytoplasme et le mécanisme d’assemblage au niveau de la MP restent mal connus 

(102,328,329). Par ailleurs, l’assemblage a lieu principalement à la MP dans des cellules HeLa, 

Cos, 293T et T alors que dans les cellules de type macrophage et dendritique, il a lieu 

principalement au niveau de compartiments intracellulaires type LE (Late Endosomes)/MVB 

(Multi-Vesicular Body) (330). Cette localisation intracellulaire pourrait provenir soit d’un trafic 

par la voie endosomale de Gag soit de la MP après endocytose avant d’être dirigé vers une 

dégradation (331,332 ,333 ,334 ,335). Outre les différents types cellulaires et une éventuelle 

différence de détectabilité des différentes populations de Gag par immunofluorescence ou pas 

fusion à la GFP (336), le facteur temps pourrait être à l’origine de ces différences de voies. En 
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effet, beaucoup d’expériences sont réalisées à un temps fixe post-transfection alors que des 

études en temps réel ont montré un parallèle entre la diminution de Gag dans des vésicules et 

l’augmentation de celle-ci à la MP (333,337 ). Enfin, parallèlement à cet assemblage, la partie C 

terminale de Gag correspondant à la NCp15 (NC+p6) recrute des facteurs cellulaires (Tsg 101, 

ALIX) permettant la fermeture des membranes et le relarguage des particules (338) (Figure 28).  

Les avancées techniques récentes dans le domaine de la microscopie à fluorescence ont permis 

de suivre la protéine Gag dans les cellules vivantes. La protéine fluorescente XFP (X= eGFP, 

mCherry, C, Y)  a été placée soit en position C terminale soit en aval de la matrice. Dans ce 

dernier cas les propriétés d’assemblage et la fonctionnalité de la protéine sont proches de la 

protéine sauvage (339). Ces études détectent des interactions Gag-Gag principalement au niveau 

de la MP (324 ,340,341). Par ailleurs, un tag tetra-cystéine (TC) a été placé aux mêmes 

positions ; la taille de cette séquence de 12 résidus étant compatible avec le suivi des particules 

dans les cellules (342). Cette séquence interagit de manière irréversible avec FlAsH ou ReAsH 

pour une émission de fluorescence respectivement dans le vert ou dans le rouge (343). Avec cette 

approche, le groupe de Freed montre que, dans les macrophages, les vésicules intracellulaires de 

Gag seraient plus particulièrement utilisées pour infecter une cellule saine par contact cellule-

cellule (344). De plus, avec une approche similaire il a été confirmé, dans les cellules HeLa, que 

Gag utilisait la voie MVB/LE pour s’assembler (345). De façon tout à fait complémentaire, des 

études biochimiques de fractionnement sub-cellulaires de lymphocytes-T chroniquement infectés 

et d’immunofluorescence de cellules HT montrent également un possible assemblage de Gag 

intracellulaire (332,333). Tous ces résultats soulignent l’importance des modèles cellulaires 

utilisés pour étudier le trafic et l’assemblage de Gag.  

Enfin, des données récentes, utilisant une approche de microscopie TIRF (Total Reflection 

Internal Fluorescence) ont permis de suivre l’apparition/disparition de la particule virale au 

niveau de la membrane plasmique. Ces données, obtenues sur cellules HeLa, montrent qu’une 

première population de particules virales apparait/disparait avec des temps très courts (5-10 sec.) 

et leur co-localisation avec le marqueur d’endosomes CD63 suggère leur internalisation par 

endocytose (110). Une deuxième population est décrite avec une cinétique d’apparition de Gag 

de l’ordre de dix minutes suivie d’une période plus longue d’environ 25 minutes pouvant 

correspondre soit à un assemblage au niveau de la MP à partir d’une fraction cytosolique de Gag 
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soit à une ré-internalisation de Gag dans le cytoplasme (109,110 ). Ainsi, cette étape de 

localisation de Gag à la membrane et de bourgeonnement pourrait être influencée par un 

équilibre entre le relargage extracellulaire de Gag sous forme de particule virale et son 

internalisation dans la cellule par endocytose.  

 

Figure 28 : représentation schématique de Pr55Gag et ses domaines constitutifs. (A) Les positions de la matrice 
myristoylé (MA), capside (CA), nucléocapside (NC), la p6 et les peptides SP1, SP2 au sein du Pr55Gag non clivé sont 
indiquées.  (B) Les domaines de la matrice contribuant à l’assemblage du virus, adressage de Gag à la membrane, 
des étapes après l’entrée du virus et l’incorporation de Env sont montrés. La région de Gag qui forme un domaine 
globulaire central est indiquée. La présence d’un domaine hautement basique à côté de l’extrémité N-terminal est 
montrée. (C). Les domaines N- et C-terminal de dimérisation sont indiqués. Les sites de liaison au CypA et la région 
MHR sont montrés. (D) la séquence en acides aminés de la NCp7 est indiqué ainsi que les domaines en doigt de 
zinc. (E) la région N-terminale impliquée dans la libération du virus et la région C-terminale de la p6 interagissante 
avec Alix sont indiqués. Adapté de (315). 

 



Introduction 

 

 67

D.5. Bourgeonnement  

Le bourgeonnement des virions se fait généralement au niveau des radeaux lipidiques ‘rafts’, ce 

qui leur confère une membrane riche en cholestérol (346). Le virus emporte également avec lui 

des protéines de surface cellulaire, qui seront ancrées dans l’enveloppe. Selon les cas, elles 

correspondent aux marqueurs des radeaux lipidiques ou à ceux des endosomes (347). Ainsi, il 

semble que les deux sites peuvent coexister. Le bourgeonnement est majoritairement observé au 

niveau des endosomes dans les macrophages (348) et de la membrane plasmique dans les 

lymphocytes. La libération des virions à la membrane plasmique serait associée au caractère aigu 

des infections, caractérisé par une production virale massive, des effets cytopathiques importants 

et une forte mortalité cellulaire, ce qui n’est pas le cas lors de l’exocytose des virions par fusion 

des endosomes tardifs à la membrane plasmique.  

Dans les deux cas, le virus détourne la voie cellulaire d’expulsion des exosomes, le système VPS 

(« Vesicular Protein Sorting ») afin de libérer les virions. Ce système est composé des complexes 

ESCRT-I, II et –III (Endosomal Sorting Complex Required for Transport). Le précurseur Gag 

recrute les éléments nécessaires au relargage des virions (131) grâce à son domaine p6 (domaine 

« L »). Ce peptide permet l’interaction avec des membres du complexe ESCRT-I, Tsg101 et 

AIP-1/Alix, requis lors des phases tardives du bourgeonnement et de la libération des particules 

virales.  

 

D.6. Maturation de la particule virale 

Les virions ayant bourgeonnés de la membrane plasmique de la cellule hôte ne sont pas 

infectieux et doivent subir une étape de maturation (pour revue (349)). La maturation est réalisée 

par la protéase virale qui va cliver les précurseurs Gag et Gag-Pol de façon séquentielle en 

protéines matures Gag (MA, CA, NC, p6) (Figure 29) et Pol (PR, IN, RT). Le clivage 

protéolytique est une étape critique dans la morphogenèse du VIH-1 qui permet le changement 

en forme conique du « core » viral. La maturation est la dernière étape du cycle de réplication du 

VIH-1 et est indispensable à la production de virus infectieux. 
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Figure 29 : étape de clivage séquentiel de Gag en différents domaines par la protéase virale pendant la maturation 
du virus.   
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Chapitre III : Régulation de la traduction chez les 

eucaryotes et les rétrovirus  

A La traduction chez les eucaryotes 

La traduction est le processus qui permet de synthétiser les protéines. Cette synthèse est 

effectuée par le ribosome, un complexe ribonucléoprotéique de grande taille qui incorpore  les 

acides aminés tout en se basant sur l’information contenue dans les ARNm (Figure 30) 

(350,351). Un ARNm est une chaîne constituée d’une succession de nucléotides qui débute par 

une guanosine méthylée (m7G) appelée coiffe 5’ liée  au premier nucléotide. Il est généralement 

terminé  par une queue de poly(A) située en 3’. L’ARNm est traduit à partir d’un codon initiateur 

(AUG) et en terminant par un des trois codons de terminaison (UAG, UGA ou UAA). La 

séquence codante ou cadre ouvert de lecture (ORF) correspond à la région de l’ARNm qui est 

traduite par le ribosome.  

Les ARNt sont de petites molécules d’ARN de 75 à 95 nucléotides. Ils servent d’adaptateurs 

entre l’ARNm et les acides aminés.  Chaque ARNt contient un anticodon de trois nucléotides 

complémentaire d’un codon particulier et porte l’acide aminé correspondant à ce codon.  

Lorsqu’il y a un appariement entre un codon de l’ARNm et un anticodon de l’ARNt, le ribosome 

incorpore l’acide aminé porté par l’ARNt à la chaîne peptidique en croissance. 

Les étapes principales de la traduction chez les eucaryotes sont décrites dans ce chapitre ainsi 

que les deux modes d’initiation de ce processus.  
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Figure 30 : Représentation des deux sous-unités du ribosome lié à un ARNm (adapté de (352)). Les sites A, P, et E 
sont représentés sur la petite sous-unité (40S) et la grande sous-unité (60S). Le site T est représenté sur la 60S. Un 
aminoacyl-ARNt est présent au site d’entrée A/T. Un peptidyl-ARNt est présent au site P/P. Un ARNt désacétylé est 
présent au site E/E.  
 

B Les étapes de la traduction 

Le ribosome est une macromolécule composée d’ARN ribosomique (ARNr) et de protéines, d’où 

son nom de complexe ribonucléoprotéique. Il est formé de deux sous-unités, la petite et la grande 

(appelée 40S et 60S, respectivement, chez les eucaryotes, d’après leur coefficient de 

sédimentation).  

Chaque sous-unité comporte trois sites principaux de liaison aux ARNt : les sites A, P et E qui  

accueillent les ARNt selon leur état d’acylation. La 60S comporte un site supplémentaire appelé 
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site T. L’ARNt aminoacylé qui porte un acide aminé venant s’ajouter à la chaîne peptidique au 

niveau du site A (Aminoacyl-ARNt). Le site P (Peptidyl-ARNt) contient l’ARNt lié à la protéine 

en cours de synthèse. Le site E (Exit) admet l’ARNt déacylé avant sa sortie du ribosome. Un site 

hybride dit A/T englobant la portion du site A sur la 40S et le site T sur la 60S constitue le site 

d’entrée des ARNt où se lie un complexe ternaire qui comprend un aminoacyl-ARNt chargé d’un 

acide aminé et lié au facteur d’élongation eucaryote 1 (eEF1) et à une molécule de GTP. 

La traduction d’un ARNm par le ribosome comporte quatre étapes principales : l’initiation, 

l’élongation, la terminaison et le recyclage des ribosomes. Pour chacune des étapes, le ribosome 

est assisté par plusieurs facteurs cellulaires (353-357). 

L’initiation : commence par la reconnaissance de l'extrémité 5' coiffée de l'ARN messager par la 

petite sous-unité du ribosome chargée d'un ARNt méthionine initiateur (Met-ARNti Met)  

localisé au site P. Puis, il y aura formation du complexe 43S avec plusieurs facteurs de 

transcription (ou eIF pour « eukaryotic Initiation Factors »). Ce complexe progresse ensuite le 

long de la région 5’ non traduite (5’UTR) jusqu’à atteindre le codon d’initiation (étape de 

« balayage ») où le ribosome complet (80S) sera assemblé et sera prêt à débuter un cycle 

d’élongation. Chez les eucaryotes, l’initiation peut être coiffe-dépendante ou IRES-dépendante, 

c’est-à-dire que la 40S peut se lier au messager soit au niveau de la coiffe soit au niveau d’un site 

localisé à l’intérieur du messager appelé IRES (ces deux modes d’initiation seront décrits en 

détail dans le paragraphe C de ce chapitre).  

L’élongation : lors de cette étape, il y aura synthèse de la chaine peptidique par le ribosome en 

suivant les informations contenues dans l’ARNm. D’abord, le ribosome vérifie les interactions 

codon-anticodon. Le peptide en croissance est alors immédiatement transféré du peptidyl-ARNt 

situé au site P/P sur l’acide aminé de l’aminoacyl-ARNt nouvellement accommodé au site A/A 

avec formation d’un nouveau lien peptidique. Ensuite, le peptidyl-ARNt allongé d’un acide 

aminé et l’ARNt désacétylé de la chaîne peptidique sont déplacés respectivement dans les sites 

P/P et E/E en entraînant le messager. C’est la translocation qui nécessite l’aide d’un second 

facteur, eEF2, et l’hydrolyse du GTP. L’ARNt désacétylé est alors expulsé du ribosome. Le 

ribosome assure la fidélité de la traduction et le maintien du cadre de lecture tout au long de 

l’élongation. L’étape d’élongation est répétée jusqu’à ce que le ribosome rencontre un codon de 

terminaison au niveau de son site A/A. 
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La terminaison : À ce moment, il y aura arrêt de la traduction. Lorsqu’un codon de terminaison 

se trouve au site A/A, le facteur de terminaison eucaryote 1 (eRF1) le reconnaît et va occuper ce 

site. En association avec le facteur de terminaison eucaryote 3 (eRF3), il déclenche l’hydrolyse 

du lien entre la chaine peptidique et le peptidyl-ARNt auquel elle est attachée. La protéine 

nouvellement synthétisée est relâchée. 

Recyclage des ribosomes : La 60S est dissociée de la 40S liée à l’ARNt et à l’ARNm grâce aux 

facteurs d’initiation eIF3 et eIF1A (356,358,359). Ensuite, l’ARNt désacétylé au site P est 

relâché grâce au facteur d’initiation eIF1, ce qui est suivi de la dissociation de l’ARNm et de la 

40S grâce à la sous-unité j de eIF3. Le Met-ARNti Met se lie alors au site P de la 40S pour 

former le complexe 43S avec des facteurs d’initiation. La 40S est prête à recommencer un 

nouveau cycle de traduction. 

 

C L’initiation de la traduction 

La traduction des gènes et particulièrement la phase d’initiation, est une étape importante de la 

régulation de l’expression génique, ce qui permet un contrôle rapide et réversible de l’expression 

des gènes. L’activité des facteurs d’initiation, leurs structures et leurs interactions avec le 

ribosome ont permis de mieux comprendre la complexité de l’initiation de la traduction. Il a été 

proposé, en plus du mécanisme classique d’initiation de la traduction coiffe-dépendant (360-

362), que la traduction puisse se faire par entrée interne au niveau de séquences IRES présentes 

dans le 5’UTR et gag (363,364). 

 

C.1. L’initiation coiffe-dépendante de la traduction 

La plupart des ARNm cellulaires sont coiffés au niveau de leur extrémité 5’et polyadénylé à leur 

extrémité 3’. Ces deux caractéristiques du point de vue structurale sont nécessaires pour la 

traduction efficace de l'ARNm via le mode coiffe dépendant. Il consiste à la liaison de la sous-

unité ribosomique 40S à l’extrémité 5’ des ARNm, au niveau de la structure coiffe. Cet 

événement nécessite au moins 12 facteurs d’initiation eucaryotes eIFs (365). L’initiation coiffe-

dépendante débute par l’interaction du complexe ternaire eIF2-GTP/Met-ARNti
Met avec le 

complexe de pré-initiation 43S  qui comprend la 40S associés avec eIF3, eIF1 et eIF1A. En 
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parallèle, le complexe eIF4F formé par eIF4G, eIF4A et eIF4E interagit avec l’extrémité 

5’coiffée de l’ARNm (Figure 31). eIF4E est le facteur liant la coiffe qui comprend une guanosine 

méthylée en position 7 et liée au second nucléotide par une liaison 5-5’ phosphodiester 

inhabituelle (366,367). Le complexe 43S est recruté au niveau de la structure coiffe de l’ARNm 

grâce à l’interaction de eIF4G, et eIF3 (368,369). Sachant que l’eIF4G est une large protéine 

d’échafaudage avec de multiples partenaires comme eIF4E, une protéine liant la queue de poly 

(A). eIF4G lie eIF4E, le facteur liant la coiffe, eIF4A, une hélicase d’ARN qui déroule les 

structures secondaires de l’ARN pour permettre le balayage de de la région 5’UTR par le 

complexe 43S avec hydrolyse d’ATP, et PABP, une protéine liant la queue de poly(A) en 

plusieurs copies. Cette liaison de PABP assure la circularisation de l’ARNm qui est nécessaire 

pour une initiation efficace. Généralement, les messagers cellulaires possèdent une région 

5’UTR peu structurée, ce qui facilite le balayage de l’ARNm par le ribosome. Le balayage se fait 

en direction 5’-3’ jusqu’à ce que l’anticodon du Met-ARNti Met reconnaisse le premier codon 

AUG placé dans le contexte approprié. Le contexte optimal (aussi appelé séquence Kozak) pour 

favoriser la reconnaissance d’un codon d’initiation chez les eucaryotes supérieurs est GCC (A/G) 

CCAUGG avec une purine à la position -3 et une guanine à la position +4. Selon cette 

nomenclature, le A du AUG est à la position +1. La fidélité de la sélection du codon d’initiation 

est assurée par eIF1 et eIF1A. Suite à la reconnaissance du codon d’initiation, il y a formation du 

complexe 48S. Ensuite, il y a une hydrolyse du GTP lié à eIF2 qui entraine la dissociation du 

complexe 43S et les facteurs eIFs associés (Figure 31). La grande sous-unité ribosomal 60S vient 

se joindre à la 40S avec l’aide d’eIF5B et avec hydrolyse d’un GTP.  Une fois la 80S formée, 

l’élongation débute. D’autres ARNm ont développé une alternative au mécanisme classique 

d’initiation coiffe-dépendante comme le saut de ribosome ou shunting. Ce mécanisme permet de 

garder les structures secondaires intactes, en permettant au ribosome de « sauter » par-dessus de 

larges portions du 5’ UTR lors du balayage.  

L’initiation coiffe dépendante de la traduction de l’ARNg chez VIH-1 a été montrée ex vivo 

(370) et confirmée in vivo (371).  
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Figure 31 : Modèle de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes   

C.2. L’initiation IRES-dépendante de la traduction 

L’initiation de la traduction de certains ARNm viraux peut être effectuée au niveau d’une 

séquence appelée IRES (364,372-380). Un IRES est une région structurée de l’ARNm capable 

de recruter directement la sous-unité 40S du ribosome au niveau du codon de démarrage, 

indépendamment de la présence de la coiffe et du mécanisme de balayage. La traduction médiée 

par ces IRES permet d’échapper aux mécanismes contrôlant l’initiation coiffe-dépendante 

puisque les IRES sont fonctionnels même lorsque la traduction coiffe dépendante est 

compromise. L’avantage de ce mode de traduction consiste en la possibilité de traduire des 

ARNm viraux possédant des régions 5’UTR longues et hautement structurées qui seraient 

difficilement traduits de façon classique. 

Il existe une grande diversité d’IRES qui ne possèdent pas de consensus ni au niveau de la 

séquence ni au niveau de motifs structuraux (381-383). Le mécanisme utilisé par les IRES pour 

initier la traduction est hétérogène. Certains IRES positionnent directement le codon initiateur du 



Introduction 

 

 76

messager au site P de la 40S. D’autres recrutent la 40S près du codon initiateur puis utilisent un 

court balayage pour positionner le codon initiateur au site P de la 40S. Certains IRES peuvent 

même initier à deux codons d’initiation distincts et entrainer la production de protéines 

différentes (384) ou tronquées (385) ou allongées (386). 

Les IRES sont contrôlés par des facteurs cellulaires spécifiques appelés ITAF (IRES trans-acting 

factors) (373,380). Les ITAF sont en général des protéines chaperonne d’ARN qui ont aussi un 

rôle d’adaptateur facilitant le recrutement de protéines cellulaires notamment celle de la sous 

unité 40S.  Parmi ces ITAFs, on retrouve l’antigène La, les ribonucléoprotéines nucléaires 

hétérogènes (hnRNP) et la protéine Unr (upstream of N-ras). L’un des plus étudié est la protéine 

liant une séquence polypyrimidine (PTB), qui à l’instar des autres ITAF, est aussi impliquée dans 

l’épissage des ARN, et dans la translocation du noyau vers le cytoplasme des ARN… Un ITAF 

peut être positif, c’est-à-dire stimule l’activité d’un IRES, ou négatif en l’inhibant.  

Selon les caractéristiques structurales et fonctionnelles des eIFs et des ITAFs, les IRESes ont été 

classées en 4 groupes :  

- Groupe 1 : contient les IRESes des picornavirus et est divisé en deux sous-groupes majeurs 

l’entero-/rhinovirus (type I) et le cardio-/aphtovirus (type II). Les deux types d’IRESes ont 

différentes structures d’ARN avec certains motifs conservés comme le pyrimidine. D’un point de 

vue fonctionnel, l’initiation ne nécessite pas eIF4E mais nécessite au moins le fragment carboxy-

terminal de eIF4G (p100) dans lequel les sites de liaison de eIF4A et eIF3 sont présents 

(368,387). Ces eIF ne sont pas suffisants pour permettre un recrutement efficace du ribosome ce 

qui nécessite le recrutement des ITAFs (373,377).  

- Groupe 2 : contient les IRESes du virus de l’hépatite C (HCV) et les formes des IRESes du virus 

CSFV (Classical Swine Fever Virus). Dans ce groupe, l’attachement de la sous-unité 40S sur 

l’ARNm ne nécessite pas tous les eIFs, mais uniquement le complexe ternaire eIF2 et eIF3 pour 

donner le 48S PIC (388,389) ; L’association eIF4G/eIF4A n’est pas toujours nécessaire mais leur 

présence peut dans certains cas, améliorer le recrutement du ribosome (390-392). 

- Groupe 3 : contient les IRESes de la famille des dicistrovirus dont le virus de la paralysie du 

criket (CrPV). Le recrutement du ribosome est unique et l’initiation se fait à partir du site A du 

ribosome en absence des eIFs et sans l’ARNt initiateur (393,394). 
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- Groupe 4 : contient les IRESes des ARNs cellulaires qui diffèrent des IRESes viraux parce que 

l’ARNm est coiffé et la traduction peut impliquer les mécanismes coiffe et IRES dépendant. Le 

ratio entre coiffe/IRES est probablement régulé par des conditions physiologiques de la cellule 

qui peut favoriser l’une des deux modes d’initiation. Les IRESes cellulaires nécessitent 

différentes ITAFs qui se lient à l’IRES pendant le passage de l’ARNm du noyau vers le 

cytoplasme (395,396). 

 

C.2.1 La traduction IRES dépendante chez VIH-1 

L’utilisation des IRES a été mise en évidence chez de nombreux rétrovirus parmi lesquels  

SIVmac, FIV VIH-1 et VIH-2 (397-400). Deux IRES ont été identifiés dans le génome du VIH-1, 

l’un dans la région 5’UTR de l’ARNm en position nucléotidique 104 à 336 (IRES UTR) (361) et 

l’autre juste après l’AUG de Gag (IRES Gag) (401) (Figure 32). 

Ce mécanisme IRES conduit à une synthèse très efficace de Gag dans les cellules infectées 

notamment lors de l’arrêt du cycle cellulaire en G2/M induit par la protéine virale Vpr (401).  

A l’heure actuelle, les IRES du VIH-1 n’appartiennent à aucun des groupes déjà décrits dans le 

paragraphe au-dessus. Ils possèdent les propriétés de la liaison directe et indépendante à la sous-

unité 40S et eIF3 et également la capacité de pouvoir recruter tous les eIFs à l’exception d’eIF4E 

pour initier la traduction (402). 

L’IRES Gag  du VIH-1, qui est intégré à l'intérieur de la région codante du Gag, a également été 

décrite pour SIV. Il est responsable de la synthèse d’un isoforme de plus petite taille p40Gag 

(Figure 32 I) (361,385,403,404).  Chez VIH-2, en plus de la synthèse du précurseur p57Gag la 

traduction peut aussi débuter à des codons AUG distincts localisés en aval du codon de Pr57Gag 

et donner les isoformes tronquées Pr50Gaget Pr47Gag (Figure 32 II). La fonction de ces isoformes 

n'a pas été élucidée. Cependant, leur délétion affecte la réplication du VIH-1 (404). De plus il a 

été montré que les isoformes de VIH-2 étaient incorporées dans le virion immature (403).  
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Figure 32 : Recrutement du ribosome sur VIH. (I) modèle de la structure secondaire de l’ARN génomique du VIH-
1 du nucléotide +1 jusqu’au 759 (adapté de (385,405)). La région 5’UTR couvre le nucléotide +1 de la transcription 
jusqu’au 335 est composé de TAR, poly(A), PBS, DIS, SP et le domaine Psi. La région codante de Gag est 
shématisée par les domaines P1 au P11, qui possèdent une activité IRES. Les complexes ribosomiques peut 
s’attacher à l’ARNm par la structure 5’coiffe, 5’UTR IRES ou  via l’IRES dans la région codante. La p55 et sa 
structure tronquée p40 du Gag du VIH-1 sont représentées sous la structure de l’ARN. (II) Modèle de la structure 
secondaire de l’ARN génomique du VIH-2 du nucléotide +1 jusqu’au 906 (adapté de (385,406)). La région 5’UTR 
couvrant le nucléotide +1 jusqu’au codon d’initiation (nucléotide 545) et est composé de TAR, Poly(A), SL1, Psi1, 
SD, et Psi3. La région codante du domaine P1 jusqu’au P6 contient un IRES. La liason du ribosome sur l’ARNm 
peut se réaliser sur l’extrémité 5’ et dans la région codante de Gag. La p57 et les formes tronquées p50 et p44 du 
VIH-2 de Gag sont représentés sous la structure de l’ARN.    
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C.3. Utilisation alternative du mécanisme coiffe et IRES dépendant  

En effet, chez VIH-1 l’ARNm présente une région 5’UTR longue et très structurée ce qui rend la 

traduction coiffe-dépendante difficile (24,407,408). Ainsi, l’importance du VIH-1 pour avoir 

l'ARN hélicase A peut suggérer un rôle pour ce dernier dans le déroulement des structures 

d'ARN que l'on rencontre entre la coiffe et le codon AUG. 

D’un autre côté, lors des étapes tardives du cycle de réplication, la protéine Vpr conduit à l’arrêt 

du cycle cellulaire en phase G2 (409). Durant cette phase, la traduction coiffe-dépendante est 

réprimée (410), sans diminution de la synthèse de Gag (411), suggérant une utilisation exclusive 

d’IRES par VIH-1 pour traduire ses protéines de structure et ses enzymes. En plus, la protéase 

virale peut moduler la machinerie de traduction de la cellule hôte en ciblant eIF4G et en 

empêchant la reconnaissance eIF4E  ou l’interaction de PABP. Le clivage de eIF4G provoque 

l’altération de la traduction coiffe dépendante et favorise la traduction IRES dépendante de 

l’ARN viral (412,413). Par ailleurs, il a été  montré que l’activité de ces IRES dépendait de  

l’environnement de la cellule hôte comme l’arrêt des cellules en phase G2/M (en cas du VIH-1) 

ou par le stress causé par l’infection (401,414). Cependant, il était difficile de distinguer les 

contributions des mécanismes d’initiation de la traduction médié par la coiffe ou par IRES au 

cours de la réplication viral et surtout s’ils fonctionnent en synergie.  

 

D Traduction et encapsidation 

La transition entre traduction et encapsidation est critique pour le cycle viral et repose sur un 

recouvrement entre les signaux nécessaires à la traduction (coiffe en 5’, IRES (du nucléotide 104 

à 336) et ceux nécessaires à l’encapsidation (du nucléotide 694 au 788 (415)). Chez VIH-1, un 

ARN génomique non traduit peut être encapsidé (307) (Figure 33). De même, l’utilisation des 

vecteurs lentiviraux montre que Gag traduite sur un messager peut reconnaitre et encapsider un 

autre ARN psi+. Cependant, les travaux de M.Ott d’une part et de M.Wainberg d’autre part  

montrent que les ARN traduits sont préférentiellement encapsidés (416,417).  

Dans ce contexte, des études ont été menées pour comprendre le rôle de la protéine Gag dans  la 

balance entre traduction et encapsidation de l’ARN génomique. Il a été démontré que la 
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polyprotéine Gag peut associer à la 5’ UTR de son propre ARNm formant un complexe ARNg-

Gag qui crée une plate-forme pour la multimérisation des molécules de Gag qui se trouvent à des 

concentrations élevées (76,418). La  construction d'un tel complexe pourrait progressivement 

bloquer le balayage du ribosome qui finirait par inhiber la traduction et provoquer la sélection de 

l'ARNg pour l’encapsider au moment de  l’assemblage des particules virales (371,419-422).  

