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Abbreéviations

kpa : Kilodalton

+$SDNA : Strand strong-stop DNA
Hg : Microgramme

ML : Microlitre

pPm: Micrometre

HM : Micromolaire

E:Angstrém
AC@ : Anticorps dirigé contre
ADN : Acide desoxyribonucléique
ADN sb : ADN simple brin
ALIX: ALG-2 Interacting Protein X
ALLINI : Inhibiteurs allostériques de I'intégrase
ALV : Virus de la leucose aviaire
Annn:Absorbance
APOBEC : Apolipoproteins B mRNA editing enzyme, catalytic
polypeptide-like
ARN : acide Ribonucléique
ARNg : ARN génomique
ARNt : ARN de transfert
ARN111,,,: ARN mutant au niveau de la région de dimérisation
ARN111,,;:ARN de 111 nucléotide sauvage
ARNSL135 ¢ ARN correspondant a la tiges boucle SL1 de 35 nucléotides
ARNt lys 3 : ARNt de la lysine, isoforme 3
ART : Aantiretroviraux
ATP : Adenosine triphosphate
AUC : Ultracentrifugation analytique
B
BEt: Bromure d'éthidium
BHK21: Cellules de reins de hamsters
BMH : Branched Multiple Hairpins
BSA : Bovin serum Albumin
BTP : Bacto tryptone phosphate

C:Cystéine

c(s) : Coefficient de sédimentation

CA:Capside

CCR5 : C-C chemokine receptor type 5

CD4: Cluster of differenciation 4

Cell: Cellules

CHAPS : 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-
propanesulfonate

CHMP4 : Protéine de corps multivésiculaire chargée
CMH : Complexe majeur d'histocompatibilité

Cmol : Concentration molaire

CO: Fractions concentrées

CPA : Cellules présentatrices d'antigénes
CRF : Forme circulante recombinante

CRM1: Chromosomal maintenance 1

CryoEM : Cryo microscopie électronique
CXCR4 : C-X-C chemokine receptor type 4
CypA : Cyclophiline A

DC : Cellules dendritiques

DDM : Dodécyl-[3-D-maltoside

DIS : Site d'initiation de la dimérisation

DLS : Dynamic light scattering

dn/dc: Incrément d'indice de réfraction spécifique
dNTP : Désoxynucléotides triphosphates

DTT : : Dithiothréitol

e : Electrons

EDTA : Acide éthylénediaminetétraacétique
Eff. : Effluent

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
Env : enveloppe

ESCRT : Endosomal Sorting Complex Required for Transport

ET : Extrait total
Em : Epsilon théorique

f/f0 : Coefficient de friction
FBS : Sérum de veau feetal
FDA : Food and Drug Administration
FIDABio : Analyse de la dispersion induite par flux
FTSC : Fluorescéine 5-thiosemicarbazide
G
G : Guanine
Gag : Group-specific antigen
GD : Glow discharged, décharges luminescentes
GFP : Green fluorescent protein
GMEM : Milieu minimum essentiel de Glasgow
Gp : Glycoprotéine
GPT : Guanine phosphoribosyl transferase
Groupe M : Majoritaire
Groupe N : Non -M, non -0
Groupe O : Outlier

HA : Hémagglutinine

HBR : Région hautement basique
HeNe : Hélium neon

His : Histidine

HPLC : Chromatographie en phase liquide haute performance

HRP : Peroxydase de raifort

HSH : Hommes ayant des rapports sexuels avec d'autres

hommes

IF : inhibiteur de fusion
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1g- : Immunoglobuline
11 Inhibiteur d'intégrase
IN: Intégrase

INNTI : Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcription inverse
INTI : Inhibiteurs nucléosidiques de la transcription inverse

IP: Inhibiteur de protéase

IPTG : Isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside
ISG : Interferon-Stimulated Gene

ITC: Isothermal titration calorimetry

K
kb : Kilo base
kDa : Kilo Dalton
K: Lysine

L
L: Litre

LB : Lysogeny broth
LEDGF : Lens epithelium-derived growth factor
LT : Lymphocyte T
LTR : Longues répétitions terminales
Lys, K: Lysine
M
M : Molaire
m/z : Masse-sur-charge
MA : Matrice
MALS : Multi angle light scattering
March 8 : Membrane-Associated RING-CH 8 protein
MgCI2 : Chlorure de magnésium
MIME : Mutational interference mapping experiment
mL : millilitre
mM : miliMolaire
MP : Membrane plasmique
MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem
MVA : virus de la vaccine modifié (souche Ankara)
MWCO : Molecular weight cutoff

NacCl: Chlorure de sodium

NanoDSF : Nano-fluorimétrie a balayage différentiel
NC : Nucleocapsid

Nef : Negative Element Factor

NFkB : : Nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells

nm : Nanomeétre
NTP : Nucléoside Triphosphate
NUP : Nucléoporine

0
OMS : organisation mondiale de la santé
UV-VIS : Ultraviolet - visible

p
PAGE : Electrophorése sur gel de polyacrylamide
pb: Paire de base
PBS : Site de fixation de I'amorce (primer binding site)
pH : Potentiel hydrogéne
Pls,5)P2 : Phospholipides phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate
PIC : Complexe de préintégration
PKR : Protéine kinase R
PM : Poids moléculaire
pmoles : picomoles
Poly A : Signal de polyadénylation
PPT : Polytract purine
Pr: Protéase
PrEP : Prophylaxie préexposition
PRR: Région riche en proline
p-TEFb : Positive transcription elongation factor
PTM : Modification post traductionnelles
PVDF : Polyfluorure de vinylidéne
R
R:région répétée
R-: Etiquette tween Strep-tag®
Région U : Uniques
Rev : Regulator of expression of virion proteins
Rh : rayon hydrodynamique
RMN : Résonance magnétique nucléaire
RMSD : Root mean square deviation
RNase : Ribonucléase
rpm : Revolutions per minute.
RRE : Elément de réponse Rev
RT : Transcriptase inverse
S
SAMHD1 : Sterile Alpha Motif and Histidine Aspartate domain-
containing protein 1
SAXS : Diffraction des rayons X aux petits angles
SD : Site donneur d'épissage
SDS : Dodécylsulfate de sodium
SEC: Size exlusion chromatographie
SIDA : Syndrome d'immunodéficience acquise
SIV : Virus de I'lmmunodéficience Simienne
SL: stem loop
Sp : Espaceur
SU : Surface
-
tampon : Solution tamponnée
TAR : Séquence d'activation de la transcription
Tat : Transactivator of Transcription
TBE : Tris Borate EDTA
TBM : Tris borate Magnésium
TK:Tyrosine kinase
TM : Température de fusion (Melting temperature)
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TM : Transmembranaire
TPE : Traitement post-exposition

TRIM5Q : Tripartite motif-containing protein isoform

TROD : Tests rapides a orientation de diagnostique
TSG101 : Tumor Susceptibility Gene 101
u
UEV : Ubiquitin E2 variant
URF : Forme unique recombinante
UTR : Région non traduite

v/v : Volume pour volume
vif : Viral infectivity factor
VIH : Virus de I'immunodeficience humaine
VLP : Particules de types viral viral like particules
Vpr : Protéine virale R (Viral protein R)
Vpu : Protéine virale u
W
w/v : Rapport masse sur volume (weight/volume
WB : Western blot
WT : Sauvage (Wild type)

ZF : Doigts de zinc
Zn : Zinc

€ : Coefficient d'extinction

A : Longueur d'onde

Y / psi : Site d'encapsidation

pLDDT : predicted local distance difference test
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I. La grande famille des Rétrovirus (Retroviridae)

1.1 Les principales découvertes autours des rétrovirus

Les rétrovirus sont découverts au début du 20®™ siécle dans le cadre d'études consacrées aux maladies
cancéreuses des poulets. Dans ce but, I'équipe du docteur Ellermann montre que la leucose du poulet est causée
par un virus, que I'on appelle aujourd’hui le virus de la leucose aviaire (ALV ; Ellermann and Bang, 1909). Quelques
années plus tard, I'équipe du docteur Rous isole le virus responsable d'un sarcome chez les poulets (Rous, 1911).
Le virus porte aujourd’hui son nom, le Rous Sarcoma Virus (RSV). C'est en 1936 que la découverte des tumeurs
induites par des virus est étendue aux especes mammiféres, commencant par les souris. Mais rapidement, de
nombreux virus de ce type sont découverts chez d'autres espéces comme les chats, les bovins et les singes (Coffin
et al., 1997). Dans les années 1957, I'infection de moutons par un rétrovirus produisant une maladie neurologique
(appelée Visna) met en évidence I'existence d'infections virales lentes. Le nom de lentivirus provenant du mot latin
lentus est associé a ces virus. Quelques années plus tard, la présence d'ARN dans les particules virales de RSV est
démontrée (Crawford and Crawford, 1961). Cependant, les cellules infectées par le RSV présentent des phénotypes
qui sont conservés au cours des mitoses. L'hypothése d'une copie ADN capable de s'intégrer dans le chromosome
de I'hdte est alors émise. Le nom de provirus par analogie avec le prophage intégré des bactériophages, est
proposé en 1964. Il faudra attendre les années 1970 et la découverte de la transcriptase inverse pour que la
présence d'un d’ADN rétroviral intégré dans les cellules infectées, soit acceptée (Temin and Mizutani, 1970).
L'isolement et I'identification du premier rétrovirus humain ont lieu en 1980 grace a la mise au point de culture de
cellules lymphocytes T in vitro. Ce virus est le virus de la leucémie des cellules T humaines de type 1 (HTLV-1;
Poiesz et al., 1980). En comparaison avec les autres virus déja découverts, le génome du HTLV-1 est défini comme
complexe. Le clonage et le séquencage de son génome viral montre qu'il code pour des protéines rétrovirales
additionnelles d'abord appelées protéines X, aujourd’hui renommées Tax et Rex (Coffin et al., 1997). En 1982, le
HTLV-2 est a son tour découvert (Yoshida et al., 1982). Toutes ces découvertes ont rendu nécessaire la création de

différentes classifications en fonction des caractéristiques des virus.

1.2 Classification phylogénique des rétrovirus

De nos jours, un virus appartenant a la famille des Retroviridae est caractérisé comme étant un virus enveloppé
qui posséde un génome a ARN de polarité positive et qui code pour la transcriptase inverse (RT) et I'intégrase (IN).
Ses protéines permettent respectivement la rétrotranscription du génome ARN en ADN double brin et son
intégration dans le génome cellulaire. Cette famille contient deux sous-familles les Orthoretrovirinae et les

Spumavirinae. Il existe au total 7 genres de rétrovirus qui peuvent étre classés en fonction de la complexité de
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leurs génomes ou de leurs caractéristiques virales. Les espéces ALV, RSV font partis du genre Alpharetrovirus, les
virus Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV) et le Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) font partie du genre
Betaretrovirus, les espéces Murine Leukemia Virus (MLV), Feline Leukemia Virus (FeLV) et Moloney Murine Sarcoma
virus (MoMS) appartiennent au genre Gammaretrovirus. Les Epsilonretrovirus sont représentés par le Walleye
Dermal Sarcoma virus. Tous ces genres sont des rétrovirus simples. Leur génome ne code que pour les protéines
de structure : groupe d'antigenes spécifique (group-specific antigen, Gag) enzymatique : Pol et d'enveloppe : Env
(voir section Introduction ; 8l11.2). Les rétrovirus dits complexes possédent un génome qui code pour ces protéines,
mais aussi pour des protéines supplémentaires appelées auxiliaires. Les Deltaretrovirus dont font partie le Bovine
Leukemia Virus (BLV), le HTLV, le primate T-lymphotropic virus et les Lentivirus dont le VIH, les virus de
I'immunodéficience du singe (SIV) et le Spumaretrovirinae sont des rétrovirus complexes.

Les Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, Deltaretrovirus et Epsilonretrovirus sont des rétrovirus
oncogenes ; les Lentivirus sont des virus caractérisés par la lenteur de leur cycle infectieux et enfin les
Spumavirus dont le nom vient du latin spuma a cause de leur aspect mousseux dans le cytoplasme des cellules

infectées (d'aprés ICTV, https://ictv.global/taxonomy).

Il. Un rétrovirus particulier : le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

Parmi tous les rétrovirus, le VIH est un virus particulier. Responsable d'une pandémie mondiale depuis les années
1981, il n'a cessé de causer la mort de nombreux patients. En effet le nombre de personnes infectées depuis
I'apparition du virus est estimé a 84 millions et le nombre de décés associé une infection par le VIH est estimé a 40
millions (en 2021, selon I'ONUSIDA, https://www.unaids.org/fr/). Ainsi, ce virus représente encore actuellement un

probléme de santé majeur dont I'étude est importante encore de nos jours.

1.1 La découverte d'un nouveau virus : le VIH

En 1981, aux Etats-Unis, de jeunes patients sont atteints par des maladies telles que sarcome de Kaposi et des
pneumonies rares. De plus, ils présentent une incapacité a se défendre contre des maladies infectieuses
opportunistes normalement bénignes (Hymes et al., 1981). Ces maladies ont la particularité d'infecter des
personnes immunodéprimées. Des contrdles montrent que les patients atteints de ces maladies présentent tous
et sans exception un taux de lymphocytes T extrémement bas. La maladie associée a cet affaiblissement du
systéme immunitaire est alors nommée syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA). En 1983, I'isolement du
virus a partir des ganglions lymphatiques des patients a permis a I'équipe du docteur Barré-Sinoussi de montrer
que la protéine de capside est différente de celle du HTLV-1. Ainsi le nouveau virus est nommé lympho-adenopathie

virus (LAV; Barré-Sinoussi et al., 1983). Cependant, aprés plusieurs années de désaccords au sein de la
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communauté scientifique, le virus sera rebaptisé Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) en 1986. Cette année
correspond aussi a la découverte d'un nouveau virus présentant 42% d'homologie avec le VIH de type 1 (VIH-1),
c'est le VIH de type 2 (VIH-2 ; Clavel et al., 1986). Les chercheurs ayant isolé et identifié le VIH-1 sont récompensés

du Prix Nobel de médecine en 2008.

1.2 Les Origines du VIH

I.2.1 Franchissements d'espéces et variabilité génétique du VIH

Le VIH-1 est sous-divisé en 4 groupes et le VIH-2 est sous-divisé en 8 groupes. Les deux espéces de virus, ainsi que
chacun de leurs groupes, proviennent d'événements de franchissement d'espéces indépendants. Ces
transmissions entre les espéces ont eu lieu dans la méme zone géographique, au Congo et ont été possibles a cause
des activités de chasse ou de capture des singes (Cavallari et al., 2011; Peeters et al., 1997). Ainsi, il existe quatre
groupes au sein du VIH-1, le groupe majoritaire (M), le groupe outlier (0), le groupe non-M, non-0 (N) et le groupe
P. Le groupe M provient d'un franchissement d'espéces entre les chimpanzés de la sous espéce de Pan troglodytes
infectée avec un SIVcpzPtt (figure 1). Ce groupe est responsable de la pandémie de SIDA, infectant environ 39
millions de personnes dans le monde (2022, ONUSIDA). Au cours de I'histoire, le SIVcpzPtt est transmis a 'homme
une seconde fois lors d'un nouvel événement de franchissement d'espéce permettant I'apparition du groupe N
(Keele et al., 2006). Le succes épidémiologique est largement différent d'un groupe a l'autre, en effet le groupe N
découvert en 1998 (Simon et al., 1998) a infecté 20 personnes au Cameroun (Ayouba et al., 2000; Roques et al.,
2004). Il est intéressant de noter que le franchissement d'espéce n'a pas eu lieu qu'entre le singe et I'Homme mais
aussi entre différentes espéces de singes. Ainsi, le SIVcpzPtt est aussi a I'origine des SIV infectants les espéces de
Gorilles gorilla (D'arc et al., 2015). Deux nouveaux événements de franchissement d'espece indépendants, du
gorille vers I'Homme ont permis I'apparition des VIH de groupe O et P (Keele et al., 2006; Plantier et al., 2009). Le
groupe O est responsable de l'infection d'environ 100.000 personnes, (Mourez et al., 2013; Peeters et al., 1997).
Enfin, le groupe P n'est reporté que pour deux cas, en 2009, au Cameroun (Vallari et al., 2011). Les raisons de la

différence de succés épidémiologique ne sont pas entierement définies a ce jour.
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Figure 1. Arbre phylogénétique des origines du VIH-1

Représentation de la relation phylogénétique pour une région du géne Pol parmi les SIVcpzPtt représentés en noir, SIVgor représenté en
gris et les quatre groupes du VIH-1. Le groupe M est représenté en violet le groupe N en bleu, le groupe P en vert et le groupe O en
marron. Les cercles blancs représentent les possibles transmissions entre chimpanzés et gorilles et les cercles noirs représentent les
possibles transmissions du chimpanzé ou du gorille @ I'homme (modifiée depuis Sharp and Hahn, 2011).

1.2.2 Origine et variabilité génétique du VIH de type 2

Le VIH-2 a une autre origine phylogénétique. En effet il provient d'un franchissement d’espéce a partir du SIVmmb
infectant le mangabey fuligineux (Gao et al., 1999). L'épidémie du VIH-2 est limitée a I'Afrique de I'Ouest (Tchounga
et al., 2016). Comme pour le VIH-1 plusieurs franchissements d'espéces entre le SIvsmm et I'Homme sont
responsables de I'apparition de 8 groupes de A a H (Sharp and Hahn, 2011). Le VIH-2 est beaucoup moins infectieux
que le VIH-1, seuls les groupes A et D se sont propagés et circulent toujours de nos jours (Visseaux et al., 2016). De
plus, leurs histoires naturelles difféerent au niveau de la progression de la maladie, en effet la plupart des personnes
infectées par le VIH-2 ne développent pas le SIDA (Rowland-Jones and Whittle, 2007).

Le VIH-1 et le VIH-2 ne présentent que 42% d'homologie de séquence (Dilley et al., 2011). Ainsi, la suite de mon

travail de thése portera sur le VIH-1.

1.2.3 Diversité génétique au sein des groupes du VIH-1
Le VIH a une grande capacité évolutive et de variabilité génétique. Cette particularité est directement liée a son

cycle viral et notamment aux erreurs produites lors de la transcription inverse (environ de 10 & 107 erreurs par
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paire de base par cycle (Yeo et al., 2020). Ces erreurs sont dues a I'absence de mécanisme de relecture et a la
recombinaison pendant la transcription inverse (détaillée section introduction ; §111.4.1). Ces erreurs augmentent
la diversité génétique du VIH-1 au sein des patients (Korber et al., 2001). Cette variabilité a permis I'apparition de
variants présentant jusqu’'a 35% de différence au sein du groupe M (Hemelaar et al., 2006). Les virus de ce groupe
sont donc subdivisés en 10 sous-types de A a L (Bbosa et al., 2019). Plus rarement, la recombinaison pendant la
transcription inverse peut impliquer des virus de sous-types différents qui auraient coinfecté la méme cellule
(Peeters et al., 1999; Rousseau et al., 2007). Ce phénomeéne s'est produit suffisamment pour qu‘une nouvelle
classification des formes recombinantes soit créée. Si les recombinants sont capables de circuler d'un individu a
un autre on parle de formes recombinantes circulantes (CRF). Au contraire, si les recombinants ne sont pas
capables de circuler entre les individus, on parle alors de formes recombinantes uniques (URF ; Robertson et al.,
2000). Actuellement, 98 CRF sont caractérisées et ce est en augmentation (Bbosa et al., 2019). La formation de
recombinaison entre sous types différents semble préférentiellement se produire lorsque les ARN présentent un
fort degré d'identité (Baird et al., 2006). Néanmoins, des recombinaisons entre isolats de groupes M et O ont déja
été caractérisées (De Oliveira et al., 2018 ; De Oliveira et al., 2018). Les erreurs et les recombinaisons lors de |'étape
de transcription inverse présentent un probléme de santé majeur, en effet cette variabilité favorise les

mécanismes d'échappement du virus face au systéme immunitaire, mais aussi face aux traitements.

11.3 Les chiffres clés dans le monde : données en 2021

En 2021, 38,4 millions de personnes vivaient avec le VIH, 650 000 personnes décédaient du virus. Les nouvelles
infections touchaient 1,5 million de personnes. Malheureusement, 9,7 millions de personnes n'ont pas eu accés
aux traitements antirétroviraux (AntiRetroviral Treatment, ART ; ONUSIDA,
https://www.unaids.org/fr/resources/fact-sheet). Il est important de noter que I'accés aux ART a un fort impact
sur la mortalité. En 2021, les populations clés fortement infectées sont les travailleuses du sexe et leurs clients,
les hommes ayant des rapports sexuels avec d'autres hommes (HSH), les consommateurs de drogues injectables
et les femmes transgenres. Ces populations représentent 70% de toutes les nouvelles infections au VIH. En
d'autres chiffres, le risque de contracter le VIH est évalué a 35 fois plus élevé chez les personnes utilisant des
drogues injectables que chez des adultes qui ne s'injectent pas de drogue ; 30 fois plus élevé pour les femmes
professionnelles du sexe que chez les autres femmes ; 28 fois plus élevé chez les hommes ayant des rapports
sexuels avec d'autres hommes que chez les autres hommes et 14 fois plus élevé pour les femmes transgenres.
Néanmoins, il est important de noter que les tendances varient entre I'Afrique subsaharienne, ot I'épidémie sévie

le plus fort et les autres pays (figure 2). En Afrique, les femmes &gées de 15 a 24 ans sont deux fois plus

31



susceptibles de vivre avec le VIH que les hommes du méme age. En 2021, elles représentent 63% de toutes les

nouvelles infections (ONUSIDA, 2022, https://www.unaids.org/fr/resources/).
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Figure 2. Distribution de la prévalence du VIH-1 dans le monde

Encadré en bleu le nombre de nouvelles infections et en blanc le nombre de décés associés au VIH-1 en 2020 (ONUSIDA, 2022,

https://www.unaids.org/fr/resources/).

ll. Cycle viral du VIH-1

lil.1 La particule virale, structure et composition du génome

Le VIH-1 est un virus sphérique de 80 a 120 nm de diamétre enveloppé d'une bicouche lipidique externe acquise

lors de son bourgeonnement (figure 3).
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Figure 3. Représentation de la particule virale du VIH-1

La particule du VIH-1 est enveloppée d’une bicouche lipidique
provenant du bourgeonnement du virus lors d’une infection antérieure
et est recouverte de glycoprotéines d’enveloppes virales (gp120 et
gp41). La face interne de cette bicouche lipide est tapissée de protéines
de matrice (MA) qui entoure le core conique formé de protéines de
capside (CA). A l'intérieur se trouvent deux copies d’ARNg dimériques
recouverts de nucléocapside (NC) et les protéines enzymatiques de
transcriptase inverse (RT), protéase (PR) et d'intégrase (IN). La figure
est adaptée de Sundquist and Krdusslich, 2012.
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Cette bicouche est recouverte de glycoprotéines de surface cellulaires et virales. Les protéines d'enveloppes
virales sont nécessaires a la reconnaissance du récepteur cellulaire et donc a l'internalisation du virus. A I'intérieur
du virion, se trouve une structure conique en fulleréene composée de protéines de capside (CA) enfermant deux
copies d’ARN génomique (ARNg) simple brin de polarité positive. L'ARNg est protégé par de multiples copies de
nucléocapsides. D'autres macromolécules cellulaires et protéines virales sont aussi retrouvées a l'intérieur de la
particule virale (Sundquist and Krdusslich, 2012).

L'ARNg a un poids moléculaire d'environ 9,3 kb. De maniére semblable aux ARN messagers cellulaires, I'ARNg viral
est coiffé et polyadénylé. Il est flanqué de régions non codantes ou régions non traduites (untranslated region,
UTR) au niveau des extrémités 5’ et 3'. Ces régions sont composées de séquences régulatrices intervenant dans
différentes étapes du cycle viral. L'extrémité 5’ est importante pour la dimérisation et I'encapsidation de I'ARNg
(détaillée section Introduction ; §V1; Smyth et al., 2015). Cette région hautement structurée est composée d'une
région répétée (R) et d'une séquence unique U5. L'extrémité 3’ est importante pour la régulation de la transcription
(figure 4a). Elle contient la région R et une région unique U3 (Das et al., 1999). Les régions R des extrémités 5' et
3’ contiennent la séquence d'activation de la transcription (Trans-Activation Response element ; TAR) nécessaire a
la transactivation du promoteur viral et a la réplication du virus ainsi que le signal de polyadénylation (polyA). La
conformation de I'extrémité 5’ de I'ARN, ne permet pas la fonctionnalité de la région R alors que a I'extrémité 3’
cette région est fonctionnelle (Das et al., 1999). De plus, en aval de la région U5 de I'extrémité 5’ se trouve le site
de fixation de I'amorce de la transcription inverse (Primer Binding Site, PBS) permettant la fixation de I'ARNt lysine
cellulaire nécessaire a l'initiation de la transcription inverse (Kleiman, 2002; Rhim et al.,, 1991) et le site
d'encapsidation (Packaging Signal, psi ; ). Décrit plus en détails section Introduction ; §v.1.

Apreés la transcription inverse et la formation de I'’ADN viral double brin, les régions 5" UTR et 3' UTR sont remplacées
par deux longues répétitions terminales (Long Terminal Repeat, LTR) toutes deux composées de région uniques U3
(~450 nucléotides) et U5 (~80 nucléotides) séparées par R (100 nucléotides ; figure 4b ; Resnick et al., 1984; Zhang

and Crumpacker, 2022).
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Figure 4. Représentation du génome du VIH-1 et de I'ADN proviral

a. Représentation de I’ARNg et notamment des extrémités 5’ et 3' UTR. L’ARNg viral est coiffé a I'extrémité 5’ et polyadénylé a I'extrémité
3". b. Représentation de I'’ADN viral rétro-transcrit et des génes qui le composent. Ainsi, les différentes phases codantes sont représentées
encadrées par les longues régions terminales répétées (LTR) composées de U3, R et U5.Les trois génes caractéristiques des rétrovirus
gag, pol et env sont respectivement représentés en bleu, en vert et en orange. Chaque géne codant pour une polyprotéine est subdivisé
pour représenter les différents domaines. Les génes codants pour des protéines auxiliaires sont représentés en rose pour les génes vif,
Vpr, vpu et nef, jaune pour tat et vert pour rev (modifiée d partir de Meissner et al., 2022).

Ainsi, la région U3 contient des domaines modulateurs, activateurs essentiels a la transcription du provirus intégré
(zhang and Crumpacker, 2022). La région 3'LTR joue un réle dans le contrdle de I'expression (Malim et al., 1989).
Entre les deux LTR se trouvent les régions codantes pour les protéines virales, caractéristiques des rétrovirus (gag,
pol et env), organisées en trois cadres de lectures ouverts et des génes individuels codant pour des protéines
auxiliaires, spécifiques des rétrovirus complexes. L'ARNg contient différents sites donneurs et accepteurs
d'épissage qui permettent I'obtention d’ARN plus ou moins épissés (Ocwieja et al., 2012). Ainsi I'ARNg peut étre
multi-épissé, permettant de synthétiser les protéines Transactivator of Transcription (Tat), Regulator of
expression of virion proteins (Rev) et Negative Element Factor (Nef). Ce sont les premiéres protéines a étre
synthétisées lors du cycle viral. L'ARNg peut aussi étre partiellement épissés permettant la traduction des protéines
Viral Infectivité Factor (Vif), protéine virale R (Vpr), protéine virale U (Vpu) et I'enveloppe (Env). Finalement, I'ARN
non épissé permet la traduction des polyprotéines Gag et GagPol et peut étre également encapsidé dans les

particules de type virales (viral like particules ; VLP).

1.2 Les protéines virales essentielles : Gag, Pol et Env

Le VIH-1 est un rétrovirus complexe et son génome posséde les trois principaux cadres de lectures ouverts codant
pour les protéines structurales et fonctionnelles du virus (Gag, Pol et Env). Le géne gag code pour la polyprotéine
de 55 kDa Pr55Gag ou Gag. Elle est composée de toutes les protéines structurales du virus et nécessite une étape
de maturation protéolytique par la protéase virale (PR) pour libérer ces protéines et former ainsi un virus mature.
Cependant, sous forme de polyprotéine, ce précurseur joue un réle crucial dans I'encapsidation de I’ARNg et dans

le bourgeonnement et le relargage du virus. Ainsi, la protéine Gag du VIH-1, comme toutes les protéines Gag
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rétrovirales est composée de quatre domaines appelés matrice (MA), capside (CA), nucléocapside (NC), p6 et de
deux peptides espaceurs (p2 ou spl et plou sp2). Chaque domaine de Pr55Gag joue un réle spécifique dans le

cycle réplicatif (figure 5).

2 - 133 366 378 433 449 500
Ancrage a lamembrane Multimérisation de Gag Selection spécifique de FARNg  Recrutement des ESCRT
Tran.sport de Gag Formation du core conique (deux doigts de zinc) Bourgeonnement
Interaction avec les ARNt Mutlimérisation de Gag  Selection spécifique de 'ARNg

Recrutement Env

Figure 5. Les différents domaines fonctionnels de la protéine Gag du VIH-1 et leurs multiples rdles
De Bussienne et al., 2021.

A partir de I'extrémité N-terminale, le domaine MA de 17 kDa permet d'ancrer la protéine Gag dans la membrane
plasmique (MP) au niveau de régions enrichies avec des phospholipides phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
(PI(4,5)P,). L'absence de PI(4,5)P; dans les cellules induit une réduction du nombre de Gag a la MP et inhibe I'étape
de relargage viral. De plus, dans ce cas particulier, les précurseurs seraient relocalisés vers les membranes
intracellulaires (Chukkapalli et al., 2008). Cet ancrage est possible grace a un signal bipartite composé de la
myristoylation de la glycine en position 2 (voir bussienne et al., 2021 annexe 1) et d'une région hautement basique
(Highly Basic Region, HBR ; Olety and Ono, 2014; Wen et al., 2020). L'acide myristique peut étre exposé ou séquestré

dans la poche hydrophobe du domaine de MA (figure 6).

a. b.

Figure 6. Les structures tertiaires du domaine MA dans différentes conformations

a. Le domaine MA dans sa conformation monomére (en gris) présente un acide myristique séquestré en vert (PDB : 1UPH,; d’'aprés
(Bussienne et al., 2021). b. Représentation du trimére de MA et des groupes myristoylés exposés représentés en vert. Les
phosphatidylinositides de la MP sont représentés en jaune avec les phosphates colorés en rouge. Enfin, les résidus de MA en contact avec
la MP sont représentés en bleu (figure issue de Saad et al, 2006). c. Modeéle de liaison de MA a la MP. Le trimére de MA est représenté en
gris avec les groupements myristoyles exposés colorés en vert. Les résidus en contact avec le phosphatidyl inositide représenté en jaune
avec les phosphates colorés en rouge, sont colorés en bleu (figure issue de Saad et al., 2006).
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Ce contrdle de I'exposition de I'acide myristique permet la prévention des interactions aberrantes avec les
membranes intracellulaires et assure ainsi l'insertion du groupement dans la MP. L'exposition du myristate est
déclenchée par les interactions entre Gag et PI(4,5)P2 (Saad et al., 2006) et des études de résonnance magnétique
nucléaire (RMN) démontrent que |'exposition au myristate serait également régulée par la trimérisation du
domaine MA. En effet la protéine MA dans sa forme mature présente une affinité plus faible pour les membranes
par rapportau précurseur complet (Hogue et al., 2012; Saad et al., 2007). De plus, le domaine MA dans le précurseur
lie des acides nucléiques tels que les ARNt de I'héte. Cette interaction facilite le recrutement spécifique de Gag a
la MP en inhibant les interactions avec les phosphatidylsérines chargées négativement contenues dans les
membranes endocytiques intracellulaires (Chukkapalli et al., 2008). Des études montrent que cette interaction avec
les ARN cellulaires ne change pas |'affinité du précurseur pour I’ARNg viral (Kutluay et al., 2014; Olson and Musier-
Forsyth, 2019). Enfin, la MA assure l'incorporation de la protéine d'enveloppe, Env, lors de I'assemblage des
particules virales en interagissant avec la queue cytoplasmique de la protéine gp41 (Saad et al., 2006; Tedbury et
al., 2015).

Le domaine de CA est un domaine de 24 kDa qui dirige la multimérisation de Gag (figure 7). Une fois mature, la

protéine de CA s'auto-assemble dans une structure fulleréne composée de 250 hexaméres et 12 pentameres
formant le core viral (Klingler et al., 2020a). L'interaction avec les protéines cyclophiline A encapsidées dans les
particules virales néoformées permet d'échapper au systéme de défense TRIM50t lors de I'infection d'une nouvelle
cellule cible (Kim et al., 2019; Klingler et al., 2020a ; section Introduction, §8Iv.2). Dans les étapes précoces du cycle
viral, la CA permet le transport du complexe de pré-intégration (PIC) vers le noyau cellulaire en interagissant avec
les protéines associées aux microtubules (MAP1A et MAP1S ; Carnes et al., 2018; Klingler et al., 2020a). Ensuite ce
domaine permet I'import du PIC au niveau du pore nucléaire en interagissant avec la nucléoporine nommée
Nup358/RanBP2 (Dharan et al., 2016; Klingler et al., 2020a). Dans le précurseur Gag le domaine de CA est séparé du
domaine de NC par un espaceur de 14 acides aminées appelé Sp1 ou p2. Cet espaceur permet les changements de
conformation du précurseur et favorise la multimérisation de Gag (Datta et al., 2016, 2011; Klingler et al., 2020a)
et semble également jouer un rdle dans I'empaquetage spécifiques des ARNg viraux par rapport aux ARN cellulaires

ou viraux épissés (Kaye and Lever, 1998; Klingler et al., 2020a).
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Figure 7. Les structures tertiaires du domaine CA dans différentes conformations

a. Structure d’'un monomeére de CA représenté en vert (PDB : 3H47). b. Représentation du céne fulleréne pour la capside du VIH en
représentant les hexaméres en vert clair et les pentaméres en vert foncé (adapté depuis Pornillos et al., 2011). c. Structure d'un
pentameére de CA en vert foncé (PDB : 3P05). d. Structure d’un hexamére de CA en vert clair (PDB : 3H47).

Ensuite, la NC (domaine de 7 kDa), est crucial pour I'interaction spécifique avec I'ARNg viral et son empaquetage
grace a la présence de deux motifs en doigt de zinc (CCHC) qui interagissent spécifiquement avec la région Psi de
I’ARNg viral (Boutant et al., 2020; Webb et al., 2013 ; figure 8). Ce domaine permet également l'incorporation de
I'amorce de la transcription inverse, I'ARNt lysine 3 et la multimérisation de Gag, favorisant ainsi I'assemblage viral
(Cimarelli et al. 2000; Ott, Corenet Shatzer 2009). Ces résultats montrent bien qu'au-dela de leur fonction primaire
les différents domaines de Gag sont impliqués dans plusieurs étapes du cycle réplicatif. Enfin, dans sa forme
mature, la NC joue plusieurs réles de chaperonne d'ARN (Godet and Mély, 2010; Rein et al., 1998) et favorise la

processivité de RT et I'activité RNAse H (Poljak et al., 2003).

:‘"\,.2

Figure 8. Représentation de la structure tridimensionnelle de la NC
La NC est représentée avec deux molécules de zinc, en gris (PDB : 1MFS).

Dans le précurseur Gag, la NC est séparée du dernier domaine par un deuxiéme espaceur de 16 acides aminé (sp2
ou p1). Son réle est peu décrit dans la littérature, bien qu'il pourrait apporter la flexibilité nécessaire aux
changements de conformation du précurseur Gag nécessaires aux fonctions du précurseur (Sundquist and

Krausslich, 2012).
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Finalement, a I'extrémité C-terminale de Gag se trouve le domaine p6 non structuré de 6 kDa. Ce domaine est
largement connu pour réguler le bourgeonnement des virions a la MP en recrutant les éléments de la machinerie
ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport). De plus, des analyses de RMN ont montré que p6 assure
I'incorporation de la protéine virale R (Vpr) dans les particules virales (Salgado et al., 2009a). Récemment, le
laboratoire d'accueil a montré que ce domaine joue également un réle dans l'interaction spécifique entre Gag et

I'ARNg (Dubois et al., 2018a).

Le géne pol code pour les toutes les enzymes nécessaires au cycle viral, la PR, la RT et I'IN. Ces enzymes sont
exprimées sous la forme d'une poly protéine de 160 kDa Pr160 Gag-Pol ou Gag-Pol. Gag-Pol est produit lors d'un
évenement de décalage de cadre de lecture lors de la traduction de I'ARN viral. Ce décalage apparait avec une
fréquence de 5% permettant I'expression d'un précurseur Gag-Pol pour vingt précurseurs Gag (Jacks et al., 1988).
Le premier domaine qui compose Pol est la PR. C'est une protéine de 15 kDa qui permet de séparer toutes les
protéeines présentes dans les précurseurs Gag et Gag-Pol. La dimérisation du précurseur Gag-Pol dans les virions
immatures permet la dimérisation du domaine de PR, qui va alors étre capable de s'auto-exciser. Sa forme active
est un homodimeére symétrique, tandis que son site actif est composé des résidus acides aspartiques, thréonine et
glycine (Asp25, Thr26, Gly27), caractéristique de la famille des aspartyl-protéases. La protéolyse catalysée par la
PR se déroule de maniére séquentielle et ordonnée (Freed, 2015a; Lee et al., 2012).

La RT est un domaine de 66 kDa. La forme mature de I'enzyme est composée d'un hétérodimeére entre une sous-
unité de 51 kDa (p51) et une sous unité de 66 kDa (p66). La sous unité p51 est issue du clivage du domaine RNAse
H de la p66. Cette sous-unité n'a plus d'activité catalytique et ne posséde qu'un réle structural (Hu and Hughes,
2012; Jacobo-Molina et al.,, 1993). Seule p66 posseéde une activité catalytique d’ADN polymérase ARN/ADN
dépendante et une activité RNAse H qui dégrade spécifiquement I’ARN dans les hybrides ADN/ARN formés lors de
la transcription inverse. L'analyse cristallographique de la RT montre que le domaine polymérase de la p66 peut
étre comparé a une main droite, ou se loge le complexe matrice/amorce dans les sous domaines « doigts »,
« paume » et « pouce » (figure 9). La paume représente le site actif de I'enzyme, composé de la triade d'acides

aspartiques (Asp111, Asp185 et Asp186) qui catalysent I'attaque nucléophile du nucléotide entrant.
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Figure 9. Représentation de la structure tridimensionnelle de la RT

La RT est composée de deux sous unités, une de 66 kDa (p66) et une de 51 kDa (p51). La sous unité p51 est représentée en gris. Le
domaine RNase H de p66 est représenté en orange et le connecteur en jaune. Les domaines polymérases de p66 sont subdivisés en doigts
(en violet), la paume (en rose) et le pouce (en vert) adapté de Hu and Hughes, 2012.

Finalement, I'IN est une protéine de 32 kDa qui permet I'intégration de I'ADN viral dans le génome de la cellule héte.
Elle est constituée de trois domaines, le domaine N-terminal (NTD), le domaine central ou cceur catalytique (CCD)
et le domaine C-terminal (CTD ; figure10). Le NTD contient un motif en doigt de zinc capable de lier du zinc (HHCC)
qui est aussi important pour I'oligomérisation de I'IN. Le CCD est un domaine trés conservé chez les rétrovirus. Il
comporte la triade catalytique (Asp64, Asp116 - 35 - E152) qui est impliquée dans la liaison spécifique a I'ADN viral
et cellulaire. Il contient aussi la surface pour l'interaction avec le cofacteur cellulaire LEDGF/p75 et la région de
dimérisation de I'enzyme mature (Serrao et al., 2012). Enfin, le CTD est impliqué dans la fixation non spécifique a
I'’ADN et permet I'interaction avec la RT nécessaire a I'accomplissement optimal de I'étape de transcription inverse

(Lusic and Siliciano, 2017).
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Figure 10. Représentation de la structure des domaines de I'IN

L'IN est composée de 3 domaines. Le NTD contenant un doigt de zinc est représenté en rose, avec les résidus HHCC, représentés en rouge
sur la structure tridimensionnelle, coordonnant un Zn représenté par une boule grise (PDB : 6VRG). Il est relié par un connecteur au CCD
représenté sous forme dimérique avec une sous unité en violet et une sous unité en gris (PDB : 4LH4). Les résidus appartenant d la triade
catalytique (D64, D111 et E152) sont représentés en rouge sur la structure tridimensionnelle. Finalement, le CTD est représenté en jaune
(PDB : 1IHV ; adaptée de Engelman and Cherepanov, 2014).

Le géne env code pour les glycoprotéines de I'enveloppe virale. Elles sont exprimées sous la forme d'une
polyprotéine appelée gp160 (figure 11). Elle est d'abord glycosylée dans le réticulum endoplasmique, puis clivée
dans l'appareil de Golgi par la protéase cellulaire a sérine, appelée furine. Cette étape de maturation génére ainsi
une protéine de surface (SU), la glycoprotéine de 120 kDa (gp120) et la glycoprotéine transmembranaire (TM) de
41 kDa (gp41 ; zhu et al., 2006). D'une part, la gp120 est composée de cinq domaines conservés (C1-5) internalisés
et de cinq régions variables (V1-5) a la surface (Starcich et al., 1986). Les régions conservées C1 et C5 sont les sites
d'interaction avec gp41 alors que les régions de C2-4 sont impliquées dans la liaison avec le récepteur cellulaire
cluster of differenciation (CD4). D'autre part la gp41 est constituée de trois domaines, le domaine extracellulaire
N-terminal, le domaine transmembranaire et la partie cytoplasmique C-terminale. C'est le domaine extracellulaire
qui contient le peptide de fusion permettant la fusion entre les membranes cellulaires et virales (Bartesaghi et al.,

2013).

Figure 11, Représentation de la structure d'un trimére d'Env du VIH-1
Représentation d’un trimére d’Env obtenu par cryotomographie électronique. Le trimére de protéines est composé des sous-unités
gp120, représentées en vert et gp41 représenté en violet (PDB : 4ZMJ ; adaptée Li et al., 2020).
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113 Les protéines virales auxiliaires

Le génome du VIH est complexe car il code pour six protéines supplémentaires par rapport aux rétrovirus simples.
Il code pour deux protéines régulatrices de la réplication virale et du métabolisme cellulaire, le facteur de
régulation de I'épissage (Rev) et la protéine Trans activatrice (Tat). Il code aussi pour quatre autres protéines
auxiliaires, le facteur régulateur négatif (Nef), le facteur d'infectivité virale (vif), la protéine virale R (vpr) et la
protéine virale unique (Vpu) qui ont des réles dans la pathogénése, le contréle du cycle cellulaire mais aussi dans

les mécanismes d'échappement aux facteurs de restrictions.

l11.3.1 Protéines régulatrices Rev, Tat et Nef

Les protéines Rev, Tat et Nef sont traduites a partir de I'ARN multi-épissé.

La protéine Rev est une protéine de 19 kDa. Cette protéine posséde un signal de localisation nucléaire (NLS) et un
signal d'export nucléaire (NES), qui facilite son transfert nucléo-cytoplasmique. Elle a pour réle le transport des
ARN non-épissés (ARNg) ou partiellement épissés, en se fixant a I'élément de réponse Rev (RRE) et en permettant
leur export dans le cytoplasme (Kalland et al., 1994). Les ARN non-épissés ainsi exportés sont soit traduits en
précurseurs Gag et Gag-Pol, soit incorporés sous forme de dimére dans les particules virales naissantes.

La protéine Tat est une protéine de 9,8 kDa, composée de deux domaines, le domaine d'activation et le domaine
de liaison a I'’ARN. Cette protéine active la transcription des ARN messagers viraux en se liant au niveau de I'élément
TAR dans I'’ARN messager viral naissant (Dingwall et al., 1989). Elle joue aussi un rdle dans le recrutement du facteur
d'élongation positif de la transcription b (P-TEFb) au niveau de I'ARN viral. Grace a une cascade de réactions, ce
facteur phosphoryle la queue C-terminale de I'ARN polymérase induisant la phase d'élongation de la transcription
(Cujec et al., 1997). De plus, Tat semble également favoriser la suppression immunitaire, I'apoptose et le stress
oxydatif en facilitant ainsi la progression de I'infection du VIH (EI-Amine et al., 2018).

La protéine Nef est une protéine de 23 kDa exprimée majoritairement dans les phases précoces du cycle viral. Elle
est essentielle pour maintenir les niveaux élevés de charge virale et joue un réle dans la destruction des cellules
LTCD4+. En effet elle favorise I'absorption de ces cellules immunitaires par le compartiment endosomal et dans les
lysosomes (Basmaciogullari and Pizzato, 2014). Nef régule aussi la communication entre les cellules présentatrices
d'antigénes (CPA) et les lymphocytes T, en inhibant la voie des récepteurs des cellules T (TCR; Bell et al., 1998;
Minch et al., 2007). De plus, elle régule négativement |'expression des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité-1 (CMH-1) en protégeant les cellules infectées contre la destruction induite par les cellules LT

cytotoxiques (Collins et al., 1998) et interfére aussi avec I'expression du CMH-II (Schindler et al., 2003).
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l11.3.2 Protéines auxiliaires Vif, Vpr et Vpu

Les protéines Vif, Vpr et Vpr sont traduites a partir de I'ARN multi-épissé.

La protéine Vif est une protéine de 23 kDa qui joue un réle dans les mécanismes d'échappement au systéme
immunitaire notamment en supprimant la réponse antivirale médiée par les enzymes d'édition d'ARNm de
I'apolipoprotéine B, qui se comporte comme un polypeptide catalytique (APOlipoproteine B mRNA-Editing enzyme
Catalytic polypeptide-like APOBEC3G et 3F). Ce facteur de restriction cellulaire sera décrit plus en détails dans la
section Introduction, 8IV.2.

La protéine Vpr est une protéine de 14 kDa qui interfére avec de nombreuses fonctions cellulaire et virales tout au
long du cycle viral. Tout d'abord elle régule les étapes précoces du cycle viral. En effet elle joue un réle dans le
transport de PIC vers le noyau grace a son interaction avec des facteurs de transport nucléaire et des composants
du complexe du pore nucléaire. Elle permet aussi 'activation de la transcription et I'arrét du cycle cellulaire a la
transition G2/M. C'est la liaison entre Vpr et le facteur associé a la culline 4A, DCAF1 qui permet I'arrét du cycle
cellulaire (pour revue voir Morellet et al., 2009.). Cet arrét a pour conséquence I'augmentation de la transcription
virale, puisque la transcription est plus active pendant cette phase cellulaire (Le Rouzic and Benichou, 2005). Vpr
induit I'apoptose en perméabilisant la membrane des mitochondries. De plus, elle est également essentielle pour
I'infection des macrophages (Kogan and Rappaport, 2011). L'incorporation de Vpr dans les particules virales est
assurée par l'interaction avec la séquence riche en leucines (LXXLF) du domaine p6 du précurseur Gag. Des études
en utilisant des micelles de dodecylphosphocholine (DPC) mettent en évidence que I'affinité de vpr pour p6
augmente dans un environnement membranaire (Salgado et al., 2009b). Dans les virus bourgeonnants, un rapport
de 7 molécules de Gag pour 1 molécule de Vpr est identifié (Mlller et al., 2000). Avec ce rapport, le domaine de p6
reste disponible pour interagir avec ses autres partenaires cellulaires, tels que la protéine ALG-2 Interacting Protein
X (ALIX) et Tumor Susceptibility Gene 101 (Tsg101 ; Fossen et al., 2005).