Inversement, la traduction de Gag semble être stimulée à des concentrations faibles de Gag 

(419). Cette stimulation de Gag pourrait être dépendante de la région matrice de Gag. Une 

possibilité est que Gag interagit avec un facteur d’initiation de la traduction ou avec des facteurs 

en trans par son domaine matrice pour stimuler la traduction. En effet, la matrice (seule ou au 

sein de Gag) a été montré d’interagir avec eIF5B (422), le facteur nécessaire à la jonction des 

sous-unités ribosomaux 40 et 60S (423,424) ou lui recrute à la région 5’UTR du VIH-1 via le 

domaine NC de Gag. De plus, la matrice est capable d’interagir également avec le facteur 

d’élongation (EF1α) (un composant essentiel de la machinerie de traduction qui conduit l’ARNt 

aminoacyl aux ribosomes) pour stimuler la traduction (421). Cependant, le facteur d’élongation 

EF1 α et le facteur d’initiaton 5B seront séquestrés par la matrice à des concentrations élevées de 

Gag, qui conduit à l’inhibition de la traduction in vitro. 

En 2010, Abrahamyan et al. ont proposé que la protéine cellulaire Staufen servirait 

d’interrupteur moléculaire pour arrêter la traduction de l’ARNm du VIH-1 et favoriser son 

encapsidation. 
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Figure 33 : Le domaine NC de Gag est le principal déterminant dans la transition de l’ARNm à l’ARN génomique. 
Après la synthèse, l’ARN génomique du VIH-1 est initiallement reconnu en tant que messager pour la production de 
Gag. Les molécules de Gag néosynthétisé lie l’ARNg via le domaine NC provoquant des réarrengements 
conformationnelles de la région 5’LTR. Les modifications structurales de l’ARNg favorisées par le domaine NC de 
Gag exposent les éléments en cis requises pour la dimérisation et l’encapsidation (DIS/Psi). L’effet des 
réarrengements de la structure de la région 5’LTR probablement provoque l’inhibition de la traduction, et favorise la 
dimérisation et l’encapsidation. Les structures de l’ARNg sont adaptés de (425). 
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Chapitre VI : La protéine ribosomique humaine RPL7 

A Structure protéique de la RPL7 

Dans la cellule eucaryote, l’assemblage du ribosome est considéré comme l’un des aspects du 

contrôle de l’expression génique. Les ribosomes sont assemblés à partir des protéines 

ribosomiques et de l’ARN ribosomique dans les nucléoles, et sont ensuite exportés vers le 

cytoplasme pour effectuer la traduction. Pour cela, les protéines ribosomiques traduites dans le 

cytoplasme, sont importées dans le noyau puis dans le nucléole. L’une de ces protéines 

ribosomiques est la RPL7. Plus récemment, la nomenclature des protéines ribosomiques a été 

modifiée et cette protéine est maintenant appelée RPL30 (426). Par contre, sa référence Uniprot 

reste la même, P18124. Cependant, dans la suite du manuscrit, nous avons décidé de conserver le 

nom RPL7. 

La protéine eucaryote RPL7, initialement isolée à partir des cellules du foie de rat, se trouve 

associé avec la grande sous-unité ribosomique 60S dans le cytoplasme (427-429). Comme 

d'autres ribonucléoprotéines, la RPL7 a été identifiée comme un auto-antigène puissant dans les 

maladies auto-immunes systémiques : telles que le lupus érythémateux disséminé, une maladie 

attaquant le tissu conjonctif du corps, et la sclérodermie systémique progressive. Dans certains 

cas, la RPL7 est fortement exprimée dans les cellules de cancer colorectal, mais pas dans les 

cellules normales (430). 

Cette protéine ribosomique est constituée de 248 acides aminés (431). D’un point de vue 

structural, la région N-terminale de la RPL7 adopte une conformation en hélices α de la proline 

27 à la proline 106 (Figure 34). Cette partie de la molécule est hydrophile comme représenté par 

le profil d'hydropathie (non montré). Dans la structure globale du ribosome, cette partie apparait 

localisée sur le dessus de la sous unité 60S, accessible au solvant, comme cela avait été prédit par 

une approche biochimique. Le groupe de Lin A et al (432) (Figure 35) a déterminé cette 

localisation de la protéine ribosomique RPL7 extraite par biotinylation de la surface du peptide à 

partir des ribosomes du rat. Le peptide biotinylé appartient à la région NH2-terminale qui s’étend 

du résidu 1-Met à la position 76 où 4 domaines basiques répétés en tandem résident (427). Les 

données structurales montrent que cette région basique exposée à la surface du ribosome est 

susceptible à des modifications chimiques (Figure 35). 
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Figure 34 : Séquence primaire et tertiaire de la RPL7. Séquence primaire (I) et structure tridimensionnelle (II) de la 
protéine RPL7. Sa partie N-terminale formant une hélice (en vert) reste accessible au solvant alors que le domaine 
central et la partie C-terminale forment une structure compacte profondément ancrée dans le ribosome et en 
interaction avec les acides nucléiques. (DOI : 10.2210/pdb 3J39). 

 

Cette propriété de la région N-terminale de la RPL7 a été utilisée comme outil pour détecter la 

distribution du ribosome dans des cellules HeLa, par l’utilisation d’un anticorps dirigé contre la 

région N-terminale qui contient les 54 premiers résidus de la protéine (anticorps anti-L7n) (433) 



Introduction 

 

 84

Cette région N-terminale basique est aussi considérée comme étant une région de type « leucine 

zipper » (BZIP) retrouvée dans des facteurs de transcription eucaryotes liant l'ADN (434). Elle 

serait responsable des homodimères très stables observés (435,436). 

Ainsi, cette région N-terminale de la RPL7  possède un domaine de liaison aux acides nucléiques 

(NBD1) qui peut lier sous sa forme homodimérique une séquence d’ADN double brin riche en 

lysine-arginine. Le motif NBD1 lie aussi l’ARNr 28S et l’ARNm de la RPL7 avec une affinité 

similaire.  L’aspect moléculaire de l’interaction entre la RPL7 et les acides nucléiques a été mené 

sur des tests in vitro. En utilisant un test de filtration, il a été montré que la protéine native, sa 

forme Histidine ou GST, liait son propre ARN messager avec une affinité d’une quarantaine de 

nM. Par des expériences de compétition, il semble que la RPL7 lie plus efficacement son propre 

ARN ainsi que les ARN ribosomaux, les ARNm riches en A et les poly G mais qu’inversement 

elle ne reconnaisse que faiblement les ARNt et les poly U, poly C et poly A. Comme 

préalablement mentionné dans ce paragraphe, cette partie N-terminal possède un motif ‘leucine 

zipper’ mais qui est  impliqué dans l’interaction avec les acides nucléiques. Pour délimiter cette 

région de nombreux mutants de délétion ont été crées, ils ont défini que le peptide 
27ELKIKRLRKKFAQKMLRKARRK48 était le domaine qui interagissait avec les acides 

nucléiques et notamment de manière plus spécifique avec les ARN versus les ADN. 

La protéine ribosomique RPL7, possède quatre domaines basiques de type NLS (signal de 

localisation nucléaire) dans la région NH2-terminale. Le nombre de ces domaines varie selon les 

espèces (427,437). Cependant, la fonction de ces séquences basiques en ce qui concerne le 

ciblage nucléaire n'a jamais été déterminée expérimentalement.  

La région centrale qui se plonge dans le 60S, serait impliquée dans les interactions protéine-

protéine. Elle contient 2 NLS qui sont impliqués dans la localisation nucléaire de la RPL7. 

La région C-terminale de la protéine RPL7 est très conservée chez les organismes. Comme les 

résidus hydrophobes sont abondants, la plupart de cette région n’est pas exposée à la surface du 

ribosome. Les 50 derniers résidus de cette région portent un motif de liaison à l’ARN (NBD2) 

qui lie préférentiellement et avec une grande affinité l’ARN 28S (434,438) ainsi, ce motif semble 

être spécifique pour la liaison des ARN et à l’inverse des ADN qui sont liés préférentiellement 

au NBD1. De plus, cette région est connue pour interagir avec les membranes ce qui permettrait 

l’ancrage du ribosome dans le RE (431).                                                                                                                    



Introduction 

 

 85

 

 
Figure 35 : Structure tridimentionnelle de la protéine RPL7 dans le ribosome 80S de la drosophile Melanogaster. La 
grande sous-unité 60S est représenté en bleu clair, la petite sous-unité 40S en vert, l’ARNr en gris. La RPL7 est 
représentée en rouge ou sa partie N-terminale se trouve exposer à la surface du solvant en accord avec la littérature.  
 

B Localisation cellulaire de la RPL7 

L’étude de la localisation cellulaire de la RPL7 montre que cette protéine se trouve dans 

différents compartiments de la cellule. Ainsi, pour suivre la  localisation de cette protéine en 

fonction du temps, des cellules HeLa ont été transfectées par la Flag-RPL7. L’évaluation en 
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fonction du temps de la distribution cellulaire de la RPL7 dans les cellules a été immunodétecté 

plusieurs heures post-transfection. Il s'agit de localisation : (a )  cytosolique uniquement , ( b) 

condensée à la membrane nucléaire , et ( c ) distribution combinée nucléoplasme vésicules intra-

nucléaires , et nucléole , et (d ) concentrée dans les nucléoles (Figure 36 I ) . La RPL7 a été 

détectée dans le cytoplasme dès 4 h post-transfection. A 6 h, 12 h et 24 h post-transfection, la 

plupart des localisations cellulaires ont été trouvés, avec une diminution de la RPL7 dans la 

fraction cytosolique (Figure 36 II) (431). 

 
Figure 36 : Analyse de la localisation sub-cellulaire de la protéine Flag-RPL7. (I) Apparition de la Flag-RPL7 dans 
les cellules post-transfection à différents intervales de temps vue par immunofluorescence avec un anticorps 
secondaire couplé au FITC sous microscope confocale. L’anti-flag a été utilisé comme anticorps primaire. Echelle 
représente 5 µm. (II) Distribution cellulaire de la Flag-RPL7 dans les cellules observée à différents intervalles de 
temps post-transfection.  
 

C Fonctions de la RPL7  

C.1. La RPL7 possède une propriété de liaison au réticulum endoplasmique (RE) et 
est impliquée dans l'association du ribosome au RE 

Dans le paragraphe précédent, nous avons montré que la partie C-terminale était importante pour 

l’interaction de la RPL7 avec les membranes. Ces résultats ont été confirmés in vitro en 

comparant la RPL7 et le mutant ∆C50 en utilisant la technique SPR (Surface Plasma Resonance) 

(439). De plus, il semble que la RPL7 soit capable de lier un modèle in vitro de réticulum RP-
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KM (puromycin salt-treated microsome) avec une affinité voisine de celle obtenue dans les 

mêmes conditions avec un ribosome entier. Pour confirmer cette hypothèse, les mêmes auteurs 

ont eu l’idée de suivre la localisation de la RPL7 en présence de l'acide mycophénolique (AMP). 

Cette molécule provoque une séquestration du GTP pool de la cellule  inhibant l’import nucléaire  

(440). Dans de telles conditions les auteurs décrivent une relocalisation cytoplasmique de la 

protéine, notamment au niveau du réticulum. Ainsi, il a été proposé un modèle selon lequel la 

RPL7 permettrait d’ancrer les ribosomes dans le réticulum.  

L’ancrage du ribosome au RE durant le processus de traduction-translocation est connu pour être 

médié par une interaction protéine-protéine ou une interaction protéine-ARN (441-444). D'autre 

part, le fait que le ribosome sera toujours associé au RE après la traduction reste à déterminer. 

Matthew D. Potter et al (444) ont proposé que l’affinité des ribosomes pour la membrane du RE 

diminue pendant la phase d’élongation de la traduction des protéines. Cette diminution de 

l’affinité est suffisante pour permettre à la membrane de se détacher du complexe de la 

traduction ribosome-chaîne naissante en absence d’une séquence signal qui peut servir à ancrer 

le complexe à la membrane du RE. A la terminaison de la synthèse protéique, la grande sous-

unité du ribosome inactive assume une conformation stable avec une grande affinité  pour la 

membrane, ainsi permettant une association en continue à la membrane. A la réinitiation de la 

traduction, la membrane lie toujours le ribosome, et cette interaction est maintenue uniquement 

si le polypeptide naissant possède une séquence signal ou un domaine transmembranaire qui peut 

interagir avec les composants de la membrane pour fournir une fonction d’ancrage des ribosomes 

au RE. 

 

C.2. La RPL7 inhibe la traduction dans un système acellulaire 

Sachant que la RPL7 est une protéine ribosomique qui interagit avec le réticulum, l’ARN en 

cours de traduction et l’ARN28S, Frank Neumann et al ont tenté de mettre en évidence le rôle de 

la protéine RPL7 lors de la traduction. Pour cela, ils ont développé un système in vitro dans 

lequel ils suivent la traduction de deux ARN messagers codant pour la RPL7 et la luciférase 

(438).  
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Comme le montre la figure 37, l’addition de RPL7 soluble entraine une nette diminution de 

l’expression des deux protéines reportrices. De plus, les auteurs montrent que l’efficacité de 

l’inhibition de la traduction dépend du temps d’incubation de l’ARN messager et de la RPL7.  

Afin de confirmer que l'inhibition dans un système de traduction acellulaire a été spécifiquement 

médiée par la RPL7, et notamment par sa région BZIP, ils ont utilisé de l’anti-L7 qui interagit 

avec la région BZIP, et ils ont constaté que l'interaction anticorps-RPL7 neutralise la capacité de 

la RPL7 à inhiber la traduction.  

 
Figure 37 : (I) Courbes montrant l’effet dose de l’inhibition médiée par la RPL7 dans un système acellulaire de 
traduction : Inhibition de l’ARNm de la RPL7 et de l’ARNm luciférase (luc) par ajout de l’HisL7. 
(II) Cinétique de l’inhibition médiée par la RPL7 dans un système de traduction acellulaire : l’ARNm Luciférase 
(20nM) a été préincubé pendant 0, 10, 30,60 min avec HisL7 avant la traduction acellulaire. L’activité 
traductionnelle correspondante représenté en colonnes est normalisée à un ARNm incubé sans HisL7  pendant 60 
min. 
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Problématiques et objectifs du travail de thèse 

L’ADN proviral intégré dans le génome de l’hôte est transcrit en ARN génomique (ARNg) par 

l’ARN polymérase II, puis maturé (coiffe et polyadénylation) et exporté vers le cytoplasme 

sans épissage. Deux possibilités s’offrent alors à lui : être traduit en protéines structurales 

(Gag/Gag-Pol) et/ou être encapsidé (Figure 38). Chez VIH-1 et 2, l’ARN encapsidé ne serait 

pas obligatoirement celui traduit (307,311) comme le suggère le développement  des  vecteurs 

lentiviraux. Cependant plusieurs études montrent que l’ARN néotraduit est encapsidé 

préférentiellement par rapport au  non traduit (416,417).  

 

Figure 38 : Traduction et encapsidation de l’ARN génomique du VIH-1 

Le domaine 5’UTR est schématisé par les différentes séquences ‘en cis’ impliquées dans les étapes de traduction et 
d’encapsidation. Après son export du noyau, l’ARN génomique (ARNg)  est traduit en polyprotéines de structure 
et enzyme Gag et GagPol respectivement. Cette traduction peut être modulée par différents facteurs (Sma68DC, 
hnRNPE1, miRNA, Gag à forte concentration) ou activée (Rev, Gag à faible concentration).  L’ARNg peut aussi 
se diriger vers les centrosomes (MTOC : centre organisateur des microtubules) et interagir avec les protéines 
hnRNPA2, Gag, Staufen pour être encapsidé.  
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Les étapes de traduction et d’encapsidation de l’ARN viral nécessite la même séquence 

nucléotidique, d’environ 450 bases, appelée 5’UTR. Cette séquence est localisée dans la région 

5’ de l’ARN génomique. La traduction de Gag de type ‘coiffe dépendante’ est assurée après 

modification de cette séquence en 5’ en 7mGpppN (guanosine méthylée en position N7, reliée 

au premier nucléotide transcrit par une liaison 5'-5' triphosphate). De plus, il a été montré 

récemment que cette région 5’UTR possédait aussi une IRES.  Mais cette même région contient 

aussi le domaine Psi qui est indispensable à l’encapsidation spécifique de l’ARN génomique. 

Pour cela, ce domaine Psi est reconnu par la protéine Gag, notamment par les domaines 

dactyles de la NCp7. 

Ainsi, les deux étapes de traduction et d’encapsidation sont extrêmement liées suggérant un 

équilibre entre les deux. Chez le VIH-1, le modèle actuel permettant d’expliquer cette transition 

repose sur la quantité de Gag qui interagit avec son propre ARN (419). Ce blocage se ferait par 

encombrement stérique au niveau du 5’ UTR car les motifs d’encapsidation Psi et de la 

traduction sont superposés, ou par le recrutement de facteurs protéiques (421,422), ou encore 

par compétition avec des microARN (445). Cependant, aucun de ces modèles ne propose de 

mécanisme expliquant cet arrêt de traduction ni comment l’ARNg traduit et localisé dans les 

polysomes serait libéré des ribosomes afin de permettre son encapsidation.  

C’est dans le but de comprendre le rôle du 5’ UTR de l’ARNg et de celui de Gag dans les 

toutes premières étapes de la formation des complexes Gag-ARNg que nous avons obtenu, dans 

le cadre d’une collaboration avec le Dr. R. Benarous (société CellVir, Paris), la liste d’une série 

de protéines identifiées par un crible double-hybride d’une banque d’ADNc  utilisant la NCp7 

ou Gag comme appât. Parmi les protéines cellulaires identifiées, nous avons sélectionné la 

protéine ribosomique RPL7 (Ribosomal Protein L7, P18124) car sa fonction d’inhibiteur de la 

traduction nous permettrait de proposer un mécanisme expliquant la balance entre traduction et 

encapsidation de l’ARN génomique.  

L’objectif de mon travail de thèse est alors de caractériser l’interaction Gag(NCp7)-RPL7 

en milieu cellulaire et in vitro par différentes techniques biochimiques et microscopiques et 

de déterminer le rôle fonctionnel du Gag-RPL7 lors du cycle viral.  
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Chapitre III : Matériels et méthodes  

A Matériels  

A.1. Lignée cellulaire 

Cellules HeLa : constituent la première lignée cellulaire immortelle d’origine humaine. Isolée 
en 1951, ces cellules adhérentes proviennent de métastases prélevées chez une patiente atteinte 
d’un cancer du col de l’utérus, Henrietta Lacks d’où le nom dérive.    
 
Cellules 293T : constituent une lignée dérivative des cellules humaines épithéliales de rein 
transformées par l’adénovirus E1A qui exprime également l’antigène T SV40 permettant la 
réplication épisomale des plasmides contenant l’origine SV40 et la région du promoteur.  
 
Cellules CEM-SS : sont des cellules lymphoblastoïdes T4 en suspension. Cette lignée cellulaire 
dérive de la lignée de cellules CEM établie à partir d’un patient atteint d’une leucémie 
lymphpoïde aigue ; elles sont dites SS pour « Syncytial Sensitivity ». Les CEM-SS sont 
permissives au VIH. Elles proviennent de l’équipe du Dr.Moog (Institut de virologie, 
Strasbourg). 

A.2. Plasmides  

Dans le tableau 1 ci-dessous, vous retrouvez les plasmides utilisés au cours de ma thèse : 

Plasmide  
Gène de 
résistance 

Tag Promoteur Provenance 

eGFP Kanamycine  CMV  
NCp7-mCherry Ampicilline C-terminal CMV Dr.V.Goldshmidt 
NCp7-eGFP Ampicilline C-terminal CMV Dr. V.Goldshmidt 
NCp7-∆ZF1-
eGFP 

Ampicilline C-terminal CMV IGBMC 

NCp7-∆ZF2-
eGFP 

Ampicilline C-terminal CMV Dr.V.Goldshmidt 

NCp7-
RAPAAA-eGFP 

Ampicilline C-terminal CMV Dr.V.Goldshmidt 

Gag Ampicilline / CMV 
Dr. D.Ott (National Cancer 
Institute, Frederick, Maryland, 
USA) 

Gag-eGFP Ampicilline C-terminal (MA) CMV Dr.V.Goldshmidt 
Gag-mCherry Ampicilline C-terminal (MA) CMV Dr.V.Goldshmidt 

GagLeu Ampicilline / CMV 
Dr.A Rein (National Cancer 
Institute, Frederick, Maryland, 
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USA)  

GagIleu Ampicilline / CMV 
Dr.A Rein (National Cancer 
Institute, Frederick, Maryland, 
USA) 

Gag-∆ZF1 Ampicilline / CMV Dr.V.Goldshmidt 
Gag-∆ZF2 Ampicilline / CMV Dr.V.Goldshmidt 
GagRAPAAA Ampicilline / CMV Hala El Mekdad 
Gag-∆ZF1∆ZF2 Ampicilline / CMV Salah EL Meshri 
GagM369A Ampicilline / CMV Fritz, J.V 
GagG2A Ampicilline / CMV Fritz, J.V 
RPL7-TC Ampicilline C-terminal CMV Dr. Real Eleonore 
RPL7-eGFP Ampicilline C-terminal CMV Dr.V.Goldshmidt 
RPL7-mCherry Ampicilline C-terminal CMV Dr.V.Goldshmidt 
Flag-RPL7  Ampicilline N-terminal CMV Dr. Real Eleonore 
Flag-N54 Ampicilline N-terminal CMV Hala El Mekdad 
Flag-∆N Ampicilline N-terminal CMV Hala El Mekdad 
Flag-∆N∆C Ampicilline N-terminal CMV Hala El Mekdad 
Flag-∆C Ampicilline N-terminal CMV Hala El Mekdad 
Flag -C50 Ampicilline N-terminal CMV Hala El Mekdad 
 

A.3. Anticorps primaires et secondaires 

Tableau 2 A : Liste des différents anticorps primaires utilisés 

Nom Espèce Fournisseur Référence 
Fluorophore 
ou Enzyme 

Mono/Polyclonal 
Application/ 
Dilution 

Anti-p24 Gag souris NIH 6521 / Monoclonal WB 1/10000 
Anti-p24 Gag lapin abcam 32352 / Monoclonal WB 1/10000 
Anti-nucléoline lapin abcam 22758 / Polyclonal IF 1/1000 
Anti-eGFP souris proteintech 66002-1-Ig / Monoclonal WB 1/4000 
Anti-RPL7 lapin abcam 72550 / Polyclonal WB 1/5000 
Anti-actine Lapin Epitomics 1854-1 / Monoclonal WB  1/5000 
Anti-GAPDH souris millipore MAB374 / Monoclonal WB 1/5000 
Anti-RPL26 lapin abcam 59567 / Polyclonal WB 1/1500 
Anti-RPS7 souris abcam 57637 / Monoclonal WB 1/500 
Anti-RPS14 lapin abcam 50390 / Polyclonal WB 1/400 
Anti-Flag souris sigma F1804 / Monoclonal WB 1/4000 

  

Tableau 2 B : Liste des différents anticorps secondaires utilisés 

Nom Espèce Fournisseur Référence 
Fluorophore ou 
Enzyme 

Application/ 
Dilution 

Anti-souris HRP  Promega W402B HRP WB  1/10000 
Anti-lappin HRP  Promega W401B HRP WB  1/10000 
Anti-lappin chèvre invitrogen A110111 Alexa fluor 568 IF  1/2000 
Protéine A  invitrogen 101023 HRP WB  1/15000 
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A.4. Oligonucléotides 

Des oligodésoxyribonucléotides synthétiques (oligonucléotides) proviennent de chez Sigma-

Aldrich. Les séquences de ces amorces oligonucléotides utilisées dans les études présentées dans 

ma thèse sont décrites dans le tableau ci-dessous : 

Tableau 3A : Les oligonucléotides  utilisés pour la mutagenèse  sont phosphorylés en 5’. 

Nom Séquence de 5’ à 3’ 
Mut-RAPAAA-fwd GCCAGGAACTGCCGCGCCCCCGCTGCTGCTGGCTGCTGGCGCTGC 
Mut-RAPAAA-rev GGTGTGGCCCTCCTTGCCGCAG 
 
Tableau 3B: Les oligonucléotides utilisés pour le clonage Gateway. La partie s’hybridant au gène d’intérêt est écrite 
en gras. En italique, on retrouve la séquence intervenant dans la recombinaison (attB) avec le vecteur gateway. 
 

Nom Séquence de 5’ à 3’ 

Rev-L7_1-54 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATGCTTTTTCATAGATAAGCTTCC
TC 

Fw-L7_55-248 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCAAGCACTATCACAAGGAATATAGG 

Rev-L7_1-197 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAAACAGTATAGATCTCATGAATC 

Fw-L7_198-248 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGGAAAACGCTTCAAAGAGGC 

B1-RPL7-Koz-fwd GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCACCATGGAGGGTGTAG 

B2-RPL7courte-
STOP 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGTTCATTCTTCTAATAAGCCTG 

 

 

A.5. Bactéries compétentes 

Les bactéries Escherichia coli compétentes DH5α sont préparées au laboratoire. Ces bactéries 

ont été utilisées pour amplifier les ADN plasmidiques. Plusieurs mutations sont retrouvées dans 

le génotype de la bactérie. On peut citer les mutations endA1 et recA1 qui, respectivement, 

entraîne une inactivation d’une endonucléase intracellulaire permettant donc une plus grande 

protection des ADN plasmidiques étrangers et permet l’élimination des recombinaisons 

homologues. Les cellules sont stockées à -80°C dans du tampon TB (Hepes 10mM, CaCl2 

250mM, KCl 25mM, MnCl2 55mM, pH 6,7) contenant 2% de DMSO. 

Des bactéries ultracompétentes de chez New Englands Biolabs (NEB) ont également été utilisées 

pour amplifier les produits de PCR issus de clonages. 
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B Méthodes  

B.1. Transformation des bactéries compétentes et purification de l’ADN plasmidique  

Après décongélation lente des bactéries E.coli DH5α dans la glace, 50 µL de ces bactéries 

compétentes sont incubées avec 1 nanogramme du  plasmide d’intérêt dans la glace pendant 

10min. Le tube contenant le mélange est ensuite placé à 42°C pendant 45 secondes, puis 

immédiatement retransféré dans la glace pendant 10 minutes. On parle de choc thermique (heat 

shock), étape cruciale durant laquelle l’ADN plasmidique exogène est transformé ; puis 950µL 

de milieu LB stérile (tryptone 10 g/L, extrait de levure 5 g/L, NaCl 5g/L, pH 7 – DifcoTM LB, 

Lennox) sont ajoutés. Les bactéries sont ensuite placées à l’étuve à 37°C pendant une heure, 

étape importante durant laquelle la paroi se reconstitue et les gènes de résistance à l’antibiotique 

sont exprimés. Finalement, les bactéries sont étalées sur des boites de Pétri contenant du milieu 

LB agar (agar : 15g/L – DifcoTM LB agar, Lennox) ainsi que l’antibiotique dont le plasmide 

d’intérêt possède le gène de résistance et placées à 37°C pendant la nuit.  

L’ampicilline et la kanamycine sont utilisées aux concentrations finales de 100µg/mL et 

50µg/mL respectivement. 

Le second jour, une des colonies ayant poussée sur le milieu de culture est ensemencée dans 

3mL de milieu LB possédant l’antibiotique durant 8 à 10 heures. On parle de préculture. Le soir, 

1/1000 de cette préculture est utilisée pour ensemencer 150 mL de milieu LB contenant 

l’antibiotique et mis en culture à 37°C durant 14 à 16 heures. 

La  purification de l’ADN plasmidique est réalisée grâce au KIT Nucléobond Xtra Midi Plus® 

(Macherey-Nagel) et  la lecture des concentrations d’ADN est effectuée au nanodrop. 

  

B.2. Culture cellulaire : Passage des cellules HeLa, 293T et CEM-SS  

Les cellules HeLa et 293T sont cultivées dans des flasques de de 75cm2 dans du milieu DMEM, 

Glutamax (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium) mis au point par Harry Eagle en 1959. 

Ce milieu contient des acides aminés (L-Thréonine, L-Glutamine), des sels (chlorure de 

potassium et sulfate de magnésium), des vitamines (acide folique, nicotinamide, riboflavine), du 

glucose et des suppléments organiques tels que du pyruvate. Il est supplémenté par du sérum de 

veau fœtal 10% ou SVF et 5 ml d’un mélange d’antibiotiques noté P/S pour pénicilline (100 
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UI/ml) et streptomycine (100 UI/ml). Le sérum permet d’apporter aux cellules les facteurs de 

croissance dont elles ont besoin pour proliférer et les antibiotiques servent à éviter les 

contaminations d’origine bactérienne.  