La protéine Vpu est une protéine membranaire de 16kDa. Elle stimule I'exposition d'un grand nombre de
glycoprotéines d'enveloppe sur les particules virales néoformées, en réduisant I'expression du corécepteur CD4.
En effet en I'absence de Vpu, les protéines Env et CD4 transitent par les mémes compartiments cellulaires ce qui
induit la séquestration des protéines Env en faveur de la formation des complexes avec CD4. Ainsi, Vpu recrute le
complexe ubiquitine ligase qui induit la dégradation protéasomique des récepteurs CD4. Elle favorise aussi le
relargage des particules virales néoformées en inhibant I'expression du facteur restriction cellulaire tétherine (Van

Damme and Guatelli, 2008). Ce facteur sera décrit plus en détails dans la section IV.2
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1.4 Le cycle de réplication viral

Les cellules cibles du VIH-1 sont majoritairement les cellules de I'immunité adaptative, les cellules lymphocytes T
auxiliaires et régulatrices (LT CD4+). Cependant, le virus est aussi capable d'infecter les cellules de I'immunité innée
comme les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques (Weiss, 2002). Dans ces cellules le virus réalise
un cycle de réplication qui peut étre divisé en deux phases (figure 12). La phase précoce commence par |'entrée
du virus dans la cellule cible et se termine par I'intégration du génome proviral dans I'ADN de I'hdte et la phase
tardive qui commence par la transcription et la traduction des protéines virales et se termine par I'assemblage du
virus au niveau de la MP et par son bourgeonnement. Une étape supplémentaire de maturation protéolytique est

nécessaire pour rendre le virus mature et infectieux.

43



Phase précoce Phase tardive

VIH-1 Maturation
Protéolytique,
ggz]u [Env

&

NC

IN

RT

ARN viral L 4

Fusion et entrée

Attach t %, _j
ktac emen Relargage

CCRS ou CD4+ Membrane plasmique ?
CXCR4 ‘.'.‘..;-. Cytoplasme [ —
W 13 Core/capside : Bourgeonnement
Début de la /
transcription inverse
"""" IRev Y Env Prolémes

. e 'L‘ iliaires 3
? e ,%4 auxi Transport 2 la
R Traduction /_,;'/( embrane plasmique
‘ N ~

Import nucléaire T -
Selectlon de I'ARNg ! Gag/Pol

YN ===

Export
Dimérisation .
"“gi?."e de 'ARNg )Traductlon
AAA

nucléaire
(TAP/p15)

ADN viral

rétro-transcrit :
Eplssage( BVAVAY VA

Intégration

/ AL
N _ ARN génomique
Transcription Ce

ADN cellulalve

Figure 12. Cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle du virus peut étre séparé en deux phases, tout d’abord la phase précoce qui commence par I'attachement du virus au récepteur
cellulaire CD4 et a ses corécepteurs CCR5 ou CXCRA4. Il est suivi de la fusion des membranes virales et cellulaires permettant la libération
de la capside dans le cytoplasme. La capside permet le transport du PIC le long des microtubules jusqu’au pore nucléaire ou il est
internalisé. Une fois la transcription inverse terminée, ce complexe permet I'intégration de I’ADN proviral dans le chromosome cellulaire.
Cette étape marque le début de la phase tardive du cycle viral. Elle débute par la transcription du provirus. Les ARN sont alors exportés
dans le cytoplasme et vont soit, servir de matrice pour la traduction des protéines virales, soit étre sélectionnés et encapsidés sous forme
de diméres dans les particules virales en formation. La sélection et I'encapsidation de I'ARNg sont orchestrées par le précurseur Gag qui
permet également le transport des diméres d’ARNg aux sites d’assemblage @ la MP permettant le bourgeonnement de la particule virale.
Cette étape est possible grace au recrutement de partenaires cellulaires comme les protéines ESCRT qui permettent son relargage.
D’abord sous forme immature, une étape supplémentaire de maturation protéolytique assurée par la protéase virale est nécessaire pour
permettre aux protéines virales de constituer un virus mature et infectieux.

lI.4.1 Phase précoce - de I'entrée du virus a I'intégration de son ADN viral

Le virus s'attache soit de maniére aspécifique grace a linteraction des spicules d'enveloppe avec les
protéoglycanes a la surface de la cellule (Saphire et al., 2001), soit de maniére plus spécifique via l'interaction des
glycoprotéines d'enveloppe avec les intégrines 34, ou les récepteurs des cellules dendritiques de type DC-SIGN
(Geijtenbeek et al., 2000). Une fois attachée la protéine d'enveloppe gp120 interagit avec le récepteur CD4 des
cellules (Klatzmann et al., 1984). Cette interaction induit un changement de conformation d’Env, permettant le

repositionnement de la boucle V3 qui peut alors se lier soit, au récepteur de chimiokine C-C de type 5 (CCR5) ; soit,
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au récepteur de chimiokine C-X-C de type 4 (CXCR4) qui sont les corécepteurs de I'entrée virale (Raja et al., 2003 ;

figure 13).
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Figure 13. Représentation de I'entrée du VIH-1 dans les cellules cibles

1. L'enveloppe du VIH-1 est composée de triméres de la sous unité gp120 représentés en bleu et gp41 représentés en rouge. 2.
Attachement du VIH-1 a la cellule par ligison de la gp120 au récepteur CD4 représenté en vert. 3. Réarrangement conformationnel
permettant la libération du peptide fusion, représenté en marron et la ligison au corécepteur, représenté en violet. 4. Fusion
membranaire suite d la formation du faisceau a six hélices du peptide fusion (adaptée de Wilen et al., 2012).

L'affinité pour I'un ou l'autre corécepteur définit le tropisme du virus. On parle alors de tropisme R5 ou
macrophagique lorsque I'Env se lie préférentiellement a CCR5 et de tropisme X4 ou lymphocytaire lorsque I'affinité
est majoritaire pour CXCR4. Au cours de I'infection, les phases de primo-infection et asymptomatique (voir section
Introduction : 8IV.1) sont caractérisées par la dissémination des souches de tropismes R5 contrairement a la phase
SIDA pendant laquelle le patient est infecté par une majorité de souches de tropisme X4 (Bleul et al., 1997; Esté et
al., 1999). Les virus a tropisme R5 représentent la majorité des souches transmises par voie sexuelle. Elles sont
peu réplicatives et peu cytopathogénes. De plus, 1% de la population présente une mutation dans le corécepteur
CCR5 leurs conférant une auto-immunité face au virus. Cependant au cours du temps et de I'évolution génétique
du virus, les souches ayant un tropisme R5 et X4 vont coexister jusqu'a ce qu‘une majorité de souches a tropismes
X4 subsistent. Elles sont hautement réplicatives et ont un effet cytopathogéne prononcé.

L'interaction entre les glycoprotéines d'enveloppe et les récepteurs et corécepteurs cellulaires induit le
changement de conformation des deux sous-unités gp120 et gp41 permettant |'insertion dans la MP du peptide
de fusion de gp41. La formation du faisceau a six hélices permet alors de rapprocher les deux membranes (virale
et cellulaire) et de former le pore de fusion par lequel la capside virale rentre dans la cellule cible (Killian et al.,
2006). A l'issue de l'internalisation de la capside, il était décrit que la transcription inverse avait lieu dans le
cytoplasme avant I'entrée dans le noyau et nécessitait une décapsidation partielle de la capside. Néanmoins ce

dogme a récemment été remis en question en faveur d'un nouveau modéle selon lequel la capside intacte pénétre
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dans le noyau. Ainsi, c'est seulement dans le noyau que I'étape de décapsidation a lieu au niveau des sites
d'intégration (Burdick et al., 2020; Dharan et al., 2020; Rensen et al., 2021) et que la transcription inverse se
terminerait (Burdick et al., 2020; Francis et al., 2020; Selyutina et al., 2020). Le modéle actuel décrit donc qu'a
I'issue de la fusion membranaire, la capside est libérée intacte dans le cytoplasme, puis elle est transportée
activement grace au systéeme de microtubules jusqu'au complexe du pore nucléaire ol elle est activement
importée. Pour cela, les protéines de CA interagissent avec les protéines du complexe du pore nucléaire comme
Nup153 et Nup358 mais aussi la Cyclophiline A (CypA), la transportine 3 (TNPO3 ; Dharan et al., 2020; Klingler et al.,
2020Db). Une fois accrochées au pore nucléaire les CA interagissent avec le facteur de clivage et d'épissage 6 (CPSF6)
facilitant I'entrée dans le noyau. La transcription inverse initiée dans le cytoplasme se termine a ce stade. A ce
moment, la capside virale perd alors son intégrité et I'ADN retro-transcrit peut étre intégré dans le chromosome
de I'hdte.

Une étape clé du cycle viral, la transcription inverse permet la rétrotranscription de I'ARN viral en ADN double brin.
Elle estinitiée par la RT qui utilise comme matrice, I'’ARN viral et comme amorce I'ARNt Lysine 3 hybridée a la région
PBS de la 5 UTR (figure 14). Cette liaison est facilitée et stabilisée par la NC (Auxilien et al., 1999; Tisné et al., 2005).
La RT reconnait spécifiquement le complexe matrice d'amorce ARN/ARN et commence a synthétiser le brin (-) de
I'’ADN simple brin (ADN sb) a partir de I'extrémité 3’ de I'ARNt Lys 3. En paralléle, son domaine RNase H dégrade
I'ARN matrice dans I'hybride ARN/ADN créé par la polymérisation de I'ADN. La rétrotranscription s'interrompt
lorsque la RT atteint I'extrémité 5' de I'ARNg, aprés avoir copié les régions U5 et R. La présence de régions
complémentaires au niveau de I'extrémité 3’ de I'ADN sb (-) et la dégradation de I'’ARN matriciel permettent le
transfert de la RT (ou saut de brin) vers la région R de I'extrémité 3’ de I'ARNg. La RT redémarre alors pour retro
transcrire le reste du génome, jusqu'a atteindre la séquence PBS, qui était le point de départ de la
rétrotranscription. A l'issue de la synthése de I'ADN sb (-), la matrice d’ARN est complétement dégradée a
I'exception de la région PolyPurine Tract (PPT) et de la région PPT centrale (cPPT) résistantes a la RNase H. Ces deux
régions servent alors d'amorces de la transcription inverse pour former I'’ADN sb (+). La synthése a partir du PPT a
I'extrémité 3’ donne naissance a I'ADN sb (+) nommé strand strong-stop DNA (+ssDNA). Apres le clivage par la RNAse
H de I'ARNt Lys 3 hybridé au PBS, le +ssDNA s'hybride sur la région PBS complémentaire du brin (-) aprés un
deuxiéme événement de saut de brin. La synthése du brin d'ADN (+) reprend et se termine par la formation de
I'’ADN bicaténaire double brin. L'ADN proviral qui en résulte est flanqué par deux LTR a chaque extrémité. De plus
une zone n'est pas reliée au niveau de cPPT, ce court chevauchement est appelé « flap central » (figure 14). Comme

mentionné précédemment, I'absence d'activité de relecture induit I'apparition de nombreuses erreurs au cours de
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la transcription inverse. De plus, les événements de transfert de brin, en particulier, lorsqu'ils se produisent dans
des virus hétérozygotes, peuvent amplifier la diversité génétique, en combinant plusieurs polymorphismes
différents présents dans les deux copies de I'ARNg présentes dans le virion (Chen et al., 2009; Hu and Temin, 1990).

R U5 PBS PPT U3 R
A AAA tRNA Primer Placement

" Minus-Strand

strong-stop DNA synthesis

)

R U5 PBS PPT U3 R
B mmm = AAA tRNA lys 3
rous Strand transfer
y
PBS PPT U3 R
C AAA
ﬁ DNA (-)
r ub
Minus-Strand DNA synthesis
PBS / PPT
D —— . —
Plus-Strand ud r us
strong-stop DNA synthesis
pBs | PPT U3 R U5 PBS
E ..
pbs ud r us
RNase H
U3 R U5 PBS
F
pbs ud r ub
l Second strand transfer
G
us
R Al Y
PBS
3 .
i r ubs
u3 pbs

l Plus-Strand DNA synthesis

H U3R Us PBS m PPT U3 R US

R v 4 DNA ()
u3 r u5 pbs ppt u3 r us

Figure 14, Transcription inverse du génome du VIH-1

L’ARN est représenté en noir. A. L'amorce ARNt Lys 3 représentée en vert s’hybride & sa séquence complémentaire, le site de ligison de
I'amorce (PBS). B. La synthése du brin d’ADN (-) représenté en violet commence par I’ARNt et continue jusqu’a atteindre I'extrémité 5°. C.
Aprés la dégradation du brin d’ARN hybridé & I'ADN par la RNaseH, le brin d’ADN (-) est libéré et peut s'hybrider sur la séquence
complémentaire R @ I'extrémité 3’ par un saut de brin. La synthése du brin (-) d’ADN continue et I'’ARN hybridé a I'’ADN est dégradé en
paralléle. D. Au fur et @ mesure de la synthése du brin de polarité (-), la synthése de I’ADN du brin de polarité (+) est initiée & partir des
séquences PPT, résistantes d la RNaseH. La synthése & partir du PPT en 3’ donne naissance au plus strand strong-stop DNA (+SSDNA)
représenté en rose. E. Elongation de la synthése du +ssDNA. F. dégradation de I'’ARN matriciel par la RNase H. G. Aprés le clivage de I'’ARNt
Lys,3 hybridé a la région PBS par la RNase H, le +ssDNA s’hybride sur la région PBS complémentaire du brin de polarité positive d I'aide
d’un second saut de brin, afin de permettre la synthése compléte des LTR. H. La synthése aboutit @ un ADN bicaténaire avec un LTR &
chaque extrémité. Ainsi qu’une zone non liée en amont de la région du PPT central (cPPT) qui sera réparée par des protéines cellulaires
(Adapté de Basu et al., 2008).
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Lorsque les deux étapes de transcription inverse et de décapsidation sont terminées dans le noyau, I'ADN viral
néoformé est associé au complexe de pré-intégration (PIC) en interagissant avec un tétramére d'IN. Ce complexe
est composé, en plus de I'IN, de plusieurs protéines virales et cellulaires dont la NC, la MA, la RT et Vpr. L'ADN viral
estainsiintégré par I'IN dans le génome de la cellule hdte (Craigie, 2012). Liés a I'ADN viral, les tétrameéres ordonnés
d'IN forment ce qu'on appelle l'intasome. L'IN catalyse alors I'intégration de I'ADN en deux étapes, d'abord le
traitement de I'extrémité 3’ (ou 3’ processing) et le transfert de brin. Ces deux réactions sont des réactions de
transestérifications dépendantes d'une molécule de magnésium. L'IN liée aux LTR de I'ADN viral hydrolyse deux
nucléotides de chaque extrémité 3’ en utilisant une molécule d'eau, créant deux extrémités 3'OH réactives
(Engelman et al., 1991). Suite a cette réaction les extrémités 3'OH libérées restent en interaction avec les acides
aminés du site actif de I'IN. Elles sont utilisées pour attaquer les groupes 5'-phosphate dans un sillon majeur de
I'ADN chromosomique hdte, conduisant a la transestérification et a la liaison covalente de I'ADN viral au
chromosome (Engelman et al., 1991). Il en résulte un intermédiaire d'intégration qui doit étre réparé par la
machinerie de réparation des jonctions non homologues de I'hdte et abouti a l'intégration compléte du génome
proviral dans celui de la cellule (Maertens et al., 2022). Une fois intégré I'ADN viral est nommé provirus et son

intégration marque la fin de la phase précoce du cycle réplicatif.

l11.4.2 Phase tardive : de I'expression du provirus a la formation d'une nouvelle particule virale.

Une fois intégré, le provirus se comporte comme un géne cellulaire. Cependant, I'endroit ou il est intégré va
conditionner son devenir. En effet soit son intégration a lieu dans des régions transcriptionnellement actives et il
sera efficacement transcrit ; soit dans des régions transcriptionnellement inactives et il restera par conséquent
silencieux (Eisele and Siliciano, 2012; Shan et al., 2017). Il est suggéré que le réservoir latent des virus proviennent
d'infections de cellules LT CD4+ actives qui passeraient ensuite a I'état de repos (Shan et al., 2017). Néanmoins, les
mécanismes régulant la latence ne sont pas encore complétement élucidés a ce jour. La transcription du provirus
commence par le recrutement des facteurs de transcription cellulaire au niveau des régions promotrices dans la
séquence U3 a I'extrémité 5’ NTR. D'autres régions sont reconnues par les facteurs NF-kB et AP-1 qui activent la
transcription. La tige boucle TAR joue un réle important de régulation positive de la transcription. Elle est liée par
la protéine virale Tat, qui est I'une des premiéres protéines virales a étre traduite. Suffisamment accumulée, elle
rentre dans le noyau ou elle se lie aux séquences TAR présentes sur les ARN viraux ce qui permet ainsi de recruter
le facteur positif d'élongation transcriptionnelle (P-TEFb). P-TEFFb phosphoryle alors la partie C-terminale de I'’ARN
polymérase induisant sa transition vers la phase d'élongation (Karn and Stoltzfus, 2012).Le produit de transcription

du provirus est un ARN messager d'une taille d'environ 9 kb, qui contient de nombreux sites donneurs et accepteurs
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d'épissage qui vont moduler le devenir de cet ARN qui pourrait étre complétement épissé, partiellement ou non-
épissé (ARNg). Dans un premier temps, les ARN messagers viraux totalement épissés sont exportés dans le
cytoplasme par la voie canonique qui permet I'expression des protéines Tat, Rev et Nef. Les produits non épissés
et partiellement épissés nécessitent I'interaction de Rev avec le RRE pour étre exportés du noyau. L'export de ces
transcrits utilisent la voie chromosomal maintenance 1 (CRM1; Cullen, 1998). En effet Rev contient un signal
d'export nucléaire (NES) qui permet de recruter le complexe CRM-1/RAN-GTP (Farjot et al., 1999).

En paralléle, les précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol s'accumulent dans le cytoplasme et vont recruter
I'ARNg. Je reviendrais plus en détails sur ces étapes du cycle viral section Introduction; §Vv. Brievement, les
précurseurs se ressemblent sous forme de petits oligoméres (Kutluay et al., 2014) et recrutent I'’ARNg sous sa
forme dimérique (pour une revue voir (Mailler et al., 2016)). C’'est le domaine de NC qui est capable d'interagir
spécifiquement avec la région UTR Psi de I'ARNg qui assure son recrutement (Boutant et al., 2020; Ferrer et al.,
2016; Lu et al., 2011). Les complexes entre Gag et I'ARNg sont ensuite dirigés vers la MP par un transport actif
ciblant particulierement les inositols phosphates PI(4,5)P2 (Rein et al, 2011). A la MP un changement
conformationnel de Gag et notamment de la MA sous forme trimérique permet I'exposition du myristoyle induisant
I'ancrage des précurseurs (section Introduction, §111.2). Ce phénoméne est appelé le « myristoyl switch » (Bussienne
et al., 2021; Paillart and Gottlinger, 1999). En outre, l'interaction de la MA avec la MP produirait un changement
conformationnel du précurseur a la MP (Rein et al., 2011). A partir de ce moment, seul le domaine NC de Gag
n'interagirait avec I'ARNg. De plus, des études in vitro avec des membranes modéles montrent que le domaine p6
pourrait aussi interagir avec un forte affinité avec les MP (Salgado,et al. 2009).

Suite a I'ancrage des complexes Gag/ARNg a la MP, d'autres précurseurs Gag sont ensuite rapidement recrutés de
maniére a former un réseau immature (lvanchenko et al, 2009; Jouvenet et al, 2008; Kutluay & Bieniasz, 2010). Ce
réseau force une courbure au niveau de la MP cellulaire induisant la formation d'une particule sphérique qui finit
par bourgeonner a la surface de la cellule (Rose et al., 2020). Le rapport entre Gag et I'’ARNg est d'environ 2000
précurseurs Gag dans les particules virales en formation pour un dimére d'ARNg. Pour bourgeonner, Gag et
notamment son domaine p6 recrute les éléments ESCRT et notamment les facteurs Tsg101 appartenant aux ESCRT-
| et ALIX associé aux ESCRT-III (Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et al., 2001). Pendant et/ou apres la libération de
la particule virale nouvellement formée, la multimérisation du précurseur Gag-Pol active la protéase virale, qui
procéde a la maturation protéolytique de maniére séquentielle et ordonnée des précurseurs Gag et Gag-Pol (Pettit
et al., 2005). Ainsi, la premiére coupure se produit entre SP1 et NC, permettant la formation du complexe

ribonucléoprotéique entre le dimére d’ARNg et la NC. Ensuite, la MA et CA sont dissociées ce qui leurs permet de
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former respectivement le réseau matriciel et le core de la capside, qui contiennent les copies de I'ARNg, ainsi que
les protéines RT et IN. Le virus est alors capable de commencer un nouveau cycle viral (Pornillos and Ganser-

Pornillos, 2019).

IV. Progression de la maladie et thérapie

IV.1 Transmission et manifestation clinique du virus

Le virus est présent dans tous les fluides biologiques des patients qui contiennent des cellules dendritiques, des
macrophages ou des lymphocytes T CD4+ (LT CD4+ ;détaillé section Introduction ; §1V.1) comme le sang, mais aussi
les liquides séminaux, les sécrétions vaginales et le lait maternel (Levy, 1993).

La voie principale de transmission du virus est lors des rapports sexuels, bien qu'en comparaison avec les autres
voies de transmission, la probabilité d'infection est la plus faible allant de 1 sur 200 a 1 sur 3000 (Shaw and Hunter,
2012). Ainsi, en absence d'ART, le risque de transmission de la maladie est modulé par différents facteurs comme
le type d'épithélium, le taux de virémie dans les secrétions cervico-vaginales et rectales et dans le liquide séminal.
Certains facteurs induisant le recrutement de cellules immunitaires favorisent le risque de transmission du virus,
comme la présence de lésions génitales ou la co-infection par d'autres maladies sexuellement transmissibles
(Hladik and McElrath, 2008). Au contraire, la circoncision masculine médicale, par exemple, réduit le risque de
contracter la maladie de 60% (Auvert et al., 2005). La seconde voie de transmission du VIH est de la transmission
verticale de la mére vers |'enfant. Elle est responsable de la majorité des infections chez les enfants. En absence
de traitement, le risque de transmission du virus est de 49%. Elle peut avoir lieu au cours des deuxiéme et troisieme
trimestres de la grossesse (8% des enfants infectés), de I'accouchement (15%) ou de I'allaitement (12% a 26% ;
(Cerveny et al., 2021). Enfin, le partage de seringues ou les accidents médicaux peuvent aussi étre vecteurs de la
maladie. Le partage de seringue représente 1,5% des transmission du virus en France (Santé publique France,
2021).

L'infection par le VIH induit quatre différents stades de la maladie (figure 15).
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Figure 15. Evolution au cours du d'une infection par le VIH-1

En bleu la courbe du nombre de copie d’ARN viral par millilitres de plasma, en gris le taux de LT CD4+ au cours du temps. Son représenté
les 4 phases d’infection du VIH allant de la primo-infection @ la phase SIDA. En rouge pointillé la valeurs seuil de LTCD4+ minimale & partir
de laquelle le systéme immunitaire n’est plus capable de fonctionner normalement, en se défendant contre des infections opportunistes
par exemple (figure inspirée de Coffin and Swanstrom, 2013).

Tout d'abord, une phase d'éclipse a lieu pendant une a deux semaines, a la suite de la primo-infection. Cette phase
est asymptomatique et correspond a la circulation et a la réplication du virus a un niveau indétectable. Elle se
déroule avant la mise en place d'une réponse immunitaire adaptative (Coffin and Swanstrom, 2013). Elle est suivie
de la phase aigué qui commence deux a quatre semaines aprés la primo infection. Cette phase est caractérisée par
une augmentation de la charge virale (107 ou plus de copies d'ARN par mL de sang), la destruction des LT CD4+ et
la mise en place d'une réponse immunitaire adaptative contre le virus. Au moment du pic de virémie, cette réponse
correspond a I'expression d'anticorps dirigés contre toutes les protéines virales et d'une réponse des cellules
lymphocytaires cytotoxiques CD8+ (LT CD8+) contre les antigénes du VIH-1 exprimés par les cellules infectées. Cette
phase s'accompagne généralement de symptdmes semblables a un état grippal. Ala fin de |la phase aiguég, le niveau
de virémie diminue fortement. Cette baisse résulte a la fois du contréle partiel de I'infection par le systéme
immunitaire et par I'épuisement des cellules cibles LT CD4+ (Coffin and Swanstrom, 2013). Une fois la charge virale
stabilisée, commence la phase chronique ou phase de latence. En absence de traitement, elle peut durer jusqu’ a
une vingtaine d'années. Cette phase est quasiment asymptomatique et se caractérise par la multiplication lente du

virus et la destruction des LT CD4+ induisant la diminution du taux de ces cellules jusqu'a un seuil critique de 200
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cellules/L de sang. En dessous de ce seuil, la charge virale augmente considérablement et le systéme immunitaire
est compromis. Le patient n'est alors plus en mesure de se défendre face a des pathogénes opportunistes et/ou
au développement de cancer (Coffin and Swanstrom, 2013). En absence de traitements, les patients décedent suite

a des infections opportunistes comme des infections a Candida albicans ou des pneumonies mortelles.