La première étape consiste à éliminer le milieu de culture appauvri. Les cellules sont ensuite 

lavées avec 10mL de PBS 1X (Phosphate Buffered Saline 10X : KH2PO4 1.44g/L, NaCl 9g/L, 

NaHPO4 7.95 g/L, pH 7.4) en faisant attention à ne pas verser directement sur les cellules afin de 

ne pas les décoller. Après élimination du PBS, 2 à 3mL de trypsine 1X, sont ajoutés. L’action de 

l’enzyme va permettre le décollement des cellules de la paroi plastique de la boite de culture. La 

flasque est alors placée à l’incubateur pendant 2 à 5 minutes à 37°C (température optimale 

d’action de la trypsine) dans une atmosphère humide et en présence de 5% de CO2. Après 

vérification au microscope optique de paillasse de la bonne action de l’enzyme, 7 à 8 mL de 

milieu DMEM, servant à inhiber l’action de la trypsine, par excès de substrat, sont ajoutés. Il est 

parfois nécessaire afin de forcer le décollement des cellules de « taper légèrement » les parois de 

la flasque. Les cellules sont ensuite récupérées par pipetage et placées dans un tube Falcon 15mL 

avant 5 minutes de centrifugation à 1100 rpm.  Le surnageant est ensuite éliminé, et le culot 

cellulaire est repris dans 10mL de milieu DMEM frais. Les cellules sont alors dénombrées à 

l’aide d’une cellule de Neubauer :  

 

Figure 1 : Cellule de Neubauer 

(D’après www.celeromics.com) 

 

L’aire du carré noté 1 est de 1mm x 1mm = 1mm2 et le volume est de 1mm2 x 0,1 mm = 0,1 mm3 

= 1.10-4 ml. 

On compte donc les cellules contenues dans 3 des carrés notés 1 (pour en faire la moyenne) et on 

applique la formule suivante :  
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Concentration	cellulaire = �cellules	totales	comptéesnombre	de	carrés � ∗ 10	000 

1  million de cellules sont alors placées dans une flasque de 75cm2 qsp 20mL de milieu DMEM 

glutaMax (P/S+SVF). Les cellules sont finalement placées à 37°C sous atmosphère humide 95% 

et 5% CO2. 

Les cellules CEM-SS sont cultivées dans des flasques 75 cm2 contenant du milieu de culture 

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640) complémenté par du SVF 10% et 5 ml de 

P/S (pénicilline et streptomycine à 100 UI/mL chacun). Le passage se fait 2 fois par semaine 

comme les cellules HeLa. Les cellules contenues dans la flasque sont récupérées et placées dans 

un tube Falcon de 50 ml afin de subir 10 min de centrifugation à 1100 rpm. Le culot cellulaire est 

alors repris dans 10 ml de PBS avant une nouvelle centrifugation (10 minutes à 1100 rpm). Le 

culot est finalement repris dans 10 mL de milieu RPMI 1640 et homogénéisé par aspiration-

refoulement. Après comptage des cellules grâce à la cellule de Neubauer, 1 million de cellules 

sont mises dans une flasque de 75 cm2 qsp 20 mL de milieu RPMI 1640 (SVF + P/S). Les 

cellules sont finalement placées à 37°C sous atmosphère humide 95% et 5% CO2. 

B.3. Transfection cellulaire 

Les transfections de cellules HeLa et 293T sont réalisées à l’aide d’un Kit Polyplus contenant 

une solution de jetPEITM et une solution de 150 mM de NaCl. Le polyéthylène imine (JetPEI) est 

un agent polycationique qui se lie à l’ADN et permet le transport de celui-ci dans la cellule en 

quelques étapes. Pour cela, le polycation se fixe aux phosphates négatifs de l’ADN et l’englobe 

entièrement. Le complexe formé est globalement positif et va pouvoir se fixer aux 

polysaccharides de la membrane plasmique, qui sont négatifs. Une fois fixé à la membrane, le 

complexe est endocyté. De plus, le JetPEI possède des propriétés d’éponge à protons, captant les 

protons du lysosome lors de sa fusion avec l’endosome et inactivant ainsi les hydrolases acides 

pouvant dégrader l’ADN. Puis le complexe ADN-polycation quitte l’endosome, et se dirige vers 

le noyau pour être transcrits. 

Les transfections des cellules HeLa sont réalisées dans des plaques 6 puits, 12 puits ou dans des 

boîtes Ibidi (BioValley) dans lesquelles, une quantité de cellule est déposée 1 jour avant la 

transfection proprement dite (tableau 4). 
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Si par la suite des observations microscopiques sont réalisées, quelques étapes sont nécessaires 

au préalable.  En effet, des lamelles de verre rondes de 18mm de diamètre sont déposées au fond 

de chaque puits des boites 6 ou 12 puits (exception faite des boites Ibidi dont la surface de 

contact stérile est prétraitée pour améliorer l’adhérence cellulaire). Les lamelles sont ensuite 

stérilisées par ajout d’éthanol 70% pendant 5 minutes, puis des étapes de lavage se succèdent : 1 

lavage au PBS 1X (1 x 2mL) et 2 lavages avec du milieu DMEM (2 x 2mL). La quantité 

cellulaire calculée en fonction du matériel utilisé  est ensuite déposée et les cellules sont placées 

à 37°C (5% CO2) pendant 24 heures. 

Pour chaque échantillon à tester, deux tubes Eppendorf sont préparés selon une méthode 

spécifique détaillée dans le tableau 4:  

 

    

Nombre de 

cellules 

adhérentes à 

déposer 

Quantité 

d'ADN 

maximale 

(µg) 

Volume 

d'ADN 

(µL) 

Volume 

de NaCl 

(µL) 

Volume 

de 

jetPEI® 

(µL) 

plaque 12 

puits 

tube 1 
80 000 - 100 000 

/ / 46 4 

tube 1' 2 X 50-X / 

plaques 6 

puits ou boîte 

Ibidi 

tube 1 

200 000 - 300 000 

/ / 94 6 

tube 1' 3 Y 100-Y / 

 

Tableau 4 : Nombre de cellules HeLa à déposer dans les puits et conditions d’utilisation du jetPEI®  utilisées pour 

les transfections des cellules HeLa  

Les volumes d’ADN plasmidiques (X et Y) sont calculés en fonction de la quantité d’ADN 

voulue et de la concentration des plasmides d’intérêt. Le volume de jetPEI® correspond au 

double de la quantité d’ADN souhaitée. 

La préparation des deux tubes eppendorfs par expérience de transfection est réalisée de manière 

simultanée. Après une courte incubation de moins de 5 minutes de chaque tube, le contenu du 



Matériels et méthodes 

 

 99

tube 1 est ajouté au contenu du tube 1’ (et non l’inverse) et vortexé pendant 15 secondes. Le tube 

contenant l’ADN+JetPEI est incubé pendant 20 minutes à température ambiante. Son contenu est 

ensuite déposé au goutte-à-goutte sur l’ensemble des cellules du puits ensemencées la veille. 

Après une brève agitation manuelle de la boite, les cellules sont replacées à 37°C (5% CO2) et 

laissées à incuber le temps nécessaire à l’expérience (en général 24 heures pour les expériences 

d’imagerie et 48 heures pour les co-IP). Afin d’éviter une trop forte toxicité cellulaire du JetPEI, 

il est important de changer le milieu de culture 5 à 6 heures après la transfection par du milieu 

DMEM frais. 

La transfection des siRNA a été réalisée en utilisant le Kit JetPrimeTM  Polyplus.  

B.4. Fixation des cellules HeLa et CEM-SS au PFA (paraformaldéhyde) 

Les cellules sont fixées dans le but de stabiliser les structures (antigènes) aussi proches que 

possible de leur aspect vivant, en rendant les molécules insolubles dans l’eau (réticulation) et en 

bloquant les systèmes enzymatiques pour éviter les modifications structurelles ultérieures de 

l’échantillon. 

Le fixateur utilisé au laboratoire est un fixateur non coagulant : le paraformaldéhyde (CH2O)n 

(polymère insoluble de formaldéhyde appartenant au groupe des aldéhydes). Il réagit 

essentiellement avec les protéines et les acides aminés et permet la formation de ponts 

méthylène.  

 

Cellules HeLa 

La fixation des cellules est généralement effectuée 24h post-transfection, en plusieurs étapes. 

Après retrait du milieu DMEM, les puits contenant les cellules sont lavés 2 fois avec du PBS 1X 

(2 fois 1mL/puits). Puis, elles sont fixées avec 2 mL de PFA 4% pendant 10 min à température 

ambiante sous agitation et à l’obscurité. Trois lavages successifs de 5 minutes chacun avec 2 mL 

de PBS 1X sont ensuite réalisés.  

Deux options sont alors possibles :  

- Soit déposer les lamelles sur une lame de verre sur laquelle on met une goutte du milieu de 

montage (composé de DAPI-Fluoromount-G et de Fluoromount-G 50/50). Les lamelles doivent 

être en contact avec le milieu de montage au moins 16 heures. Ensuite, on peut procéder aux 



Matériels et méthodes 

 

 100

observations microscopiques après avoir délicatement entouré de vernis la lamelle pour éviter les 

contaminations et autres mouvements durant les observations. 

- Soit réaliser une immunofluorescence.  

 

Cellules CEM-SS 

Les cellules CEM-SS étant des cellules en suspension, la culture sur lamelle est impossible, il  

est donc nécessaire de centrifuger les cellules à 1000 rpm pendant 10 minutes entre chaque étape. 

Les étapes de lavages (au PBS x1) et de fixation à la PFA sont identiques à celles réalisées pour 

les cellules HeLa. Une fois la fixation terminée, deux options sont possibles quant à l’utilisation 

des cellules CEM-SS fixées : 

- Soit au dernier lavage PBS, les cellules sont reprises dans un volume de 5 µL de PBS x1 

puis déposées sur une goutte de milieu de montage déposée au préalable sur une lame de 

verre. Pour finaliser le montage, une lamelle de verre ronde de 18 mm de diamètre est 

délicatement déposée sur une lame. A l’instar des cellules HeLa, l’observation 

microscopique se fera au minimum 16 heures après la fixation après avoir scellé la 

lamelle de vernis. 

- Soit réaliser une immunofluorescence. 

B.5. Immunofluorescence des cellules HeLa et/ou CEM-SS 

L’immunofluorescence permet l’observation des protéines exprimées (endogène ou surexprimée 

suite à la transfection par un plasmide) par la cellule au microscope confocal. La manipulation 

est identique dans les deux cas, à l’exception des centrifugations qui sont nécessaires entre 

chaque étapes dans le cas de cellules en suspension et de la manipulation réalisée dans des tubes 

eppendorf et non dans des puits.  

Après les lavages au PBS x1 décris précédemment, les cellules sont perméabilisées avec 2 mL de 

Triton 0,2 % (dilué dans du PBS X1) pendant 10 minutes à température ambiante sous agitation 

à l’abri de la lumière. Les cellules sont ensuite lavées trois fois au PBS x1 avec un premier 

lavage de 5 minutes. Le blocage des sites aspécifiques se fait avec du BSA 2 % (Bovin Serum 

Albumin) à raison de 2 mL par puits (ou tube Eppendorf) pendant 1 heure sous agitation et à 

l’abri de la lumière. Après un lavage au PBS x1, 50 µl d’une solution de BSA 4% contenant 
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l’anticorps primaire dilué (Tableau 2A) est déposée sur du parafilm ou directement dans le tube 

Eppendorf pour les cellules CEM-SS. La lamelle sur laquelle sont adhérées les cellules HeLa est 

déposée délicatement sur la goutte d’anticorps dilué, les cellules en contact avec la solution. 

L’incubation dure 1 h à température ambiante et à l’obscurité (ou sous faible agitation sur la roue 

pour les cellules CEM-SS). Deux lavages successifs au PBS x1 sont ensuite réalisés. Les cellules 

sont alors mises en contact avec l’anticorps secondaire dilué dans une solution de BSA 4% 

(Tableau 2B) de la même manière que pour l’anticorps primaire. L’incubation est de 40 minutes 

à l’abri de la lumière (ou sous agitation pour les cellules CEM-SS). Enfin, les cellules sont lavées 

au PBS x1 trois fois avant leurs placements sur le milieu de montage Fluoromount 

(SouthernBiotech).  

B.6. Microscopie confocale  

Les localisations cellulaires des protéines d’intérêt couplées à des fluorophores (eGFP, mCherry, 

Alexa Fluor, ReAsH) ont été visualisées à l’aide d’un microscope confocal ayant comme source 

lumineuse un laser.  

Le rayon laser monochromatique excitateur est réfléchi par un miroir dichroïque permettant de 

réfléchir uniquement les longueurs d’ondes sélectionnées. Le rayon pénètre alors dans 

l’échantillon après avoir été focalisé par un objectif qui, dans notre cas, joue le rôle de 

condenseur. Le laser fournit de l’énergie aux fluorochromes lors de l’impact optique, ce qui leur 

permet ainsi de passer sur une couche électronique de plus forte énergie. Les fluorochromes 

reviendront ensuite naturellement à leur état fondamental, en émettant des rayons lumineux de 

plus faible énergie provenant des différents plans excités de la préparation. La longueur d’onde 

de cette lumière fluorescente émise étant supérieure à la longueur d’onde d’excitation, la lumière 

émise peut traverser le miroir dichroïque. Grâce à un diaphragme variable (« pinhole ») situé 

dans le plan focal de la lentille du tube optique, il est possible de sélectionner les rayons émis par 

un seul plan de la préparation. Les rayons sont alors détectés par des photomultiplicateurs, qui 

vont convertir le signal photonique en signal numérique et l’amplifier. Une image est 

reconstituée par l’ordinateur, par recomposition des signaux reçus point par point. L’acquisition 

des images se fait informatiquement grâce au logiciel de Leica. Les images obtenues, une fois 

capturées, sont analysées à l’aide du logiciel commercial ImageJ.  
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Le microscope utilisé est le microscope confocal à balayage laser Leica TC SPE-II (objectif G 

63X à immersion à huile). 

 

B.7. FRET (Förster/fluorescence Resonance Energy Transfer) 

Pour suivre l’interaction NCp7-RPL7 et Gag-RPL7, nous avons procédé à des mesures de FRET 

entre les deux chromophores utilisés. Il s’agit d’un processus non radiatif par lequel l’énergie 

d’un fluorophore donneur (eGFP) à l’état excité est transmise à un fluorophore accepteur 

(mCherry) à proximité immédiate.  

Le FRET n’est possible que si le spectre d’émission du donneur et le spectre d’absorption de 

l’accepteur se chevauchent (Figure 2). Il faut également que le donneur et l’accepteur aient une 

orientation favorable et que la distance entre les deux soit inférieure à 10nm (distance de 

Förster). Si ces deux protéines se trouvent à moins de 10nm l’une de l’autre, un transfert 

d’énergie est observé entre les deux fluorophores. Cela se traduit par une diminution du temps de 

vie de l’eGFP et l’interaction entre les deux protéines marquées peut être déduite (Figure 2). En 

effet, la distance de Förster correspond à la distance à laquelle il est admis que deux protéines 

interagissent. 

Il existe trois méthodes de mesures de FRET (par durée de vie de fluorescence (FLIM), par 

photoblanchiment de l’accepteur (acceptor photobleaching) et par mesures d’intensité de 

fluorescence). Pendant ma thèse, les mesures de FRET effectuées ont été visualisées par la 

technique de FLIM. 

Le FLIM est une technique de microscopie permettant l’acquisition d’une image en fonction de 

la durée de vie du fluorophore. Cette technique a été utilisée lors de nos études pour mettre en 

évidence des interactions entre protéines en milieux cellulaires, sur des cellules HeLa vivantes.  

En pratique, le fluorophore donneur est excité par un laser et son déclin de fluorescence est 

enregistré pour mesurer son temps de vie de fluorescence. La variation du temps de vie du 

donneur en présence de l’accepteur permet de calculer l’efficacité du transfert d’énergie grâce à 

l’équation :  

E = 1 − τ�ad�τ�d� 	 
où	τ(d) est le temps de vie du donneur seul et (ad) celui du donneur en présence de l’accepteur. 
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On considère que deux protéines interagissent pour un pourcentage de FRET supérieur à 5% et 

plus le pourcentage de FRET est grand, plus l’interaction est forte. Les mesures d’imagerie par 

durée de vie de fluorescence sont réalisées sur un microscope à balayage utilisant une excitation 

à deux photons. Ce système, développé au laboratoire (446,447), est composé d’un microscope à 

fluorescence inversé Olympus IX70 équipé d’un objectif à eau (60X, ouverture numérique = 

1.2). Les fluorophores sont excités par un laser titane/saphir qui délivre des impulsions de 100fs 

et qui est accordable entre 700 et 950nm. La fluorescence émise par l’échantillon est enregistrée 

à l’aide d’un photo-détecteur couplé à un système TCSPC (carte de comptage de photon corrélé 

en temps). Ce système permet d’obtenir des images où le contraste est donné par le temps de vie 

de fluorescence de l’eGFP ainsi que des images en intensité. Les données brutes sont analysées à 

l’aide d’un logiciel commercial (SPC image) permettant de déduire, pour chaque pixel ou groupe 

de pixel de l’image, les temps de vie associés aux déclins de fluorescence. On peut donc, à l’aide 

d’une échelle traduisant les temps de vie de fluorescence en couleur (bleu au rouge), reconstituer 

une image en temps de vie de la cellule observée et ainsi, déterminer s’il y a interaction entre 

deux protéines ou non. En cas d’interaction, on observera un changement de couleur de la cellule 

passant du jaune (eGFP seule) au bleu. 

 

Figure 2 : Principe de la technique FRET-FLIM 
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B.8. Dosage des protéines 

La méthode de dosage de Bradford est une analyse spectroscopique permettant de mesurer la 

concentration de protéines en solution par dosage colorimétrique. En effet, le bleu de Coomassie 

G250 change d’absorbance lors de son interaction avec les acides aminés basiques (l’arginine en 

particulier) ou aromatiques des protéines.  

La solution de Bradford est obtenue par mélange de 1mL de solution « Biorad Protein Assay» 

avec 4mL d’eau milliQ. 200µl de cette solution de bleu de Coomassie est ensuite déposée dans 

les puits d’une plaque 96 puits (200ul/puits). Afin d’établir une gamme étalon, une solution de 

BSA (Bovine Serum Albumin) est diluée au dixième dans du tampon Tris et un volume croissant 

de BSA est ensuite déposé dans les puits d’une plaque 96 puits (Figure 3). Parallèlement,  les 

solutions contenant les protéines (lysat cellulaire) sont aussi diluées au 1/20e dans du tampon 

Tris et 10µL de cette solution  protéique sont alors déposés (Figure 3). 

 

Figure 3 : Plaque 96 puits pour un dosage de Bradford, exemple de 3 échantillons 
L’absorbance à 595nm est obtenue grâce au spectrofluorimètre SAFAS FLX-Xenius. Les densités optiques ainsi 
obtenues permettent de calculer la concentration protéique des échantillons et ainsi de déterminer le volume de 
proteines à prélever pour la suite de l’expérience de co-IP.  
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B.9. Co-immunoprécipitation 

Pour un même échantillon, 3 puits d’une plaque 6 puits ont été transfectées. 48 heures post-

transfection, le milieu DMEM est retiré des puits par une pompe à eau. Ensuite, les cellules sont 

rincées avec 1 mL de PBS 1X, trypsinées par l’ajout de 1 mL de trypsine (1X) et incubées à 

37°C pendant 2 à 3 minutes. Puis, 2 mL du milieu DMEM sont ajoutés et le volume total des 3 

puits, correspondant au même échantillon, est transféré dans un même tube falcon de 15 mL. Les 

cellules récupérées sont centrifugées à 14000 rpm pendant 3 min. Puis, le surnageant est aspiré et 

le culot est lysé par l’ajout de 1mL de tampon de lyse par échantillon (Tris HCL 10mM, NaCl 

150mM, EDTA 1mM, NP40 1%, 0.05% SDS) contenant des inhibiteurs de protéases (Complete 

Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) pendant 30 minutes à 4°C qui sera 

ensuite transféré dans des tubes Eppendorf et centrifugé 10 minutes à 4°C à 14000 rpm. Le 

surnageant est récupéré puis la quantité de protéines totales est dosée par la méthode de 

Bradford. Le surnageant sera divisé en deux parties (selon Figure 4) : 20µg de protéines sont 

utilisées en ‘input’ et 1mg de protéines totales vont servir pour l’immunoprécipitation (IP). 

‘L’input’ permet de vérifier si les protéines d’intérêts sont bien présentes dans le lysat avant 

l’immunoprécipitation. Les protéines de ‘l’input’ sont directement dénaturées durant 5 min à 

95°C dans une solution de Laemmli 1X (Tris-HCL 250 mM, glycérol 100%, SDS 20%, bleu de 

bromophénol 5 mg) contenant 100 mM de DTT.  

Les protéines de l’IP sont incubées avec 1 µg de l’anticorps d’intérêt (anti-p24 Gag, anti-eGFP 

ou anti-Flag) et agitées pendant 2 heures sur une roue à 4°C. Parallèlement, des billes 

magnétiques (50µl par échantillon) recouvertes de protéines A (dynabeads) sont lavées au PBS 

1X (700µl), puis équilibrées par deux lavages successifs dans du tampon NP40 (précédemment 

décrit). Afin de séparer les billes des solutions de lavage, les tubes sont placés sur un portoir 

aimanté. Les billes ainsi préparées sont incubées avec les tubes IP puis placées sous agitation sur 

la roue à 4°C pendant une heure. Les billes sont ensuite lavées trois fois avec 500 µl de tampon 

de lyse NP40 puis reprises dans 50µl d’une solution composée de Laemmli et de DTT (32.5 µL 

d’H2O, 5µL DTT, 12.5µL Laemmli 4X) et dénaturées 5 minutes à 95°C. Leur stockage se fait à 

-20°C avant leur analyse par western blot (Figure 4). 
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Figure 4 : Principe de la co-immunoprécipitation  

B.10. Western blot 

Les protéines sont séparées par électrophorèse sur un gel de polyacrylamide 8% ou 12% (en 

fonction de la taille des protéines à révéler) dans un tampon de migration (15,14 g de Tris, 72,05 

g de glycine, SDS 20%, pH 8,8, dilué au dixième, qsp 500 mL eau milliQ). Les échantillons sont 

chargés dans les puits du gel (stacking gel) puis séparés (separating gel) en fonction de leur 

masse moléculaire en appliquant un courant de 110 volts (0,05 A) pendant deux heures. Les 

protéines sont ensuite transférées sur une membrane PVDF (polyvinylidene fluoride) 

préalablement activée au méthanol. Le transfert se fait en milieu liquide (15,14 g de Tris, 72,05 g 

de glycine dilué au dixième avec 20% d’éthanol, qsp 500 mL eau milliQ), dans la glace et sous 

une intensité de 80 volts pendant deux heures sous agitation. La membrane récupérée est placée 

une heure dans un tube Falcon 50 contenant 10 mL d’une solution de TBS-T (Tris-Buffered 

Saline-Tween 20 0,05%) contenant 3% de caséine (Biorad). Cette étape de blocage permet de 

saturer la membrane. Elle est ensuite incubée avec l’anticorps primaire dilué dans le même 

tampon (la dilution dépend de l’anticorps utilisé) pendant une nuit à 4°C ou pendant une heure à 
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température ambiante (Tableau 2A). Puis la membrane est lavée 3×10 minutes avec 10 mL de 

TBS-T et incubée une heure à température ambiante avec un anticorps secondaire couplé à la 

HRP (horseradish peroxydase) (Tableau 2B). Pour la révélation, deux tubes Falcon 50 sont 

préparés, le tube A contenant 17 µL d’acide coumarique (90 mM), 40 µL de luminol (250 mM), 

400 µL de Tris 1 M, pH 8,5 et 3,5 mL d’eau et le tube B contentant 2,5 µL de peroxyde 

d’hydrogène, 400 µL de Tris 1 M, pH 8,5 et 3,6 mL d’eau. Ces deux tubes sont mélangés et la 

solution est déposée sur la membrane pendant une minute et ensuite éliminée. La membrane est 

placée dans une cassette et la révélation se fait en chambre noire ou à l’aide de la caméra 

las4000-GE Healthcare sans avoir besoin de la cassette. La peroxydase catalyse l’oxydation du 

luminol en présence d’H2O2. Le luminol retourne à son état réduit en émettant des photons 

(chimioluminescence) qui impriment un film photographique. Ce film est ensuite révélé, lavé 

puis fixé, toujours dans la chambre noire (produits Kodak), avant d’être séché et analysé. La 

membrane peut être réutilisée pour détecter d’autres protéines : après trois lavages de 10 min 

chacun avec du TBS-T, elle est déshybridée avec 10 mL d’une solution ‘restore plus western blot 

stripping buffer’ (ThermoScientific) pendant 15 min à température ambiante et sous agitation. La 

membrane est ensuite lavée 3×10 min dans du TBS-T et placée sous agitation. Puis, les étapes de 

blocage et d’incubation avec les solutions contenant les anticorps primaire et secondaire sont 

renouvelées comme décrit précédemment. 

 

B.11. Cytométrie en flux (FACS)  

Des études de FACS (fluorescence activated cell sorting) sur des cellules exprimant Flag-RPL7,  

ou transfectées avec des siRNA dirigés contre la RPL7 ont été réalisées, afin de vérifier si la 

surexpression ou la sous-expression de la RPL7 induit l’apoptose dans des cellules 293T. 

Au cours du processus de l’apoptose les phosphatidyl sérines (PS), orientées dans des cellules 

saines majoritairement du côté intra-cytoplasmique, procèdent à un mouvement dit « flip flop ». 

Elles se trouvent alors orientées vers le côté extracellulaire et ce phénomène permet de mesurer 

les cellules apoptotiques à l’aide du test à l’annexin-V. En effet, l’annexin-V est capable de 

reconnaître la PS externalisée dans le processus d’apoptose. Ainsi, toutes les cellules présentant 

une fluorescence verte, due à la reconnaissance de la PS par l’annexin V conjugué au 
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fluorochrome FITC seront des cellules apoptotiques. Dans les étapes tardives de l’apoptose ou 

lors de la nécrose, la membrane cellulaire devient perméable. Cette perméabilité membranaire 

permet à l’iodure de propidium (PI) d’accéder au noyau et le coloré en rouge. 

Ainsi, les cellules 293T transfectées avec la Flag-RPL7 et les siRNA sont lavées avec du PBS 

puis récoltées dans des tubes Falcon 15 mL. 106 cellules/mL sont resuspendues avec 100 µL du 

tampon Annexin V (0.1 M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl2)  et puis 

transférées dans des tubes de culture de 5 mL. 5 µL d’annexine V et 5µL de PI sont ajoutées aux 

cellules. Ensuite, les cellules sont vortexées et incubées pendant 15 min à température ambiante à 

l’obscurité. Puis, 400 µL d’annexine V sont rajoutées aux cellules. Après, ces cellules sont 

analysées par cytométrie en flux en utilisant l’analyseur BD FACS Calibur par l’aide de 

M.Claudine Ebel de la plateforme de l’IGBMC. 

B.12. Double hybride  

Le double hybride est un système d’étude in vivo des interactions protéine-protéine. Il est basé 

sur la capacité  du facteur de transcription de la levure Gal4 à être séparé en deux domaines de 

repliement indépendants. Lors de ce test, les deux protéines d’intérêt X et Y sont fusionnées aux 

deux sous-domaines de Gal4 (domaine d’activation et domaine de liaison à l’ADN) et ciblées 

dans le noyau de la levure. Si X et Y interagissent, le facteur de transcription Gal4 est reconstitué 

et l’activation d’un gène rapporteur placé sous contôle de Gal4 sera observée. A l’inverse, si les 

protéines n’interagissent pas, le facteur de transcripion sera inactif et le gène rapporteur ne sera 

pas transcrit (Figure 5). Dans notre cas, le gène rapporteur est celui de l’histidine.  

Nous avons utilisé la technique de double-hybride chez la levure pour étudier l’interaction entre 

Gag-RPL7 et la NCp7-RPL7. Pour cela, les gènes codant RPL7, Gag et la NCp7 ont été clonés 

dans les deux vecteurs pActII (codant le domaine d’activation à Gal4) et pGBKT7 (codant le 

domaine de liaison à l’ADN de Gal4).  

Les constructions pActII ont été transformées par la méthode de Li/Ac dans des levures 

Saccharomyces Cerevisiae de souche AH109 (Mat a trp1–901 leu2–3, 112 ura3–52 his3–200 

gal4D gal80DLYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3 MEL1 GAL2UAS-GAL2TATA-

ADE2URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ) et les constructions pGBKT7 dans les levures de 
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souches YGHX13 (MaTα Gal4∆ Gal80∆ ade2-101::KanR, his3, leu2-3-112, trp1-901, ura3-52 

URA3::UASGAL1-LacZ, Met). 

Les simples transformants ont été sélectionnés pour leur auxotrophie pour la Leucine (ActII) ou 

le tryptophane (GBKT7). Les diploïdes obtenues après le croisement des simples transformant 

ont été sélectionnés sur un milieu minimal sans Leucine ni Tryptophane (6,7 g nitrogen base sans 

acides aminés, 20g D-Glucose, 0,15g Drop Out (sigma) qsp 1 litre). 

Un clone de chaque diploïde a été prélevé et déposé sur un milieu –Leu/-Trp/-His pour 

sélectionner les positifs.  

 
Figure 5 : Principe du système de double-hybride en levure Saccharomyces Cerevisiae 

 

B.13. Clonage Gateway 

Pour effectuer les mutants de délétions  de la RPL7,  j’ai utilisé le clonage Gateway dont je 

décris le principe ci-dessous.  Les amorces utilisées dans ce clonage sont représentés dans le 

tableau 3B. 

La technique Gateway est une méthode de clonage universelle, rapide et hautement efficace 

permettant de transférer des fragments d’ADN dans des vecteurs multiples. Cette technologie 

utilise le système de recombinaison du phage lambda pour faciliter le transfert, entre vecteurs, de 
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séquences d’ADN hétérologues flanquées des sites att modifiés. Le système est basé sur deux 

réactions de recombinaison. Tout d’abord, la réaction BP permet la recombinaison d’un substrat 

flanqué de séquences attB (produit de PCR flanqué des séquences attB) avec un vecteur donneur 

flanqué des séquences attP (Figure 6), ce qui génère un clone d’entrée flanqué des sites attL. 

Cette réaction est catalysée par la BP Clonase™ enzyme mix (composée d’intégrase Int et de 

facteur d’intégration IHF). Une fraction de cette réaction est directement utilisée pour 

transformer des bactéries DH5 α. La sélection se fait par 2 mécanismes : le gène ccdB (dont le 

produit est toxique pour la bactérie) permet d’effectuer une sélection négative, et le gène de 

résistance à un antibiotique permet, lui, d’effectuer une sélection positive. Les clones positifs, 

vérifiés par séquençage, sont utilisés pour la seconde réaction de recombinaison : la réaction LR 

(Figure 6). Elle permet la recombinaison d’un substrat flanqué des séquences attL (vecteur 

donneur) avec un vecteur de destination flanqué des séquences attR. Cette réaction catalysée par 

la LR ClonaseTM (composée d’intégrase Int, d’excisionase Xis et de facteur d’intégration IHF)  

L’avantage principal de cette technique est qu’une séquence ADN peut être clonée dans des 

vecteurs multiples adaptés à des systèmes aussi divers que les bactéries, les cellules de 

mammifères ou encore les cellules de plantes, sans passer par des étapes de digestion - ligation. 

 
 

Figure 6 : Schéma des deux étapes nécessaire au clonage GATEWAY® 

B.14. Mutagenèse 

Pour effectuer la mutation GagRAPAAA, j’ai utilisé le protocol du « Site-Directed Mutagenesis 

Kit » qui consiste en 3 étapes :   
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-La première étape consiste en une réaction de PCR (Voir tableau 5) pour l’amplification du 

plasmide à muter avec des amorces phosphorylés dont leur design se fait comme le montre la 

figure 7. 

 
Figure 7 : Représentation schématique de différentes mutations 

 

Composant Volume finale de la réaction 50µL  Concentration finale 

H2O Qsp 50µL  

Tampon 5x Phusion HF  10µL 1x 

10Mm dNTPs 1µL 200µM  chacun 

Amorce A 2.5 µL 10µM 

Amorce B  2.5 µL 10µM 

ADN à muter x µL 1 ng 

ADN polymérase Phusion Hot Start 

(2U/µL) 

0.5µL 0.02 U/µL 

 

Tableau 5: Réaction de la mutagenèse 

L’amplification est réalisée grâce à un thermocycleur avec le programme suivant : 1 cycle de 10 

min à 98°C, 30 cycles d’une élongation de 4 min/cycle à 72°C, suivi d’un dernier cycle de 10 

min à 72°C. Les séquences des amorces utilisées sont données dans le Tableau 3A. 

-Une étape de circularisation du produit de PCR  avec l’ADN ligase Quick T4. 

-Transformation de l’ADN circularisé dans des bactéries ultracompétentes (NEB), puis 

vérification de la mutation par séquençage du plasmide.  
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Résultats 

La recherche des partenaires cellulaires de Gag et de la NCp7 a été initiée en collaboration avec 

le docteur Richard Benarous (Société Cellvir, Paris), en criblant par double-hybride en levure 

une banque d’ADN complémentaires humains construite à partir d’ARN messagers isolés de la 

lignée lymphocytaire CEM (448,449). Ce criblage a permis d’identifier plusieurs protéines 

capables d’interagir avec la protéine Gag et la NCp7 mature (voir tableau 1).  

Parmi les différentes protéines identifiées, nous nous sommes focalisés sur la protéine 

ribosomique L7 (RPL7). En effet, cette protéine, qui appartient à la sous-unité 60S du ribosome, 

a la capacité d’inhiber la traduction de plusieurs ARN messagers (438,450). Elle pourrait donc 

être un bon candidat pour expliquer l’arrêt de la traduction de l’ARN viral au profit de son 

encapsidation (Voir paragraphe ci-dessus). 

Lors du crible en double hybride, 3 clones indépendants codants une région partielle de RPL7 

(protéine ribosomique, [68-248] ont été obtenue lors de l’utilisation de NCp7 comme appât. Ce 

résultat est renforcé par  l’obtention de cinq clones indépendants codant la forme complète de 

RPL7 [~8-248] lorsque la protéine Gag est utilisée comme appât Ces résultats suggèrent que la 

région correspondante à la NCp7 dans le précurseur Gag est le site de liaison à la RPL7.  

D’autres proies communes aux 2 appâts sont également identifiées i) une autre protéine 

ribosomique (RPL23A) mais dont le score est inférieur, ii) des protéines impliquées dans 

l’épissage et transport des pré-ARNm (hnRNPA2/B1, hnRNPM), iii) d’une ubiquitine hydrolase 

(BAP1) et enfin iv) une chaperonne de protéines (RanBP9) qui interagit directement avec l’ARN 

génomique et favorise son export du noyau vers le MTOC (451). De plus, cette approche de 

double-hybride a directement permis la découverte de nombreux partenaires cellulaires des 

protéines rétrovirales tels que β-cop, TIP47, LEDGF, l’UNG … (252,452-456).   
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 NCp7 Gag 

 Nombre de clones indépendants Nombre de clones indépendants 

RPL7 3 5 

hNRNPA2/B1 2 5 

hNRPM 2 3 

RPL23A 3 1 

BAP1 10 1 

RanBP9 4 2 

 

Tableau 1 : Proies trouvées par la technique du double-hybride en utilisant la NCp7 (orange) ou Gag comme appât 
(bleu).  
Ce tableau a été obtenu par la société Hybrigenics, il tient compte de la banque utilisée, de l’organisme et des 
résultats de criblage, ainsi que du nombre des ADNc indépendants retrouvés dans le même criblage. 
 

Afin de confirmer les résultats du crible en haut débit, nous avons réalisé un test double- hybride 

deux à deux chez la levure. Pour cela, les gènes codant RPL7, Gag et NCp7 ont été clonés dans 

les vecteurs pActII (domaine d’activation de Gal4) et pGBKT7 (domaine de liaison à l’ADN de 

Gal4) (Voir matériels et méthodes). Chaque construction a été transformée individuellement dans 

2 souches de levures (AH109 pour ActII et YGHX13 pour pGBKT7). Après croisement des 

levures, les diploïdes ont été sélectionnés sur milieu dépourvu de leucine et de tryptophane et 

après repiquage les clones positifs pour l’interaction ont été sélectionnés pour leur capacité à 

induire une auxotrophie sur milieu dépourvu de leucine, tryptophane et histidine. Les résultats 

ont montré que la RPL7 fusionnée au domaine d’activation de Gal4 interagit avec NCp7 et Gag 

(Voir figure 1). Cependant, aucune interaction n’est observée lorsque RPL7 est fusionnée au 

domaine de liaison à l’ADN de Gal4, ceci peut être  expliqué par la toxicité observée pour la 

levure lors de la surexpression des protéines de fusion de NCp7 et Gag au domaine d’activation 

de Gal4. 

Les résultats présentés dans ce chapitre ont donc pour but d’aboutir à une caractérisation 

de l’interaction des complexes Gag-RPL7, et de déterminer la fonction de cette interaction 

dans le cycle réplicatif du virus VIH-1. 

De ce fait, par l’utilisation de la technique de co-immunoprécipitation et d’imagerie (FRET-

FLIM), nous avons voulu confirmer  l’interaction entre Gag(NCp7) et la RPL7 en milieu 
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cellulaire ainsi que dans un contexte viral et identifier les domaines protéiques des deux 

partenaires réellement impliqués dans leur interaction.  Dans un deuxième temps, nous avons 

initié des travaux afin de comprendre le  rôle de cette interaction dans le cycle viral en 

surexprimant ou sous-exprimant la RPL7 dans des cellules 293T infectées et en déterminant les 

différents paramètres de la production virale.  

  

Figure 1 : Résultats du double-hybride deux à deux chez la levure pour l’interaction Gag-RPL7 et   NCp7- RPL7 
Les cercles verts montrent une interaction entre Gag et la RPL7 et entre NCp7 et la RPL7. Les cercles rouges 
indiquent l’absence de l’interaction entre Gag-RPL7 et NCp7-RPL7 dans le cas ou RPL7 est fusionnée au domaine 
de liaison à l’ADN de Gal4.Ceux-ci se traduisant par la croissance des levures sur un milieu –Leu/-Trp/-His.  La 
croissance des levures est maintenue à 30 °C pendant 4 jours. (n.d) signifie non déterminé. 

 

Enfin, sachant que Gag et la RPL7 jouent un rôle dans la régulation de la traduction, il a été 

important de déterminer le lieu de l’interaction et de localiser les différents partenaires dans 

les compartiments de la cellule.  
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I. Interaction de la protéine virale Gag du VIH-1 avec la protéine 
ribosomique RPL7 suivie par co-immunoprécipitation 

I.1 Gag est-elle capable de co-immunoprécipiter la RPL7 endogène ?  

Les résultats déjà obtenus par double-hybride ont montré l’interaction Gag(NCp7)/RPL7. Cette 

technique seule n’est pas suffisante pour fournir la preuve d’une réelle interaction dans un 

contexte cellulaire dû à la présence de faux positifs ou de faux négatifs et doit être confirmée par 

une autre approche biochimique. 

Pour cela, nous avons utilisé la technique de co-immunoprécipitation (Voir matériels et 

méthodes). Cette technique consiste à mettre en contact un surnageant cellulaire contenant les 

protéines cellulaires et d’intérêts (Gag) et un anticorps dirigé contre la protéine à 

immunoprécipiter. Puis, ce mélange est incubé avec des billes substituées par des protéines A.  

Dans cette expérience, nous avons utilisé comme contrôle négatif, des cellules HeLa non 

transfectées (NT), des cellules transfectées par un plasmide exprimant l’eGFP, et des cellules 

transfectées avec la protéine virale incubées avec des billes-protéine A sans avoir rajouté l’anti-

Gag p24 (Figure 2).  

Nous avons dans un premier temps vérifié que la protéine Gag reconnaissait l’isotype IgG2β de 

l’anti-Gag dirigé contre la p24 qui est notre anti-Gag p24 utilisé dans la suite du manuscrit 

(457,458) (non montré). 

Dans la figure 1 ci-dessous, la partie ‘Input’ correspond à une analyse par western blot des 

protéines contenues dans le lysat cellulaire (avant ajout de l’anticorps et des billes). Cela permet 

de vérifier l’expression de la protéine virale produite après transfection et de confirmer la 

présence de la protéine cellulaire endogène. Dans cette figure, la membrane (a) incubée avec un 

anticorps anti-Gag p24, montre la présence d’une bande à 55 kDa uniquement dans le puits 3 

correspondant à la protéine Gag. Cette même membrane est révélée par un anticorps anti-RPL7 

(membrane b, puits 1, 2,3). Le signal montre la présence de la protéine endogène à une taille de 

27 kDa. Cette protéine étant une protéine cellulaire endogène, elle est détectée dans les trois 

échantillons.   

La membrane a’ correspond à l’immunoprécipitation de la protéine Gag par les billes saturées en 

anti-Gag p24. Cette membrane révélée par un anti-Gag p24 montre que la protéine virale a bien 
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été immunoprécipitée via son propre anticorps sur des billes couplées à la protéine A (puits 6a’). 

Cette même membrane est ensuite révélée par un anti-RPL7 (membrane b’). Comme le montre le 

signal obtenu, la présence simultanée des deux protéines dans le même puits 6 prouve que la 

protéine Gag a co-immunoprécipité la protéine endogène RPL7. Aucune autre bande n’a été 

détectée démontrant la spécificité de la co-IP.     

Ce premier résultat confirme l’interaction Gag-RPL7 obtenue précédemment par le test de 

double-hybride. 

 

Figure 2 : Co-immunoprécipitation de la RPL7 par la protéine Gag.  

Les cellules HeLa ont été transfectées  avec 2 µg de plasmides codant Gag et, 48h post-transfection, les protéines 
totales sont extraites, dosées et incubées avec des billes-protéine A et l’anticorps anti-Gag p24. Puits 1 et 4 : cellules 
non transfectées. Puits 2 et 5 : cellules transfectées avec de l’eGFP. Puits 3 et 6 : cellules transfectées avec Gag, 
Puits 7 : cellules non transfectées incubées avec des billes sans anticorps. 
‘Input’ : protéines totales avant immunoprécipitation révélées par un anti-Gag p24 (membrane a) ou par un anti-
RPL7 (membrane b). Un anticorps dirigé contre la GAPDH (c) permet de confirmer le dépôt de la même quantité de 
protéines dans tous les puits. IP : protéines après immunoprécipitation de Gag et révélation par un anti-Gag p24 
(membrane a’) ou par un anti-RPL7 (membrane b’). La présence des deux protéines Gag et RPL7 dans le même 
puits 6 montre une co-immunoprécipitation de la RPL7 par la protéine Gag. 
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I.2 L’interaction Gag-RPL7 est-elle aussi valide en immunoprécipitant la 

RPL7 ?   

Nous avons voulu valider l’interaction Gag-RPL7 mais cette fois-ci en capturant la RPL7 

endogène par son anticorps et en révélant la membrane par un anti-Gag p24. Malheureusement, 

nous n’avons pas observé d’immunoprécipitation de la RPL7 suggérant que l’anticorps anti-

RPL7 n’était pas capable de reconnaître la RPL7 (non montré). Notre hypothèse pour expliquer 

ce défaut d’immunoprécipitation serait que la séquence 200-248 reconnu par l’anticorps 

chevauche la région identifiée par double-hybride comme interagissant avec Gag. Une autre 

possibilité serait que l’anti-RPL7 soit incapable de reconnaitre la forme native de la protéine. En 

effet, ce même anticorps reconnait très bien la RPL7 mais dans des conditions dénaturantes en 

western blot.  

Pour surmonter ce problème, la RPL7 a été fusionnée à une étiquette Flag N-terminale (12 acides 

aminés). Après transfection de ce plasmide, l’expérience d’immunoprécipitation a été répétée en 

immobilisant la  Flag-RPL7 par un anti-Flag et en détectant la présence ou non de la protéine 

Gag-eGFP. Comme le montre la figure 3, membrane a’ et b’, nous avons pu détecter la présence 

simultanée de Gag-eGFP et de la Flag-RPL7 dans le puits 6. 

Ainsi, l’interaction Gag-RPL7 ne dépend pas des conditions d’immobilisation des différents 

partenaires.  
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Figure 3 : Co-immunoprécipitations de la protéine Gag par la RPL7.  

Les cellules HeLa ont été transfectées avec 2µg de plasmides codant  Flag-RPL7 et Gag-eGFP. 48h post-
transfection, les protéines totales sont extraites et incubées avec des billes-protéines A et l’anticorps anti-Flag. Puits 
1 et 5 : cellules non transfectées. Puits 2 et 6 : cellules transfectées avec Gag-eGFP. Puits 3 et 7 : cellules 
transfectées avec Flag-RPL7. Puits 4 et 8 : cellules co-transfectées avec Gag-eGFP et Flag-RPL7. 
La membrane est incubée avec un anti-Flag (a-a’), un anti-eGFP (b-b’). ‘Input’ : membrane (a) montrant 
l’expression de la Flag-RPL7 (puits 3 et 4) ; membrane (b) montrant l’expression  de Gag-eGFP (puits 2, 4).  IP-
coIP : co-immunoprécipitation de la RPL7 et Gag ( a’-b’puits 8). Un anticorps dirigé contre la GAPDH (c) permet 
de confirmer le dépôt de la même quantité de protéines dans tous les puits.  
 

I.3 L’interaction Gag-RPL7 dépend elle des acides nucléiques ? 

 
Dans un deuxième temps, nous avons voulu déterminer si cette interaction Gag-RPL7 dépendait 

de la présence d’un acide nucléique. En effet, lors de la formation de la particule virale, la 

protéine Gag polymérise sur une plateforme nucléique grâce à une interaction entre le domaine 

NCp7-acides nucléiques qui peuvent être d’origine viral ou cellulaire (323,459). Des études 

précédentes, ont montré que cette plateforme nucléique est aussi nécessaire pour que Gag puisse 

interagir avec APOBEC (460) ou avec EF1α (421) et plus récemmment avec ALIX (461).   

Parallèlement, la RPL7 lie les ARN avec une affinité de l’ordre du nanomolaire, qu’ils soient 

ribosomiques ou messagers (462). Ceci montre que les 2 protéines Gag et RPL7 interagissent 

avec les ARN,  ce qui nous inciterait à penser que l’interaction Gag-RPL7 puisse être due à la 

présence de la plateforme nucléique. Pour tester cette hypothèse, nous avons vérifié si cette 

interaction est toujours valide en absence de l’ARN. La même expérience de co-
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immunoprécipitation a donc été répétée mais en quadruplant l’échantillon correspondant aux 

cellules transfectées avec Gag. Ensuite, deux échantillons traités et non traités avec la RNase A 

(100µg/mL) ont été incubés avec l’anticorps anti-Gag p24 (Figure 4) ; les deux autres 

échantillons, eux aussi traités et non traités avec la RNAse A, ont en parallèle été soumis à une 

extraction de l’ARN par le Kit « Tri Reagent Protocol, Sigma-aldrich ». Les acides nucléiques 

purifiés ont été quantifiés au nanodrop et les ARN ont été ensuite visualisés sur gel d’agarose 

grâce au bromure d’éthidium. 

Les fractions obtenues après immunoprécipitation sont révélées par un anti-Gag p24 (Figure 4a). 

Elles montrent que la même quantité de Gag a été immunoprécipitée (puits 7 et 8). Puis la 

membrane a été révélée avec un anti-RPL7. Comme le montrent les puits 7 et 8 de la figure 4b, 

nous avons constaté que le traitement par la RNAse provoque, de manière reproductible, une 

détection plus importante de la RPL7 (Figure 4b, puits 8). Nous avons montré que cette 

augmentation n’est pas due à la quantité de Gag immunoprécipitée  puisque la même quantité de 

Gag est retenue sur les billes  (Figure 4a, puits 7 et 8), ni de la quantité de protéine de l’input 

(membrane c révélée avec un anti-GADPH). La dégradation des ARN a été confirmée à la fois 

par quantification des ARN purifié au nanodrop  (absence d’ARN détecté après traitement à la 

RNAse) et sur gel d’agarose  (aucun signal n’a été observé comparé au témoin sans RNAse où 

l’on détecte une bande ayant migré à 2 kb et qui correspond à la petite sous-unité ribosomique et 

une autre bande à faible masse moléculaire de 1 kb  (Figure 4 II, puits 2).  

Cependant, nous ne pouvons pas exclure la possibilité d’avoir toujours un ARN intermédiaire 

entre le complexe Gag-RPL7, ARN qui serait protégé de la digestion par la RNase.   

Ainsi, l’interaction Gag-RPL7 ne dépendrait pas de la présence d’ARN. Cependant, nous 

constatons de manière reproductible une augmentation de la quantité de RPL7 co-

immunoprécipitée par Gag suggérant que l’ARN puisse géner l’interaction Gag-RPL7. Cette 

amplification du signal de la RPL7 peut être due à une libération des sites d’interaction avec Gag 

qui seraient masqués par la présence d’ARN. En d’autres termes, nous pouvons proposer que la 

RNAse A puisse libérer la partie C-terminale de la RPL7 de son interaction avec les acides 

nucléiques et favoriser ainsi son exposition pour une interaction avec la protéine Gag.  

En conclusion, ces premières expériences confirment les résultats obtenus par double-

hybride et  montrent que le précurseur Gag du VIH-1 pourrait recruter la protéine RPL7 

de manière indépendante de l’ARN.   
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Figure 4 I : Co-immunoprécipitation de la RPL7 par Gag en absence et en présence de la RNase A. 

Les cellules HeLa ont été transfectées avec 2µg de plasmides codant Gag et, 48h post-transfection, les protéines 
totales sont extraites et incubées avec des billes-protéines A et l’anticorps anti-Gag p24. Puits 1 et 5 : cellules non 
transfectées. Puits 2 et 6 : cellules transfectées avec l’eGFP. Puits 3 et 7 : cellules transfectées avec Gag. Puits 4 et 
8 : cellules transfectées avec Gag puis les protéines sont incubées 15 min en présence de RNase A (1µg/14 µl 
protéines) juste avant l’immunoprécipitation de Gag.  

La membrane est incubée avec un anti-Gag p24 (a) ou avec un anti-RPL7 (b). Un anticorps dirigé contre la GAPDH 
(c) permet de confirmer le dépôt de la même quantité de protéines dans tous les puits. ‘Input’ : protéines totales 
avant l’immunoprécipitation. IP : immunoprécipitation. La présence simultanée de la RPL7 et de Gag dans les pistes 
7 et 8 confirme l’interaction  Gag-RPL7.  Ainsi, la détection de la RPL7 d’une manière plus importante dans le puits 
8 par rapport au puits 7 (image a et b) montre que cette interaction serait indépendante de l’ARN.  
 
Figure 4 II : Gel d’agarose montrant l’effet du traitement à la RNase.  
 

 

II. Interaction de la protéine virale Gag du VIH-1 avec la protéine 

ribosomique RPL7 suivie par imagerie 

En établissant l’interaction Gag-RPL7 par des techniques biochimiques comme le double-

hybride et la co-immunoprécipitation, il était nécessaire de suivre cette interaction en milieu 

cellulaire. Pour cela, nous avons utilisé plusieurs techniques d’imagerie telles que la microscopie 

confocale permettant de localiser les différents partenaires et la technique du FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfert) visualisée par FLIM (Fluorescence Lifetime 

Imaging) permettant de suivre une interaction  (463,464). Pour cela, nous avons utilisé des 

plasmides codant les protéines d’intérêts fusionnées avec les rapporteurs eGFP ou mCherry 
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(RPL7-mCherry, mCherryRPL7, RPL7-eGFP, Gag-eGFP et Gag-mCherry). De plus, nous avons 

utilisé des plasmides qui codent pour Gag-TC et pour la RPL7-TC. Ces constructions possèdent 

un motif qui a une séquence de 12 acides aminés riches en cystéines (465). Les motifs TC en 

présence des dérivés d’arsenic ReAsH ou FlAsH sont capables de former des liaisons covalentes. 

Seules les composés liés au FlAsH et ReAsH émettent de la fluorescence (343,466). Nous avons 

utilisé aussi un plasmide codant la Flag-RPL7. La protéine chimérique ainsi produite est 

immunodétectée par un anti-Flag reconnu par un anti-alexa568.  

 

II.1 Quelles sont les localisations des différentes constructions de 

Gag et RPL7? 

Dans un premier temps, nous avons transfecté des cellules HeLa avec un plasmide exprimant  la 

protéine Gag afin de visualiser sa localisation. Par microscopie confocale, l’immunodétection de 

Gag par un anti-Gag p24 lui-même révélé par un anti souris-Alexa568 montre que cette protéine 

se localise essentiellement dans le cytoplasme (Figure 5 A). De même, les protéines  Gag-

mCherry et Gag-eGFP diffusent essentiellement dans le cytoplasme (Figure 5 B, C). L’absence 

de localisation à la membrane plasmique de ces trois constructions est en accord avec les 

données de la littérature montrant que i) l’anti-Gag p24 reconnait difficilement son antigène 

lorsque Gag est assemblé (76,325) et ii) les protéines eGFP/mCherry placées en C terminal ou 

dans notre cas en aval de la matrice, gênent considérablement l’assemblage. Inversement, la 

protéine Gag-TC-ReAsH qui se trouve principalement sur la membrane plasmique (Figure 5 D) 

en accord avec le fait que la taille du marqueur n’a probablement pas d’effet majeur sur 

l’assemblage de Gag (467). Concernant la RPL7, sa localisation via un anti-RPL7 montre que la 

protéine se trouve dans le cytoplasme, le noyau et s’accumule dans les nucléoles. Cette 

localisation est en accord avec les travaux de J.-R.Ko et al (431) (Figure 5 E). Par contre les 

protéines de fusion mCherry-RPL7 (Figure 5 F), RPL7-mCherry (Figure 5 G) et RPL7-eGFP 

(Figure 5 H, I) ont principalement une localisation nucléolaire. Dans ces trois cas, il semble que 

la fusion en N- ou C-terminal des protéines reportrices provoque une rétention de la RPL7 dans 

le compartiment nucléaire et plus particulièrement nucléolaire. Cependant, la Flag-RPL7 se 

trouve dans le cytoplasme, le noyau et principalement dans les nucléoles (Figure 5 J). 
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Concernant la RPL7-TC-ReAsH se trouve principalement dans les nucléoles, et faiblement dans 

le cytoplasme (figure 5 K).  

 

Figure 5 : Localisation dans les cellules HeLa de Gag, Gag-mCherry, Gag-eGFP, mCherry-RPL7, RPL7-mCherry, 
RPL7-eGFP, Flag-RPL7 et RPL7-TC observée au microscope confocal 24 heures post-transfection. 
2.105 des cellules HeLa ont été transfectées par 1µg de plasmides exprimant Gag, Gag-mCherry, Gag-eGFP, 
mCherry-RPL7, RPL7-mCherry, RPL7-eGFP, Flag-RPL7 et RPL7-TC. 24 heures post-transfection, ces cellules ont 
été fixées au PFA 4%, puis observées au microscope confocal. Gag-alexa568, Gag-mCherry et Gag-eGFP se 
trouvent dans le cytoplasme (Figure 3 A, B, C). GagTC-ReAsH est détecté sur la membrane plasmique (Figure 3 D). 
La mCherry-RPL7 (figure 3F) et la RPL7-mCherry (figure 3G) sont localisées dans les nucléoles contrairement à la 
RPL7 endogène (figure 3E) qui se trouve dans toute la cellule. Comme la RPL7 endogène, la Flag-RPL7 est localisé 
dans le noyau, les nucléoles et le cytoplasme (Figure 3 J). La RPL7-TC se trouve principalement dans les nucléoles, 
et dans le cytoplasme (Figure 3 K). Gag, RPL7 endogène et la Flag-RPL7 est détectée par alexa-568.   
Ainsi, Gag-eGFP (3A) ne se colocalisent pas avec la RPL7 fusionnée à la mCherry que ça soit du côté N ou C-
terminal, ni avec RPL7-eGFP. Les échelles représentent 10µm.  
 
Enfin, des cellules HeLa ont été transfectées par la construction Flag-RPL7 et la protéine 

chimérique a été localisée via un anti-Flag et un anticorps secondaire marqué alexa568. La 

fusion de la RPL7 avec un Flag sur la partie N-terminale permet donc d’avoir une localisation 

cellulaire proche de celle observée avec la protéine endogène (comparer les images E et J).  