IV.2 Restriction cellulaire et mécanisme d'échappement du virus
Le VIH infecte les cellules immunitaires et perturbe profondément I'ensemble du systéme afin d'échapper aux

défenses immunitaires.

IV.2.1 La premiére barriére de défense antivirale : I'immunité innée

Lorsque le VIH infecte une cellule, il doit surmonter ou désarmer les défenses antivirales cellulaires. Ainsi, une des
premiéres lignes de défense face au virus est la réponse immunitaire innée. Elle est caractérisée par la production
de cytokines pro-inflammatoires qui conduisent au recrutement de cellules présentatrices d'antigénes comme les
cellules dendritiques (dendritic cells, DC). Ces cellules sont impliquées dans le déclenchement de la réponse
immunitaire adaptative. En effet elles sont capables de reconnaitre et de capturer les antigénes. Les DC sont
ensuite activées et maturées en migrant vers les ganglions lymphatiques, ou elles présentent les antigénes aux
cellules de I'immunité adaptative, les lymphocytes T naifs, a I'aide des molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe | et Il présents a leur surface. La réponse immunitaire innée est essentielle
pour activer et diriger les réponses immunitaires adaptatives. Ainsi, la détection des agents pathogenes est la
premiére étape d'une cascade de réactions aboutissant a la réponse adaptative. Les facteurs de restriction en
particulier, jouent un rdle important dans les mécanismes de défenses innées contre les virus. Un facteur de
restriction antiviral peut étre défini comme des protéines naturelles limitant la multiplication d'un virus en inhibant
directement ou indirectement certaines étapes de son cycle réplicatif. Ces protéines peuvent étre constamment
produites aprés induction par la voie interféron. Leur action antivirale induit une forte pression de sélection sur le
virus ayant pour conséquence la mise en place de mécanismes d'échappement viral. On observe souvent une
compétition entre le facteur de restriction et le mécanisme d'échappement viral se traduisant par une signature
d'évolution rapide dans la séquence du géne cellulaire (Malim and Bieniasz, 2012).

Au cours de son cycle réplicatif, le VIH est soumis a différents facteurs de restriction cellulaire (figure 16). L'une
des premiéres étapes du cycle viral ciblée est I'entrée. Ainsi, les protéines de la famille des serines incorporateurs
(SERINC) qui sont des protéines transmembranaires capables d'incorporer des sérines dans les phosphatidylsérines

et les sphingolipides modulent la composition lipidique de la MP. Cette modulation inhibe la fusion correcte de
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I'enveloppe virale avec la membrane plasmique, empéchant ainsi le virus de pénétrer dans une nouvelle cellule
hote (Seissler, 2017). La protéine virale Nef empéche l'incorporation de SERINC5 dans les virions en médiant sa
relocalisation dans les endosomes tardifs par une interaction avec I'adaptateur de clathrine AP-2 (Trautz et al.,
2016).

Une fois que le virus est entré dans la cellule, la protéine 5a contenant un motif tripartite (Tripartite motif-
containing protein isoform 5a, TRIM5Q) inhibe les étapes de transcription inverse et d'import nucléaire en
accélérant la décapsidation hote (Seissler et al., 2017). TRIM5x forme des triméres qui se lient a la CA et induit des
Iésions dans la capside virale. Pour contrecarrer l'activité de TRIM5Q, le VIH recrute la CypA. Cette protéine entre
en compétition avec TRIM5 pour la liaison a la CA diminuant donc I'effet restrictif du facteur (Neil and Bieniasz,
2009). Un autre facteur de restriction est SAMHD1 (Sterile Alpha Motif and Histidine Aspartate domain-containing
protein 1). Il cible également la phase précoce de I'infection virale et notamment la transcription inverse. Ce facteur
exprimé dans les cellules myéloides (DC et monocytes) est une désoxynucléotide-triphosphohydrolase dépendante
du GTP qui épuise le pool de désoxynucléotides triphosphates cellulaires (Lahouassa et al., 2012). Elle inhibe la
transcription inverse en maintenant le taux de dNTPs dans la cellule tellement bas que la transcription inverse est
défavorisée. Ce facteur n'est exprimé que dans des types cellulaires précis, car il régule fortement la synthése
cellulaire. Pour I'heure, il n'est pas décrit de défense virale chez le VIH-1 pour contrecarrer SAMHD1, contrairement
a Vpx exprimée chez le VIH-2 ou Vpr chez certaines souches de SIV capables de dégrader le facteur de restriction
(Matreyek et al., 2014).

La transcription inverse est aussi ciblée par un autre facteur de restriction, APOBEC. Cette enzyme cellulaire fait
partie de la famille des cytidines désaminases capable de catalyser la mutation des C en U (Marquet et al., 2012;
Stupfler et al., 2021; Verriez et al., 2020). Elle est composée de sept membres (de A a H), dont seules APOBEC3G
(A3G) et APOBEC3F (A3F) ont une activité antivirale contre le VIH-1. C'est la protéine virale Vif qui empéche
I'incorporation d’'A3G/F dans les particules virales naissantes. Pour cela, Vif interagit avec les protéines A3G ou A3F
et recrute le complexe E3 ubiquitine ligase grace a son site de liaison a la Culline 5, aboutissant a la dégradation
d'A3G et/ou A3F.

Les étapes de la phase tardive du cycle du VIH-1 sont aussi ciblées par des facteurs de restriction. Notamment la
tetherine aussi appelée BST2 pour Bone marrow stromal antigen 2, inhibe la libération de nouvelles particules
virales. Cette protéine posséde deux domaines transmembranaires qui s'ancrent a la fois dans la MP et dans la

membrane virale lors de |'étape de bourgeonnement. Elle empéche alors le relargage des particules virales a la
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surface de la cellule. Cette protéine est contrée par Vpu qui induit I'ubiquitinylation de la tetherine, induisant son
endocytose et finalement sa dégradation dans les lysosomes (S. Neil et Bieniasz 2009 ; Seissler, 2017)

Finalement, un dernier facteur de restriction est March 8 (Membrane-Associated RING-CH 8 protein), qui diminue
I'incorporation des protéines Env dans les virions nouvellement produits, diminuant ainsi leur infectivité (Tada et
al., 2015). En plus des facteurs de restriction, il existe d'autres mécanismes cellulaires qui peuvent inhiber la
réplication virale. Par exemple la formation de complexes entre la protéine Env et le récepteur CD4 a la sortie du
réticulum endoplasmique. Mais une fois de plus, ils existent des mécanismes d'échappement pour le VIH-1. Ainsi,
la protéine virale Vpu contrecarre ce mécanisme antiviral en empéchant la formation de ces complexes.

Ainsi, les facteurs de restriction sont parmi les premiers effecteurs de I'immunité innée contre les pathogénes
viraux. Ils sont aussi considérés comme des génes stimulés par la réponse interféron (Interferon-Stimulated Gene,
ISG) et peuvent donc aussi étre induits par les voies de signalisation de I'immunité innée. De plus, ils régulent la

signalisation immunitaire et favorisant la reconnaissance des cellules infectées (Malim and Bieniasz, 2012).
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Figure 16. Représentation des facteurs de restrictions cellulaires et des protéines virales qui contrecarrent les défenses
cellulaires au sein du cycle viral du VIH-1

Les principaux facteurs de restriction du VIH-1 sont représentés en rouge et les protéines auxiliaires virales qui contrecarrent ces facteurs
sont représentées en bleu (figure adaptée de Seissler et al., 2017).

IV.2.3 La deuxieme barriére de défense antivirale : I'immunité innée

Une fois que les cellules de I'immunité innées sont présentes dans les organes lymphoides secondaires, ils
permettent de mettre en place d'une réponse spécifique, la réponse immunitaire adaptative. C'est d'ailleurs
pendant la migration des DC dans les ganglions lymphatiques que le VIH-1 infecte les cellules CD4+. Lorsqu’une

cellule T naive reconnait spécifiquement les protéines associées au CMH-II présentées par des cellules de
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I'immunité innée, elle est activée et subit I'expansion clonale. Les cellules T CD4+ représentent une piéce centrale
dans la mise en place de réponse immunitaire adaptative. Elles sont nécessaires a I'activation des cellules
lymphocytaires T cytotoxiques CD8+ ainsi que des cellules B productrices d'anticorps. Leurs destructions par le VIH
expliquent donc l'incapacité du systéme immunitaire du patient a étre actif et I'apparition d'une
immunodéficience.La réponse lymphocytaire B n'est pas efficace contre le VIH-1. Le rdle des lymphocytes B est de
produire des anticorps qui se lient aux particules virales et qui peuvent inhiber la fixation et I'entrée des virus dans
les cellules cibles (Deeks and Walker, 2004). Dans le cas d'une infection par le VIH-1, la réponse anticorps est
rarement assez spécifique, permettant I'échappement viral par des mutations des antigénes ciblés. Néanmoins, la
réponse immunitaire cytotoxique semble efficace contre le virus et est responsable de la baisse de la charge virale
aprés l'infection aigué. Les cellules T CD8+ cytotoxiques reconnaissent les cellules infectées grace aux antigénes
viraux présentés a leur surface, sur le CMH-I. Les cellules T CD8+ sécrétent alors des molécules cytotoxiques comme
la perforine et la granzyme qui vont tuer la cellule cible. Cependant, la protéine Nef du VIH-1 permet également
I'évasion du virus au systéme immunitaire adaptatif. Elle cible les CMHI empéchant |'exposition des peptides viraux
alasurface de cellules infectées qui sont normalement reconnues et dégradées par les lymphocytes T cytotoxiques
(Collins et al., 1998). Néanmoins, les cellules dépourvues de CMH-I sont reconnues et tuées par les cellules de
I'immunité innée, les cellules tueuses naturelles (Natural Killer, NK ; Deeks and Walker, 2004). Ainsi le succés du

VIH-1 réside sa capacité a évoluer et a s'adapter.

IV.3 Prévention, dépistage et traitements

Depuis la découverte du virus, de nombreuses stratégies pour le combattre ont été mises au point. Ces stratégies
vont de la prévention, au dépistage massif, passant par la mise en place de traitements non curatifs. Elles ont
permis de réduire fortement le taux de mortalité passant de 1,7 million dans les années 2000 a 650 000 en 2021 et
le nombre de nouvelles infections, qui est passé de 2,9 millions dans les années 2000 a 1,5 millions en 2021. Ces
chiffres sont directement liés au I'augmentation du nombre de personnes ayant accés aux ART, passant de 560 000
dans les années 2000 a 28,7 millions en 2021. Malheureusement, cela ne suffit pas a endiguer la maladie, ainsi
I'ONUSIDA a mis au point un plan de lutte pour mettre fin a I'épidémie d'ici 2030. Ce plan a trois objectifs principaux,
tout d'abord que 95% des personnes vivant avec le VIH connaissent leur statut sérologique. Ensuite, que 95% des
personnes connaissant leur séropositivité recoivent un traitement. Et finalement que 95% des personnes sous
traitement aient une charge virale supprimée. L'absence de détection de la charge virale assure la non-
transmission du virus d'un individu a I'autre (« indétectable = intransmissible »). Le deuxiéme objectif du plan de

I'ONUSIDA est de réduire le nombre de nouvelles infections a 200 000 dans le monde. Enfin, le dernier objectif est
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de faire disparaitre les discriminations qui empéchent les personnes infectées ou a risques de faire le nécessaire
en réalisant des dépistages et en mettant au point des stratégies préventives et/ou curatives (ONUSIDA, 2022). En
2021 seulement 85% des personnes vivants avec le VIH connaissent leur statut sérologique, 88% de ces personnes

avaient accés a un traitement et 92% avaient une charge virale indétectable (ONUSIDA, 2022).

IV.3.1 La premiére étape vers la fin de I'épidémie, le dépistage

La connaissance exacte du statut sérologique du patient est un élément clé dans la mise au point des stratégies de
prévention. Dans ce sens, seules les personnes diagnostiquées peuvent bénéficier d'un traitement ART réduisant
le risque de propagation du virus et de développement de symptomes graves. De nos jours, il existe différents
moyens de dépister la présence du virus, en réalisant des tests sérologiques, en faisant des tests rapides a
orientation de diagnostique (TROD) ou en réalisant des auto-tests.

Les tests sérologiques sont réalisés exclusivement en laboratoires d'analyses médicales. Ils consistent a rechercher
la présence d'anticorps dirigés contre des antigénes du VIH a partir d'une prise de sang, et plus récement
d'antigénes (p24). Pour cela un test immunologique enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) dit de 4°™
génération est réalisé. Ce test détecte les immunoglobulines G et M (IgG et IgM) dirigés contre les protéines
d’enveloppe du VIH-1 (Gp41) et du VIH-2 (Gp36; (Hurt et al., 2017). En France, un délai de 6 semaines aprés
I'exposition est demandé pour valider un résultat négatif afin d'étre dans la phase aigiie ou de latence (figure 15).
Si le test est positif, un western-Blot est réalisé sur le méme prélévement sanguin pour confirmer le résultat et
discriminer une infection par le VIH-1 d'une infection par le VIH-2. Si les deux tests réalisés sur le méme
prélévement sont positifs, alors un second prélévement devra obligatoirement étre réalisé afin d'éliminer une
erreur d'identité (HAS-santé, 2019).

Le TROD donne un résultat dans un délai court allant de 10 a 30 minutes en fonction des tests et ne nécessite pas
de matériels d'analyses biologiques particuliers. Ils sont réalisés a partir d'une goutte de sang total (vikia, Deterine)
ou de fluide oral (OraQuick). Il existe deux grandes stratégies de détection par immuno-chromatographie ou par
immuno-filtration. La majorité des tests mis sur le marché actuellement ne détectent que les AC dirigés contre les
protéines d'enveloppe du VIH-1 (Gp41) et du VIH-2 (Gp36). Si le test est positif, le résultat doit étre confirmé par
un test sérologique et suivre les voies de confirmation décrites précédemment. Si le test est négatif, la personne
testée est informée des limites des TROD qui sont moins sensibles que les tests sérologiques. Les TROD peuvent
étre réalisés dans des cadres précis (associations, pharmacie, planning familial).

Finalement, des auto-tests peuvent étre réalisés dans un environnement domestique par des profanes. Ces

derniers n'ont pas de valeurs juridiques (HAS-santé, 2019).
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IV.3.2 La prévention comme arme contre la propagation du virus

En absence de traitements curatifs contre la maladie, le seul moyen d’empécher la propagation du VIH est de
prévenir I'infection en réduisant I'exposition aux facteurs de risques. Il existe différentes solutions au niveau
individuel permettant la protection face au virus (ONUSIDA, 2022). Tout d'abord pour réduire les risques liés a une
exposition sexuelle, I'utilisation de préservatifs externes/masculins ou internes/féminins (ONUSIDA, 2022) et la
circoncision médicale volontaire de I'hnomme peuvent réduire fortement les risques de transmission (Auvert et al.,
2005). En paralléle, la prévention et le dépistage régulier du VIH et des autres IST est un point important et non
négligeable pour se protéger et protéger les autres (Simon et al., 2006). Afin de réduire les risques liés au partage
de seringues entre consommateurs de drogues injectables, des centres d'accueil et d'accompagnement a la
réduction des risques des usagers de Drogues sont ouverts (par exemple, la salle de consommation a moindre
risques de Strasbourg). Ces centres permettent la distribution de matériels injectables stériles, la sensibilisation
des consommateurs et I'accompagnement vers les soins des personnes dépistées positivement (AIDES, 2022

https://www.aides.org/). De plus, la transmission verticale de la mére vers I'enfant peut étre totalement évitée en

prenant des ART en continu (Gupta et al., 2020).

En outre, il existe des traitements médicamenteux préventifs, nommé prophylaxie préexposition (Prep). Cette
protection repose sur |'utilisation préventive d'agents antirétroviraux pour empécher les nouvelles infections a VIH
chez les personnes séronégatives ayant un comportement a risque (Phanuphak and Gulick, 2020; Spinner et al.,
2016). Actuellement, il existe deux moyens de prendre ce traitement. D'une part, de maniére continue, en prenant
1 comprimé tous les jours a la méme heure pendant une période donnée. Dans ce cas, le traitement est efficace
aprés une prise continue pendant 7 jours pour les hommes et 21 jours pour les femmes. D'autre part, le traitement
peut étre pris a la demande. Cette stratégie n'est possible que pour les hommes et consiste a prendre deux
comprimés entre 24 heures et 2 heures avant le rapport sexuel a risque et un comprimé aprés 24 heures et un
autre aprés 48 heures (Spinner et al., 2016). En France, seul le médicament TRUVADA et ses génériques sont
autorisés pour la PreP (HAS, 2022). Le Truvada contient deux principes actifs, I'emtricitabine qui est un inhibiteur
nucléosidique et le ténofovir disoproxil qui est un inhibiteur nucléotidique de la transcriptase inverse (Phanuphak
and Gulick, 2020; Spinner et al., 2016). En plus de la PrEP qui permet de prévenir I'infection, il existe aussi un
traitement d'urgence post-exposition (TPE). Ce traitement doit étre consommé dans les 48 heures aprés exposition
d'une personne séronégative. C'est une tri-thérapie composé de TRUVADA associé a une autre molécule qui cible

d'autres protéines virales comme l'intégrase (Raltegarvir) ou la protéase (Darunavir ou Atazanavir).
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En concluson, le virus ne peut pas se propager si la charge virale est indétectable. Par conséquent, les mesures
pour améliorer l'accés au dépistage et favoriser l'accés au traitement antirétroviral sont une stratégie non

négligeable de la prévention du VIH.

IV.3.3 Les traitements comme derniéres barriéres contre la propagation du virus

La stratégie la plus efficace contre le virus serait de trouver un traitement curatif. L'intégration de I'ADN proviral
dans des cellules immunitaires forme un réservoir latent empéchant I'éradication compléte du virus. Si de
nombreuses stratégies sont encore en voie expérimentale, comme par exemple la thérapie antivirale séquentielle
alibération lente et a action prolongée (LASER ART) couplée a CRISPR-Cas9, il n'existe pour I'heure aucun traitement
curatif sur le marché (Dash et al., 2019).

Néanmoins, les ART sont efficaces pour inhiber la réplication virale a un niveau indétectable. Pour cela, plusieurs
médicaments dirigés contre le VIH-1 sont approuvés et mis sur le marché, depuis le début de la pandémie. Ces
composés peuvent étre divisés en cinq groupes, ciblant cinq grandes étapes du cycle viral comme I'entrée virale,
la fusion, la transcription inverse, 'intégration et I'étape de maturation protéolytique (figure 17).

Premiérement, les inhibiteurs de I'entrée virale bloquent la liaison de virus avec le récepteur et le corécepteur
cellulaire. Ce sont des inhibiteurs CCR5 qui bloquent les virus de tropismes CCR5 (Kuritzkes, 2009). Ensuite, les
inhibiteurs de fusion empéchent la fusion membranaire. L'enfuvirtide est le seul représentant de cette famille et
s'administre sous forme de deux injections par jour sous la peau. Il existe aussi les inhibiteurs de la transcription
inverse qui sont regroupés en deux catégories, les inhibiteurs nucléosidiques de la transcription inverse (INTI) et
les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcription inverse (INNTI). D'une part, les INTI sont des analogues
nucléosidiques terminateurs de chaine. Ils entrent en compétition avec les désoxynucléotides naturels
normalement incorporés dans la chaine ADN naissante par la transcriptase inverse. Une fois incorporés, les INTI
mettent fin a la synthése de I'ADN (Menéndez-Arias, 2008). D'autre part, les INNTI se lient a la RT et bloquent les
changements de conformation nécessaires a la polymérisation (Kohlstaedt et al., 1992). Une association de deux
INTI et d'un INNTI est le plus couramment donné en ART de premiére attention, notamment dans le cadre de la Prep
et du TPE (Phanuphak and Gulick, 2020). L'étape d'intégration de I'ADN viral est aussi ciblée par des ART. Dans ce
cas, les inhibiteurs de l'intégrase peuvent étre séparés en deux catégories, les inhibiteurs de transfert de brin
(INSTI) qui se lient au site catalytique et les inhibiteurs allostériques de I'intégrase (ALLINI) qui bloquent la
dimérisation de I'IN en se liant a la surface de dimérisation entre deux monomeres de la protéine. Finalement, les
inhibiteurs de la protéase (IP) imitent le substrat naturel de la protéase et entrent en compétition pour se lier au

site actif de I'enzyme, empéchant ainsi la maturation des particules virales (Sundquist and Krausslich, 2012). Le
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traitement thérapeutique le plus courant aujourd’hui est la thérapie antirétrovirale combinée (cART). Elle consiste
a cibler différentes étapes du cycle viral en méme temps (Cihlar and Fordyce, 2016). Actuellement, la combinaison
d'INSTI de deuxiéme génération (dolutegravir ou bictegravir) avec deux INTI est le plus souvent donnée comme
CART (Saag et al., 2020). A ce jour, plus de 23 associations de médicaments contre le VIH-1 ont été approuvées par
la Food and Drug Administration (FDA). Ils se présentent sous la forme d'un seul comprimé quotidien ayant peu

d'effets secondaires.
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Figure 17. Représentation des étapes du cycle viral du VIH-1 ciblées par les ART disponibles sur le marché
Les type d’ART sont écrit en rouge au niveau des étapes du cycle viral qu'ils ciblent. Des exemples de molécules sont donnés pour chaque
traitement ainsi que les laboratoires les produisant.

Cependant, tous les médicaments actuellement disponibles peuvent induire une pression de sélection sur le virus
et permettre |'apparition de variants résistants. Ces mécanismes d'échappement sont la principale cause d'échec
des traitements et justifient la recherche constante de nouveaux médicaments et des nouvelles stratégies. Pour

cela, il est nécessaire de comprendre I'intégralité du cycle viral et de supprimer les parts d'ombres.
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V. Des étapes particuliéres ; L'Assemblage du virus

Parmi les étapes du cycle viral, les étapes conduisant a I’'encapsidation de I'ARNg ne sont pour I'heure ciblée par
aucun des ART disponibles sur le marché. Or, ces étapes sont cruciales pour la production d'un virus infectieux.
Cependant, les mécanismes de reconnaissances spécifiques de I'ARNg sont mal compris de nos jours. Les

comprendre favoriserait le développement de stratégies antirétrovirales innovantes.

V.1Sélection spécifique de I'ARNg par Gag

Pour que l'assemblage de la particule virale soit possible, il est nécessaire que I'ARNg soit spécifiquement
sélectionné, parmi un grand nombre d'ARN cellulaires et d'ARN viraux épissés. C'est une étape clé pour la

production de virus infectieux.