Dans un deuxième temps, nous avons voulu co-localiser les deux partenaires. Nous avons donc 

pris comme couple la Flag-RPL7 et Gag-eGFP que nous avons co-transfecté dans des cellules 

HeLa.  
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Pour affiner cette co-localisation, nous avons utilisé différents ratios en µg de plasmides 

exprimant Gag et RPL7. Dans la figure 6, Gag-eGFP (B2) et Flag-RPL7 (C2) montrent une 

bonne co-localisation  pour les ratios de 0.2/0.4 et 0.2/0.8 se traduisant par la couleur jaune sur 

l’image composite (Figure 6 D2). En effet, lorsque la quantité de plasmide exprimant la RPL7 

augmente, nous constatons que la protéine chimérique ne diffuse plus dans le cytoplasme mais se 

retrouve localisée dans le noyau. Ces deux ratios seront utilisés pour effectuer des expériences de 

FRET ultérieurement.  
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Figure 6 : Localisation dans les cellules HeLa de Gag-eGFP, de la Flag-RPL7 et colocalisation de ces 2 protéines 
observée au microscope confocal 24 heures post-transfection 
2x105 cellules HeLa sont co-transfectées avec 1µg de plasmides total exprimant Gag-eGFP et la Flag-RPL7 en 
différent ratios, la Flag-RPL7 est immunodétectée par un alexa-568. Les 4 lignes de la figure 4 représentent 
respectivement les ratios Gag/RPL7 (0,2; 0,4) ; (0,2; 0,8); (0,2; 1); (0,2; 1,5). 
Gag-eGFP présente une localisation cytoplasmique dans la cellule (B1, B2, B3, B4), la Flag-RPL7 se localise dans 
le cytoplasme, noyau et nucléoles (C1, C2, C3, C4), Enfin, nous observons une meilleure co-localisation de 
GageGFP et de la Flag-RPL7 à des ratios correspondant à (0,2 : 0,4) et (0,2;0,8) (figure 4 A2, B2, C2, D2). Les 
échelles représentent 10 µm. 
 

 

II.2 L’interaction Gag-RPL7 est-elle validée par FRET-FLIM ? 

Afin de suivre cette interaction Gag-RPL7 dans des cellules HeLa, nous avons utilisé la 

technique FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfert) visualisée par FLIM (Fluorescence 

Life Time Imaging). C’est une technique de microscopie basée sur le transfert d’énergie entre 

deux fluorochromes. Elle permet de quantifier les événements de FRET in situ en tenant compte 

d’un paramètre important τ, défini comme le temps moyen que passe une molécule à l’état excité 

avant de retourner à son état de bas niveau d’énergie. Il est établi que la valeur de τ du donneur 

d’énergie diminue s’il y a interaction avec l’accepteur d’énergie comme décrit dans le chapitre 

Matériels et Méthodes. Il nous est donc possible d’étudier des interactions directes entre des 

protéines chimériques fluorescentes dans un environnement cellulaire, en suivant la diminution 

du temps de vie de fluorescence de la protéine eGFP. Cette diminution se traduit par l’apparition 

d’une couleur bleue. Nous avons décidé de vérifier si cette co-localisation entre Gag et RPL7 

observée au microscope confocal pourrait correspondre à une interaction spécifique entre ces 

deux protéines.  

 

II.2.1 Interaction en utilisant le couple Gag-eGFP et Flag-RPL7-alexa568 :   

 

Nous avons utilisé Gag-eGFP comme donneur et la Flag-RPL7-Alexa568 comme accepteur dû à 

la colocalisation dans le même compartiment cytoplasmique de Gag-eGFP et de la Flag-RPL7 

comme la montre les figures obtenues par microscopie confocale (Figure 6). L’eGFP/alexa568 a 

été décrit comme étant un couple de FRET (468) ce qui valide son utilisation dans nos 

expériences de FRET. 

Les cellules HeLa co-transfectées avec les plasmides d’intérêts ont été observées après fixation 

au PFA et la détermination du temps de vie de l’eGFP (seule ou en fusion avec nos protéines 
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d’intérêt) a été réalisée 24 heures post-transfection. L’étude par FLIM des cellules exprimant 

l’eGFP nous a permis de déterminer un temps de vie égal à 2.49±0.01ns réparti uniformément 

dans la cellule comme le montre la couleur verdâtre diffuse (Figure 7A). A partir des images de 

temps de vie de fluorescence représentées sur la figure 7, nous avons pu constater que le temps 

de vie de fluorescence de l’eGFP n’est pas modifié lorsqu’elle est couplée à Gag (2.4±0.04 ns)  

et lorsqu’elle est co-exprimée avec la Flag-RPL7 (2.38±0.01 ns)  (contrôles) (Figure 7 B, C) 

(Tableau 2).  

Dans les cellules co-exprimant Gag-eGFP et la Flag-RPL7 détectée par un anti-Flag-alexa568, le 

temps de vie de  Gag-eGFP  est de 2.34±0.026 ns qui se traduit par cette image verdâtre similaire 

à celle obtenue avec les cellules Gag-eGFP (7B). Ce qui suggère qu’il n’y a pas eu un transfert 

d’énergie entre les deux chromophores. 

 
Figure 7 : Etude de l’interaction Gag-eGFP et Flag-RPL7 alexa568 suivie par FRET-FLIM sur cellules HeLa 

3x104 cellules HeLa ont été co-transfectées avec 1µg de plasmides total et les images de FLIM sont obtenues 24 
heures post-transfection sur cellules fixées au PFA 4%. Cellules exprimant : l’eGFP (A), Gag-eGFP (B), eGFP et 
Flag RPL7-alexa568 (C), Gag-eGFP et Flag-RPL7-alexa568 (D). 
L’échelle (en nanosecondes, E) permet la conversion des temps de vie en couleur, les temps de vie longs sont en 
rouge (absence d’interaction) et les temps de vie courts sont en bleu (caractéristique d’une interaction).  
Les figures A et B nous servent de témoins afin de voir si la fusion de Gag à l’eGFP influence le temps de vie de 
l’eGFP. Aucun changement de couleur n’est observé montrant l’absence d’homoFRET. 
La figure C nous sert de contrôle négatif, comme il n’y a pas de changement de couleur par rapport à la figure A et 
B, ceci montre que l’eGFP n’interagit pas avec la Flag-RPL7. 
Sur la figure D, la persistence de la couleur jaune verdâtre au niveau du cytoplasme nous montre qu’il n’y a pas eu 
un transfert d’énergie entre les protéines Gag-eGFP et Flag-RPL7. Les échelles représentent 1 µm. 
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N 

 

n 

Cytoplasme Cellule 

E(%) τ(ns) E(%) τ(ns) 

eGFP 

 

3 

23 - 2.43 (±0.01) - 2.49 (±0.01) 

Gag-eGFP 25 - 2.42 (±0.03) - 2.40 (±0.04) 

eGFP+Flag-RPL7 38 - 2.3 (±0.01) - 2.38 (±0.01) 

Gag-eGFP+Flag-RPL7 56 <5% 2.39 (±0.04) <5% 2.34 (±0.03) 

 
Tableau 2 : les temps de vie (τ) de l’eGFP seule ou fusionné à Gag sont les valeurs moyennes de plusieurs cellules. 
Pour chaque cellule, les mesures ont été effectuées dans le cytoplasme, noyau et sur la cellule entière. L’efficacité de 
FRET (E) est relié à la distance entre les deux chromophores et calculé à partir du ratio du temps de vie en présence 
ou en absence de l’accepteur en utilisant l’équation (voir  matériels et méthodes). Les valeurs de l’efficacité 
représentent les valeurs moyennes sur toute la cellule. ‘N’ correspond au nombre de fois ou la manipulation a été 
réalisée et ‘n’au nombre de cellules analysées. Un pourcentage de FRET supérieur à 5% montre une interaction. 
   
 
  

II.2.2 Interaction en utilisant le couple Gag-eGFP et RPL7-TC-ReAsH :   

Pour tenter de visualiser une interaction Gag-RPL7 par imagerie, nous avons donc changé de 

couple et choisi Gag-eGFP et RPL7-TC. Ainsi, des expériences de FLIM ont été réalisées sur des 

cellules HeLa transfectées avec des plasmides codant pour Gag-eGFP et pour RPL7-TC-ReAsH. 

L’utilisation de ce couple eGFP/TC-ReAsH a été déjà validé dans notre laboratoire pour montrer 

du FRET entre Vpr-eGFP et Gag-TC-ReAsH (464,469). 

24 heures post-transfection, nous avons incubé les cellules HeLa avec du ReAsH (voir matériels 

et méthodes) avant de les observer au microscope.  

L’étude par FLIM des cellules HeLa co-exprimant Gag-eGFP et la RPL7-TC, nous a permis de 

déterminer un temps de vie égal à 2.56±0.02 ns comme le montre la couleur jaune dans le 

cytoplasme (figure 8 D). La valeur de ce temps de vie est très proche à celle obtenue sur des 

cellules exprimant Gag-eGFP seul (2,53±0,02) (Tableau 3). 
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Figure 8 : Etude de l’interaction Gag-eGFP et RPL7-TC ReAsH suivie par FRET-FLIM sur cellules HeLa. 

2.105 cellules HeLa ont été co-trasfectées avec 1µg de plasmides total, et les images de FLIM sont obtenues 24 
heures post-transfection sur cellules fixées au PFA 4%.  L’eGFP (A), Gag-eGFP (B), eGFP et RPL7-TC-ReAsH 
(C), Gag-eGFP et RPL7-TC ReAsH (D).  
Sur la figure D, aucun changement de couleur n’est observé par rapport au contrôle (figure 6A, B) montrant qu’il 
n’y a pas eu transfert d’énergie entre Gag-eGFP et RPL7-TC ReAsH. Les échelles représentent 1µm.   
 

 
 

N 

 

n 

Cytoplasme Cellule 

E(%) τ(ns) E(%) τ(ns) 

eGFP 

 

 1 

10 - 2.55 (±0.02) - 2.54 (±0.02) 

Gag-eGFP 10 - 2.53 (±0.02) - 2.49 (±0.04) 

eGFP + RPL7-Tc 10 - 2.52 (±0.08) - 2.52 (±0.06) 

Gag-eGFP+ RPL7-Tc 20 <5% 2.56 (±0.02) <5% 2.52 (±0.07) 

 

Tableau 3 : les temps de vie (τ) de l’eGFP seule ou fusionné à Gag sont les valeurs moyennes de 10 à 20cellules. 
Pour chaque cellule, les mesures ont été effectuées dans le cytoplasme, noyau et sur la cellule entière. L’efficacité de 
FRET (E) est relié à la distance entre les deux chromophores et calculé à partir du ratio du temps de vie en présence 
ou en absence de l’accepteur en utilisant l’équation (voir  matériels et méthodes). Les valeurs de l’efficacité 
représentent les valeurs moyennes sur toute la cellule. ‘N’ correspond au nombre de fois ou la manipulation a été 
réalisée et ‘n’au nombre de cellules analysées. Un pourcentage de FRET supérieur à 5% montre une interaction. 
 

En conclusion, les 2 stratégies utilisant RPL7 anti-Alexa ou  RPL7-TC-ReAsH, montrent 

une absence de FRET entre les protéines ribosomique et virale. Nous n’avons donc pas pu 

visualiser l’interaction Gag-RPL7 par FLIM.  

 

Cependant, cette absence de FRET ne remet pas directement en cause les résultats obtenus 

par double-hybride et co-immunoprécipitation. En effet, le FRET est possible à deux 
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conditions i) une proximité spatiale des deux rapporteurs inférieur à ≈10nm (distance de 

Förster) et ii) l’orientation respective des chromophores. Ce sont des paramètres que nous 

ne maitrisons pas dans une interaction en milieu cellulaire et qui peuvent expliquer la 

raison pour laquelle aucune image FLIM n’a été obtenue.  

 

D’autres couples ont été essayé entre Gag-mCherry et la RPL7-eGFP  ainsi que le couple Gag-

eGFP et la RPL7mCherry (non montré). De même, aucun FRET n’a été observé entre Gag et la 

RPL7 comme les deux protéines se retrouvent dans différents compartiments de la cellule (Voir 

Figure 5 B, C, G, H, I). 

 

III. Cartographie des domaines impliqués dans l’interaction Gag-

RPL7 

III.1 Quels sont les domaines de Gag responsables de l'interaction avec la RPL7 ? 

Après avoir démontré une interaction Gag-RPL7, nous avons tenté de déterminer les domaines 

de Gag responsables de cette interaction (Figure 9). Comme il a été montré par double-hybride 

l’importance du domaine NCp7 dans le précurseur Gag sur son interaction avec la RPL7, nous 

avons utilisé un plasmide dans lequel la NCp15 (NCp7-Sp2-p6) a été remplacée par un fragment 

peptidique de la protéine GCN4. Ce domaine correspond à un peptide de 30 acides aminés riche 

en leucine, qui facilite la dimérisation (GagLeuZF) ou la trimérisation (GagIleu) de Gag et la 

production de Virus Like Particules (VLP) de manière ARN indépendante (470,471). 

Barklis et al  ont eu l’idée de remplacer la NCp7 par ce domaine leucine zipper pour mimer le 

rôle de la NCp7 dans une interaction protéine-protéine (472). 

Nous avons tout d’abord comparé la localisation de ces 2 mutants avec celle de la protéine 

sauvage après leur expression et leur immunodétection dans des cellules HeLa (figure 9 I). La 

figure (9 I, A) montre que Gag sauvage détectée par un anti-Gag p24 se localise principalement 

dans le cytoplasme (figure 9 IA). Nous avons la même localisation pour GagLeu que pour le 

sauvage (figure 14 I, B). Par contre, GagIleu avait une localisation particulière non diffuse dans 

le cytoplasme mais concentrée dans des petites vésicules la plupart du temps péri-nucléaire 

(figure 9 I, C). Cependant, comme l’anti-Gag p24 ne détecte pas Gag sous sa forme assemblée à 
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la membrane plasmique, peut-être que les deux mutants y vont mais nous n’étions pas capable de 

les observer à la membrane à  cause de l’anticorps.  

Puis, ces deux constructions, GagLeuZF et GagIleu, ont été transfectées dans des cellules HeLa 

pour tester leur capacité à co-immunoprécipiter la RPL7 (figure 9 II). Les protéines sont 

détectées à une taille de 43 kDa en accord avec les résultats obtenus dans la littérature (470) 

(figure 9 a et a’, puits 4, 5 et 9,10). La RPL7 est présente dans le lysat cellulaire (figure 9b, puits 

1, 2, 3, 4 et 5). En revanche et de manière intéressante, nous constatons qu’elle n’est pas détectée 

dans les puits 9 et 10 (figure  9b’).  

La perte de l’interaction entre GagLeu et GagIleu avec la RPL7 renforce le fait que la 

présence de la NCp7 de Gag soit indispensable à la reconnaissance du complexe Gag-

RPL7. 
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Figure 9 I : Localisation des mutants de Gag dans les cellules HeLa : 2x105 cellules HeLa sont transfectées (JetPEI) 
avec 1µg de plasmides total exprimant Gag, GagLeu, GagIleu. 24 heures post-transfection, ces cellules sont fixées, 
puis leur localisation est observée au microscope confocal. Les échelles représentent 10µm. 
 
Figure 9 II : Co-immunoprécipitations de la protéine RPL7 par les mutants de Gag : Les cellules HeLa ont été 
transfectées avec 2µg de plasmides codant eGFP, Gag, GagLeu et GagIleu. 48h post-transfection, les protéines 
totales sont extraites et incubées avec des billes-protéines A et l’anticorps anti-Gag p24. Pistes 1 et 6 : cellules non 
transfectées. Pistes 2 et 7 : cellules transfectées avec l’eGFP. Pistes 3 et 8 : cellules transfectées avec Gag. Pistes 4 et 
9 : cellules transfectées avec GagLeu. Pistes 5 et 10 : cellules transfectées avec GagIleu. 
La membrane est incubée avec un anti-Gag p24 (a-a’) ou avec un anti-RPL7 (b, b’). ‘Input’ : membrane a montrant 
l’expression de Gag, GagLeuZF, GagIleu (puits 3, 4,5) ; membrane b montrant l’expression de la protéine cellulaire 
dans tous les puits (puits 1, 2, 3, 4,5).  IP : immunoprécipitation de Gag, GagLeu, GagIleu (puits 8, 9,10). L’absence 
de la RPL7 dans la membrane b’ puits 9 et 10 contrairement à ce qu’on observe dans le puits 8 montrant la perte de 
l’interaction de GagleuZF ainsi de GagIleu avec la RPL7.  
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Malheureusement, dans ces constructions, la partie C-terminale tronquée contient également la 

p6, nous ne pouvons donc pas exclure que la p6 puisse avoir un rôle dans l’interaction. Pour cela, 

nous avons utilisé un plasmide dans lequel nous avons délété uniquement le domaine NCp7 de 

Gag (Gag∆NCp7). 

De plus, pour cartographier de manière plus précise, le rôle des sous-domaines de la NCp7, 

d’autres mutants ont été utilisés comme Gag∆ZF1, Gag∆ZF2, Gag∆ZF1∆ZF2 (voir Figure 10). 

Dans ce dernier mutant seules les parties basiques entourant les motifs dactyles restent présents.  

 

 
Figure 10: Séquence protéique de la NCp7 du VIH-1. 
Les résidus cystéines et histidines responsables de la liaison du zinc sont représentées dans cette figure. Les deux 
motifs dactyles, résidus 13-29 (ZF1)  et 35-50 (ZF2), sont reliés par la région inter-distale basique 29-35. 
 

D’autre part, nous avons étudié le rôle de la région basique interdactyle en remplaçant les acides 

aminés en position 32, 33 et 34 (RKK) par l’alanine, ce mutant a été appelé « GagRAPAAA ». 

Les raisons de ces délétions/mutations résident dans l’importance de la structure 3D de la 

protéine (66) et du rôle potentiel de la région inter-dactyle en tant que ‘NLS’. 

Dans un premier temps, nous avons vérifié que tous les mutants s’expriment dans les cellules 

HeLa. Comme le montre la colonne ‘input’ des figures 11 I et II, toutes les protéines s’expriment 

(11 I, puits 3-6 et 11 II, puits 3-5). Comme attendu, les deux mutants de délétion, Gag∆NCp7 et 

Gag∆ZF1ZF2 migrent plus rapidement que les autres. 

Les résultats les plus importants de cette figure résident dans les membranes 11 Ib’ et 11 IIb’. En 

effet, nous constatons une très nette diminution de RPL7 co-immunoprécipitée par les deux 

protéines Gag∆NCp7 (11 Ib’, puits 11) et Gag∆ZF1∆ZF2 (11 IIb’, puits 10). Inversement, 

lorsque l’un des motifs dactyles, ZF1 ou ZF2 est enlevé ou que la partie basique RAPRKK est 
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modifiée par des résidus hydrophobes, alors la protéine RPL7 est co-immunoprécipitée de façon 

équivalente à celle co-mmunoprécipitée par Gag sauvage.  

 

 
Figure 11 : Co-immunoprécipitations de la RPL7 avec les mutants de Gag.  

I) Les cellules Hela ont été transfectées avec 2µg de plasmides codant l’eGFP, Gag, Gag∆NCp7, Gag∆ZF1, 
Gag∆ZF2, GagRAPAAA, Gag∆ZF1ZF2. Cellules transfectées avec l’eGFP pistes (2 et 8) ; cellules transfectées 
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avec Gag pistes (3 et 10) ; cellules transfectées avec Gag∆NCp7 pistes 5 et 11 ;  cellules transfectées avec Gag ∆ZF1 
pistes 5 et 12 ; cellules transfectées avec Gag ∆ZF2 pistes 6 et 13 ;  
II) cellules transfectées avec GagRAPAAA pistes 4 et 9 ; cellules transfectées avec Gag∆ZF1ZF2 pistes 5 et 11. 
La membrane est incubée avec un anti-Gag p24 (11I a-a’, 11II a-a’) ou avec un anti-RPL7 (11I b-b’, 11II b-b’). 
‘Input’ : membrane a (Figure 11I, II) montrant l’expression de Gag, Gag ∆NCp7, Gag ∆ZF1, Gag ∆ZF2 (puits 
3,4,5,6), GagRAPAAA , Gag∆ZF1ZF2 (puits 4,5),  membrane b (Figure 11 I, II) montrant l’expression de la 
protéine cellulaire dans tous les puits (1,2,3,4,5,6 ; 1,2,3,4,5).  IP : immunoprécipitation de Gag, Gag ∆NC, Gag 
∆ZF1, Gag ∆ZF2 (Figure 11 I, puits 8, 9, 10, 11,12) ; GagRAPAAA et Gag∆ZF1ZF2 (Figure 11 II, puits 4 et 5). 
L’absence de la RPL7 dans la membrane b’ (Figure 11I, puits 11 et Figure 10II, puits 10) contrairement à ce qu’on 
observe dans le puits 8, montre la perte de l’interaction de Gag∆NCp7 et de Gag ∆ZF1ZF2 avec la RPL7.  

 

En conclusion de toutes ces expériences de co-IP, nos résultats confirment que c’est le 

domaine NCp7 de Gag qui est responsable de son interaction avec la RPL7 et ce sont les 

domaines structurés de la NCp7, ZF1 et ZF2 qui sont impliqués dans cette interaction. 

 

III.2 Quels sont les domaines de la RPL7 impliqués dans l'interaction avec le domaine 

NCp7 du précurseur Gag ? 

 

Après avoir identifié les domaines de Gag responsables de l'interaction avec la RPL7, nous nous 

sommes intéressés, dans un deuxième temps, à déterminer les domaines de la RPL7 impliqués 

dans l'interaction avec Gag.  

Il a été montré que la protéine ribosomique RPL7 comporte 3 régions dans sa structure primaire 

contenant plusieurs signaux de localisation nucléaire (NLS). La région NH2-terminale est 

constituée des 54 premiers acides aminés (N54), contient trois signaux de localisation nucléaire 

(NLS) monobasiques. Elle est suivie d’une région portant 2 NLS dans la section centrale de la 

protéine localisée entre les acides aminés 55 et 197. Enfin, la région C-terminale composée des 

50 derniers acides aminés de la protéine est responsable de la liaison à la membrane. La région 

centrale qui couvre les 144 acides aminés est supposée être impliquée dans la structuration et la 

fonction des ribosomes. Par analogie avec un autre homologue de la RPL7, nommé RPL30, cette 

région centrale (55-197 acides aminés) a été suggérée comme étant  impliquée dans des 

interactions protéine-protéine (431). 

5 mutants de délétions de RPL7 ont été clonés afin d’être testés par coIP pour leur interaction 

avec Gag. (Voir Figure 12 A): 

- le ∆N, correspond à la délétion des 54 premiers acides aminés. 

- le ∆C, dans lequel les 50 derniers acides aminés sont délétés 
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- le ∆N∆C, domaine central,  obtenu par combinaison des deux premiers et dans lequel les deux 

parties N et C terminales ont été délétés.  

- Enfin, pour déterminer si le domaine de liaison à l’ARN (N-terminal) ou de liaison à la 

membrane (C-terminal) sont impliqués dans l’interaction protéine-protéine, les mutants N54 (1-

54 acides aminés) et C50 (197-248 acides aminés) ont été créés. 

L’expression de ces mutants a été analysée par western blot, et la taille des protéines mutées 

produites dans des cellules HeLa a été comparée par rapport à la taille de Flag-RPL7 (Figure 12 

B). 

 

 
Figure 12 : Analyse par western blot de l’expression des mutants de la Flag-RPL7. (A) Schéma des différents 
mutants qui ont été construits. La barre en noir représente le peptide Flag.  (B) Les cellules HeLa ont été transfectées 
par 2µg de plasmides exprimant les mutants de Flag-RPL7 et lysées 24h post-transfection. La membrane révélée par 
un anti-Flag, on observe une bonne expression de tous les mutants (sauf C50) à la taille attendue.  
 

Afin de vérifier la localisation des mutants de RPL7,  des cellules HeLa ont été transfectées 

transitoirement avec ces constructions. De plus, leur co-localisation a été testée en cotransfectant 

ces mutants avec un mélange Gag/Gag-eGFP de ratio (1/3). Ce mélange de vecteurs exprimant 

Gag et Gag-eGFP est utilisé avec le même ratio pour suivre le phénotype du Gag sauvage  en 
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conservant ses propriétés d’assemblage. Les cellules ont été observées par microscopie confocale 

24 h post-transfection après immuno-détection indirecte avec un anticorps anti-Flag comme 

représentées dans la figure 12. Les résultats montrent: 

- Les 4 mutants ∆C, N54, ∆N et ∆N∆C se localisent tous dans le noyau et les nucléoles (Figure 12 

C, E, G, I, K). 

- C50 a été retrouvé au niveau de la membrane plasmique ce qui est en accord avec le fait qu’elle 

contient le domaine de liaison membranaire (Figure 12 K).  

La localisation de ces mutants, dans des cellules HeLa a déjà été montrée dans les travaux de J.-

R.Ko et al (431). 

En présence de Gag,  aucun effet n’a été observé sur la localisation de ces mutants (Figure 13 D, 

F, H, J, L).  

 

Figure 13 : Localisation dans les cellules HeLa de la Flag-RPL7 et de ses protéines mutées en présence et en 
absence de Gag/GageGFP observée au microscope confocal 24 heures post-transfection. 
2.105 cellules HeLa ont été transfectées par 0.6µg de plasmides exprimant Flag-RPL7, ∆C, N54, ∆N, ∆N/∆C, C50 
ou co-transfectées par Gag/Gag-eGFP (0.3/0.1) et les mutants de Flag-RPL7. 24 heures post-transfection, ces 
cellules ont été fixées au PFA 4%, puis observées au microscope confocal. La distribution cellulaire de la Flag-
RPL7 et de ses protéines mutées est détectée par immunomarquage avec un anti-alexafluor 568 sous microscope 
confocal. L’anti-Flag a été utilisé comme anticorps primaire. L’utilisation du DAPI permet de délimiter le noyau. 
Les échelles représentent 10µm.  
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Pour déterminer les domaines de la RPL7 impliqués dans l’interaction avec Gag, des expériences 

de co-immunoprécipitations ont été effectuées sur des lysats de cellules HeLa co-transfecté par 

les mutants de délétion de Flag-RPL7 et Gag. Dans ‘l’input’,  nous avons observé une bande à 37 

kDa située au-dessus des 27 kD attendus pour la RPL7 endogène et qui correspond à la Flag-

RPL7 (figure 14 I, b puits 3, 4). Nous observons ensuite, des bandes de tailles inférieures à 20, 

30, 30, et 25 kDa qui correspondent aux mutants N54, ∆N, ∆C, ∆N/∆C (figure 14 I,  b puits 5, 6, 

7, 8) aussi voir Figure 11. La protéine virale Gag-eGFP est détectée dans les puits 2, 4, 5, 6, 7, 8, 

9 (Figure 14 I, a). Les résultats montrent que Gag-eGFP est capable d’interagir avec la Flag-

RPL7 (b’, puits 13) et avec le mutant ∆C ( b’, puits 16), mais faiblement avec les mutants N54 et 

∆N (b’, puits 14,15). Cependant, nous n’étions pas capables d’analyser le résultat obtenu dans le 

cas du mutant C50, comme nous ne l’avons pas détecté dans l’input (Figure 14 I, puits 9). En 

western blot, son expression de manière reproductible, était toujours faible dans des cellules 

HeLa (Figure 12, puits 7).  

Par ailleurs, les résultats du criblage double-hybride en levure obtenus par le docteur Richard 

Benarous avait montré que la région de RPL7 qui s’étend de l’acide aminé 68 jusqu’au 248 est 

impliquée dans l’interaction avec Gag. Ce qui avait été confirmé par nos résultats de double-

hybride (Figure 14 II) qui montrent une interaction entre le mutant ∆N (acides aminés 55 

jusqu’au 248) et Gag. Les autres mutants ne sont pas testés en double-hybride. 

Ces résultats  suggèrent que différents domaines de RPL7 situés dans différentes régions de 

RPL7 sont capables d’interagir avec Gag.  

Cependant, ces résultats sont préliminaires et nécessitent d’être confirmé. 
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Figure 14 I : Co-immunoprécipitations des mutants de la Flag-RPL7 avec Gag. Les cellules HeLa ont été 
transfectées (JetPei)  avec 2µg de plasmide codant eGFP, Gag et Flag-RPL7, Gag et N54, Gag et ∆C, Gag et ∆N, 
Gag et ∆N/∆C, Gag et C50. 48h post-transfection, les protéines totales sont extraites et incubées avec des billes-
protéines A et l’anticorps anti-Gag. Pistes 1 et 9 : cellules non transfectées. Pistes 2 et 10 : cellules transfectées avec 
l’eGFP. Pistes 3 et 11 : cellules transfectées avec Gag et Flag-RPL7. Pistes 4 et 12 : cellules transfectées avec Gag et 
N54. Pistes 5 et 13 : cellules transfectées avec Gag et ∆C. Pistes 6 et 14 : cellules transfectées avec Gag et ∆N. 
Pistes 7 et 15 : cellules transfectées avec Gag et ∆N/∆C. Pistes 8 et 16 : cellules transfectées avec Geg et C50.   
La membrane est incubée avec un anti-Gag (a-a’, c-c’) ou avec un anti-Flag et un anti-RPL7 (b-b’,d-d’). ‘Input’ : 
membrane a,c montrant l’expression de Gag (puits 3,4,5, 6, 7, 8) ; membrane b, d montrant l’expression de la 
protéine cellulaire dans tous les puits (puits 1,2,3,4,5,6,7,8) ; de la Flag-RPL7 et de ses mutants (puits 3, 4, 5, 6, 7, 
8).  IP : immunoprécipitation de Gag (puits 11, 12, 13, 14, 15, 16). Pas de co-immunoprécipitations observé.  
 
Ainsi, les résultats de co-IP des mutants de RPL7 sont résumés dans le tableau 4.  

  Gag-eGFP 

RPL7 

Flag-sauvage +++ 

Flag-N54 + 

Flag-∆N + 

Flag-∆C +++ 

Flag-∆N/∆C - 

Flag-C50 n.d 
 

Tableau 4 : Co-immunoprécipitation de Flag-RPL7 ou de ses mutants avec Gag-eGFP 
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Figure 14II : Résultats du double-hybride chez la levure en utilisant la RPL7 en proie et Gag en appât :  
Le cercles verts montrent une interaction entre Gag et la RPL7, NCp7 et la RPL7 ainsi entre Gag et le mutant ∆N   
se traduisant par la croissance des levures sur un milieu –Leu/-Trp/-His. La croissance des levures est maintenue à 
30 °C pendant 4 jours. (n.d) signifie non déterminé. 
 
 

IV. Rôle de l’oligomérisation de Gag dans l’interaction avec RPL7 
 
Pour étudier le rôle de l’oligomérisation de Gag dans la reconnaissance Gag-RPL7, nous avons 

utilisé une  stratégie : 

 

 Utilisation de mutants de Gag déficients en oligomérisation et en trafic à la membrane :  

Cependant, la NCp7 de Gag du VIH-1 est impliquée dans l’assemblage de Gag (Adamson & 

Freed, 2007) et sa délétion entraîne des défauts de trafic intracellulaire de ce précurseur et des 

défauts de production de virus (Grigorov et al., 2007). Pour savoir si l’interaction Gag-RPL7 est 

indépendante du rôle de la NCp7 dans la polymérisation de Gag, nous avons testé deux autres 

mutants de Gag. Pour cela, des cellules HeLa ont été transfectées par deux plasmides exprimant 

les protéines GagG2A et GagM369A. Dans le mutant GagM369A, le remplacement de la 

méthionine en position 369 par l’alanine, modifie la structure de la capside et en conséquence 

affecte l’oligomerisation de Gag et l’assemblage des VLPs (341,416,473).  
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Dans l’autre mutant GagG2A, le résidu Glycine accepteur du myristate au niveau N-terminal de 

la matrice a été remplacé par une alanine, empêchant  Pr55Gag d’être myristylé et de former des 

VLP correctement assemblées à la membrane plasmique (342,474). Des travaux précédents au 

laboratoire ont montré que ces mutations se traduisaient effectivement par une diminution très 

importante de l’oligomérisation de Gag (464). 

Des cellules HeLa ont été transfectées par Gag, GagG2A et GagM369A puis fixées au PFA et la 

localisation de chacun des mutants a été observée en immunofluorescence par microscopie 

confocal et comparée avec celle de Gag sauvage. Par comparaison avec la protéine sauvage 

(Figure 15, A) G2A se trouve dans le cytoplasme sous forme diffuse (Figure 15, B). GagM369A 

présente une localisation cytoplasmique ainsi que membranaire proche de celle de la protéine 

Gag sauvage (Figure 15, C).  
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Figure 15 I : Localisation des mutants de Gag dans les cellules HeLa : 

 2x105 cellules HeLa sont transfectées avec 1µg de plasmides total exprimant Gag, GagG2A, GagM369A. 24 heures 
post-transfection, ces cellules sont fixées au PFA 4%, puis leur localisation est observée au microscope confocal. 
Les échelles représentent 10µm. 
 
Figure 15 II : Co-immunoprécipitations de la protéine RPL7 par les mutants de Gag : Les cellules HeLa ont été 
transfectées avec 2µg de plasmides codant eGFP, Gag, GagG2A, GagM369A. 48h post-transfection, les protéines 
totales sont extraites et incubées avec des billes-protéines A et l’anticorps anti-Gag p24. Pistes 1 et 6 : cellules non 
transfectées. Pistes 2 et 7 : cellules transfectées avec l’eGFP. Pistes 3 et 8 : cellules transfectées avec Gag. Pistes 4 et 
9 : cellules transfectées avec GagG2A. Pistes 5 et 10 : cellules transfectées avec GagM369A. 
La membrane est incubée avec un anti-Gag p24 (a-a’) ou avec un anti-RPL7 (b-b’). ‘Input’ : membrane a montrant 
l’expression de Gag, GagG2A, GagM369A (puits 3, 4,5) ; membrane b montrant l’expression de la protéine 
cellulaire dans tous les puits (1, 2, 3, 4,5).  IP : immunoprécipitation de Gag, GagG2A, GagM369A (puits 8, 9,10). 
La persistance du signal de la RPL7 dans la membrane b’ puits 9 et 10 comparé au signal observé dans puits 8 
montre que l’interaction existe toujours entre les mutants GagG2A ; GagM369A et la RPL7.  
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Puis, nous avons testé la capacité de ces protéines à interagir avec la protéine RPL7 par co-IP en 

co-transfection des plasmides codant pour les protéines Gag, GagG2A et GagM369A dans des 

cellules HeLa. ‘L’input’ démontre que ces protéines respectivement (Figure 15 II, membrane a 

puits 3,4 et 5) ont bien migré à la taille attendue de 55 kDa. Après révélation avec un anti-RPL7, 

nous avons constaté que ces deux protéines co-immunoprécipitaient la protéine RPL7 de manière 

comparative à la protéine Gag (puits 8-10).  

Les résultats de co-IP de la RPL7 avec les mutants de Gag sont résumés dans le tableau 5 :  

A 
RPL7 

Endogène 

Gag 

eGFP + 

Sauvage + 

Leucine-Zipper - 

∆NCp7 - 

∆ZF1 + 

∆ZF2 + 

∆ZF1∆ZF2 - 

RAPAAA + 

369A + 

G2A + 
 

Tableau 5 A : Co-immunoprécipitation de la RPL7 en fonction des mutants de Gag 

 

B 

Gag 

Sauvage G2A 369A 
Leucine-
Zipper 

∆NCp7 ∆ZF1∆ZF2 

Oligomérisation +++ + + +++ + + 

Localisation dans la 
membrane 
plasmique  

+++ - ± +++ ± ± 

RNA +++ +++ +++ - n.d n.d 

RPL7 +++ +++ +++ - + + 

 

Tableau 5 B : Co-immunoprécipitations de la RPL7 en fonction des propriétés d’assemblage de Gag 
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Ainsi, nous en déduisons que l’interaction Gag-RPL7 pourrait être  indépendante de 

l’assemblage de Gag et de son adressage à la membrane plasmique. Il faudrait confirmer 

cela en utilisant d’autres mutants de Gag qui sont décrits dans la littérature et connus pour 

être monomériques à l’instar de M39A, W184A et M185A (127).   

 

V. Caractérisation de l’interaction entre la protéine NCp7 mature 

et la protéine cellulaire RPL7 

 

V.1 La RPL7 endogène interagit-elle avec la NCp7 mature ou uniquement 

quand elle est au sein du précurseur Gag ? Si oui, quels sont les domaines de 

la NCp7 impliqués dans l’interaction avec la RPL7 ? 

Pour asseoir définitivement le rôle du domaine NCp7 de Gag dans l’interaction Gag-RPL7, nous 

avons tenté de co-immunoprécipiter la protéine cellulaire par la protéine NCp7 seule. En même 

temps, comme dans le cas de Gag, des mutants de la protéine NCp7 mature ont été utilisés pour 

cartographier les sous-domaines de cette protéine impliqués dans l’interaction avec la RPL7.  

Dans cette expérience, l’absence d’anticorps anti-NCp7 au laboratoire a nécessité l’utilisation 

des plasmides exprimant les protéines en fusion avec l’eGFP, NCp7-eGFP, NCp7∆ZF1-eGFP, 

NCp7∆ZF2-eGFP, NCp7RAPAAA-eGFP. Les anticorps anti-NCp7 ont donc été remplacés par 

des anticorps anti-eGFP. Les résultats ont montré que la NCp7-eGFP était capable de co-

immunoprécipiter la RPL7 (Figure 16I a’b’, puits 6). Comme dans le cas de Gag, nous avons 

voulu déterminé si cette interaction NCp7/RPL7 est dépendante des acides nucléiques. Après 

traitement à la RNAse A, les résultats ont montré une détection plus importante de la RPL7 que 

celle obtenue en absence de ce traitement, ce résultat est similaire à ceux obtenus avec Gag (Voir 

paragraphe I.3). La dégradation des ARN a été confirmée comme cité précédemment. 

Concernant les mutants de la NCp7, des résultats similaires à la NCp7 sauvage ont été obtenus 

lorsque qu’on enlève le premier doigt de zinc (figure 16, b’, puits 10) ou le deuxième (figure 16, 

b’, puits 11) ou lorsque la partie interdistale est mutée (figure 16, b’, puits 12).  Ces résultats sont 

tout à fait comparables à ceux obtenus lorsque ces mutations sont effectuées dans le cadre de la 

protéine Gag (voir figure 10 I puits 12, 13, 10 II puits 9). Malheureusement, nous n’avons pour 
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l’instant pas pu obtenir le dernier mutant dans lequel les deux motifs dactyles sont simultanément 

enlevés.  

En conclusion, la comparaison de ces résultats de co-immunoprécipitations avec ceux de la 

NCp7 au sein du précurseur Gag, montrent que le domaine NCp7 interagit avec la RPL7 

que ça soit sous forme libre ou au sein du précurseur d’une manière indépendante de 

l’ARN. De plus, la délétion de l’un des domaines de la NCp7 n’affecte pas son interaction 

avec la RPL7.  

 

 
Figure 16 I : Co-immunoprécipitation de la RPL7 par la NCp7 en absence et en présence de la RNase 
Les cellules HeLa ont été transfectées avec 2µg de plasmides codant eGFP, NCp7-eGFP. 48h post-transfection, les 
protéines totales sont extraites et incubées avec des billes-protéines A et l’anticorps anti-eGFP Pistes 1 et 4 : cellules 
non transfectées. Pistes 2 et 5 : cellules transfectées avec l’eGFP. Pistes 3, 6 et 7 : cellules transfectées avec NCp7-
eGFP. Pistes 7 : cellules transfectées avec NCp7-eGFP puis les protéines sont incubées 15 min en présence de 
RNase A (1µg/14 µl protéines) juste avant l’immunoprécipitation de la NCp7-eGFP.  
La membrane est incubée avec un anti-eGFP (a) ou avec un anti-RPL7 (b). Un anticorps dirigé contre la GAPDH (c) 
permet de confirmer le dépôt de la même quantité de protéines dans tous les puits. La présence simultanée de la 
RPL7 et de la NCp7 dans les pistes 6 et 7 confirme l’interaction  Gag-RPL7.  Ainsi, la détection de la RPL7 d’une 
manière plus importante dans le puits 7 par rapport au puits 6 (image a et b) montre que cette interaction dépend 
partiellement de l’ARN.    
 
Figure 16 II : Cartographie des domaines de la NCp7 impliqués dans l’interaction avec la RPL7 suivie par co-
immunoprécipitations.  
Les cellules Hela ont été transfectées avec 2µg de plasmides codant eGFP, NCp7-eGFP, NCp7∆ZF1-eGFP, 
NCp7∆ZF2-eGFP, NCp7AAA-eGFP. 48h post-transfection, les protéines totales sont extraites et incubées avec des 
billes-protéines A et l’anticorps anti-eGFP. Pistes 1 et 7 : cellules non transfectées. Pistes 2 et 8 : cellules 
transfectées avec l’eGFP. Pistes 3 et 9 : cellules transfectées avec NCp7-eGFP. Pistes 4 et 10 : cellules transfectées 
avec NCp7∆ZF1-eGFP. Pistes 5 et 11 : cellules transfectées avec NCp7∆ZF2-eGFP. Pistes 6 et 12 : cellules 
transfectées avec NCp7AAA-eGFP.  
La membrane est incubée avec un anti-eGFP (a-a’) ou avec un anti-RPL7 (b-b’). ‘Input’ : membrane a montrant 
l’expression de NCp7-eGFP, NCp7∆ZF1-eGFP, NCp7∆ZF2-eGFP, NCp7AAA-eGFP (puits 3,4,5,6) ; membrane b  
montrant l’expression de la protéine cellulaire RPL7 dans tous les puits (1,2,3,4,5,6).  IP : immunoprécipitation de 
NCp7-eGFP et ses mutants (puits 9, 10, 11,12).  Dans la membrane c, un anticorps dirigé contre la GAPDH permet 
de confirmer le dépôt de la même quantité de protéines dans tous les puits. 
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V.2  Validation de l’interaction de la NCp7 mature et de ses mutants 

avec la RPL7 par imagerie. 

Pour confirmer les résultats de l’interaction NCp7-RPL7 obtenues par co-immunoprécipitation et 

double-hybride, nous avons utilisé la technique du FRET-FLIM (voir matériels et méthodes) 

entre NCp7-eGFP (protéine donneuse) et RPL7-mCherry (protéine acceptrice). 

Pour cela, dans un premier temps, nous avons vérifié la localisation cellulaire de la protéine 

chimérique NCp7-eGFP et de ses mutants. Après transfection des cellules HeLa par un plasmide 

exprimant la NCp7-eGFP ou de ses mutants, les cellules sont fixées au PFA 4% et observées au 

microscope confocal 24 heures post-transfection. La NCp7-eGFP se localise dans les nucléoles 

(figure 17A) comme c’est le cas de la NCp7-YFP du HIV-1 (475). En plus de sa localisation 

nucléolaire, la NCp7-eGFP se trouve aussi dans le cytoplasme. Il en est de même pour ces 

différents mutants testés (NCp7∆ZF1-eGFP, NCp7∆ZF2-eGFP, NCp7RAPAAA-eGFP) (figure 

17B, C, D).  

 
Figure 17 : Localisation de la NCp7 et de ses mutants. 2x105 cellules HeLa sont transfectées avec 1µg de plasmides 
total exprimant NCp7-eGFP, NCp7∆ZF1-eGFP, NCp7∆ZF2-eGFP, NCp7RAPAAA-eGFP. 24 heures post-
transfection, ces cellules sont fixées, puis leur localisation est observée au microscope confocal. Les échelles 
représentent 10µm. 
 
La RPL7-mCherry ayant une localisation essentiellement nucléolaire, une co-localisation a pu 

être observée dans les noyaux et plus particulièrement dans les nucléoles se traduisant par la 

couleur jaune en co-transfectant les plasmides codant pour la NCp7-eGFP et la RPL7-mCherry 

(Figure 18 C).  

Dans un deuxième temps, pour démontrer que la colocalisation pourrait correspondre à une 

interaction, des expériences de FRET visualisé par FLIM ont été réalisées. Ainsi, l’étude par 

FLIM des cellules exprimant l’eGFP nous a permis de déterminer un temps de vie égal à 

2.45±0.02 ns réparti uniformément dans la cellule comme le montre la couleur jaunâtre diffuse 

dans la figure 19 I. De même, des mesures de FLIM effectuées sur des cellules exprimant la 
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NCp7-eGFP (Figure 19I B) ont donné un temps de vie équivalent de 2.43±0.03 ns. Ce qui 

montre que le temps de vie de l’eGFP n’a pas été modifié lors de son couplage à la NCp7. De 

plus, nous observons que  la localisation cellulaire des protéines chimères NCp7 fluorescentes est 

différente de celle de l’eGFP seule. 

 
Figure 18: Localisation dans les cellules HeLa de NCp7-eGFP, de la RPL7-mCherry et colocalisation de ces 2 
protéines observée au microscope confocal 24 heures post-transfection 
2x105 cellules HeLa sont transfectées avec 1µg de plasmides total exprimant NCp7-eGFP (Figure 18A) et la RPL7-
mCherry (Figure 18B).  
La figure 18C, montre une co-localisation entre  NCp7-eGFP et RPL7-mCherry dans les nucléoles. Les échelles 
représentent 10µm. 
 

Par ailleurs, les images en temps de vie sont très semblables à celles obtenues en microscopie 

confocal (Figure 17) montrant que cette technique microscopique n’influence pas la localisation 

cellulaire des protéines. Enfin, un autre contrôle a été effectué en étudiant des cellules co-

exprimant l’eGFP et la RPL7-mCherry (Figure 19D). Nous avons obtenu un temps de vie de 

2.4±0.01 ns montrant l’absence de FRET entre l’eGFP et la RPL7-mCherry. 

Dans des cellules HeLa co-transfectées avec des plasmides exprimant la NCp7-eGFP et la RPL7-

mCherry (Figure 19F) une importante diminution du temps de vie de l’eGFP a pu être observée 

plus particulièrement au niveau des nucléoles. En effet, le temps de vie moyen dans le 

cytoplasme est de 2.41±0.04 ns et celui dans les nucléoles est de 2.19±0.07 ns ce qui se traduit 

par l’apparition d’une couleur verte dans le cytoplasme et bleu dans les nucléoles. En utilisant 

l’équation 1 (Voir Matériels et Méthodes), nous avons pu calculer que ces diminutions de temps 

de vie dans les nucléoles correspondaient à des efficacités de transfert d’énergie de 8.7%. 

Connaissant la taille des protéines reportrices (eGFP ou mCherry) par rapport à la taille des 

protéines d’intérêts, ces expériences ont été poursuivies avec des constructions permettant 

d’autres protéines chimères. Ainsi, lorsque nous observons des cellules exprimant la NCp7-eGFP 

et la mCherry-RPL7 (Figure 19E) la localisation cellulaire de l’interaction et l’efficacité du 

transfert d’énergie sont comparables à ceux observés précédemment. Par contre, lorsque la partie 

N-terminale de la NCp7 est fusionnée à l’eGFP (Figures 19C) alors le temps de vie de l’eGFP 
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correspond à celui de la protéine seule (Figure 19A) et l’efficacité de FRET est inférieure à 5%. 

Ainsi, la protéine eGFP-NCp7 a perdu la capacité d’interagir avec la protéine RPL7 que celle-ci 

soit marquée au niveau de son extrémité N ou C-terminale (résultats non montré).  

La localisation cellulaire de l’eGFP-NCp7 est similaire à celle de la NCp7-eGFP, cependant 

l’absence de FRET observé suggère que la fusion de l’eGFP à l’extrémité N-terminale de la 

NCp7 provoque un changement de la conformation de la protéine chimérique, ou au minimum 

un éloignement des fluorophores (créant une distance entre l’eGFP et la mCherry supérieure à 

10nm). Pour confirmer qu’une co-localisation de 2 protéines ne signifie pas toujours une 

interaction des deux protagonistes, nous avons testé le couple NCp7-eGFP et nucléoline-

mCherry. En effet, la nucléoline est une autre protéine nucléolaire et nous avons obtenu un 

plasmide exprimant la nucléoline-mCherry (don du Dr. Ph Bouvet, ENS, Lyon). Son expression 

a été vérifiée par western blot (non montré). Comme le montre la Figure 19G, le temps de vie de 

l’eGFP ne diminue pas dans les cellules exprimant la NCp7-eGFP et la nucléoline-mCherry 

suggérant une absence d’interaction entre ces deux protéines.  

Ainsi, ces résultats nous permettent de démontrer que la NCp7 et la RPL7 interagissent 

dans la cellule et plus particulièrement dans les nucléoles. 

Les mêmes expériences de FRET ont été répétées mais cette fois-ci avec les mutants de la NCp7-

eGFP. L’étude par FLIM des cellules HeLa co-transfectées avec les plasmides exprimant la 

protéine virale mutée NCp7∆ZF1-eGFP, NCp7-RAPAAA-eGFP ou NCp7∆ZF2-eGFP et la 

RPL7-mCherry (figure 19 H), montre une diminution du temps de vie qui correspond à un 

pourcentage de FRET de 7.5, 8.96 et 6.98% respectivement dans les nucléoles.  
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Figure 19 I: Etude de l’interaction NCp7-eGFP et RPL7-mCherry suivie par FRET-FLIM sur cellules HeLa 

2.105 cellules HeLa ont été transfectées et  co-transfectées avec 1µg de plasmides total et les images de FLIM sont 
obtenues 24 heures post-transfection sur cellules fixées au PFA 4%. Cellules exprimant : l’eGFP (A), NCp7-eGFP 
(B), eGFP-NCp7 (C), eGFP-NCp7 et RPL7-mCherry (D), NCp7-eGFP et RPL7-mCherry(E), NCp7-eGFP et 
mCherry-RPL7 (F), NCp7-eGFP et nucléoline-mCherry (G), NCp7∆ZF1-eGFP et RPL7-mCherry (H), NCp7∆ZF2-
eGFP et RPL7-mCherry (I), NCp7-RAPAAA-eGFP et RPL7-mCherry (J),  
Les mesures de FRET sont réalisées sur 30 cellules en 3 expériences indépendantes (10 cellules par expérience). 
Sur la figure 16, la couleur bleu observée dans les nucléoles correspond à un temps de vie de 1.79 ns. Ceci traduisant 
une interaction entre la NCp7-eGFP et la RPL7-mCherry. La figure (16I, G) nous sert de témoins afin de montrer la 
spécificité de l’interaction NCp7-eGFP et la RPL7-mCherry en utilisant la nucléoline. Les échelles représentent 1 
µm. 
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Figure 19 II : Histogramme de distribution du FRET  
L’histogramme représente les valeurs de FRET entre la NCp7-eGFP et la RPL7-mCherry, NCp7∆ZF1-eGFP et la 
RPL7-mCherry, NCp7∆ZF2-eGFP et la RPL7-mCherry, NCp7AAA-eGFP et la RPL7-mCherry dans le cytoplasme, 
nucléoles et noyau. Le tiret noir représente la valeur limite de 5% au-delà de laquelle on considère qu’il y a du 
FRET.  
 
Les résultats de FRET-FLIM et de co-IP de la NCp7eGFP, NCp7∆ZF1-eGFP, NCp7∆ZF2-

eGFP, la NCp7-RAPAAA-eGFP avec la RPL7-mCherry se ressemblent et démontrent tous une 

interaction avec la RPL7.  D’autre part les résultats de co-IP de la NCp7 et ses mutants avec la 

RPL7 sont comparables avec ceux obtenues avec les co-IP des mutants de Gag. 

Ces résultats montrent que l’interaction de la RPL7 n’est pas affectée par la 

délétion/substitution d’un domaine de la NCp7 (ZF1, ZF2 ou RAPRKK).  

 

En outre, nous avons testé une interaction entre Gag et une autre protéine ribosomique de la sous 

unité 60S, la RPL26. A l’instar de la RPL7, cette protéine se localise au niveau des mêmes 

structures cellulaires (nucléoplasme et nucléole). De plus, des études d’interaction (240) ont 

montré que les valeurs du Mist score des couples Gag- RPL26 ou NCp7- RPL26 sont très 

proches de celles des couples RPL7-Gag ou RPL7-NCp7. Le Mist score (Mass Spectrometry 

Interaction Stastistics) correspond à une somme pondérée de trois mesures : l’abondance des 
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protéines mesurées par les intensités des pics du spectre de masse (l’abondance), l’invariabilité 

de la surabondance des pics (reproductibilité) et l’unicité d’une interaction hôte – pathogène 

observée dans l’ensemble des purifications virales (spécificité).  

Les deux mêmes techniques, co-IP et FRET-FLIM utilisées pour étudier l’interaction Gag-RPL7 

et NCp7-RPL7, ont été utilisées pour l’étude d’une interaction potentielle entre Gag-RPL26 et 

NCp7-RPL26.  

 

VI. Etude de l’interaction de la protéine RPL26 et des protéines 

virales Gag et NCp7 par co-immunoprécipitation 

Nous avons vérifié si la protéine virale Gag-eGFP était capable de co-précipiter la RPL26 

endogène. Des analyses contrôles similaires à celles effectuées précédemment (NT, eGFP) ont 

été réalisées.  

La figure 20 a, a’ correspond à une membrane révélée par un anticorps anti-eGFP. Dans la partie 

‘input’ (Figure 20 I a puits 2, 3, 4) et dans celle de l’IP (Figure 20 I a’ puits 7) nous avons 

observé respectivement l’expression et l’immunoprécipitation des protéines eGFP, Gag-eGFP, 

Gag∆NCp7-eGFP.  

Afin de mettre en évidence la présence de la protéine RPL26 et donc sa co-immunoprécipitation 

potentielle par Gag, la membrane a été révélée par un anticorps anti-RPL26. Dans ‘l’input’, la 

RPL26 est détectée dans les puits de 1 à 4 à la taille attendue de 17 kDa (Figure 20 b). D’autre 

part, dans le puits 7, nous avons observé une co-immunoprécipitation de la RPL26 uniquement 

dans les cellules transfectées avec Gag-eGFP  (Figure 20 a’-b’, puits 7). De plus, nous n’avons 

pas observé de co-immunoprécipitation de la RPL26 avec Gag∆NCp7-eGFP (Figure 20 I b’, 

puits 8). Ce qui indique que la partie NCp7 au sein de Gag est capable de reconnaître la 

RPL26. Afin de vérifier l’homogénéité du dépôt protéique, nous avons déshybridé la membrane 

que nous venions de révéler avec l’anticorps anti-RPL26, puis nous l’avons incubée en présence 

d’un anticorps anti-actine (Figure 20c). La quantité de protéines totales est similaire dans les 4 

puits. Ces résultats ressemblent  à ceux que nous avons obtenus avec la RPL7 et indiquent 

que la RPL26 interagit avec Gag via le domaine NCp7.  
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Enfin, nous avons démontré que l’immunoprécipitation de la RPL26 endogène sur des billes 

couplées à l’anticorps anti-RPL26 permettait la capture ou la co-IP de Gag (non montré), ce qui 

valide encore une fois l’interaction Gag-RPL26. 

Après avoir défini l’interaction entre Gag et RPL26, et avoir démontré l’implication du domaine 

NCp7 dans cette interaction, nous avons ensuite vérifié si une interaction entre NCp7 mature et 

RPL26 existait. 

Les résultats ont montré que la NCp7-Flag est capable de co-immunoprécipiter la RPL26 

endogène (Figure 20 II a’, b’, c’ puits 6). Ce qui montre une interaction entre la NCp7 mature et 

la RPL26. La spécificité entre la NCp7 et la RPL26 a été validé par l’utilisation d’un contrôle, 

l’eGFP qui montre l’absence de co-immunoprécipitation avec la NCp7 (figure 20 II d’, puits 6). 

Cette interaction a aussi été validée en immunoprécipitant la RPL26 endogène sur des billes 

couplées à l’anticorps anti-RPL26 et qui a permis la capture de la NCp7 (non montré).  

 

Figure 20 I : Co-immunoprécipitations de la protéine RPL26 par Gag et NCp7.  

Les cellules HeLa ont été transfectées avec 2µg de plasmides codant eGFP, NCp7-eGFP, Gag-eGFP, Gag∆NCp7-
eGFP. 48h post-transfection, les protéines totales sont extraites et incubées avec des billes-protéines A et l’anticorps 
anti-eGFP. Puits 1 et 6 : cellules non transfectées. Puits 2 et 7 : cellules transfectées avec l’eGFP. Puits 3 et 8 : 
cellules transfectées avec NCp7-eGFP. Puits 4 et 9 : cellules transfectées avec Gag-eGFP. Puits 5 et 10 : cellules 
transfectées avec Gag∆NCp7-eGFP. 
La membrane est incubée avec un anti-eGFP (a-a’), un anti-RPL26 (b-b’) ou avec un anti-actine (c). ‘Input’ : 
membrane a montrant l’expression de l’eGFP, NCp7-eGFP, Gag-eGFP, Gag∆NCp7-eGFP (puits 2, 3, 4,5) ; 
membrane b montrant l’expression de la protéine cellulaire RPL26 dans tous les puits (puits 1, 2, 3, 4,5).  IP : 
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immunoprécipitation de l’eGFP, NCp7-eGFP, Gag-eGFP, Gag∆NCp7-eGFP (puits 7, 8, 9,10).  La présence 
simultanée de NCp7-eGFP et de Gag-eGFP avec la RPL26 (puits 8 et 9) montre une co-immunoprécipitations de la 
NCp7 et de Gag avec la RPL26. Un anticorps dirigé contre l’actine (c) permet de confirmer le dépôt de la même 
quantité de protéines dans tous les puits. 
 