V.1.1 Dimérisation de I'ARNg

Au sein de mon laboratoire d'accueil, il a été démontré que la région 5’ UTR de I’ARNg contient tous les éléments
nécessaire au recrutement de la polyprotéine Gag (Aldovini and Young, 1990; Berkowitz et al., 1993; Clavel and
Orenstein, 1990; Harrison et al., 1998; Lever et al., 1989; Luban and Goff, 1991). Comme décrit dans l'introduction
(8111), cette région est hautement structurée et présente de nombreuses tiges boucles (figure 18). De I'extrémité
5', vers I'extrémité 3' se trouvent les tiges boucles TAR, puis poly A, qui font partie de la région R. Elles sont séparées
par la région U5 de la tige boucle PBS. Enfin, la région r est composée de quatre tige boucles (Stem Loop ; SL) SL1
a SL4 (Blakemore et al., 2021). SL1 et SL3 correspondent aux sites majeurs de I'encapsidation (Paillart et al., 1996;
Skripkin et al., 1994), SL2 contient le site majeur d'épissage (Splicing Donnor, SD) et empéche le clivage et la
polyadénylation au niveau de la région 5’ du site de polyadénylation. SL4 contient le codon d'initiation AUG du géne
gag. De plus, SL1 est le site d'initiation de la dimérisation de I'ARN viral (Dimerization Initiation Site, DIS). Elle initie
cette dimérisation grace a une séquence auto-complémentaire palindromique (GUGCAC) dans sa boucle apicale,
capable de former un complexe ARN/ARN par une interaction appelé « kissing loop » (Paillart et al., 1996). De plus,
la région 5" UTR de I'’ARNg peut adopter plusieurs conformations qui favorisent soit I'étape de traduction, soit le

recrutement de Gag (Gilmer et al., 2021; Keane et al., 2016).
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Figure 18. Représentation des interactions tertiaires de la région 5'UTR de I'ARNg

Représentation de la structure secondaire de la région 5’ non traduite (UTR) de I’ARNg viral. De gauche a droite se trouve le site
d‘activation de la transcription (TransActivation Response element, TAR) et le signal de poly-Adenylation (polyA), faisant partie de la
région répétée (R). Elle est suivie de la région unique U5, en mauve. Ensuite, se trouve le site de fixation de I'amorce (Primer Biding Site,
PBS), la tige boucle SL1 dont le site d'initiation de la dimérisation (Dimerization Initiation Site, DIS) est représenté en bleu, les tiges boucles
de SL2 et SL3. Les tiges boucles de SL1 a SL3 appartiennent d la région d’empaquetage (Packaging Signal initiation, Psi) entourée en bleu
(d’apreés (Gilmer et al., 2021).

Plusieurs études montrent que la dimérisation de I'’ARNg est un prérequis a son encapsidation et au maintien de
I'intégrité du génome du VIH (Jouvenet et al., 2009; Moore et al., 2009; Paillart et al., 2004). Elle est nécessaire
pour le recrutement de la protéine Gag dans le cytoplasme (Bernacchi et al., 2017; El-Wahab et al., 2014). Le
passage d'une conformation monomérique a dimérique, serait contrdlé par des changements conformationnels
importants (Keane et al., 2016; Lu et al., 2011). Des études par RMN montrent que la structure monomérique de
I'’ARN est favorisée par le repliement de I'AUG sous forme d'une tige boucle. La région U5 est alors libre et forme
une interaction en pseudo-nceuds avec SL1 (Blakemore et al., 2021; Kenyon et al., 2013). SL1 étant séquestrée, elle
ne peut plus former de kissing loop (Ye et al., 2022). L'ARN est alors utilisé comme modéle pour la traduction de la
protéine Gag (Lu et al., 2011). Au contraire, la dimérisation de I'ARN est favorisée par un appariement de bases a
longue distance entre I'AUC et U5 (Song et al., 2008; Yang et al., 2022; Ye et al., 2022). De plus, le site d'initiation
de la transcription de I'ARNg présente une hétérogénéité produisant des produits de transcription commencant
par un nombre variable de résidus guanines (1G, 2G ou 3G). Le nombre de G aurait un impact sur la structure de
I'’ARN et jouerait un réle dans la dimérisation de ce dernier (Brown et al., 2020; Kharytonchyk et al., 2016). De cette
maniére, les produits de transcription avec 1G favoriseraient I'exposition du DIS et donc la dimérisation et en

paralléle la coiffe 5’ serait séquestrée (Ye et al., 2022). Tandis que les variantes 3G dissimulent le DIS tout en
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exposant la coiffe améliorant la traduction (Brown et al., 2020; Ye et al., 2022). Une fois dimérique, I'’ARNg s'associe
avec des multiméres de petites tailles de Gag (Jouvenet et al., 2008; Kutluay et al., 2014). Ils forment alors une

ribonucléoprotéine virale.

V.1.2 Interaction entre Gag et I'ARNg

L'association entre Gag et I'’ARNg a lieue dans le cytoplasme (Chouaib et al., 2020; Ferrer et al., 2016; Hendrix et al.,
2015) et implique un nombre limité de Gag (Kutluay et al., 2014). En effet, lorsque des mutations empéchent la
multimérisation de Gag, I'encapsidation de I'’ARNg est drastiquement diminuée. Des études in vitro identifient que
Gag est probablement trimérique en solution (Dubois et al., 2018a) et que six molécules de Gag s'associent avec
une grande affinité a 'ARNg dans le cytoplasme (Bernacchi et al., 2017). De plus, le domaine de NC est identifié
comme responsable de I'oligomérisation de Gag dans le cytoplasme (Hendrix et al., 2015; Olson and Musier-
Forsyth, 2019). Ce domaine est aussi fortement impliqué dans l'interaction du précurseur avec I'ARNg. Cette
interaction est régulée par les régions basiques de la NC et par les deux motifs en doigt de zinc, CCHC. La NC interagit
avec des régions fortement enrichies en purines et particulierement en résidus G (Gilmer et al., 2021). Cependant,
I'action des deux motifs en doigts de zinc n'est pas équivalente (Boutant et al., 2020; Retureau et al., 2019). Une
étude démontre que le deuxiéme doigt de zinc (ZF2) jouerait un rdle plus important dans I'accumulation des
complexes Gag/ARNg a la MP (Boutant et al., 2020). En accord avec ces résultats, il a été également montré que
ZF2, en étant plus accessible, contribue a stabiliser le complexe entre I'’ARNg et Gag (Retureau et al., 2019). De plus,
les protéines NCp7 et Gag possedent une activité chaperonne vis-a-vis des acides nucléiques. Le précurseur Gag
présente une meilleure affinité pour I'ARNg que la protéine mature NCp7 (Godet et Mély 2010; Rein, Hendersonet
Levin 1998). De plus, les propriétés de liaison a I'ARNg pendant la formation du virion seraient finement modulées
par les différents produits de maturation de I'extrémité C-terminale du précurseur (Mouhand et al., 2020, 2018).
De maniére intéressante, d'autres domaines de Gag sont capables d'interagir avec les acides nucléiques comme le
domaine MA (Kutluay et al., 2014; Olson and Musier-Forsyth, 2019; Thornhill et al., 2019). En effet il est proposé
que la MArecrute des ARNt dans le cytoplasme (Kutluay et al., 2014). Ces interactions empécheraient les complexes
ribonucléoprotéiques de se lier a des membranes dépourvues de PI(4,5)P, (Olson and Musier-Forsyth, 2019). De
plus, I'interaction avec le dimére d’ARNg pourrait induire la multimérisation du précurseur en oligoméres de petite
taille, probablement grace a des interactions entre les domaines de CA (Kutluay and Bieniasz, 2010). Le domaine
rapport aux ARN viraux (Roy et al., 2006). Finalement, des analyses de mutagenéses montrent que le domaine riche

en proline, p6, intervient aussi dans le recrutement spécifique de I'ARNg (Dubois et al., 2018a; Tanwar et al., 2017).
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V.1.3 Discrimination entre les ARN viraux et cellulaires.

En plus de I'ARNg, les ARN viraux épissés et des ARN cellulaires comme I'ARN 7SL, I'’ARN sn U6 et I'ARNm GAPDH sont
retrouveés dans les particules virales.

Le role de ces ARN n’est pour autant pas encore élucidé (Houzet et al., 2007). Des analyses de mutagéneses
montrent que les régions en amont de la tige boucle SL1 (les régions TAR, le poly-A, PBS) sont des signaux négatifs
pour I'encapsidation de I'ARN (El-Wahab et al., 2014). Or ces domaines sont présents sur I'’ARNg mais aussi sur les
ARN épissés. Tandis que, lorsque la région allant de SL2 au codon d'initiation de gag est délétée, I'encapsidation de
I'’ARNg est fortement réduite (Aldovini and Young, 1990) ce qui montre bien I'importance de l'intégrité de la région
Psi. Il en est de méme lorsque les 40 premiers nucléotides du géne gag sont mutés (Luban and Goff, 1994). En
paralléle, il est montré que les ARN mono-épissés et complétement épissés sont enrichis a des niveaux similaires
dans les virions. Cela montre que ni le domaine REV, ni la tige boucle SL1 ne jouent de rédle dans leurs
encapsidations. Néanmoins, la délétion de SL1 réduit significativement I'efficacité d'encapsidation de I'ARNg et
s'accompagne de l'augmentation d'incorporation des ARN viraux épissés (Houzet et al., 2007). Ces résultats
montrent que les ARNg et ARN épissés sont en compétition pour la fixation de Gag et que I'encapsidation des ARN
viraux épissés n'est pas déterminée par SL1. Ainsi, le modéle impliquant des interactions a longue distance entre
les régions en amont et en aval de Psi permettrait d'expliquer la régulation de la spécificité de recrutement de

I'’ARNg par le précurseur (figure 19).

Figure 19. Modéle des interactions tertiaires de I'extrémité 5' UTR de I'ARNg impliquées dans la régulation de la liaison
spécifique avec Gag

L'interaction tertiaire a longue distance entre les régions en amont et en aval de Psi, induisent le recrutement Gag. La région en amont
de SL1, présente sur les ARN épissés et non épissés, régule négativement l'interaction avec le précurseur Gag. Son effet est annulé par
la présence des régions en amont de SL4 uniquement présente dans I'’ARNg (EI-Wahab et al., 2014).
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Selon ce modéle, des interactions a longues distances impliquent les régions génomiques en amont et en aval de
SL1 permettant la régulation du recrutement de I'ARNg par Gag. D'une part, la région en amont de SL1, présente
sur tous les ARN viraux (épissées et non épissés), inhibe le recrutement de la protéine. D'autre part, la région en
aval du géne Gag, uniquement présente sur I'’ARNg non épissé, a un contréle positif sur le recrutement de Gag (El-
Wahab et al., 2014).

De plus, I'expression de Gag dans des cellules eucaryotes en absence d'ARN virales aboutit a la formation de VLP
dans lesquelles des ARN cellulaires sont encapsidés (Freed, 2015b). De maniére intéressante, des analyses dans
lesquelles les domaines NC et sp2 sont remplacés par un motif leucine zipper dans un contexte viral, inhibant le
recrutement spécifique de I'ARN par Gag, n'empéche pas la formation des particules virales (Mattei et al., 2015).
Ainsi, les ARN cellulaires peuvent étre encapsidés et cela se ferait par des mécanismes différents (Houzet et al.,

2007).

V.2 Assemblage du virion a la membrane plasmique

V.2.1 Transport du complexe Gag/ARNg a la membrane plasmique et assemblage a ces sites

De nombreux résultats tendent a prouver que I'étape de sélection de I'’ARNg dimérique et son encapsidation sont
couplées lors du cycle viral (EI-wWahab et al., 2014; Freed, 2015b; Mailler et al., 2016; Sundquist and Krausslich,
2012). Ainsi, une fois les complexes formés entre un oligomére de petite taille de Gag et le dimére d'ARNg dans le
cytoplasme (Kutluay et al., 2014),, ils sont transportés vers la MP jusqu'aux sites d'assemblages (Boutant et al.,
2020).

Bien qu'un réseau de filaments d'actine se retrouve aux niveaux des particules virales et des sites de
bourgeonnement du virus, le mécanisme de transport n'est pas clairement compris a ce jour (Jouvenet et al., 2006;
Mailler et al., 2016). En parallele, il est suggéré que la protéine Gag peut utiliser la machinerie de trafic vésiculaire
intracellulaire de I'hdte (Lehmann et al., 2009; Perlman and Resh, 2006). Néanmoins, en absence de Gag, des
analyses en microscopies a fluorescences montrent que I'’ARN n’est pas activement transporté dans le cytoplasme
(Chen et al., 2014). De plus, dans ces conditions, I'ARNg n'apparait que de maniére transitoire a la MP (Jouvenet et
al., 2006). Au contraire, sous forme de complexes avec Gag, I'ARNg est ancré a la MP et cet ancrage est toujours
suivi de I'accumulation massive du précurseur (Jouvenet et al., 2008). De plus de nombreuses protéines cellulaires

sont identifiées dans les complexes Gag/ARN comme [’ATP binding cassette subfamily E member 1 (ABCE1)
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(Lingappa et al., 2006), Staufen1 (Mouland et al., 2000) et I'hélicase 6 DEAD-box (DDX6) (Reed et al., 2012), leurs
réles exacts ne sont pas connus.

Il est intéressant de noter que la dimérisation de I'ARNg a été considérée par une partie de la communauté
scientifique comme se déroulant a la MP (Chen et al., 2016). Cependant, de plus en plus de preuves montrent que
I'’ARNg est recruté sous forme dimérique par la protéine Gag dans le cytoplasme comme discuté précédemment
(Boutant et al., 2020; Hendrix et al., 2015; Jouvenet et al., 2006). Néanmoins, il serait possible que la protéine Gag
stabilise le dimére d'ARNg dans le cytoplasme jusqu'au recrutement d'un grand nombre de Gag a la MP (Ferrer et
al., 2016). A ces sites d'assemblage, jusqu‘a 2500 protéines Gag sont recrutées (Sundquist and Krausslich, 2012) et
les interactions entre Gag et I'’ARNg deviennent non spécifiques pour permettre a la particule virale de se former
au tour du génome viral (voir section Objectifs). Ce changement de spécificité dans les interactions Gag-ARNg,
entre la sélection spécifique de I'ARNg dans le cytoplasme (Ferrer et al., 2016) impliquant quelques copies du
précurseur (Kutluay et al., 2014), pourrait, selon notre hypothése, étre assuré par les partenaires cellulaires et
viraux du domaine p6 (voir section Objectifs). Le bourgeonnement peut alors débuter. La multimérisation de Gag
est médiée par son domaine CA (Olson and Musier-Forsyth, 2019). Dans la particule immature, les molécules Gag

sont alignées et encapsidées radialement.

V.2.2 Interaction avec les facteurs ESRT et bourgeonnement de la particule virale

Aux sites d'assemblage, la MA est enchassée dans la MP, la CA forme est liée au feuillet interne de la MP et le
domaine p6 est orienté vers le centre de la particule (Freed, 2015b). Ce domaine est particulierement important
pour le relargage viral, puisqu'il recrute la machinerie ESCRT. Ce petit domaine est composé de deux région
basiques appelées « domaines tardifs » car leur fonction est requise a un stade tardif du cycle de réplication
(Welker et al., 2021). Ainsi, le motif PTAP est impliqué dans le recrutement de la protéine TSG101 (Garrus et al.,
2001; Martin-Serrano et al., 2001) et le motif LYPXnL permet le recrutement d'ALIX (Martin-Serrano et al., 2001;
Strack et al., 2003). Ces partenaires jouent un rdle dans la biogenése des vésicules qui bourgeonnent dans les
endosomes tardifs pour former des corps multivésiculaires (CMV) (Sundquist and Krausslich, 2012).

TSG101 est une protéine de 44 kba composée de 3 domaines (figure 20). Elle fait partie de la machinerie ESCRT-I.
Couplée avec les autres complexes ESCRT (-0, -1l et -1Il) et le complexe AAA ATPase VPS4, cette protéine joue un réle
essentiel dans le tri des protéines cargo ubiquitinylées dans les vésicules. Tsg101 se lie uniquement au domaine
p6 (Garrus et al., 2001; Martin-Serrano et al., 2001). Cependant, des analyses de mutagénése sur le domaine NC et
notamment sur les doigts de zinc montrent une baisse du relargage viral (Chamontin et al., 2015). Ces résultats

tendent a prouver un rdle coopératif de la NC et du domaine PTAP dans le recrutement de Tsg101 (Watanabe et al.,
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2020). La délétion des sites de liaison des ubiquitines de Tsg101 dans le domaine Ubiquitin E2 variant (UEV) diminue
son interaction avec p6. Dans ce sens, des analyses de fusion dans lesquelles le domaine p6 est couplé avec une
ubiquitine montrent que I'affinité de Tsg101 est renforcée. De plus, I'ubiquitination du domaine p6 permet le
recrutement de Tsg101 (Bussienne et al., 2021; Watanabe et al., 2020). Le réle de I'ubiquitination de p6 dans
I'interaction avec Tsg101 est discuté dans ma revue (annexe 1).

ALIX est une protéine de 96 kDa composée de 3 domaines (Fujii et al., 2009; Gottlinger et al., 1991). Le premier
domaine, Brol contient un site de liaison aux facteurs charged multivesicular body protein 4 (CHMP4) appartenant
au groupe ESCRT-III. Le domaine central, V est le domaine de liaison aux motifs YPXnL de p6. Finalement, le dernier
domaine une région est riche en proline, (PRR). La protéine ALIX est importante pour la biogénése des corps
multivésiculaires et joue aussi un réle pour les voies de |'apoptose, d'endocytose et de cytokinése. La délétion du
domaine tardif de fixation a ALIX dans p6 n'a pas d'effet majeur sur la production et le bourgeonnement des

particules virales (Gottlinger et al., 1991). Néanmoins, ces mutations induisent une réduction de l'infectivité des

Aty
(PDB: 1M8L)

particules libérées (Martin-Serrano et al., 2003).

LQSRPEPTAPPEESFRFGEETTTPSQKQEPIDKEL LRSLFGSDPSSQ

\ —
(PDB:2P22)

Figure 20. Représentation du domaine C-terminal de Gag, de sa séquence et de ses partenaires

TSG101 est représentée en rose, elle interagit avec le late domaine « PTAP » représenté de la méme couleur dans la séquence en acides
aminés de p6 . Le domaine UEV est le domaine d’interaction avec le late domaine (PDB : 2P22). ALIX est représenté en jaune, marron et
bleu (PDB : 20EV). Chaque couleur correspond a un domaine. Le domaine V, représenté en marron est le domaine d'interactions avec le
late domaine de p6, YPXnL représenté de la méme couleur. Les domaine Bro et PRR sont représentés respectivement en bleu et en marron.

<—> VN ALIX

(PDB: 20EV)

La protéine virale Vpr est représentée en vert. Elle interagit avec un domaine riche en leucine représenté de la méme couleur dans la
séquence de p6 (PDB : 1MBL).

Brievement, les différentes étapes de bourgeonnement et relargage viral commencent par le recrutement des
partenaires de p6 a la MP (figure 21). Pour cela, le domaine p6 recrute a la fois le domaine V d'ALIX, conduisant a
la dimérisation et a I'activation d'ALIX et le domaine UEV de Tsg101. Les deux partenaires sont alors capables de
recruter le complexe ESCRT-IIl, comme les protéines CHMP qui polymérisent en forme de filaments qui favorisent

la fermeture du col de la membrane. Ainsi CHMP4 recrutent les protéines CHMP2 et CHMP1, qui, a leur tour
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recrutent les ATPases AAA VPS4. Ces derniéres forment des anneaux hexameriques qui peuvent étre reliés entre
eux par des ponts composés du complexe activateur CHMP5/LIP5. VPS4 achévent la réaction de fission de la
membrane. Enfin la consommation d'ATP permet de libérer les ESCRT-1Il de la membrane et de les recycler dans le

cytoplasme (Freed, 2015b; Sundquist and Krausslich, 2012).

Relargage viral

Membrane plasmique

==

Cytoplasme
Recrutement ALIX et TSG101 Recrutement ESCRTIIl Recrutement des VPS4 ATPase

l ALIX '| ' ESCRTIIl *@ AAAVPSA ATPase
l TSG101 (ESCRT )

Figure 21. Modéle de I'étape de bourgeonnement et de relargage de la particule virale du VIH-1

La protéine Gag recrute la protéine TSG101 des ESCRT-I (représentée en rose) et ALIX (représentée en jaune). Ces deux protéines
interagissent avec le domaine p6 de Gag et sont capables de recruter d'autres ESCRT-IIl (représentées en vert). La polymérisation d’ESCRT-
1ll, couplée a I'activité de VPS4 ATPase (représentée en violet) permet la scission de la MP et le relargage viral (inspiré par Freed, 2015Db).
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L'encapsidation de I'ARNg est une étape clé pour la production de virus infectieux. Elle commence par le
recrutement de cet ARN par la protéine Gag. Comme décrit précédemment, a ce jour de nombreuses parts d'ombre
subsistent sur les mécanismes de reconnaissances spécifiques de I'’ARNg. Récemment, des analyses de
cartographie (Mutational interference mapping experiment ;MIME) de I'ARNg ont permis d'identifier la région
minimale d'interaction avec la protéine Gag in vitro. Cette région de 111 nucléotides comprend les résidus allant
de la position 227 a la position 337 (Smyth et al., 2015). Des études fonctionnelles montrent que I'ARN de 111
nucléotides se lie spécifiquement a Gag et peut étre utilisé comme substitut de I'ARNg complet dans les études
structurales et fonctionnelles (Smyth et al., 2015). De plus, des analyses de mutagénéses montrent que la tige
boucle SL1 jouerait un réle plus important que SL3 dans le recrutement de la protéine Gag in vitro (Bernacchi et al.,
2017; El-wWahab et al., 2014; Smyth et al., 2015).1l manque, a ce jour, une structure tridimensionnelle du complexe
entre Gag et I'ARNg. Ce modéle permettrait de déterminer les zones de contacts entre la protéine et son ARN et
ainsi de mieux comprendre comment I'ARN est recruté spécifiquement dans le cytoplasme. Néanmoins, toutes ces
analyses sont réalisées avec la protéine Gag produite en cellules de bactéries E. Coli. Or les PTM pourraient étre
déterminantes pour la fonction de la protéine (Bussienne et al., 2021). Ainsi, le premier objectif de ce projet
consiste a caractériser les interactions in vitro entre I'ARN de 111 nucléotides et le précurseur Gag produit en
cellules de mammiféres, en combinant des études fonctionnelles avec la résolution de la structure
tridimensionnelle de Gag en interaction avec la région Psi.

De plus, comme décrit précédemment, le domaine NC de Gag est le domaine majoritaire de fixation a I'ARNg et le
déterminant principal de la spécificité de liaison entre les deux partenaires. Or, notre équipe a montré que le
domaine C-terminal p6 participe également spécificité de liaison de Gag a I'ARN (Dubois et al., 2018a). En effet, la
construction de Gag dans laquelle le domaine p6 est délété (GagAp6) se lie de maniére non spécifique a I'ARNg in
vitro. En d'autres termes, la protéine présente une affinité avec I'ARNg qu'avec I'ensemble des ARN viraux et

cellulaires testés (figure 22).

ARN non spécifique

Figure 22. Modéle proposé pour le réle du domaine p6 dans le recrutement spécifique de I'ARNg

Le domaine p6 de Gag est chargé négativement et il pourrait interagir avec le domaine NC hautement basique (Wang et al., 2014). Cette
interaction favorisait la liaison spécifique de Gag a I'’ARNg. En absence du domaine p6, la liaison de GagAp6 a I’ARN serait a l'inverse non-
spécifique. Adaptée de Dubois et al., 2018a.
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Cependant, si I'étape de sélection de I'ARNg repose sur des interactions fortement spécifiques entre Gag et I'ARNg,
I'étape d'encapsidation a la MP est régulée par des interactions Gag/ARNg non-spécifiques. Il existerait ainsi un
interrupteur moléculaire qui régule le passage du mode de fixation spécifique de Gag (steechiométrie faible), a un
mode non-spécifique (steechiométrie élevée) au moment de I'assemblage (figure 23). Le deuxiéme objectif de ce
travail est d'étudier le réle des partenaires cellulaires et viraux du domaine p6 de Gag (ALIX, Tsg101 et Vpr;
deuxiéme objectif) qui pourraient influencer la spécificité des interactions entre Gag et I'ARNg aux sites

d'assemblage.

Sélection de ’ARNg Interaction avec la MP Recrutement de Gag Bourgeonnement

Cytoplasme N

v

Interactions spécifiques

Interactions non spécifiques

entre Gag et 'ARNg \ @J ) entre Gag et 'ARNg

Interupteur moléculaire

Figure 23. Représentation des étapes clés de I'encapsidation de I'ARNg

Dans le cytoplasme des oligomeéres de Gag se lient trés spécifiquement a I'’ARNg dimérique. Ces complexes ribonucléiques impliquent
quelques copies de Gag qui sont ensuite redirigés a la MP. L'enchassement des domaines de MA dans la MP produisent un changement
conformationnel de Gag. De ce fait, le domaine MA serait en interaction avec la couche lipidique et le domaine NC serait en association
avec I’ARNg. La protéine Gag multimérise jusqu'atteindre environ 2500 précurseurs permettant le bourgeonnement autours du dimére
d’ARNg (adapté de (Rein et al., 2011)

Brievement, le but de ce travail de thése est d'apporter une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires qui permettent I'encapsidation spécifique de I'ARNg du VIH-1 dans les particules virales. Pour cela des
études structurales et fonctionnelles sont combinées afin de (i) Caractériser, in vitro, les interactions entre la
protéine Gag et larégion Psi de I’ARNg (ii) ainsi qu'entre Gag et les partenaires cellulaires (ALIX et TSG101) et viral

(vpr) du domaine p6.
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I. Séquences et cartes des plasmides codants pour les fragments d’ARNg du VIH-1

Les plasmides MaxiPuc18 utilisés pour produire les fragments d'’ARNg de la souche de laboratoire NL4-3 codant
pour la région 5'UTR de la position 227 a la position 337 (ARN111,) sont produits et décrits précédemment par le

laboratoire (Smyth et al., 2015) (figure 24).

pPUC57 - NL4-3 - 111
2844 bp

Start  EcoRV (3)

End

251 501 751 1007 1257

ARN 111 souche NL4-3 du VIH-1

< VIH-1 ARN 111 souche NL4-3 WT < T7 promoteur
| 1
SL1 Boucle apicale

Figure 24. Représentation du plasmide MAXIPuc18 utilisé pour produire les fragments d’ARNg

Représentation du plasmide avec le site de résistance (ampicilline) représenté une fléche verte sous contréle d’un promoteur représenté
par une fléche blanche. L'origine de réplication du plasmide est représentée par une fléche jaune. La séquences codant pour I’ARN de la
souche NL4-3 est représentée en violet sous contréle de promoteur t7, représenté en bleu. Les positions correspondant aux séquences
SL1etala boucle apicale qui est le site de dimérisation sont respectivement représentées en rouge et en vert. Une représentation linéaire
de la séquence de I'ARN111,; est représentée dans I'encadré rouge.

Au cours de mes analyses, j'utilise également un fragment d’ARN de la méme taille, muté au niveau du site
d'initiation de la dimérisation (DIS). Ce site correspond a une séquence palindromique de 6 nucléotides dans la
boucle apicale de SL1. La construction correspondante est appelée ARN111a,, car les résidus CGC sont mutés en
AAA et elle ne peut plus dimériser. De plus, I'ARNSL1;s, qui correspond a la tige boucle SL1 et qui contient le site
minimal d'interaction avec Gag (Bernacchi et al., 2017) est synthétisé chimiquement par la boite Integrated DNA
Technologies (IDT). Les informations et les séquences relatives a ces ARNs sont répertoriés dans les tableaux 1 et

2.
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Nom Souche Taille en nucléotides Poids moléculaire (Da)

NL4-3 111 36630

ARN11Lur ATCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGC
CAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATATC

NL4-3 111 36630

ARN111aa ATCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAAAACGCACGGCAAGAGGCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGC
CAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATATC

Tableau 1. Les séquences des plasmides correspondant a la région 5' UTR de I'ARNg de la souche NL4-3 produits au
laboratoire

La boucle apicale de SL1 qui correspond au site de dimérisation de I'’ARNg (Paillart et al., 1996) est en vert. La mutation de cette boucle
est soulignée et en gras dans la construction ARN1114.,. La boucle interne AGG qui correspond au site majeur d'interaction de Gag est
représentée en rouge (Bernacchi et al., 2017) et le site de coupure EcoRV utilisé pour linéariser les plasmides est représenté en gras.

Nom Souche Taille en nucléotides Poids moléculaire (Da)

NL4-3 35 11550

ARNSL1;5
CTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAG

Tableau 2. La séquence de I'ARN correspondant a la tige-boucle SL135, commandé chez IDT
La boucle apicale qui est site de dimérisation de I'’ARNg est représenté en vert et la boucle interne riche en purines, en rouge.

Il. Production des fragments d’ARNg du VIH-1 in vitro
A partir d'un plasmide codant la région 5'UTR du VIH-1 les ARN de 111 nucléotides utilisés dans cette étude sont
obtenus par transcription in vitro en utilisant une ARN polymérase du bactériophage T7, comme décrit

précédemment (Dey et al., 2022; Paillart et al., 2002).

1.1 Amplification des plasmides

Environ 25 WL de bactéries compétentes E. coli NEB® 5-alpha compétentes, recAl, endA1, laczAM15 (Biolabs, ref.
C298714) sont mélangées avec 5 ng de plasmides, puis incubées 10 minutes sur de la glace. Les bactéries sont
ensuite transformées par un choc thermique a 42°C, de 45 secondes, avec les plasmides pNL4-3 codants pour la
région 5' UTR de I'ARNg, I'ARN111,r ou I'ARN111.a. Les bactéries sontincubées 2 minutes sur de la glace. Un volume
de 500 pL de de milieu de culture (lysogeny broth ;LB) liquide est ajouté aux bactéries pendant 1 heure a 37°C. Elles
sont finalement étalées sur gélose LB-agar supplémentée avec de I'ampicilline (1/2000 v/v). Les colonies capables
de pousser sur le milieu sélectif sont ensuite sélectionnées et amplifiées a I'aide d'une pré-culture liquide de 3 mL
LB en présence d'ampicilline (1/1000 v/v) pendant une nuit, a 37°C. Cette pré-culture est ensuite ensemencée dans

200 mL de LB supplémenté avec de I'ampicilline (1/1000 v/v) et incubée une nuit a 37°C. L'ADN amplifié est extrait
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et purifié selon le protocole du kit Nucelobond Xtra MAXI (Macherey-Nagel, ref. 740416.50). Les séquences sont
systématiquement  contrdlées en utilisant le service de séquencage d'Eurofin  Genomics

(https://eurofinsgenomics.eu) aprées avoir mesuré la concentration des ADN purifiés grace a la mesure d'absorption

a 260 nm déterminée par spectrophotométrie en UV-VIS I'aide du NanoDrop (Mettler Toledo).

1.2 Linéarisation des plasmides amplifiés

Les plasmides contenant la matrice ADN pour la transcription des ARN111,; et ARN111., amplifiés, sont ensuite
linéarisés a 37°C par digestion enzymatique en utilisant 2 unités d’EcoRV Hf (New England Biolabs, ref. R3195SVIAL)
par ug de plasmide. Le mélange réactionnel est incubé 1 h a 37 °C. Le plasmide digéré est purifié par extraction au
Roti®-Phenol, Chloroform, isoamyl alcohol a pH 8 (v/v, 25 : 24 : 1; ThermoFisher, ref. 15593031). Il est ensuite
précipité par ajout d'acétate d'ammonium (3 M), pH 5.2 a 4°C (1/10 v/v) en présence de 3 volumes d'éthanol 100%.
La précipitation est réalisée sur la nuit a - 80°C. Aprés une centrifugation de 30 minutes a 20000 g a 4 °C, le culot
est lavé avec de I'éthanol 70% froid a I'aide d'une nouvelle étape de centrifugation de 30 minutes a 20000 g a 4
°C. Le culot est alors séché dans une hotte et a température ambiante avant d'étre repris dans de I'eau ultrapure.
La concentration des ADN est déterminée par spectrophotométrie en mesurant I'absorption a 260 nm comme
précédemment indiqué. La digestion du plasmide est finalement contrélée sur gel d'agarose 1%, Tris Borate EDTA
(TBE) 1 x. Le gel est révélé en présence de bromure d'éthidium (BEt) en utilisant le systéeme d'imagerie intégré

NuGenius (Syngene). La matrice non digérée est utilisée comme contrdle de digestion.

1.3 Transcription des plasmides linéarisés

Les plasmides ainsi linéarisés sont utilisés comme matrice pour réaliser une transcription in vitro avec I'ARN
polymérase du bactériophage T7 purifiée par I'équipe du dr. Wexeilbaumer (Dey et al., 2022). Pour cela, 150 pg de
plasmides linéarisés sont mélangés a 5 mL de milieu réactionnel pendant 3 h a 37°C. L'ARN nouvellement transcrit
est d'abord purifié par extraction au Roti®-Phenol, Chloroform, isoamyl alcohol a pH 5.2 (v/v, 25 : 24 : 1;
thermoFisher, ref. J62336.AE), puis est précipité par ajout d'1/10°™ du volume, d'acétate d’ammonium (3 M) pH
5,2 a 4°C en présence de 3 volumes d'éthanol 100%. La précipitation est réalisée sur la nuit a - 80°C. Aprés une
centrifugation de 30 minutes a 20000 g a 4 °C, le culot est lavé avec de I'éthanol 70% froid. Le surnageant est jeté
aprés une nouvelle centrifugation de 30 minutes a 20000 g a 4 °C. Le culot est alors séché dans une hotte a
température ambiante avant d'étre repris soit dans du bleu de charge (composé d'EDTA (8 mM), d'urée (20 mM),

de Tris HCl pH 7,5 (5mM) et de bleu de bromophénol (0.5% w/v)) pour étre purifié a l'aide d'un gel SDS-urée
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dénaturant 8% bis-acrylamide (ARN111.;) ; soit, dans de I'eau ultrapure (ARN1114.,) pour étre purifié par colonne

de séparation par taille TSKgel® G4000 SW (Tosoh bioscience, ref. 0006729).

11.4 Purification des fragments d’ARN transcrits

Ainsi, deux méthodes de purification de I'ARN sont utilisées au cours de ce travail de thése.

D‘une part, la purification par Eléctroélution, les ARN111,; nouvellement transcrits, sont purifiés par migration
sur un gel dénaturant 8%, 1 : 30 bis-acrylamide, urée (8 M) et TBE 1 X (35 cm x 20 cm). Pour cela, la totalité des
ARN repris dans le bleu de charge est dénaturée 5 minutes a 95°C, puis déposée dans un puit. Aprés 6 h de migration
a 50 Watts dans du TBE 1 X, la bande correspondant a I'’ARN est découpée sous UV, puis est purifiée par électro-
élution en utilisant le systéme Elutrap® (Whatman, ref. WHA10447700). Brievement, la bande de gel correspondant
a I'ARN est découpée en morceaux de petite taille, puis déposée a I'intérieur de la chambre interne, ou d'élution, ;
qui est fermée par des membranes nommées BT1 et BT2. La chambre est alors soumise a un courant électrique de
150 volts pendant 7 heures. Toutes les heures, les ARN extraits du gel sont récupérés de la chambre de prélévement

dans des microtubes Eppendorfs et leur concentration est déterminée par spectrophotométrie en UV.

D‘autre part, purification par chromatographie de séparation en fonction de la taille, les ARN111,,, transcrits,
sont purifiés par chromatographie a exclusion de taille TSKgel® G4000 SW (Tosoh bioscience, ref. 0006729) selon
le protocole précédemment établit au laboratoire. Brievement, une colonne TSKgel® G4000SW (Tosoh Bioscience)
est équilibrée avec une solution tamponnée composée d'acétate de sodiuma pH 5,0 (0,2 M) et d'1% (v/v) d'éthanol,
filtrées sur des membranes de celluloses de 0,22 pm (GE Healthcare). Un débit de 1 mL/minute est appliqué a 'aide
d'un systéme AKTA purifier (GE Healthcare). Les échantillons transcrits in vitro sont injectés sur la colonne. Les ARN
sont purifiés en fonction de leur taille et des fractions de 1 mL sont collectées automatiquement. Celles contenant
les acides nucléiques d'intéréts sont identifiées au regard des pics d'absorption a 254 nm sur le chromatogramme

puis elles sont rassemblées.

Les ARNs purifiés en utilisant I'une ou I'autre méthode sont extraits et concentrés par extraction au Roti®-Phenol,
Chloroform, isoamyl alcohol a pH 5,2 (v/v, 25 : 24 : 1; Thermo Fisher, ref. J62336.AE), puis précipité par ajout
d'1/10°™ de volume d'acétate d’'ammonium (3 M) pH 5,2 & 4°C en présence de 3 volumes d'éthanol 100%. La
précipitation est réalisée sur la nuit a - 80°C. Aprés une centrifugation de 30 minutes a 20000 g a 4 °C, le culot est

lavé avec de I'éthanol 70% froid grace a une nouvelle centrifugation de 30 minutes & 20000 g a 4 °C. Les culots
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sont alors séchés a I'air puis repris dans de I'eau Millipore. Ils sont ensuite systématiquement contrdlés sur un gel
dénaturant 8% acrylamide, 1 : 30 bis-acrylamide, 8 M urée et TBE 1 X (8 cm). Le gel est révélé a I'aide d'un bain de
BEt comme précédemment décrit. La concentration des ARN est enfin calculée a partir de la mesure d'absorption

a 260 nm.

11l. Caractérisation de I'ARN du VIH-1 in vitro

liL.1 Repliement de I'ARNg viral et contréle de la dimérisation

Les ARN111,; et ARNSL1;s sont dénaturés 2 minutes a 95°C, puis refroidis 2 minutes sur glace. La solution
tamponnée d'intérét (tampon A; tableau 6, section Matériels et Méthodes, §1v.2.3) est alors ajoutée a I'ARN
dénaturé qui est ensuite incubé a 37°C sur un bloc chauffant pendant 30 minutes.

La proportion des diméres et monoméres d'ARN est contrdlée par gel natif d'agarose. Une fois les ARN repliés, 20
pmol d’ARN sont supplémentés avec du bleu glycérol puis chargés dans un gel d'agarose 0,8%, Tris acide borique
et MgCl, (TBM; 0.5 x), supplémenté avec du BEt (1 : 25000 v/v). La migration est réalisée a 4°C, pendant 3h a 150
volts. Le contrdle négatif de dimérisation correspond a un ARN muté dans la boucle de SL1 incapable de dimériser,
I'ARN111aa. Le gel est révélé comme précédemment décrit. La proportion des diméres/monomeéres d’ARN sont

également analysée par AUC (§8IX.4).

1I.2 Marquage des ARN viraux

Certaines méthodes biophysiques telles que I'anisotropie de fluorescence et la FIDAbio, utilisées lors de ce travail
pour caractériser I'ARN et la formation de complexes avec les protéines Gag, nécessitent le marquage préalable
des ARN par une sonde fluorescente (ou éventuellement de la protéine comme indiqué dans la §vil.4).

Ainsi, les ARN de 111 nucléotides (ARN111,;et ARN1114,,) et le ARN de 35 nucléotides (ARNSL135) sont marqués en
utilisant le protocole du kit fluorescéine 5-thiosemicarbazide (FTSC ; Invitrogen, ref. #F121). Brievement, les sucres
présents dans la région 3’ du ribose des ARN sont oxydés par du périodate de sodium, formant des aldéhydes
réactifs. Le sucre oxydé est alors conjugué au marqueur fluorescent FTSC. Les ARN marqués, sont ensuite purifiés
en utilisant le protocole des colonnes micro Bio-spin p6® (Biorad ; ref. 7326227) préalablement équilibrées avec
I'une des solutions tamponnées de formation des complexes (tableau 6, section Matériels et Méthodes, §Iv.2.3).
L'efficacité de marquage est évaluée en utilisant les formules suivantes :

Correction de la concentration molaire de I’ARN en fonction de I'absorbance de la sonde,

_ Abs 260nm-—(Abs 294nm+0.11)
¢ ARN111wt

Cmcl

(1)

79



Calcule du nombre de fluorophores par ARN,

Abs 294 nm
eDye (71000)x Cmolaire ARN111wt

La concentration des ARN est calculée a partir de la mesure d'absorption a 260 nm. L'efficacité de marquage est
aussi controlée en réalisant un gel dénaturant 8% acrylamide, 1 : 30 bis-acrylamide, 8 M urée et TBE 1 X (8 cm) qui
est révélé d'une part, au Typhoon (GE Healthcare) en utilisant le filtre Cy2 et d'autre part, a I'aide d'un bain de BEt

comme précédemment décrit.

IV. Séquence en acides aminés des protéines recombinantes Gag et des partenaires de Gag

IV.1 Protéines Gag produites en systéme bactérien

Les protéines Gag de la souche NL4-3, présentent une étiquette composée de 6 résidus histidines (GHis) accrochée
a I'extrémité C-terminale et elles sont produites et purifiées par le laboratoire du docteur Johnson Mak (Université
de Griffith, Queensland, Australie), selon le protocole décrit dans I'article suivant (McKinstry et al., 2014). Le poids
moléculaire (PM), I'étiquette et la séquence de la protéine Gag-6His, sont répertoriés dans |le tableau 3. Le PM et
le coefficient d'extinction molaire a 280 nm sont calculés a partir de la séquence en acides aminés des protéines

par le site internet Protparam (https://web.expasy.org/protparam/).

Coefficient d'extinction molaire a ..
Nom PM (Da) Etiquette
280 nm (M*.cm™)

Gag-GHis 56884 63535 GHis

MGARASVLSGGELDKWEKIRLRPGGKKQYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTIAVLYCVHQRID
VKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGNNSQVSQNYPIVQNLQGQAMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQD
LNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRLHPVHAGPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTHNPPIPVGEIYKRWIILGLNKI
VRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPGATLEEMMTACQGVGGPGHKARVL
AEAMSQVTNPATIMIQKGNFRNQRKTVKCFNCGKEGHIAKNCRAPRKKGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLQS
RPEPTAPPEESFRFGEETI'TPSQKQEPIDKELYPLASLRSLFGSDPSSQLE-

Tableau 3. Informations sur les protéines Gag produites en systéme bactérien

La séquence reprend le code couleur présenté figure 5 (dans l'introduction §i11.2). Avec les domaines de MA représenté en bleu, de CA
représenté en vert, de NC représenté en rouge et encadré par les deux espaceurs sp1 et sp2 représentés en violet. Enfin le domaine p6
est représenté en noir. L'étiquette composée de 6 résidus histidines est surligné en bleu.
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IV.2 Protéines Vpr produites par synthése chimique

Les protéines Vpr de groupe M de sous-type B (souche 89.6) sont produites par synthése chimique et purifiées par
le laboratoire du docteur Serge Bouaziz (Université Paris Descartes), selon le protocole décrit dans l'article de
Cornille et al., 1999. Les informations et la séquence sont répertoriées dans le tableau 4. Le PM et le coefficient

d’extinction molaire a 280 nm sont calculés a partir de la séquence en acides aminés des protéines comme décrit

précédemment.
Coefficient d'extinction molaire a ..
Nom PM (Da) Etiquette
280 nm (M*.cm™)
VPrisynthetique) 11395 20970 Absente

MEQAPEDQGPQREPYNDWTLELLEELKNEAVRHFPRIWLHSLGQHIYETYGDTWTGVEALIRILQQLLFIHFRIGCRHSRIGIIQQRRTRNGASKS

Tableau 4. Informations sur les protéines Vpr produites par synthése chimique

IV.3 Séquences des protéines produites en cellules de mammiféres

Les séquences des génes utilisés pour produire les protéines en cellules embryonnaires de reins de hamsters (baby
hamster kidney 21, BHK21) sont synthétisés par Twist Bioscience (https://www.twistbioscience.com/) en utilisant
les séquences du VIH-1 de la souche NL4-3 pour les protéines virales (Gag et Vpr) et homo sapiens pour les protéines
cellulaires (ALIX et UEV). Elles sont ensuite clonées dans le vecteur de transfert pvote2 (Hebben et al., 2007). Toutes
les protéines produites en BHK21 possédent soit une étiquette composée de 6 résidus Histidine (6His), soit une
étiquette tween Strep-tag® composé des résidus suivants WSHPQFEK-GGGSGGGSGGS-SAWSHPQFEK (R) dans leur
région N-terminale. Les informations, les étiquettes et les séquences sont répertoriées dans le tableau 5. Le PM et
le coefficient d'extinction molaire a 280 nm sont calculés comme décrit pour la protéine Gag produite en cellules

bactériennes.
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Coefficient d'extinction molaire a

Nom PM (Da Etiquette
(02) 280 nm (M*.cm™) E
6His-Gag 59 252 65025 6-His
MGS GTPRITSLYKKAGF MGARASVLSGGELDKWEKIRLRPGGKKQYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQI

LGQLQPSLQTGSEELRSLYNTIAVLYCVHQRIDVKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAADTGNNSQVSQNYPIVONLQGQMVHQAISPRTL
NAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRLHPVHAGPIAPGAMREPRGSDIAGTT
STLQEQIGWMTHNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTI
LKALGPGATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSQVTNPATIMIQKGNFRNQRKTVKCFNCGKEGHIAKNCRAPRKKGCWKCGKEGH
QMKDCTERQANFLGKIWPSHKGRPGNFLQSRPEPTAPPEESFRFGEETTTPSQKQEPIDKELYPLASLRSLFGSDPSSQ
R-ALIX 99776 71795 R
 WSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK MATFISVQLKKTSEVDLAKPLVKFIQQTYPSGGEEQAQYCRAAEELSKLRRAAV
GRPLDKHEGALETLLRYYDQICSIEPKFPFSENQICLTFTWKDAFDKGSLFGGSVKLALASLGYEKSCVLFNCAALASQIAAEQNLDNDEGLKI
AAKHYQF ASGAFLHIKETVLSALSREPTVDISPDTVGTLSLIMLAQAQEVFFLKATRDKMKDAIIAKLANQAADYFGDAFKQCQYKDTLPKE
VFPVLAAKHCIMQANAEYHQSILAKQQKKFGEEIARLQHAAELIKTVASRYDEYVNVKDFSDKINRALAAAKKDNDFIYHDRVPDLKDLDPI
GKATLVKSTPVNVPISQKFTDLFEKMVPVSVQQSLAAYNQRKADLVNRSIAQMREATTLANGVLASLNLPAAIEDVSGDTVPQSILTKSRSV
IEQGGIQTVDQLIKELPELLQRNREILDESLRLLDEEEATDNDLRAKFKERWQRTPSNELYKPLRAEGTNFRTVLDKAVQADGQVKECYQSH
RDTIVLLCKPEPELNAAIPSANPAKTMQGSEVVNVLKSLLSNLDEVKKEREGLENDLKSVNFDMTSKFLTALAQDGVINEEALSVTELDRVY
GGLTTKVQESLKKQEGLLKNIQVSHQEFSKMKQSNNEANLREEVLKNLATAYDNFVELVANLKEGTKFYNELTEILVRFQNKCSDIVFARKT
ERDELLKDLQQSIAREPSAPSIPTPAYQSSPAGGHAPTPPTPAPRTMPPTKPQPPARPPPPVLPANRAPSATAPSPVGAGTAAPAPSQTP
GSAPPPQAQGPPYPTYPGYPGYCQMPMPMGYNPYAYGQYNMPYPPVYHQSPGQAPYPGPQQPSYPFPQPPQQSYYPQQ
R-UEV 20367 37025 R

WSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK MAVSESQLKKMVSKYKYRDLTVRETVNVITLYKDLKPVLDSYVFNDGSSRELM

NLTGTIPVPYRGNTYNIPICLWLLDTYPYNPPICFVKPTSSMTIKTGKHVDANGKIYLPYLHEWKHPQSDLLGLIQVMIVVFGDEPPVFSRP

R-Vpr 15132 31970 R
_ MEQAPEDQGPQREPYNEWTLELLEELKSEAVRHFPRIWLHNLGQHIVETYGD
TWAGVEAIIRILQQLLFIHFRIGCRHSRIGVTRQRRARNGASRS

Tableau 5. Informations sur les protéines 6His-Gag, R-Alix, R-UEV et R-Vpr produites en cellules de mammiféres
Dans ces constructions les étiquettes sHis et R sont surlignées en bleu dans la séquence des protéines. Elles sont suivies par la séquence

consensus reconnue par les protéases des virus Human Rhinovirus 3C (P3C) ou Tobacco Etch Virus (TEV), représentée en jaune. La
séquence de la protéine Gag reprend le code couleur présenté figure 5 (dans I'introduction). Avec le domaine de MA représenté en bleu,
la CA représentée en vert, la NC représentée en rouge, encadrée par les deux espaceurs sp1 et sp2 représenté en violet. Finalement, le
domaine p6 est représenté en noir. Les résidus reliants (linker) I'étiquette GHis a la séquence de la protéine sont soulignés.