Figure 20 II : Les cellules HeLa ont été transfectées avec 2µg de plasmides codant eGFP, NCp7-Flag. 48h post-
transfection, les protéines totales sont extraites et incubées avec des billes-protéines A et l’anticorps anti-flag. Puits 
1 et 4 : cellules non transfectées. Puits 2 et 5 : cellules transfectées avec l’eGFP. Puits 3 et 6 : cellules transfectées 
avec NCp7-flag. Pistes 7 : cellules non transfectées incubées avec des billes sans anticorps. 
La membrane est incubée avec un anti-Flag (a-a’), un anti-NCp7 (b-b’), un anti-RPL26 (c-c’), un anti-eGFP (d-d’), 
anti-GAPDH (e). ‘Input’ : membrane (a,b) montrant l’expression de la NCp7-flag ; membrane (c) montrant 
l’expression de la RPL26 endogène (puits 1,2,3) ; membrane (d) montrant l’expression de l’eGFP.  IP-coIP : co-
immunoprécipitation de la NCp7-flag avec la  RPL26 (a’-b’-c’ puits 6) mais pas avec l’eGFP (d’, puits 6). Un 
anticorps dirigé contre la GAPDH (e) permet de confirmer le dépôt de la même quantité de protéines dans tous les 
puits. 
 
 

VII  Etude de l’interaction de la protéine RPL26 et des protéines 

virales Gag et NCp7 par imagerie 

 

VII.1  Quelles sont les localisations des différentes protéines : Gag, NCp7 et RPL26 ?  

Afin de confirmer l’interaction NCp7-RPL26 qui a été déjà montré par co-immunoprécipitation, 

nous avons réalisé des expériences de FRET-FLIM. Comme cette technique est basée sur la 

localisation des interactants, nous avons donc suivi la localisation cellulaire des protéines de 

Gag, NCp7 et la RPL26 fluorescentes. Des cellules HeLa, ont été transfectées, fixées au PFA 

4%, et observées au microscope confocal à 24 heures post- transfection. La protéine RPL26  

fusionnée à l’eGFP se localise majoritairement dans le noyau et plus spécifiquement dans le 

nucléole (Figure 21 B2). Des études similaires ont été effectuées sur la protéine Gag-mCherry. 

Cette protéine est, quant à elle, localisée préférentiellement dans le cytoplasme et est exclue du 

noyau (Figure 21 C3). Nous avons alors co-transfecté les plasmides exprimant Gag-mCherry et 

RPL26-eGFP, et nous avons montré que ces deux protéines ne colocalisent pas (Figure 21 C4). 

Le même effet est observé, quand nous avons co-transfecté Gag-eGFP, et la RPL26-Flag. Gag-

eGFP ayant une localisation cytoplasmique  (Figure 21 D2), et RPL26-Flag visualisé par 

immunodétection en utilisant l’anticorps anti-Flag et un anticorps secondaire marqué alexa568, 

avait principalement une localisation nucléolaire (Figure 21 D3) ; aucune colocalisation n’a pu 

être observée (Figure 21 D4). Dès lors, nous n’avons pas pu poursuivre nos études par des 

expériences de FRET-FLIM entre Gag et RPL26. 
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En parallèle, des études de microscopie confocale, nous ont permis de montrer que la NCp7-

mCherry avait une localisation cellulaire principalement cytoplasmique et nucléolaire (Figure 21 

E3) et que celle de la RPL26-eGFP était principalement nucléaire et surtout nucléolaire (Figure 

21 E2). Nous avons donc poursuivis nos analyses par une co-transfection des plasmides 

exprimant RPL26-eGFP et la NCp7-mCherry. Une colocalisation entre les deux protéines 

fluorescentes est observée au niveau des nucléoles (couleur jaune sur l’image composite de la 

figure 21 E4). Comme nous avons observé une colocalisation dans le cas de la NCp7-mCherry et 

RPL26-eGFP au microscope confocal, nous avons décidé de vérifier si cette co-localisation 

observée pourrait correspondre à une interaction spécifique entre ces deux protéines.  
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Figure 21 : Localisation dans les cellules Hela de l’eGFP, de la RPL26-eGFP, de Gag-eGFP, de Gag-mCherry, de 
la RPL26-flag, de la NCp7-mCherry. 
2x105 cellules Hela sont transfectées avec 1µg de plasmides total exprimant l’eGFP seule (A2), la RPL26-eGFP 
(B2). D’autres cellules ont été co-transfectées dans les mêmes conditions par les couples RPL26-eGFP/Gag-
mCherry (C2, C3), Gag-eGFP/RPL26-flag (D2, D3), RPL26-eGFP/NCp7-mCherry (E2, E3). 
L’eGFP a une localisation diffuse dans la cellule et le noyau à l’exception du nucléole (A2 et A4). La RPL26-eGFP 
est localisé dans le noyau et plus spécifiquement dans le nucléole (B2, B4). La protéine Gag-mCherry est présente 
dans le cytoplasme (C3). La RPL26-flag se trouve dans les nucléoles (D3). On retrouve la NCp7-mCherry dans le 
cytoplasme et dans les nucléoles (E3). Les protéines RPL26-eGFP et Gag-mCherry ne se co-localisent pas (C4) ainsi 
que Gag-eGFP et RPL26-flag (D4). Les protéines RPL26-eGFP et Gag-mCherry (E4) co-localisent dans les 
nucléoles. Les échelles représentent 10 µm. 



Résultats 

 154

 

VII.2 Une colocalisation RPL26-eGFP et NCp7-mCherry correspond elle à une 

interaction? 

Les cellules HeLa co-transfectées avec les plasmides d’intérêt ont été observées après fixation au 

PFA 4% et la détermination du temps de vie de l’eGFP (seule ou en fusion avec nos protéines 

d’intérêt) a été réalisée 24 heures post-transfection. L’étude par FLIM des cellules HeLa 

exprimant l’eGFP et RPL26-eGFP a permis de déterminer un temps de vie τ moyen égal à 2,47 

ns  ± 0,01(Figure 22 A) et 2.43 ns ± 0,01 (Figure 22 B) respectivement.  

Dans les cellules co-exprimant la RPL26-eGFP et la NCp7-mCherry, nous observons une 

diminution du temps de vie dans le nucléole à 2,23 ns ±0.02 (Figure 22 C) qui correspond à un 

pourcentage moyen de FRET de 8,2 %. Ce pourcentage de FRET étant supérieur à 5%, nous 

pouvons en déduire que la protéine RPL26 interagit avec la protéine NCp7 au niveau des 

nucléoles.  

Dans les cellules co-exprimant la RPL26-eGFP et la mCherry-NCp7, nous avons observé une 

plus faible diminution du temps de vie moyen, (2,33 ns ± 0,02, Figure 22 D) (Voir tableau 5) 

correspondant à un FRET de 5,7 %. Cette différence de temps de vie peut s’expliquer par la 

localisation N-terminale de la mCherry au niveau de la NCp7 dont sa conformation 3D peut être 

modifiée, influençant ainsi l’interaction entre RPL26 et la NCp7.  

 

En définitive, ces premières analyses par FRET-FLIM permettent de conclure que la co-

localisation nucléolaire de la NCp7 avec la RPL26 définit une interaction spécifique. 
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Figure 22 : Etude de l’interaction RPL26-NCp7 suivie par FRET-FLIM sur cellules HeLa. 

3.105 cellules Hela ont été transfectées avec 3 µg de plasmides et les images de FLIM sont obtenues 24 heures post-
transfection sur cellules vivantes. Cellules exprimant : l’eGFP (A), la RPL26-eGFP et la NCp7-mCherry (C), 
RPL26-eGFP et la mCherry-NCp7 (D). 
Les figures A et B nous servent de témoins afin de voir si la RPL26-eGFP influence le temps de vie de l’eGFP. Il 
n’y a qu’un faible changement de couleur du jaune au vert clair montrant l’absence d’homoFRET.  
Sur la figure C, la présence de bleu au niveau du nucléole nous montre que les protéines RPL26-eGFP et NCp7-
mCherry interagissent. Le changement de couleur est moins important sur l’image D montrant que l’interaction est 
moins forte mais qu’il y a tout de même une diminution du temps de vie. Les échellles représentent 1µm. 

 

 
 

N 

 

n 

Temps de vie 

moyen  

Pourcentage de 

FRET 

 

Interaction 

τ(ns) E(%)  

eGFP 

 

3 

16 2.46 (±0.01) / / 

RPL26-eGFP 22 2.43 (±0.01) / / 

RPL26-eGFP+NCp7-

mCherry 
40 2.23 (±0.02) 8.2 OUI 

RPL26-eGFP + mCherry-

NCp7 
1 4 2.33 (±0.02) 5.7 Probable 

 

Tableau 5 : les temps de vie (τ) de l’eGFP seule ou fusionné à Gag sont les valeurs moyennes de 16 à 40 cellules. 
L’efficacité de FRET (E) est relié à la distance entre les deux chromophores et calculé à partir du ratio du temps de 
vie en présence ou en absence de l’accepteur en utilisant l’équation (voir  matériels et méthodes). Les valeurs de 
l’efficacité et du temps de vie de la cellule représentent les valeurs moyennes sur toute la cellule. ‘N’ correspond au 
nombre de fois ou la manipulation a été réalisée et ‘n’au nombre de cellules analysées. Un pourcentage de FRET 
supérieur à 5% montre une interaction. 
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VIII. Interactions de Gag avec d’autres protéines ribosomiques  

Nous avons voulu savoir si la protéine Gag pouvait précipiter l’intégralité ou du moins d’autres 

protéines ribosomiques. Nous avons débuté cette étude avec la protéine RPS14 car nous 

disposions au laboratoire d’anticorps dirigés contre cette protéine  qui appartient à la petite sous-

unité ribosomique 40S. Des expériences de coimmunoprécipitations ont été initiées (Figure 23). 

Dans cette figure, les protéines RPL7 et RPS14 sont détectées dans tous les puits de la colonne 

‘input’ (Figure 23 b, c puits 1, 2, 3) et la quantité de protéine déposée est identique comme 

l’indique la GAPDH (Figure 23 d puits 1, 2, 3) alors que Gag est uniquement présent dans les 

cellules transfectées avec le plasmide codant la protéine virale (Figure 23 a’, puits 3). Lorsque 

Gag est immunoprécipitée (Figure 23 a’, puits 6), il entraîne la protéine RPL7 (Figure 23 b’, 

puits 6) comme montré précédemment (Figure 1, puits 6). Cependant, l’utilisation d’un anticorps 

anti-RPS14 ne permet pas la détection de la protéine RPS14 dans le puits contenant les deux 

protéines Gag et RPL7 (Figure 23 c’, puits 6). 

Nous avons testé l’interaction de Gag avec une autre protéine ribosomique de la même sous-

unité 40S, RPS7, partenaire d’interaction connu de la RPL7 (476). La membrane (a-a’’) a été 

incubé avec un anticorps anti- RPS7, de même  aucun signal n’a été detecté (Figure 23, d’puits 

6). 
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Figure 23 : Interaction de la RPL7 RPS14 et RPS7avec Gag  
Les cellules HeLa ont été transfectées avec 2 µg de plasmides codant Gag et, 48h post-transfection, les protéines 
totales sont extraites et incubées avec des billes-protéine A et l’anticorps anti-Gag p24. Puits 1: cellules non 
transfectées. Puits 2 : cellules transfectées avec de l’eGFP. Puits 3 : cellules transfectées avec Gag. 
‘La membrane est incubée avec un anti-Gag p24 (a-a’), avec un anti-RPL7 (b-b’) ou avec un anti-RPS14 (c-c’). 
‘Input’ : membrane a montrant l’expression de Gag (puits 3) ; membrane b  montrant l’expression de la protéine 
cellulaire RPL7 dans tous les puits (1, 2,3) ; membrane c montrant l’expression de RPS14 une autre protéine 
cellulaire (puits 1, 2,3).  IP : immunoprécipitation de Gag (membrane a’puits 6).  Dans la membrane c’, pas de co-
immunoprécipitation avec la  RPS14 (puits 3), mais avec la RPL7 (membrane b’, puits 3).  Un anticorps dirigé 
contre la GAPDH permet de confirmer le dépôt de la même quantité de protéines dans tous les puits (membrane d). 
 
 

En conclusion, la protéine Gag interagit avec la RPL7- RPL26 toutes deux appartenant à la 

sous-unité 60S du ribosome mais aucune co-IP n’a pu être observée laissant suggérer que 

Gag interagit plus particulièrement avec les protéines de la grande sous-unité.  
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IX. Incorporation de la protéine RPL7 et de RPL26 dans les virions 

 

Après avoir établi qu’une interaction directe existe entre Gag, RPL7 et la RPL26 dans différents 

systèmes cellulaires nous avons testé si les protéines RPL7 et RPL26 sont incorporées dans les 

particules virales du VIH-1. Afin de montrer que les protéines cellulaires (RPL7 et RPL26) ont 

été incorporées, les particules virales ont été produites et purifiées à partir des cellules 293T 

transfectées par des plasmides (possédant le backbone Bal) puis analysées par western blot. 

Comme contrôl de la présence des différentes protéines, nous avons analysé des cellules CEM-

SS infectées ou non infectées et démontré que les protéines cellulaires RPL7 et RPL26 sont 

présentes dans les deux types de populations ( Figue 24 b-c, puits 1 et 2). La p24 n’a été détectée 

que dans les cellules infectées (Figure 24, puits 2). Les virus produits puis purifiés, ont été 

soumis à la même analyse par western blot et permis de confirmer la présence de p24 ainsi que 

des protéines cellulaires démontrant leur incorporation dans la particule virale populations           

(Figue 24 a-b-c, puits 3). Aucun signal ou très faible n’a été détecté dans le surnageant après 

purification des virions (Figure 24 a-b-c puits 4).   

Ces résultats indiquent que les protéines RPL7 et RPL26 sont incorporées dans les virions. 
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Figure 24 : Incorporation des protéines cellulaires dans les virions.  

Des cellules 293T ont été infectées avec du VIH Lai CXCR4. 96 heures post-infection, les protéines totales sont 
extraites, et les particules virales produites à partir de ces cellules sont purifiées puis analysées par western blot. 
Pistes 1 : cellules non infectées, piste 2 : cellules infectées, piste 3 : virions purifiées, piste 4 : mock (surnageant 
après purification des virions). 
Les membranes ont été révélées par un anti-Gag p24 (a), un anti-RPL7 (b), un anti-RPL26 (c).Dans les cellules non 
transfectées, les protéines cellulaires RPL7 et RPL26 sont détectées (puits 1).  Aprèsinfection, Gag est également 
détectée (puits 2). Gag, RPL7 et RPL26 ont été détectées dans les virons purifiés (puits 3). Après purification des 
virions, aucune protéine n’a été détectée dans le surnageant (puits 4). 

 

 

X. Caractérisation de l’interaction Gag-RPL7 et Gag-RPL26 en 

contexte viral  

 

X.1. Interaction de Gag avec la RPL7 et la RPL26 dans des cellules CEM-SS infectées par 

co-immunoprécipitation  

Les premières expériences montrant l’interaction Gag-RPL7 et Gag-RPL26 dans un contexte 

cellulaire ont été réalisées dans des cellules HeLa transfectées avec des plasmides exprimant Gag 

ou NCp7 sous le contrôle de promoteur fort CMV (cytomégalovirus). Ces expériences réalisées 
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dans un contexte de surexpression de Gag dans un système de cellules modèles HeLa, 

demandent à être confirmées dans des cellules infectées.  

Dans ce but, des lignées cellulaires CEM-SS ont été infectées par le VIHLAI (souche CXCR4) et 

l’interaction Gag-RPL7 et Gag-RPL26 a été analysée par co-IP. Les travaux d’infections ont été 

réalisés dans le laboratoire du Dr.Christiane Moog (INSERM U1110) par Dr.Marina Biedma. 

Quatre jours post infection, nous détectons 45% de cellules infectées par marquage 

intracellulaire de la protéine de capside, analysé par cytométrie en flux (non montrés). Ces 

cellules ont été lysées (tampon Tris-NaCl-NP40) et les protéines virales contenant la p24 a été 

immunoprécipitées avec un anti-Gag p24. La révélation par un anticorps anti-RPL7 ou un anti-

RPL26 permet la détection des protéines cellulaires dans les cellules infectées et non infectées 

(Figure 25 A b, c, puits 1 et 2). La p24 est retrouvée sous différentes formes matures p55 (Gag), 

p41 et p24. Après immunoprécipitation de Gag, la RPL7 et la RPL26  sont détectées uniquement 

dans les cellules infectées (Figure 25 A b’, c’ puits 4). L’échantillon du puits 4 est en parallèle 

testé par un anti-Gag p24 qui détecte uniquement cette protéine virale dans les cellules infectées 

(Figure 25 A, puits 2 et 4). La présence simultanée de p24, p55, RPL7, et RPL26 montre que les 

protéines cellulaires RPL7 et RPL26 ont été co-immunoprécipitées par la protéine Gag dans les 

CEM-SS infectées par VIH-Lai (Figure 25 A, puits 4). Nous ne pouvons pas exclure la 

possibilité que le domaine p24 de Gag et/ou si la p24 mature interagisse aussi avec la RPL7 

endogène. 

Nous n’avons pas pu démontrer une co-IP de Gag par la RPL7 fixée sur des billes couplées à 

l’anti-RPL7 car comme expliqué précédemment (Voir paragraphe I.2), l’anti-RPL7 n’a jamais 

permis l’IP de la RPL7 endogène sur les billes. Par contre, nous avons pu immunoprécipiter la 

RPL26 sur des billes couplées à des anticorps anti-RPL26, qui a permis la co-IP de Gag 

confirmant l’interaction spécifique entre Gag et RPL26 (non montré). 

 

Ces résultats montrent que l’interaction Gag-RPL7 et Gag-RPL26 est effective dans un 

contexte de cycle réplicatif infectieux.  
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X.1.1.  L’interaction Gag est-elle spécifique des protéines de la grande-sous unité 

ribosomiques 60S? 

Afin de tester d’autres protéines ribosomiques dans un contexte viral, nous avons testé 

l’interaction de Gag avec la protéine ribosomique de la petite sous-unité 40S, RPS7. La 

membrane (d-d’) a été lavée et ré-incubée en présence d’anticorps anti-RPS7. De manière 

similaire aux résultats obtenues hors contexte virale, aucune co-IP de la RPS7 n’a pu être 

détectée (Figure 25B, puits 4) 

On en déduit que Gag pourrait interagir plus spécifiquement avec des protéines de la 

grande sous-unité ribosomique 60S.   

 

 
Figure 25 A : Interaction Gag-RPL7 et Gag-RPL26 dans des cellules CEMSS. 

Des cellules CEMSS ont été infectées avec du VIH Lai CXCR4 et, 96 heures post infection, les protéines totales 
sont extraites, incubées avec des billes magnétiques-protéine A et l’anticorps anti-Gagp24.  
‘Input’ : puits 1 et 2, protéines totales avant immunoprécipitaion. ‘IP’ puits 4 et 5 protéines après 
immunoprécipitation. La membrane est incubée avec un anti-Gag p24 (a, a’) et incubée avec un anti-GAPDH (a), un 
anti-RPL7 (b, b’), un anti-RPL26 (c, c’). La révélation de la membrane par un anti-Gag p24 montre la détection de 
Gag (p55) et de ses produits de clivage (p41, p24) (membrane a, puits 2) ainsi l’immuno-précipitation de Gag et de 
p24 (membrane a’, puits 5). La révélation de la membrane (b) et (c) respectivement par un anti-RPL7 et un anti-
RPL26 montre la détection de ces 2 protéines dans les cellules non infectées et infectées dans l’input (puits 1 et 2). 
La présence simultanée de la RPL7, de la RPL26 et de Gag dans le même puits 4 montre une co-
immunoprécipitation de la RPL7 et de la RPL26 avec Gag.  
 
Figure 25 B : La membrane (d-d’) est détectée par un anti-RPS7. Dans l’input, la protéine cellulaire se trouve dans 
les 2 puits (1 et 2). L’absence de la RPS7 dans le puits 4 montre que cette protéine ne co-immunoprécipite pas avec 
Gag.  
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X.1.2. Interaction Gag-RPL7 confirmée dans des cellules PBL  

Pour confirmer l’interaction Gag-RPL7 en contexte virale, nous avons choisi d’infecter des 

cellules primaires. Pour cela, des cellules PBL ont été infectées par la souche virale VIHLAI, 

lysées puis les protéines virales sont immunoprécipitées avec un anti-Gag p24. La membrane (a) 

incubée avec un anticorps anti-Gag p24 montre une faible bande de p55 (Gag) dans les cellules 

infectées (Figure 26, a puits 2). Bien que le bruit de fond de la membrane (a’) soit élevé, des 

bandes correspondantes à p55 (Gag)  et p24 ont été détectées (Figure 26, a’ puits 5). La 

révélation par un anti-RPL7 permet la détection de la protéine cellulaire dans les cellules 

infectées et non infectées de ‘l’input’ (Figure 26, b puits 1 et 2). Nous avons observé que la 

RPL7 a été co-immunoprécipitée avec p55 (Gag) et p24 uniquement dans les cellules infectées 

(Figure 26 b’, puits 5). Ces résultats ont montré la validité de l’interaction dans des cellules 

primaires infectées. 
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Figure 26: Interaction Gag-RPL7 dans des cellules PBL. 
Des cellules PBL ont été infectées avec du VIH Lai CXCR4 et, 96 heures post infection, les protéines totales sont 
extraites, incubées avec des billes magnétiques-protéine A et l’anticorps anti-Gag p24.  
‘Input’ : puits 1 et 2, protéines totales avant immunoprécipitaion. ‘IP’ puits 4 et 5 protéines après 
immunoprécipitation. La membrane est incubée avec un anti-Gag p24 (a-a’), un anti-RPL7 (b-b’), un anti-nucléoline 
(c-c’). La révélation de la membrane (b) par un anti-RPL7 montre la présence de la  protéine cellulaire dans les puits 
(1 et 2). La présence simultanée de Gag et de la RPL7 dans le puits 4 montre une co-immunoprécipitations de la 
RPL7 avec Gag (puits 5).   

 

X.2. Interaction de Gag avec la RPL7 et la RPL26 dans des cellules CEM-SS 

infectées par imagerie  

Afin de poursuivre la caractérisation des interactions Gag-RPL7 et Gag RPL26 toujours en 

contexte viral, une étude de la localisation des protéines cellulaires et virales par imagerie des 

différents partenaires était nécessaire. Des cellules CEMSS ont été infectées par le virus SF162, 

et les protéines RPL7 et Gag ont été détéctées par leurs anticorps respectifs. Cependant, comme 
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mentionné ci-dessus avec les cellules HeLa, l’anti RPL7 n’a pas permis de détecter la protéine. 

Sachant que les résultats de co-IP de la RPL26 obtenus montrent une grande similitude avec 

celles de la RPL7, nous avons poursuivi notre étude avec un anti-RPL26 qui sera détecté par un 

anti-alexa568 et un anti-p24-FITC dans cellules non infectées et infectées (Figure 27). Dans des 

CEM-SS non infectées, nous n’avons détecté que la RPL26 dans le cytoplasme (Figure 27 A). 

Après l’infection des CEM-SS par le virus SF162, ces cellules deviennent plus grandes formant 

des syncytiums (Figure 27 B, D) et une colocalisation est observée entre les deux protéines 

traduite par la couleur jaune (Figure 27 B4).  

A titre de contrôle, pour montrer que la localisation de p24 est cytoplasmique nous avons choisi 

de tester la protéine nucléoline qui se localise particulièrement dans les nucléoles. Comme 

prévue, aucune co-localisation n’a été observée de ces 2 protéines (Figure 27 D4). 
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Figure 27 : Localisation de la RPL26 et de p24 dans des cellules CEMSS infectées. 
Des cellules CEMSS ont été infectées avec du VIH Sf162 et, 96 heures post infection, les protéines sont détectées 
anti-RPL26-alexa568 (A2, B2) et anti-p24 FITC (A3, B3, C3, D3), anti-nucléoline (C2, D2). Leur localisation a été 
observée par microscopie confocal.  
Dans les cellules non infectées, la RPL26 a une localisation cytoplasmique (A2, A4). Une colocalisation a été 
observée dans les cellules infectées entre p24 et la RPL26 comme le montre la couleur jaune (figure B4 composite).  
Dans les cellules non infectées, la nucléoline se trouve dans le noyau et dans les nucléoles (C2, C4). Aucune 
colocalisation n’a été observée dans les cellules infectées entre p24 et la nucléoline. Les échelles représentent 10 
µm. 
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XI. Aspect fonctionnel de l’interaction Gag-RPL7 

 

XI.1. Effet de Gag sur la localisation de RPL7 

Après sa traduction, la protéine Gag s’accumule dans le cytoplasme et s’assemble au niveau de la 

membrane cellulaire. La protéine RPL7 endogène est retrouvée dans les nucléoles ainsi que dans 

le noyau et dans le cytoplasme où on doit la trouver sous forme soluble ou associée au ribosome 

(Figure 28 b, les deux cellules sont délimitées). On doit souligner ici que plusieurs fois nous 

avons mentionné ci-dessus que l’anti-RPL7 ne permettait pas la détection de la RPL7 dans les 

cellules. Cependant, les premiers lots d’anti-RPL7  commandés au début du projet le permettait.  

Pour savoir si la localisation de la RPL7 endogène est influencée par la présence de Gag, nous 

avons co-transfecté un mélange de vecteurs exprimant Gag et Gag-eGFP (3/1) et nous avons 

immunodétecté la RPL7 par un anti-RPL7 qui est détecté par alexa-568 puis comparé entre les 

cellules transfectées exprimant Gag et ceux non transfectées.   

Dans les cellules non transfectées, nous avons eu 89.8% des cellules qui possèdent leur RPL7 

endogène dans les nucléoles (Figure 28 a, les deux cellules délimitées). Par contre, dans les 

cellules transfectées avec le mélange Gag/GageGFP, nous n’en avons eu que 32.4%. Dans la 

figure 28 a, nous avons entouré par une ligne blanche deux cellules situées à gauche qui 

n’expriment pas Gag (contrôle interne) et nous constatons que la RPL7 s’accumule dans les 

nucléoles. Inversement, dans les deux cellules situées à droite de cette image a, un marquage plus 

diffus est observé au niveau du noyau où les nucléoles ne sont plus distinguées du reste du 

nucléoplasme. Or, ces mêmes cellules expriment la protéine Gag comme le montre la figure 28 b 

(cellules non délimitées). Ces deux figures a et b sont représentatives du phénotype observé. 

Comme témoin, les expériences de l’eGFP, mCherry, Vpr et hCG 1, ne modifient pas la 

localisation nucléolaire de la RPL7 (non montré).  

Ces résultats suggèrent que l’interaction avec Gag pourrait influencer la localisation de la 

RPL7 aux niveaux du noyau et plus particulièrement du nucléole. On peut émettre 

l’hypothèse d’une séquestration de la RPL7 dans le cytoplasme mais cela nécessitent des 

expériences complémentaires.   
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Figure 28 : Gag influence la localisation cellulaire de la RPL7 

Les cellules sont transfectées par un mélange de plasmides experimant Gag/GagMA-eGFP puis la RPL7 est détectée 
par immunofluorescence (IF).  
a : Fluorescence de l’eGFP du mélange Gag/Gag-eGFP ; b : RPL7 détectée par IF avec un anti-RPL7. 
Les pointillés blancs de l’image a délimitent des cellules non transfectées avec un marquage important des 
nucléoles. On note dans les deux autres cellules de cette image ont une absence de marquage significatif des 
nucléoles. L’image ‘a’ montre que ces deux cellules expriment la protéine Gag. Les échelles représentent 10 µm. 
 

Est-ce que Gag qui par nature s’assemble et se dirige vers la membrane plasmique entrainerait la 

RPL7 à la périphérie de la cellule jusqu’à son encapsidation ? (comme le montre nos expériences 

figure 28).  Nous n’avons pas pu déchiffrer cela durant ma thèse. 

 

XI.2 Résultats préliminaires montrant l’effet des interactions GagNCp7-RPL7 sur la 
réplication du VIH-1. 
 
Dans le but d’étudier l’effet de l’interaction Gag-RPL7/RPL26 sur la réplication du virus, 2 

stratégies sont en cours de développement :  

- La première stratégie repose sur la surexpression de la RPL7 en transfectant 

transitoirement les plasmides RPL7-eGFP, Flag-RPL7.  

- La seconde stratégie se base sur la diminution de l’expression de la RPL7 en utilisant des 

siRNA dirigés contre la RPL7. 

 

Ces 2 stratégies nous permettent d’étudier l’effet de la surexpression ou de la sous-expression 

des protéines cellulaires RPL7 sur la production virale dans des cellules 293T.  
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XI.2.1 Sur-expression de la RPL7  

Dans la première stratégie, nous avons surexprimé la RPL7 en transfectant des plasmides 

exprimant la RPL7-eGFP, Flag-RPL7 dans des cellules 293T. Afin de suivre l’évolution dans le 

temps de la surexpression des protéines, un western blot a été réalisé sur des échantillons 

prélevés à 24 et 48 heures post-transfection.  