V. Production des vecteurs viraux recombinants pour I'expression des protéines en systéme eucaryote
(BHK21).

L'utilisation d'un systeme en cellules de mammiféres pour la production de protéines présente l'avantage
d'apporter les modifications post-traductionnelles (post translational modification, PTM). Ces modifications sont
nécessaires au fonctionnement des protéines et favorisent les interactions avec les partenaires (Bussienne et al.,
2021) Pour ce faire mon laboratoire d'accueil a mis au point un systéme d'expression basé sur |'utilisation du virus
de la vaccine modifié (souche Ankara; MVA) comme vecteur d'expression (Hebben et al.,, 2007) permettant

d’obtenir de bons rendements de protéines d'intéréts en infectant des cellules BHK21 en suspension.
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V.1 Culture cellulaire

Pour produire les protéines utilisées dans cette étude, des cellules BHK21 adhérentes et en suspension sont
cultivées dans des incubateurs a atmosphére humide, enrichie avec 5% de CO, et a température contrélée a 37°C,
sous agitation continue pour les cellules en suspension. Elles sont produites dans un milieu de croissance (Glasgow
minimum essential medium ; GMEM, de Fischer scientific, ref. 15188319) supplémenté avec du Bacto tryptone
phosphate (BTP; 1,5 mg/mL), de la gentamicine (200 ng/mL) et du sérum de veau feetal (fetal calf serum, FBS;

10%).

V.2 Production et sélection des vecteurs recombinants

Un virus MVA dit « virus parental » est modifié au niveau des génes codants pour la tyrosine kinase (TK) et
I'hémagglutinine (HA ; figure 25). Le géne de la tyrosine kinase est modifié pour exprimer le géne qui code pour
I'ARN polymérase du bactériophage T7 sous contrdle de I'opéron lactose et le géne rapporteur exprimant la
protéine fluorescente verte (green fluorescent protein, GFP). Le géne HA est modifié pour exprimer un géne de
résistance a lanéomycine, le géne rapporteur qui code pour la protéine fluorescence mcherry et les génes codants
pour le systéme de sélection gyrase/protéine kinase R (PKR). Cette région présente aussi des séquences de
recombinaisons homologues compatibles avec celles présentes sur le plasmide pVote2. Ce plasmide code pour la
protéine d'intérét sous contrdle du promoteur T7 et pour la guanine phosphoribosyl transferase (GPT) sous

contrdle d'un promoteur viral constitutif, p7.5.
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Figure 25. Représentation des étapes de production des virus recombinants
Représentation du virus parental modifié au niveau des génes codants pour la tyrosine kinase (TK) et 'hémagglutinine (HA). TK exprime

les génes qui codent pour I'’ARN polymérase du bactériophage T7 sous contréle de I'opéron lactose et le géne rapporteur exprimant la
protéine fluorescente verte (green fluorescent protein, GFP). HA pour exprime un géne de résistance a la néomycine, le géne rapporteur
qui code pour la protéine fluorescence mcCherry et les génes codants pour le systéme de sélection gyrase/protéine kinase R (PKR). Cette
région présente aussi des séquences de recombinaisons homologues compatibles avec celles synthétisées sur le plasmide pVote2. Ce
plasmide code pour la protéine d’intérét sous contréle du promoteur T7 et pour la guanine phosphoribosyl transferase (GPT) sous contréle
d’un promoteur viral constitutif (p7.5). La sélection des virus recombinants est suivie par microscopie a épifluorescence. L'expression de
la RFP diminue alors que celle de la GFP reste stable.

Pour produire le virus recombinant des cellules BHK21 adhérentes sont infectées par le virus parental a 0.1 unités
formant des plages de lyse par cellule. Elles sont en paralléle transfectées avec le plasmide pVote2 codant pour la
protéine d'intérét (0,5 yg/pL) en utilisant de la lipofectamine 3000 (Invitrogene, ref. 15282465) comme agent de
transfection. Plusieurs cycles de sélections vont permettre de sélectionner les virus recombinants. Un cycle de
sélection consiste a supplémenter le milieu de culture des cellules infectées et transfectées avec du FBS (2%), de
I'acide mycophénolique (10 mg/mL), de la xanthine (10 mg/mL), de I'hypoxanthine (1,5 mg/mL) et de

coumermycine (50 pg/mL). L'acide mycophénolique est un inhibiteur non compétitif et réversible de l'inosine
monophosphate déshydrogénase. Sa présence dans le milieu de culture inhibe la synthése des nucléotides
guanines. Le virus recombinant, grace a I'expression du gene de la GPT et en présence de xanthine et d'hypoxantine
est capable d'activer une voie de biosynthése secondaire lui permettant de synthétiser de la guanine et donc de
se multiplier. De plus, le virus parental est sensible a la coumermycine qui inhibe la traduction via une réaction en
cascade qui commence par la dimérisation de la gyrase, induisant la dimérisation de la PKR qui va alors
phosphoryler le facteur d'initiation de la traduction eucaryote 2a et inhiber la traduction. Finalement, trois cycles
de sélection sont nécessaires pour obtenir une majorité de virus recombinants. L'efficacité de la sélection est
caractérisée a l'aide d'un microscope a épifluorescence (EVOS, Thermo-Fischer) en suivant la diminution de

I'expression de la mCherry tandis que I'expression de la GFP reste stable.
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V.3 Contrdle de I'expression des nouveaux vecteurs recombinants et production des protéines recombinantes

L'expression des protéines d'intéréts est contrdlée en réalisant une production de protéines a l'aide de cellules
BHK21 adhérentes. Pour cela, 30 mL de milieu de culture GMEM, contenant 1.10° cellules adhérentes, supplémentés
avec du BTP (1,5 mg/mL), de la gentamicine (200 ng/mL) et du FBS (10%) sont cultivés et infectés a I'aide des MVA
recombinants. L'expression des protéines est induite par ajout d'isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG ; 1
mM) dans le milieu de culture. A l'issue de 24 h d'infection et d'induction, les cellules sont décrochées, rincées avec
une solution tamponnées phosphate saline et conservées a -20°C jusqu’a purification des protéines.

Afin de produire une grande quantité de protéines d'intéréts, de 6 L a 12 L de culture de cellules BHK21 en
suspension sont cultivés (figure 26). L'infection des cellules est réalisée en ajoutant 40 mL de virus pour 6 L de
culture contenant une concentration de 1.10° de cellules par mL dans un milieu GMEM supplémenté avec du BTP
(1,5 mg/mL), de la gentamicine (200 ng/mL) et du FBS (10%). Au terme de 24h d'infection et d'induction, réalisées
dans un incubateur a 37°C sous atmosphére contrélée, les cellules sont récupérées, culottées a l'aide d'une étape
de centrifugation, rincées avec une solution tamponnées phosphate saline et conservées a -20°C jusqu'a

purification des protéines.

1. Amplification viral ‘

Recombinant
MVA-Tev-Gag-GFP

—_ ——
Faible MOI - /

(0,1 PFU/cells)

~

“~Cellules BHK21 infectées
Cellules BHK21
en suspension

1.106 cellules /mL

2. Infection et induction ‘

— )

+IPTG cf : 1mM
- -

Cellules BHK21
en suspension
3. Récupération des cellules 24 heures

J+1: Récupération des

& Purification des protéine

cellules

Figure 26. Représentation des grandes étapes de production des protéines dans les cellules BHK21

1. Amplification virale : Des cellules BHK21 sont amplifiées dans le milieu GMEM supplémenté, jusqu’a atteindre une concentration de
1.10° cellules/mL. Elles sont alors infectées avec le virus MVA recombinant avec une faible MOI. Cette étape permet d’amplifier les virus
avant d'infecter 6 d 12L de cellules. 2. Infection etinduction : les virus amplifiés sont mélangés avec des cellules amplifiées. L'expression
de la protéine d'intérét et induite par ajout d'IPTG (1 mM). Aprés 24h les cellules sont récupérées. 3. Récupération des cellules : les
cellules sont alors culotées et lavées avec du PBS avant d’étre conservées a +20°C jusqu’a la purification des protéines.
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VL. Purification des protéines recombinantes en cellules de mammiféres

V1.1 Procédures communes a la purification des protéines produites en cellules de mammiféres

Les culots cellulaires sont décongelés et repris dans le tampon de lyse afin de casser les cellules par sonication
pendant 5 minutes, avec une alternance de 2 secondes a 40% d'amplitude et 2 secondes de pause, par le sonicateur
VibracCell (Bioblock Scientific, ref. 432-0133). Le tampon de lyse dépend de la protéine purifiée (tableau 6).
L'étiquette présente dans la partie N-terminale des protéines recombinantes est utilisée pour la premiére étape
de purification par colonne d'affinité (voir §suivant). Les fractions contenants la protéine d'intérét sont identifiées
en réalisant une électrophorése sur SDS-PAGE bis-acrylamide de 10 a 15% en fonction du PM des protéines, révélée
avec de I'InstantBlue® Coomassie (ABCAM, ref. ISB1L). Les fractions sont rassemblées pour étre concentrées a l'aide
d'un concentrateur Amicon Ultra-15 avec un seuil de passage des molécules de 10 (R-Vpr) ou 30 kDa (6His-Gag, R-
ALIX et R-VPR ; Merck Millipore, ref. UFC903008). Les protéines sont ensuite séparées en fonction de leur taille par
chromatographie a exclusion de taille en utilisant une colonne Superdex S200 (Cytiva) dans une solution de
conservation (détaillée tableau 6). De nouveau, les fractions contenants les protéines sont identifiées en réalisant
une électrophorése sur gel dénaturant SDS bis-acrylamide de 10 a 15% révélée avec de I'InstantBlue® Coomassie
(ABCAM, ref. ISB1L) et sont rassemblées pour étre concentrées. La concentration des protéines est estimée en
mesurant |'absorbance de la protéine purifiée a 280 nm a l'aide du Nanodrop (Mettler Toledo) et en appliquant la
loi de Beer Lambert :

C™'=AbS/(Eneorique-) (3)
Avec, Abs, I'absorbance a 280 nm ; €:s0nm, le coefficient d’absorption molaire a 280 nm en L.mol-1.cm-1; | : chemin
optique en cm (Nanodrop = 1 cm (valeur corrigée)) et c™ : la concentration de la solution en mol/L. Les coefficients
d'extinction molaire de chaque protéine étudiée sont récapitulés dans les tableaux 5 et 6 (paragraphes IV.2 & IV.3).
Les protéines purifiées sont ensuite séparées en aliquotes de 25 yL pour étre congelées rapidement par immersion

dans de I'azote liquide et conservées a - 80°C jusqu'a utilisation.
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Figure 27. Représentation des étapes de production et de purification des protéines

1. Production de la protéine : le virus de la vaccine Ankara recombinant est utilisé pour infecter des cellules BHK21 en suspension.
L'expression de Gag est induite par I'ajout d’1 mM d'IPTG dans le milieu de culture. L'infection et I'induction des cellules durent 24h a
l'issues desquelles les cellules sont culotées, récupérées et conservées a -20°C jusqu’d I'étape de purification. 2. Purification par
affinité : les culots sont repris dans la solution tamponnée de lyse pour étre détruits par sonication. Les débris de cellules sont séparés
des protéines et des acides nucléiques grace @ une étape d’ultracentrifugation et de filtration. Les protéines sont purifiées grace a
I'étiquette présente dans leur région N-terminale, grace a une colonne d'affinité (ici représentée par une HisTrap™ Excel). A l'issue de la
purification par affinité un SDS page est réalisé pour contréler les fractions qui contiennent la protéine d’intérét, les regrouper et les
concentrer avant de réaliser la purification en fonction de leur taille. 3. Purification en fonction de la taille (SEC) : les protéines ainsi
concentrées sont ensuite purifiées lors d’'une seconde étape de purification en fonction de la taille. Pour cela une colonne S200 16/60 est
utilisée. Les fractions contenant la protéine sont de nouveaux identifiées grace a un SDS-Page avant d’étre regroupées et concentrées.
Les protéines nouvellement purifiées sont ensuite analysées a I'aide de différentes méthodes biophysiques. 4. Analyses biophysiques :
la séquence, les modifications post traductionnelles, le PM, le rayon hydrodynamique, le coefficient de sédimentation et la température
de dénaturation sont déterminés, comparés et discutés a I'aide d’une batterie d'‘analyses biophysiques

V1.2 Purification des protéines recombinantes en fonction de leur étiquette

VI.2.1 Protéines 6His-Gag

Les culots de cellules BHK21 exprimant la protéine 6His-Gag sont re-suspendues dans une solution tamponnée de
lyse. Elle est constituée d'un mélange entre les solutions tamponnées de conservation (tampons A, tableau 6) et
2% de solution tamponnée d'élution (tampon B, tableau 6). Cette derniére, contient les mémes éléments que le
tampon A mais est supplémenté avec de l'imidazole (500 mM). Différentes solutions tamponnées (A/B) ont été
mises au point pour purifier 6His-Gag (tableau 6). La premiére solution (ici appelée Algousiisation) favorise la

solubilisation de Gag grace a une forte concentration ionique et de détergent. Les protéines 6His-Gag sont alors
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purifiées comme décrit ci-dessus par affinité en utilisant une colonne HisTrap™ Excel (Cytiva, ref. 17-3712-06). La
deuxiéme solution (ici appelée A2¢uacide) €St compatible avec la solubilisation de la protéine Vpr (voir §VI.2.3). Enfin,
une derniére solution (ici appelée A3(soomm nach) favorise 1@ formation d'interactions en réduisant la concentration de
chlorure de sodium (Nacl).

VI.2.2 Protéines R-ALIX

Les culots de cellules exprimant R-ALIX sont re-suspendues dans le tampon ALIX décrit (tableau 6). Suite a la
sonication les protéines ALIX sont purifiées par affinité en utilisant une colonne Strep-Tactin® XT SepharoseT™M
(Cytiva, ref. 16486149). De la desthiobiotine (2,5 mM) est utilisée pour I'étape d'élution (BLux-solubiisation)-

VI.2.3 Protéines R-Vpr

Les culots de cellules exprimant R-VPR sont re-suspendues dans la solution tamponnée de conservation favorisant
la solubilisation de VPR, tampon A2 acide) (tableau 6). Une fois re-suspendues, les cellules sont lysées par sonication
puis purifiées par affinité en utilisant une colonne Strep-Tactin® XT SepharoseTM (Cytiva, ref. 16486149). De la

biotine (50 mM) est utilisée pour I'étape d'élution (B2 wer pH acide))-
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Colonne d'affinité

Tampon de conservation (A)

Tampon d'élution (B)

Al solubilisation) +

B1[su|ubilisatiun) :

7 mM CHAPS
7 mM CHAPS
500 mM Nacl
. i 500 mM Nacl
GHis-Gag  HisTrap™ Excel 50 mM HEPES pH 7,5
50 mM HEPES pH 7,5
5 mM MqCl2,
2 mM MqCl2
2 mM 2-betamercaptoethanol
2 mM 2-betamercaptoethanol L.
500 mM imidazole (pH 7,5)
ALIX:
) ALIX:
Strep-Tactin® XT . 50 mM TRISHCL pH 7,5
R-ALIX 50 mM Tris HCl pH 7,5
SepharoseT™M 500 mM Nacl
500 mM Nacl Lo
2,5 mM Desthiobiotine
Az(pHAcide]:
Bz(Gag-pHAcide):
7 mM CHAPS
7 mM CHAPS
500 mM Nacl
500 mM Nacl
. . 50 mM TRIS HCl pH 6,8
GHis-Gag  HisTrap™ Excel 50 mM TRIS HCl pH 6,8
2 mM MqClI2
5 mM MqCl2,
2 mM 2-betamercaptoethanol
2 mM 2-betamercaptoethanol
500 mM imidazole (pH 7,5)
Az(pHAcide): Bz[vpr-pHAcide):
7 mM CHAPS 7 mM CHAPS
. 500 mM Nacl 500 mM Nacl
Strep-Tactin® XT
R-Vpr 50 mM TRIS HCl pH 6,8 50 mM TRIS HCI pH 6,8
SepharoseT™
2 mM MgClI2 5 mM MgCl2,
2 mM 2-betamercaptoethanol 2 mM 2-betamercaptoethanol
50 mM Biotine (pH 6,8)
B3(s00 mmNac) ¢
A3 (500 mmNaci) *
500 mM Nacl
500 mM Nacl
. . 50 mM HEPES pH 7,5
GHis-Gag  HisTrap™ Excel 50 mM HEPES pH 7,5
5 mM MgCl2
5 mM MqgCl2

2 mM 2-betamercaptoethanol

2 mM 2-betamercaptoethanol
500 mM imidazole (pH 7,5)

Tableau 6. Solutions tamponnées utilisées au cours des purifications des protéines produites en cellules de mammiféres

Les éléments qui permettent I'étape d’élution lors de la purification d’affinité sont représentés en bleu et en gras.

VII. Caractérisation des protéines purifiées

Vil.1 Détection des protéines recombinantes par Western Blot (WB)

Les protéines produites par des cellules de mammiféres sont identifiées par WB. Dans ce but, 1 pug de protéine
6His-Gag est mélangé avec du bleu de charge LDS NUPAGE™ et de I'agent réducteur NUPAGE™ (Invitrogen, ref.

NP0009). Le mélange est déposé sur un SDS-PAGE bis-acrylamide de 12,5% dans un tampon de Tris glycine SDS. A
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I'issue de la migration, le gel est transféré sur une membrane en polyfluorure de vinylidéne (PVDF) Midi, 22 um
(Bio-RAD, ref. 1704157) en utilisant la technologie de transfert du systéme Trans-Blot Turbo (Bio-RAD, ref.
10039859). La membrane est bloquée avec une solution tamponnée de Tris HCl pH 7,5, NaCl et Triton X100
supplémentée avec 5% de lait en poudre pendant 1 heure a 4°C. Les protéines sont détectées grace a I'ajout d'un
anticorps monoclonal de souris dirigé contre I'étiquette 6His (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-8036). La réaction
dure toute la nuit a 4°C. Cet anticorps primaire est détecté a I'aide d'anticorps secondaires de chévre dirigés contre
les immunoglobulines G (IgG) de souris et conjugués a de la peroxydase de raifort (HRP ; Bio-Rad, ref1706516 ;
1/3000 v/v).

Pour les partenaires de Gag (R-Vpr, R-ALIX et R-UEV), un anticorps polyclonal dirigé contre le I'étiquette Strep-tag®
conjugué a de la HRP (IBA, ref. 2-1507-001) est utilisé pour détecter les protéines (1 : 1000, v/v).

Enfin, I'ensemble des protéines est visualisé par chimioluminescence a I'aide du réactif de détection ECL Prime
Western blotting detection (Cytiva, ref. RPN2236) et sont analysées en utilisant I'appareil de lecture de gels Chemi-

Doc Touch Imaging system (Bio-RAD).

VII.2 Controle de la séquence et des PTM des protéines par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est utilisée pour controler les séquences des protéines
nouvellement produites, ainsi que pour localiser les PTM en se concentrant notamment sur les ubiquitinations et
les phosphorylations. Ces analyses sont réalisées grace a la « Plateforme Protéomique Strasbourg-Esplanade »

(IBMC, Strasbourg) en collaboration avec Philippe Hammam , Lauriane Kuhn et Johana Chicher.

Pour les analyses, 10 yg de protéines sont préparés, soit en solution dans leur solution tamponnée, soit en
découpant la bande d'intérét d'un SDS-PAGE. La préparation d'échantillon en solution permet, d'obtenir des
informations sur la pureté de la protéine, sur l'identité des contaminants et sur la présence de PTM. Les analyses
réalisées sur la bande de SDS-PAGE d'intérét, permettent d'obtenir des informations plus exhaustives sur la
séquence de la protéine d'intérét et notamment sur la présence d'éventuelles PTM. Les échantillons en solution
sont précipités avec de I'acétate ammonium (0,1 M final) et dénaturés avec du méthanol (MetOH ; 100%). Les
bandes de gel révélés en utilisant une solution de bleu de Coomassie sont découpées et décolorées a l'aide de
plusieurs bains. Le premier bain contient du bicarbonate d’ammonium (50 mM), le second contient du bicarbonate
d'ammonium (50 mM) supplémenté avec de I'acétonitrile (50% final). Les morceaux de gel sont immergés

cycliquement dans ces deux solutions jusqu'a leur décoloration totale (gel translucide).
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Les protéines issues de I'une ou 'autre méthode (en gel ou en solution), sont re-suspendues dans une solution de
dithiothreitol (5 mM) et iodoacétamide (10 mM) pour pouvoir réduire et alkyler les protéines. Elles sont ensuite
digérées toute la nuit a 37°C dans une étuve avec de la trypsine (Promega, ref. V5280) pour hydrolyser les liaisons
peptidiques apreés les acides aminés basiques (lysine, arginine) ou de la chymotrypsine (Promega, ref. v1061) pour
couper apres les résidus aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane) et les résidus méthionine et leucine.
Les enzymes sont utilisées avec un ratio 1: 20 v/v. Les peptides digérés sont ensuite séparés a l'aide d'une
chromatographie en phase stationnaire chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC) easy nano
€100, de type C18 (ThermoFischer, ref. 164569). Cette HPLC en phase inverse permet de séparer les peptides par
hydrophobicité. Les protéines sont ensuite ionisées par électro-spray (Smith et al., 1990). Le nébulisdt rentre dans
le spectrométre de masse QExactive-Plus Orbitrap (ThermoFisher scientific, ref. F019). Les ions sont triés en
fonction de leurs valeurs de masse-sur-charge (m/z). Pour pouvoir identifier les peptides, une étape
supplémentaire de fragmentation est réalisée. Pour cela, les peptides sont bloqués dans une chambre de collision
et des molécules de d'azote ultra pur sont ajoutées. La collision entre le gaz et les peptides va induire des coupures
au niveau des liaisons peptidiques entre les acides aminés. Ces ions fragmentés sont ensuite accélérés dans un
champ électrique, puis dirigés et piégés entre les péles d'un aimant selon une trajectoire circulaire qui dépend de
leur rapport m/z. L'ensemble des mesures constitue un spectre de fragmentation (figure 28). Par convention, les
ions fragmentés contenant I'extrémité N-terminale du peptide sont appelés ions b et les fragments contenant
I'extrémité C-terminale sont appelés ions y (Roepstorff and Fohlman, 1984). Tous les ions mesurés, constituent les
spectres expérimentaux. En paralléle, la séquence FASTA Homo sapiens et VIH contenues dans la base de données
publique UniProtkB et la séquence théorique de la protéine d'intérét sont découpées en peptides aprés les acides
aminés R et K, en utilisant l'algorithme Mascot version 2.6 (Matrix Science). Chaque séquence en acides aminés
découpée virtuellement, constitue un spectre MS2 théoriques. Les spectres expérimentaux qui ont des pics avec
des hauteurs de signal différentes sont alors comparés aux spectres théoriques. Afin d'assigner le plus de spectres
expérimentaux a des séquences peptidiques, I'algorithme tolére la présence de certaines modifications lors des
comparaisons des spectres expérimentaux et théoriques. En effet, I'algorithme Mascot cherche systématiquement
la présence de carbamidomethylation sur les Cystéines (modification fixe), la présence éventuelle d'acétylation
sur la région N-terminale des protéines ainsi que I'oxydation sur les Méthionines (modifications variables). Toutes
les autres modifications sont indiquées comme variables. Ainsi, l'algorithme réalise des recherches de
phosphorylation des Serines, Thréonine et Tyrosine, d'ubiquitination des Lysines et des Cystéines, d'oxydation des

Méthionines et des SUMOylations par la protéine SUMO1 qui induit un incrément de 2135 Da et la SUMOylation les
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protéines SUM02/3 induisant un incrément de 3549 Da, sur les Lysines. La configuration de l'instrument est
spécifiée comme « ESI-Trap » et les tolérances de masse en MS et MS/MS sont fixées a 10 ppm et 0,02 Da
respectivement. Les fichiers Mascot.dat résultants sont importés dans le logiciel Proline v2.0
(http://proline.profiproteomics.fr) pour le traitement des résultats. Les protéines sont validées avec Mascot en
utilisant les rangs égaux a 1, un taux de faux-positifs (False Discovery Rate, FDR) inférieur a 1% au niveau des
correspondances spectre-peptide (PSM ou Peptide Spectrum Match) mais aussi au niveau de lI'ensemble de

proteines. Enfin, les localisations des PTM sont revérifiées manuellement.