Dans la figure 29 A, nous avons détecté par un anti-RPL7, la RPL7 endogène et la RPL7 

surexprimée.  La même intensité de signal correspondante à l’expression de la RPL7 endogène 

est observée à 24 et 48 heures dans tous les échantillons (Figure 29, puits 1 à 8), car c’est une 

protéine cellulaire endogène. Par ce même anticorps, nous avons détecté une augmentation de la 

surexpression de la RPL7-eGFP correspondante à 4 et 7% respectivement à 24 et 48h post-

transfection comparée à l’expression de la RPL7 endogène. De même, nous étions capables de 

détecter par cet anticorps une surexpression de la Flag-RPL7- correspondante à 18%, et 42% 

respectivement après 24 et 48 h post-transfection. Afin de confirmer la détection de la RPL7-

eGFP et de la Flag RPL7, des westerns blots utilisant un anti-eGFP et un anti-Flag ont été aussi 

réalisés et une détection plus importante de ces protéines surexprimées a été observée.  

En comparant les résultats, nous avons constaté que la surexpression de la RPL7 varie en 

fonction du temps et de la construction utilisée.  
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Figure 29 : Analyse par western blot de la surexpression de RPL7-eGFP et de Flag-RPL7 dans les cellules 293T au 
cours du temps.  
Les cellules 293T ont été transfectées par 2µg de plasmides RPL7-eGFP et de Flag-RPL7. Les protéines totales sont 
récupérées à 1 et 2 jours post-transfection. Puits 1et 2 : protéines totales issues de cellules non-transfectées ; pistes 
2,3 : cellules transfectées avec de l’eGFP ; puits 4,5 : cellules transfectées avec de la RPL7-eGFP ; puits 7, 8 : 
cellules transfectées avec de la Flag-RPL7.  
Les membranes ont été révélées avec un anticorps (a) anti-RPL7, (b) anti-flag, (c) anti-eGFP. Dans la membrane (a), 
la RPL7 endogène a été détectée dans tous les puits (1 à 8) aussi la RPL7-flag (puits 7,8). Dans la membrane (b), 
l’intensité du signal de la Flag-RPL7 est moins importante à 24h (puits 7) que celle obtenue à 48h (puits 8). La 
même chose est observée pour la RPL7-eGFP dans la membrane (c) (puits 5,6). Un anticorps dirigé contre la 
GAPDH permet de confirmer le dépôt de la même quantité de protéines dans tous les puits 
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XI.2.2. Sous-expression de la RPL7  

Dans un  premier temps, nous avons transfecté transitoirement des siRNA (siRPL7) dans des 

cellules 293T et nous avons  évalué la quantité de protéine RPL7 après 24 et 48 heures post-

transfection.  

Le western blot, révélé par un anti-RPL7,  montre une diminution de l’expression de la RPL7 

(Figure 30, puits 5 et 6). Une déplétion de la RPL7 de 35 à 45% a été observée 24 et 48 heures 

post-transfection respectivement comparée aux cellules transfectées par des sicontrôles (Figure 

30, puits 3 et 4). 

Par ailleurs, cette diminution est spécifique des siRNA car l’expression de la GADPH n’est 

quant à elle pas affectée. 

  

Figure 30 : Analyse par western blot de la sous-expression de la RPL7 dans des cellules 239T après 24 et 48 heures 
post-transfection. 
4.105 cellules 293T ont été transfectées avec des sicontrôles et des siRPL7 (50nmole siRNA, Dharmacon). Les 
protéines totales sont récupérées 24 et 48 heures post-transfection. Les membranes ont été révélées avec un anticorps 
anti-RPL7 et anti-GAPDH. En révélant la membrane avec un anti-RPL7, l’intensité du signal de la RPL7 est 
diminuée en présence des siRPL7 à 24 heures (puits 5)  ainsi qu’à 48 heures (puits 6).  
 

XI.2.3. Effet de la surexpression et de la sous-expression de la protéine RPL7 

sur la cytotoxicité  

Des études de FACS (fluorescence activated cell sorting) sur des cellules 293T exprimant Flag-

RPL7 ou siRPL7 ont été réalisées, afin de vérifier si une surexpression ou une sous-expression 
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de la RPL7 pourrait induire une toxicité cellulaire. L’apoptose a été mesurée par l’annexin-V 

fusionné au chromophore FITC (FITC Annexin-V) et la nécrose (ou les étapes tardives de 

l’apoptose) à l’iodure de propidium (PI) (Figure 31). Ainsi, les cellules PI et FITC Annexin-V 

négative (a) sont des cellules viables, les cellules FITC Annexin-V positive et PI négative (b) 

sont en phase précoce d’apoptose et possédant des membranes intactes, les cellules PI positive et 

FITC Annexin-V négative (c) sont en phase tardive d’apoptose et qui ont perdu leur membrane, 

les cellules PI et FITC Annexin-V positives (d) sont en nécrose. 

 

Figure 31 : Représentation schématique du test d’apoptose dans des cellules 293T 

Nous avons donc utilisé ce test sur des cellules 293T exprimant Flag-RPL7 et siRPL7 afin de 

pouvoir comparer le nombre de cellules dans différents phases d’apoptose (Tableau 6). 
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Overexpression 

 cellules 
viables (%) 

phase précoce 
d’apoptose (%) 

phase tardive 
d’apoptose (%) 

Phase 
nécrotique 

(%) 

Flag-RPL7 (24h) 76.6 16.9 3.18 3.3 

Flag-RPL7 (48h) 75.4 15.9 4.87 3.8 

siRNA 

siRPL7 (48h) 86 5.27 3.07 5.67 

Contrôl 

Doxorubicine 6.66 0.5 8.66 84.2 

 

Tableau 6: Résultats de FACS montrant le pourcentage de cellules dans différents phases apoptotiques. 
Ce tableau montre le pourcentage des cellules dans différents phases apoptotiques surexprimant la Flag-RPL7, et  
siRPL7. Le doxorubicine est utilisé à une concentration de 0.5 µM comme contrôl positif. 
  

Les résultats ont montré que les cellules sur-exprimant la Flag-RPL7 n’induisaient pas 

l’apoptose 24 et 48 heures post-transfection comme le montre respectivement le faible 

pourcentage des cellules en phase tardive d’apoptose (3.18 et 4.87%) ainsi qu’en phase 

nécrotique  (3.3 et 3.8%) (Voir tableau 6). Ces résultats sont en accord avec ce que nous 

avons observé en western blot (Figure 31, puits 7 et 8). Dans le cas de la sous-expression de 

la RPL7, les résultats de FACS ont montré qu’il n’y pas une induction d’apoptose montrées 

par le pourcentage élevé des cellules viables de 86% (pour siRPL7). 

 

XII.3. Effet de la surexpression de la RPL7 sur la production virale dans des 

cellules 293T 

Dans le but de comprendre le rôle de la protéine RPL7 dans le cycle de réplication du VIH-1, 

nous avons produit de pseudovirus du VIH-1 en présence de différentes quantités de RPL7. Pour 

cela, nous avons co-transfecté la lignée cellulaire 293T avec un plasmide exprimant les protéines 

virales à l’exception de la protéine d’enveloppe gp120 (symbolisé par BB ou BackBone) et un 

plasmide exprimant la gp120 du virus VIH-1 QHO en présence de différentes quantités de 

plasmide codant RPL7-eGFP. 
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Le rendement de la transfection de RPL7-eGFP ainsi que la quantité de p24 dans les cellules 

productrices et dans le surnageant sont déterminées par cytométrie  et ELISA 48 heures post-

transfection, comme représentés dans la figure 32 I, II, III.  

L’histogramme de la Figure 32 I montre le pourcentage de cellules 293T exprimant l’eGFP (en 

l’occurrence exprimant la RPL7-eGFP). Les quatre premières colonnes sont des contrôles avec le 

BB seul (colonne blanche), BB avec 200ng de pCI-neo (colonne orange), utilisée comme contrôl 

négative, 200ng de RPL7-eGFP (colonne verte) ou BB avec gp120 (colonne grise). Seul le 

troisième contrôl permet l’obtention d’un signal d’eGFP (20% de cellules eGFP positives). Ce 

résultat est normal car seul cet échantillon exprime la RPL7-eGFP. Puis le pseudovirus (BB plus 

gp120) a été produit en présence de quantités croissantes de pCI-neo ou de RPL7-eGFP. Seules 

les transfections possédant la RPL7-eGFP sont détectées par cytométrie en flux et le nombre de 

cellules eGFP positives augmente (5, 7.5, 10, 15%) respectivement de manière proportionnelle à 

la quantité de plasmide exprimant la RPL7-eGFP (12.5, 25, 50, 100, 200 ng) (colonnes oranges) 

jusqu’à un plateau. Cependant, dans cette expérience, la quantité de plasmide finale varie de 12.5 

à 200 ng de plasmides codant la RPL7-eGFP. Ces transfections ont donc été répétées (colonnes 

violettes) mais en normalisant la quantité totale de plasmide transfectée à 200ng avec du pCI-neo 

(c.à.d transfecté comme précédemment avec une quantité croissante de RPL7, allant de 12.5 à 

200 ng et complété à 200 ng par pCI-neo). Nous constatons là aussi une augmentation 

progressive du nombre de cellules eGFP positives (10 puis 15%) jusqu’à un plateau qui arrive 

beaucoup plus tôt qu’avec le pseudovirus co-transfecté avec le plasmide codant la RPL7-eGFP 

sans le plasmide pCI-neo. Les flèches noires correspondent à des comparaisons d’une même 

quantité de RPL7 pour une quantité variable de plasmide total. Nous voyons donc que 

l’expression de l’eGFP est dépendante de la quantité de pCI-neo, en accord avec l’effet ‘carrier’ 

des plasmides. 

Dans un premier temps, la quantité de p24 dans les cellules productrices (p24 intracellulaire), a 

été déterminée sur les mêmes échantillons (Figure 32 II). Dans les trois premières colonnes, 

l’ajout de 200 ng de pCI-neo ou de 200 ng de RPL7- eGFP à BB seul (colonne orange et verte) 

entraine une diminution du nombre de cellules p24 positives jusqu’à 2% comparé à BB seul 

(colonne blanche) où ce nombre de cellules est de 4%. Cela suggère que le plasmide pCI-Neo ou 

la RPL7- eGFP (par leur quantité de 200ng) pourront être toxique.  
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Puis, le pourcentage de cellules p24 positives determiné dans les cellules transfectées par des 

quantités variables de pCI-neo (colonnes vertes) ou  de RPL7-eGFP (colonnes oranges) montrent 

tout d’abord une augmentation du nombre de cellules p24 positives (effet carrier de plasmide 

pCI-neo sur BB+gp120) qui passe de 2 à 4% (comparé colonne grise et premier colonne verte)  

suivie d’une diminution importante à plus forte concentration de plasmide (toxicité). Sachant que 

le même résultat est obtenu avec les plasmides exprimant pCI-neo ou RPL7-eGFP, nous pouvons 

en déduire que l’augmentation initiale serait dû à l’effet ‘’carrier’’ alors que la diminution 

pourrait résulter de l’effet cytotoxique de plasmide (ou de la lipofectamine, l’agent de 

transfection utilise dans cette experience).  

Pour montrer que le problème est lié à la toxicité des plasmides, nous avons fait l’expérience à 

quantité de plasmide final constante (colonnes violettes). Mis à part la condition 

BB+gp120+L750+ pCI-neo, nous remarquons que le pourcentage de cellules p24 positives reste 

constant de 2% quelle que soit la quantité de plasmides exprimant la  RPL7-eGFP (sachant que 

la quantité de plasmides totaux est de 200 ng). Les flèches noires montrent le pourcentage de 

cellules p24 positives avec des quantités croissantes de RPL7 transfectée mais avec une quantité 

totale de plasmide normalisé à 200 ng. Les quantités de p24 dans les cellules sont sensiblement 

égales avec ou sans RPL7. Par ailleurs, les flèches rouges comparent la même quantité de RPL7 

(25ng) avec deux quantités de plasmides totaux différents (25ng colonne orange et 200ng 

colonne violette). Dans ce cas, le pourcentage de cellules p24 est inversement proportionnel à la 

quantité de plasmide démontrant l’effet toxique d’une transfection avec 200 ng de plasmides.  
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Figure 32 I : Histogramme représentant le pourcentage de cellules transfectées par laRPL7-eGFP déterminé par 
cytométrie. 
Figure 32 II : Histogramme représentant le pourcentage de cellules contenant la p24 déterminé par cytométrie. 

 

Enfin, le surnageant contenant les virus produits à partir des cellules transfectées (comme 

présenté ci-dessus) ont été prélevé et la quantité de p24 a été dosée par test ELISA (figure 33 

III). Comme précédemment, nous avons constaté qu’à une quantité équivalente de plasmides 

transfectés (200 ng par exemple, voir flèche noir), la quantité de p24 est équivalente qu’avec une 

forte quantité de plasmides pCI-neo ou de RPL7-eGFP.  Ainsi, cette expérience, répétée dans 

des conditions similaires avec du pcDNA (non montré), n’a pas permis de conclure un effet 

de la RPL7 sur la quantité de p24 produite dans ces conditions expérimentaux.   
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Figure 32 III : Histogramme représentant la quantification de p24 produite à partir des cellules 293T déterminée par 

ELISA. 
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Discussions et perspectives 

La NCp7, a été très étudiée ces dernières années pour son rôle de protéine chaperonne d’acide 

nucléique. Ce rôle consiste à modifier les structures en tige boucle trouvées dans l’ARN 

génomique afin de promouvoir l’activité enzymatique de la reverse transcriptase durant la phase 

précoce du cycle (76,459,479,480). Mais, plus récemment, il a été montré que le domaine NCp7 

de Gag était indispensable aux étapes tardives du cycle que sont la production des protéines 

virales, leur assemblage et la reconnaissance spécifique de l’ARN génomique (481). Chez le 

VIH-1, cette production de protéine dépend préférentiellement de l’ARN génomique qui sera 

encapsidé. Ainsi, l’ARN génomique traduit est aussi celui qui est spécifiquement enrichi dans la 

particule virale mais le mécanisme expliquant l’arrêt de la traduction au profit de cette 

encapsidation n’est pas encore décrit. C’est dans ce contexte que nous avons cherché de 

nouveaux partenaires du domaine NCp7 du précurseur Gag. Ensuite, parmi les partenaires 

identifiés nous avons sélectionné la protéine ribosomique RPL7. Cette protéine qui appartient à 

la grande sous-unité 60S jouerait un rôle dans l’appareil de traduction. Elle pourrait nous 

permettre de proposer un mécanisme expliquant le ‘switch’ entre traduction et encapsidation de 

l’ARN génomique. 

Pendant ma thèse, j’ai démontré que la RPL7 était une nouvelle protéine cellulaire reconnue par 

la NCp7 mature ou au sein du précurseur Gag. En utilisant différentes techniques biochimiques 

et d’imagerie, j’ai montré l’importance des motifs dactyles de la NCp7 dans cette interaction. En 

effet, la protéine Gag délétée des motifs dactyles mais conservant les parties basiques N et C 

terminales de la NCp7 n’interagit plus avec la RPL7. Ceci suggère que ses domaines flexibles 

basiques de la NCp7 sont moins importants que son domaine central structuré pour la formation 

du complexe Gag-RPL7. De plus, il semble que ni les ARN cellulaires ni la polymérisation de 

Gag au niveau de la membrane plasmique ne soient nécessaires. On en déduit alors que cette 

interaction pourrait avoir lieu dans les phases précoces de la traduction avant la polymérisation 

de Gag. Des résultats similaires ont été obtenus avec une autre protéine ribosomique de la grande 

sous-unité (RPL26). Inversement, l’absence d’interaction de Gag avec deux des protéines de la 

petite sous unité (RPS7 et RPS14) semble suggérer qu’une interaction préférentielle de Gag pour 

les protéines de la grande sous-unité ribosomique.  
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Par ailleurs, nous avons pu établir que les 54 premiers et les 50 derniers résidus de la RPL7 sont 

impliqués dans l’interaction avec Gag. Cependant, ces résultats priliminaires devront être 

confirmés avec d’autres mutants de délétion/substitution de la RPL7 afin de déterminer d’une 

façon plus précise les résidus impliqués dans son interaction avec Gag. 

D’autre part, l’interaction de la RPL7 semble être spécifique du Gag du VIH-1, puisque nous 

avons perdu l’interaction de cette protéine ribosomique avec Gag du RSV. Nous testerons 

prochainement d’autres constructions exprimant la protéine Gag d’autres virus notamment Gag 

du MLV. En effet,  des travaux récents  ont montré que l’interaction d’une protéine cellulaire 

Lyric avec la NCp7 de Gag du VIH-1 était conservée chez d’autres rétrovirus dont le virus de la 

leucémie murine (MLV) et le virus de l’anémie infectieuse équine (127).  

Dans la littérature, d’autres protéines cellulaires qui interagissent avec le domaine NCp7 de Gag 

du VIH-1 tels que Staufen (120,124,125), ABCE1 (128-130), Alix (101), Lyric (127) ont été 

identifiées ainsi que d’autres protéines cellulaires qui ont été décrits par Jäger et al (240). Dans  

le cas de Lyric, l’absence de la NCp7 est compensée par la protéine de matrice et par l’ARN 

(127). Dans le cas d’ABCE,  les résidus basiques de la  NCp7 de Gag interagissent uniquement 

dans un contexte d’assemblage de Gag. (471). De même, les motifs dactyles de la NCp7 

interagissent avec ALIX mais en présence d’ARN (461). 

Par contre, une similitude semble exister entre Gag-RPL7 et Gag-Staufen (121). En effet, 

l’interaction Gag-Staufen, qui serait impliquée dans le contrôle de la polymérisation de Gag et 

l’encapsidation de l’ARNg (482) est indépendante de l’ARN et de la partie basique N-terminale 

de la NCp7 mais elle nécessite au moins un de ses motifs dactyles (125).  

D’une manière intéressante, d’autres protéines ribosomiques ont été montrées interagissant avec 

des protéines virales. Par exemple, la RPS19 est recrutée par la protéine de nucléocapside 

(protéine N) de l’Hantavirus pour initier la traduction coiffe dépendante (134,135).  De même, la 

protéine ribosomique RPL9 interagit avec la capside du virus de la tumeur mammaire de la 

souris (MMTV) et l’interaction Gag-RPL9 serait impliquée dans l’assemblage (133).   

En se basant sur nos résultats concernant l’interaction de Gag avec la protéine ribosomique 

RPL7, et le fait que la RPL7 interagit avec la membrane du RE, comme  cela a déjà été montré 
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dans la littérature. Pour cela, nous proposons trois modèles pour l’implication de la RPL7 dans 

les étapes traductionnelles du cycle viral du VIH-1 (voir figure 1.1).  

- Le premier tient compte du fait que la partie C-terminale de la RPL7 permet l’ancrage du 

ribosome dans le réticulum (439) (étape 1). L’augmentation de la quantité de Gag synthétisé, 

déclenche son interaction avec la RPL7 (probablement en fonction d’une stœchiométrie et d’une 

affinité bien définie) ce qui entraîne la formation d’un complexe Gag-RPL7 (étape 2). 

L’interaction de Gag avec la RPL7 conduit au détachement du ribosome du RE (étape 3), en 

mimant une phase dans le cycle de traduction où des peptides signaux sont libérés en provoquant 

le détachement du ribosome du RE ou conduit à un arrêt prématuré de la traduction. Ce 

détachement est suivi par la dissociation du complexe ribosomal (l’ARNm devient libre) ainsi la 

dissociation du ribosome en ses petites et grandes sous-unités (étape 4). A cette étape, Gag se lie 

à la RPL7 soluble (étape 5). Ce complexe Gag/RPL7 ainsi formé, serait en mesure de reconnaître 

le signal d'encapsidation de l'ARNm libre (étape 6). Cette étape est suivie par la dimération de 

l'ARN (étape 7) et enfin l’incorporation du complexe Gag/RPL7 et l'ARN génomique dans les 

particules virales (étape 8).  

 

 
Figure 1.1 : représentation schématique d’un modèle selon lequel l’interaction Gag-RPL7 pourra arrêter la 
traduction en déstabilisant l’association du ribosome au réticulum et ceci en faveur de l’encapsidation. 
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- Le deuxième modèle tient compte du fait que le domaine N-terminal de la RPL7 interagit 

fortement avec les acides nucléiques, probablement sous forme de dimères en utilisant sa 

séquence leucine zipper (434,450,462,476,483). Ainsi, Gag pourrait recruter la RPL7 soluble 

pour favoriser son interaction avec l’UTR 5’ et en conséquence de stopper la traduction par 

raison d’encombrement stérique 

 

 
 
Figure 1.2 : représentation schématique d’un autre modèle selon lequel l’interaction Gag-RPL7 crée un 
encombrement stérique sur l’ARNm, défavorisant le recrutement du ribosome et en favorisant l’encapsidation.  
 
- Enfin, nous pourrions proposer un modèle selon  les résultats obtenus (voir paragraphe 

X.1). En effet, nous avons constaté une nette réduction de la fraction nucléolaire de la protéine 

RPL7 dans les cellules sur-exprimant Gag. Sachant que les nucléoles sont le lieu d’assemblage 

des ribosomes, une déplétion de la RPL7 pourrait se traduire par une modification de la 

biogénèse des ribosomes et en conséquence affecter l’appareil traductionnel.  

Pour décortiquer ces modèles, et pour établir un test fonctionnel en milieu cellulaire de 

l’interaction Gag-RPL7, nous allons : 

1-  Transfecter des cellules CEM-SS soit par un plasmide sur-exprimant la RPL7 soit par 

des si-RNA anti RPL7. Puis ces cellules seront infectées par des virus et nous suivrons 
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plusieurs paramètres telles que la p24 intracellulaire et la p24 produite dans le surnageant. 

Parallèlement, les quantités d’ARN intra- et extra- cellulaire seront mesurées par PCR et 

le pouvoir infectieux des particules dosées par titration sur des cellules TZMbl.   

Cependant, l’utilisation d’une surexpression ou d’une sous-expression d’une protéine 

cellulaire pour suivre la production virale et le pouvoir infectieux présentent des 

inconvénients. C’est une procédure lourde à mettre en œuvre (préparation des virus, 

infection, transfection des siRNA). Nous contrôlons avec difficulté l’effet des siRNA ou 

d’une surexpression sur l’appareil traductionnel… Par ailleurs, cette approche à elle seule 

n’est pas suffisante, elle nous permet d’avoir une vue globale du modèle selon lequel il y 

a un effet combiné sur la traduction et l’encapsidation. Pour mieux contrôler l’effet de la 

formation du complexe sur la traduction, notre projet est donc de développer un test 

fonctionnel in vitro. 

2-  Nous disposons au laboratoire d’un plasmide exprimant un fragment de Gag du VIH-1 

conjugué à la Renilla sous le contrôle de la région 5’UTR du VIH-1. Cette construction 

possède aussi un promoteur T7 ce qui permet la production in vitro de l’ARN 5’UTR+ 

(Ribomax RNA). Après purification de l’ARN messager néo transcrit, nous utiliserons 

des lysats de réticulocytes de lapin permettant sa traduction (Rabbit Reticulocyte Lysate 

Translation Systems, Promega) (405,484,485).  

La production de la protéine Gag-Renilla luciférase sera suivie par western blot et par 

mesure de l’activité Renilla en utilisant le système Renilla Luciferase Assay (Promega 

Co., Madison, WI, USA). Nous ajouterons de manière séquentielle ou combinée la RPL7 

recombinante (collaboration avec le Dr. G. Dieci, Italie), la NCp7 synthétique et/ou la 

protéine Gag recombinante (en cours de production dans notre laboratoire). Nous serons 

particulièrement attentifs au temps d’incubation et à l’ordre dans lequel les différents 

partenaires seront ajoutés car cela pourrait avoir une influence sur les deux mécanismes 

d’inhibition/activation. L’ajout de la RPL7 au test pourrait se traduire par une diminution 

de la quantité de Gag-Renilla luciférase selon ses propriétés lors de la traduction d’ARN 

structuré (438,439). Inversement, par leur propriété de chaperonne, Gag et/ou NCp7 

pourraient activer la traduction du gène rapporteur (419).  
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3- Ainsi, pour renforcer nos résultats obtenus sur l’interaction Gag-RPL7 en milieu 

cellulaire, nous proposons d’étudier  des paramètres biophysiques comme l’affinité et la 

stœchiométrie de liaison de la RPL7 en présence et en absence de Gag grâce à 

l’utilisation des techniques biophysiques tels que l’anisotropie de fluorescence, FCS, 

FRET etc…  La même expérience pourra être envisagée en présence de l’ARN. Pour 

cela, nous utiliserons NCp7 et Gag couplées à des fluorophores tels que la fluorescéine, 

tétraméthyl rhodamine, etc. Ces protéines marquées par des fluorophores seront titrées en 

ajoutant des incréments de RPL7 (27 KDa) et la formation du complexe sera suivie par 

anisotropie, un paramètre photophysique lié à la mobilité de l’espèce marquée donc à sa 

masse moléculaire.  De plus, les complexes formés seront étudiés par Fluorescence 

Corrélation Spectroscopie (FCS) qui nous permet d’obtenir des paramètres 

thermodynamiques du complexe tels que sa taille, sa vitesse de diffusion et sa 

stœchiométrie. D’autre part, l’interaction de la RPL7 avec le RE pourra être aussi suivie 

par l’utilisation de membranes libellées à des fluorophores avec le modèle membranaire 

(mimant la composition du RE selon (439)). Pour développer ce test, la RPL7 et des 

liposomes de diamètre différent (100, 200 et 1000 nm) peuvent être marqués avec des 

fluorophores pour le donneur et l’accepteur afin d'effectuer des expériences de FRET. 

L'affinité de la liaison des liposomes avec la RPL7 en présence et en absence de Gag peut 

être mesurée par titrage de la quantité croissante de liposomes marqués. En outre, le 

même test peut être utilisé pour savoir si un triplex de RPL7-Gag-liposome existe dans le 

cycle viral ou non et sous quelles conditions ce complexe peut être dissocié. 

Enfin, pour vérifier l’hypothèse émis dans le modèle 3, nous allons quantifier le taux de 

synthèse des ARNs ribosomaux et des protéines ribosomiques pour savoir si cette 

déplétion affecte effectivement la biogénèse des ribosomes.  
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Hala EL MEKDAD 
 

CARACTERISATION DE L’INTERACTION ENTRE 
GAG ( NCp7 ) ET LA PROTEINE CELLULAIRE 

RPL7. Aspects moléculaire et fonctionnel 
 

Résumé 

 

Mon travail de thèse a été basé sur la caractérisation de l'interaction entre Gag (NCp7) et la RPL7 
en milieu cellulaire et in vitro ainsi sur son rôle fonctionnel dans le cycle viral. La polyprotéine Gag du 
VIH-1 orchestre l’assemblage de la particule virale, en favorisant l’encapsidation de l'ARN 
génomique viral par son domaine NCp7, et en recrutant des protéines virales et cellulaires. Notre 
hypothèse est de savoir, si Gag peut contrôler sa propre synthèse et par conséquence la transition 
entre traduction et encapsidation de l'ARN génomique dans les particules naissantes. Nous avons 
étudié les protéines cellulaires, identifiées par double hybride, qui peuvent interagir avec Gag et 
NCp7. La RPL7 humaine est l'une de ces protéines de la grande sous-unité 60S ribosomique. Elle 
se compose de 248 acides aminés et a la capacité d'inhiber la traduction. Cette fonction peut 
expliquer le «switch» entre la traduction et de l'encapsidation de l'ARN génomique. Les résultats ont 
montré que Gag était capable d'interagir avec d'autres protéines que la RPL7 de la sous-unité 60S, 
par son domaine NCp7. 

Mots clés: VIH-1, interaction, traduction, RPL7, encapsidation, Gag, ARN génomique 

 

 

Résumé en anglais 

Thesis work was based on characterization of interaction between Gag (NCp7) and RPL7 in cellular 
environment and in vitro and its functional role in the viral cycle. 

Gag polyprotein of HIV-1 orchestrates assembly of the virus particle, especially by driving packaging 
of the viral genomic RNA through its NCp7 domain, and by the recruitment of viral and cellular 
protein partners. Our hypothesis was to know, whether Gag can control its own synthesis and 
consequently the transition between translation and packaging of the genomic RNA into nascent 
particles. We investigated cellular proteins, identified by a two-hybrid assay, which can interact with 
Gag and NCp7. Human RPL7 is one such protein from large ribosomal subunit 60S. It consists of 
248 amino acids and has the ability to inhibit translation. This function can explain the 'switch' 
between translation and packaging of the genomic RNA. Results showed that Gag was capable of 
interacting with RPL7 and other proteins from 60S subunit, through its NCp7 domain. 

 

Key words: HIV-1, interaction, translation, RPL7, packaging, Gag, genomic RNA   

 