IONISATION ANALYSE FRAGMENTATION DETECTION
lonisation Ms1 Chambre de collision MS2
<\‘ e (— V) ‘
cL w* —_— | fragmentation | L
++ g / F \ / ] F
- # Azote ultra pur
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*
°
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Figure 28. Représentation de I'analyse des macromolécules par MS/MS

Les protéines sont séparées a I'aide d’'une HPLC en phase inverse a l'issue de laquelle les protéines sont ionisées par la méthode ESI. Les
ions entrent dans le spectrométre ou ils sont triés en fonction de leur valeur de rapport masse-sur-charge (m/z). Pour pouvoir identifier
les peptides, une étape supplémentaire de fragmentation est réalisée dans la chambre de collision. Ces ions fragmentés sont ensuite
accélérés dans un champ électrique, puis dirigés et piégés entre les péles d’'un aimant selon une trajectoire circulaire qui dépend de leur
m/z. L'ensemble des mesures constitue un spectre de fragmentation.

ViI.3 Echange de solutions tamponnées par dialyse des protéines 6His-Gag purifiées

Dans le but de caractériser I'état oligomérique et la solubilité de la protéine Gag dans les différentes solutions
tamponnées A (tableau 6), la protéine recombinante 6His-Gag est soit purifiée directement dans la solution
d'intérét, soit elle est dialysée. Notamment pour le tampon A3. L'utilisation d'un tel tampon ne permet pas d'avoir
de forts rendements de purification car il présente une limite de solubilisation autours de 0,7 mg/mL, tandis que
le tampon A1 permet d'obtenir des concentration de 4 mg/mL. Ainsi, des dialyses sont réalisées pour réduire les
pertes de protéines lors des étapes de purifications. Pour cela, la protéine Gag purifiée dans le tampon Al est
décongelée sur glace. Un volume minimum de 50 pL est déposé dans des D-Tubes™ Dialyzer Midi ayant un seuil
d'exclusion de 3,5 kDa (Merck Millipore, ref. 71506) pour étre dialysé, pendant la nuit a 4°C, contre la solution

tamponnée d'intérét. La protéine dialysée est ensuite centrifugée 30 minutes a 14000 g a 4°C. Un aliquote du
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surnageant est contrdlée par DLS (détaillé section Matériels et méthodes, 8IX.1). Le reste de I'échantillon est
transféré dans des tubes Eppendorf a faible adhésion de surface (ThermoFisher Scientific, 90410) et conservé sur

glace jusqu’'a utilisation.

VIil.4 Marquage fluorescent des protéines Gag purifiées

Certaines méthodes biophysiques telles que I'anisotropie de fluorescence et FIDABio utilisées lors de la
caractérisation des protéines Gag (produites en systéeme bactérien et mammifére) et des complexes entre ces
derniéres et leurs partenaires, nécessitent le marquage préalable de Gag par une sonde fluorescente. Pour cela,
les protéines Gag sont marquées en suivant le protocole du kit Fluorospin 490 (Dyomics, ref. PMKNAHC).
Brievement, un ester succinimidylique réactif de DY-490 (Dyomics) forme une liaison covalente stable avec les
lysines libres des protéines Gag. Le volume de marqueur fluorescent a ajouter dans le milieu dépend directement

du volume initial et de la concentration initiale de la protéine comme décrit dans la formule ci-dessous :

C massiquegqq * Volumeg,, * 1000

« MR (= 10 (4)
Cfluorophores * MW ( )

Pour améliorer le marquage, 0,05% de Tween 1% sont ajoutés a la préparation. La réaction de marquage est
réalisée a température ambiante [22; 25°C] ; a I'obscurité, pendant 1h. La protéine marquée est purifiée en suivant
le protocole des colonnes SephadexTM - G-25 DNA (Ge Healthcare, ref. 17-0853-02) préalablement équilibrées
avec la solution tamponnée expérimentale (A1, A2 ou A3 ; tableau 6). La protéine est éluée par ajout de 50 pL de
tampon A. Cette étape est réalisée 9 fois. Cela permet de récupérer de plus fortes concentrations de protéines
plutdét qu'une concentration diluée par les volumes moins concentrés. La protéine marquée est conservée dans des
tubes Eppendorf a faible adhésion de surface (ThermoFisher Scientific, 90410) a I'obscurité a 4°C jusqu'a analyse.
L'efficacité de marquage est évaluée en utilisant les formules suivantes,

i. Correction de la concentration molaire de la protéine en fonction de I'absorbance de la sonde :

Abs 280nm—(Abs 294nm+0.11) (5)
€280nm Gag

Cmol -

ii. Calcul du nombre de fluorophores par protéine :
Abs 294 nm (6)
& fluorophore (71000)x Cmolaire Gag

VIl Formation des complexes entre Gag et ses partenaires protéiques et nucléiques

VIil.1 Formation des complexes entre la protéine 6His-Gag et 'ARN111,;
Pour former les complexes entre Gag et I'ARNg viral produit in vitro, nous avons suivi deux procédures. D'une part,

les deux partenaires sont mélangés dans un Eppendorf 1,5 mL et immédiatement caractérisés par I'ensemble des
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méthodes utilisées au sein de cette travail de thése (DLS, anisotropie de fluorescence, CryoEM, paragraphes IX et
X). D'autre part, le mélange est incubé 30 minutes a température ambiante dans des tubes Eppendorf a faible
adhésion de surface (ThermoFisher, ref. 90410) avant d'étre analysée par DLS, AUC, FIDAbio. Les contrdles négatifs
sont réalisés en utilisant 'ARN111.4 (tableau 2) et I’'ARN de transfert (ARNt) de levure Ambion™ (ThermoFisher ;

ref. AM7119).

VIII.2 Formation des complexes entre GHis-Gag et ses partenaires protéiques (ALIX, Vpr)

Pour former les complexes entre Gag et ses partenaires (ALIX et Vpr) différentes solutions tamponnées sont
testées. D'une part, le tampon ALIX est utilisé pour former les complexes entre 6His-Gag et R-ALIX. D'autre part, le
tampon A3 est utilisé pour former les complexes entre GHis-Gag et les protéines Vpr synthétisée chimiquement et
produites en cellules BHK21. Vpr est décrit dans la littérature comme étant soluble a pH acide (Cornille et al., 1999).
Les complexes sont formés par mélange et incubation 30 minutes a température ambiante dans des tubes
Eppendorf a faible adhésion de surface (ThermoFisher, ref. 90410). Ces complexes sont caractérisés en utilisant la
méthode biophysique FIDAbio (Section Matériels et Méthodes, §I1X). Un contrdle est réalisé avec la protéine Gag-

6His produites en cellules bactériennes et la protéine R-Vpr.

IX Méthodes biophysiques d'analyse de I'ARNg, de Gag et des complexes

IX.1 Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La méthode DLS (Dynamic Light Scattering) est utilisée en routine dans cette étude pour déterminer I'état
oligomérique et le taux d'agrégation des macromolécules en solution. Cette méthode permet de caractériser I'effet
des conditions expérimentales sur la solubilité, la stabilité et I'état oligomérique des macromolécules. C'est un outil
crucial dans la mise au point des solutions tamponnées de solubilisation des protéines produites en cellules de
mammiféres. De maniére générale, elle permet de déterminer le rayon hydrodynamique (Rh) des protéines, des

ARN, ainsi que des complexes protéines-ARN en solution.

Pour contréler I'état multimérique et le Rh de I'ARN111,; ou des protéines GHis-Gag, les échantillons sont préparés
avec une concentration minimale de 0,3 mg/mL, correspondant a limite expérimentale de détection de Gag et de
I'’ARN. En paralléle les complexes entre Gag et I'’ARN sont formés comme décrit section Matériels et Méthodes ;
8VIII.1 et les échantillons sont préparés avec une concentration minimale de 0,4 mg/mL de Gag (équivalent a 6,8
UM). Pour réaliser un point de mesure, 5 pL d'échantillon sont déposés dans une cuvette en quartz (Wyatt

Technology, ref. JC-006, PIN16269702). Les intensités de lumiére diffusées sont mesurées en utilisant I'appareil
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DynaPro NanostarTM (Wyatt Technologies). Un laser hélium/ néon (HeNe) de 100 mW d'une longueur d'onde de 633
nm (Wyatt Technologies) éclaire des particules en suspension dans la solution d'analyse (figure 29). Ces particules
sont sujettes aux mouvements browniens et diffusent la lumiére dans toutes les directions (diffusion de Rayleigh).
Les photons diffusés sont mesurés par un détecteur qui se trouve a un angle donné (90°C), au cours du temps. Les
mouvements, induisent la fluctuation de I'intensité de lumiére diffusée. Le signal est analysé par un auto-
corrélateur qui prend en compte les signaux pris a des intervalles de temps variables (de la nanoseconde a la
microseconde). La dérivée de la fonction d'autocorrélation permet de déterminer le coefficient de diffusion (D).
En mettantI'hypothése que les protéines sont des sphéres pleines, il est possible de déterminer le Rh de la molécule

en solution a l'aide de I'équation de Stokes-Einstein décrite ci-dessous.

po_ foT @)
_67T*1”|S*Rh

Avec D le coefficient de diffusion, ki, la constante de Boltzmann 1,380 649 x 1072 J¥K™, T la température (°K), ns

la viscosité du solvant et Rh rayon hydrodynamique. Les mesures sont réalisées a 20°C et en moyenne 10
acquisitions sont acquises pour I'analyse des résultats aprés un temps d'équilibration de deux minutes pour
permettre a la température et aux particules de se stabiliser. Les distributions en intensité de lumiére diffusée et
en masse sont utilisées pour I'analyse des résultats, bien que la derniére suppose que toutes les molécules en

solutions ont la méme forme et les mémes propriétés optiques.
Cuve en quartz

Laser

Scattering

intensity

——
—

—
==

Scattering
intensity

Détecteur

Hydrodynamic radius

—-

Correlateur

Auto correlation

N\

time

Figure 29. Représentation d'un instrument de diffusion dynamique de la lumiére (DLS ; Wyatt)

Une cuve en quartz est éclairée par un laser hélium néon. Les particules composant I'échantillon réalisent des mouvements browniens
en solution. Elles sont alors capables de diffuser la lumiére dans toutes les directions (diffusion de Rayleigh). Les photons diffusés sont
mesurés par un détecteur qui se trouve @ un angle de 90°. Il mesure I'intensité de lumiére diffusée au cours du temps. Le signal est
analysé par un auto-corrélateur qui prend en compte les signaux d des intervalles de temps variables. La dérivée de la fonction
d’autocorrélation permet de déterminer le coefficient de diffusion (D). Figure adaptée de Misono, 2019.
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IX.2 Diffusion de lumiére multi-angle couplée a une chromatographie a exclusion de taille (SEC-MALS)

La diffusion de lumiére multi-angle couplée a une chromatographie a exclusion de taille (SEC-MALS) est une
méthode biophysique combinant la diffusion de la lumiére sous plusieurs angles avec une chromatographie a
exclusion de taille. Dans cette étude, elle est utilisée pour caractériser le PM expérimental et I'état multimérique
de GHis-Gag en solution dans différentes solutions tamponnées (A1l et A3, tableau 6). Elle permet aussi de
déterminer le pourcentage de micelles de 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS)
entourant la protéine purifiée dans le tampon A1l. En effet, la concentration de formation de micelle critique (CMC)
du CHAPS est de 6 mM. Ces analyses sont réalisées au sein de la « Plateforme Biologie structurale intégrée, plateau

biophysique moléculaire » (CBI, IGBMC, lllkirch), en collaboration avec Pierre Poussin.

Afin de réaliser I'analyse la protéine doit étre purifiée et la plus concentrée possible. Ainsi, pour déterminer I'état
oligomérique de 6His-Gag purifiée dans le tampon A1, 100 pL de protéines sont décongelés sur glace et centrifugés
30 minutes a 14000 g a 4°C. Le surnageant est prélevé et la concentration est estimée en mesurant I'absorbance
de la protéine purifiée a 280 nm comme décrit précédemment. Dans le but de contrdler I'état multimérique et le
PM de 6His-Gag dans le tampon A3, la protéine purifiée dans le tampon Al est décongelée et dialysée contre la
solution tamponnée A3,

Une fois les échantillons préparés, entre 50 et 100 pL de protéines sontinjectés sur le systéme de chromatographie
en phase liquide a haute pression Superdex S200, 10/300 (de Cytiva, ref. 17-5175-01), a un débit de 0,5 mL/minute.
Une fois séparées en fonction de leur taille, les particules passent devant le détecteur a diffusion de la lumiére
miniDAWN TREOS (Wyatt technology). La diffusion de la lumiére des particules en solution est mesurée selon trois
angles, 43,6°, 90° et 136,4°. Le miniDAWN TREOQS posséde un laser de longueur d'onde de 658,9 nm avec un module
de diffusion dynamique de la lumiére (Quasi Elastic Light Scattering, QELS) pour déterminer le Rh, une cellule Uv
pour mesurer I'absorbance de la protéine a 280 nm et un réfractométre Optilab T-rEx (Wyatt Technology) pour

mesurer l'indice de réfraction de I'échantillon (figure 30).
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Figure 30. Représentation du systéme de chromatographie d'exclusion de taille couplé a de la diffusion de lumiére multi-
angle (SEC-MALS ; Wyatt)

L’échantillon est séparé sur une colonne de chromatographie d exclusion de taille grace a un appareil AKTA purifier. Une fois les protéines
séparées en fonction de leur taille, elles passent a travers des systémes de détections aux UV, de diffusion de lumiére multi-angle (MALS)
et de différence d'indice de réfraction (RI). Les signaux de sortie des détecteurs sont combinés et analysés par le logiciel ASTRA (d‘aprés
Malverne Panalytical et Amartely et al., 2018).

L'indice de réfraction de 6His-Gag (dn/dc) est défini comme étant de 0,185 mL/g et celui du CHAPS comme étant
de 0,1323 mL/g. Toutes les analyses sont réalisées a 25°C. La collecte des données et |'analyse SEC-MALS sont

réalisées avec le logiciel ASTRA 7 (Wyatt Technology ; Wyatt, 1993 ; Lorber, 2018; Velours et al., 2022).

Les PM sont déterminés grace a la formule suivante :
dn? (8)
Iga*PM*C*(a)

Avec lgcorrespond a l'intensité de signal mesurée par le MALS, PM correspond au PM expérimentale de la protéine,

C la concentration et le dn/dc est mesuré par le dRI.
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Pour la protéine GHis-Gag purifiée dans le tampon A1l (tableau 6) le modéle Protein Conjugate Analysis est utilisé.

Il est défini par I'équation suivante

An _ Abs/L o
(%) moléculel * (%) molécule2 = (1 — x) g g x(1—x)

Avec x la fraction massique du composant 1 (ici Gag) et donc (1 - X) est la fraction massique du composant 2 (ici
CHAPS). Les dn/dc pour chaque composant et le coefficient d'extinction molaire pour Gag (£1). Abs correspond a

I'absorbance mesuré au détecteur UV et L la longueur du chemin parcouru (Wyatt, 1993).

IX.3 Analyse de la dispersion induite par flux (FIDAbio)

La technologie FIDAbio consiste a calculer la dispersion d'une macromolécule marquée en solution dans un
capillaire micro fluidique a partir de son profil d'écoulement laminaire. Cette méthode permet de caractériser I'état
oligomérique et le Rh des protéines marquées. Elle permet aussi de suivre la formation de complexes entre la
molécule marquée, appelée Indicateur et son partenaire dans la solution tamponnée, appelé Analyte (figure 31).
Les analyses FIDA sont réalisées a l'aide de l'instrument FIDAlyzer (Fida Biosystems, ApS). Au cours de ces analyses
nous avons choisi de marquer la protéine 6His-Gag, comme décrit dans le §VIi.4.

Une fois marquée, 12 pL de protéines sont ajoutés dans des inserts en verre (Fida Biosystems, ref. 202-200). Le
reste de |'analyse est réalisé automatiquement. Ainsi, I'Indicateur est aspiré dans un capillaire en silice (de 75 ptm
de diametre intérieur, 375 uym de diamétre extérieur, d'une longueur totale de 100 cm ; Fida Biosystems, ref. 110-
001V) et passe devant un laser diode d'une longueur a d'onde d'excitation de 488 nm. La dispersion de la protéine
marquée dépend des dimensions du capillaire ensilice (fixes), du débit utilisé (fixe de 3 mm/s) et de son coefficient
de diffusion dans le flux laminaire qui est calculé au cours de I'analyse.

Ainsi, la premiére étape consiste a déterminer la concentration a laquelle le signal d’intensité est suffisant pour
réaliser le reste des tests. L'intensité du signal dépend de I'efficacité de marquage et de la concentration de la
macromolécule. Ainsi des étapes de titrations sont nécessaires avant chaque analyse pour déterminer la
concentration d'indicateur & utiliser pour réaliser les titrations (généralement comprise entre 100 et 500 nM). A la
suite de chaque point de mesure, le capillaire est nettoyé a 1500 mbar pendant 3 minutes avec la solution
tamponnée de conservation (A2 ou A3), puis il est équilibré avec la solution tamponnée pendant 45 secondes a
1500 mbar. L'indicateur est alors injecté a 50 mbar pendant 10 secondes (cela correspond a un volume de 39 nL).
Une fois injecté, I'échantillon est poussé vers le point de détection par la solution tamponnée a 100 mbar pendant
600 secondes. Tous les échantillons sont analysés en duplicata. FIDAlyser réalise un calcul de la viscosité de

I'échantillon, pour cela la température est contrdlée a 20°C a l'intérieur de l'instrument et du capillaire. Les
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Taylorgrammes représentant I'intensité de fluorescence (RFU) en fonction du temps (en minutes) sont traités a
I'aide du logiciel d'analyse de données FIDA (Fida Biosystems ApS) qui permet de calculer le Rh a partir des
coefficients de diffusion mesuré (grace a I'équation de Stokes-Einstein), compensé par les fluctuations de
viscosité, comme décrit dans (Poulsen et al., 2015).

Ainsi; le Rh (en nm) de G6His-Gag marquée dans les tampons A2 ou A3 est mesuré et est le contrdle dans I'étude de
la formation des complexes entre Gag et ses partenaires protéiques ou nucléiques

Les complexes formé par G6His-Gag et 'ARN111,: sont étudiés dans le tampon A3. Pour cela, des concentrations
croissantes d’ARN (150 pM a 300 nM) sont ajoutées a une concentration stable de Gag allant de 150 nM a 300 nM
en fonction des analyses. Finalement, concernant les analyses sur les complexes entre GHis-Gag et Vpr produites
synthétiquement ou en cellules BHK21, le Rh des complexes est évalué en rajoutant des quantités croissantes de

vpr (de 200 nM a 6000 nM) a une quantité fixe de Gag (de 300 mM) dans le tampon A2.
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Figure 31. Représentation du principe de la méthode d'analyse de la dispersion induite par un flux (FIDABio)

Dans I'encadrée, association des mots de vocabulaire « indicateur » et « analyte » aux molécules utilisées dans I'étude. Et présentation
du flux de travail dans une analyse FIDAbio. Aprés le rincage, le capillaire est rempli avec I'analyte (tampon ou tampon + partenaires).
Un volume de 10 nL d'indicateur est injecté et déplacé vers le détecteur par un flux sous pression. Pendant le trajet l'indicateur est
mélangé a I'échantillon. La taille du pic de l'indicateur est liée a la diffusion apparente. Plus le degré de liaison est élevé plus la valeur
de diffusion I'est (refait d’apreés Poulsen et al., 2015).

IX.4 Ultracentrifugation analytique (AUC).

L'ultracentrifugation analytique (Analytical UltraCentrifugation, AUC) permet de déterminer le coefficient de

sédimentation (c(s)) en Svedberg, le coefficient de friction (f/f0), la distribution des espéces, le PM expérimental
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et le Rh de macromolécules en solution (figure 32). Brievement, I'AUC se base sur la théorie de Svedberg ou le
coefficient de sédimentation équivaut a 10™s™ et peut étre défini par la formule suivante :

M(1—-v.p) u _ (10)
N.f  w?r

Il est alors possible de déterminer la masse molaire en utilisant I'équation de Svedberg et le coefficient de friction
(f) qui dépend a la fois de la taille et de la forme de la particule. Ici dans un régime laminaire. Ainsi en utilisant
I'équation de Stokes-Einstein, (équation 7, section Matériels et méthodes ; 81X.1), il est possible de déterminer :
s * RT (11)
Dx(1-7*pg)
Cette technique est utilisée pour caractériser la dimérisation de 'ARN111,; et la formation de complexes entre la
protéine GHis-Gag et I'ARN111,r dans les solutions tamponnées A1l et A3. Ces analyses sont réalisées au sein de la

« Plateforme Biologie structurale intégrée, plateau biophysique moléculaire » (CBI, IGBMC, Illkirch) en collaboration

avec Catherine Birck.

Afin de réaliser des mesures de la vitesse de sédimentation, 400 pL d'ARN111,, purifiés et repliés ayant une
absorbance a 260 nm comprise entre [0,3 et 1,2] sont déposés dans des cellules d'analyse AUC a double secteur
(Beckam Coulter, ref. 334602). Finalement, exactement le méme volume de solution tamponnée correspondante
est déposé dans le deuxiéme secteur des cellules d'analyse AUC a double secteur (Beckam Coulter, ref. 334602).
Les cellules sont alors placées dans le rotor AN-50 TI Analytical 8-Place Titanium Rotor (Beckam Coulter, ref.
363782). Pendant I'analyse le rotor est placé sous vide a 20°C. Les mesures de vitesses de sédimentation sont
réalisées a 45000 rpm (155358 g ; avec r = 6,5 cm). L'AUC ProteomeLab XL-1® (Beckam Coulter) permet également
de réaliser des mesures d'absorbance. Elles utilisent une lampe au Xénon pouvant aller de 190 nm a 800 nm,
permettant de calculer la concentration de I'échantillon dans la cellule en appliquant la loi de Beer-Lambert. Elle
mesure 1 point pendant 1 minute tout le long de I'analyse. Les résultats sont ensuite analysés en utilisant le logiciel
Sedfit, en appliquant le modéle de distribution continue avec une variable discréte. Les parameétres appliqués sont
une résolution de 100, un intervalle de valeur de sédimentation allant de 0.5 & 20 et un intervalle de confiance de
0.68. Le modeéle permet de déterminer le coefficient de friction dépendant de la taille et de la forme des molécules
et de calculer la distribution différentielle des coefficients de sédimentation c(s). La déviation de la racine de la

moyenne des carrés (Root Mean Square Deviation ; RMSD) est utilisée pour valider ou infirmer les modéles.
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Figure 32. Représentation du systéme d'ultracentrifugation analytique (AUC)

Représentation de I'arrangement du systéme optique et des rotors pour une ultracentrifugeuse Beckman XL-1. Représentation d'une
piéce a deux secteurs et de |'effet de la gravité sur les secteurs. Finalement représentation des scans optiques obtenus a l'issus d’une
analyse d’AUC dans lesquelles le fond de migration descend vers le fond de la cellule au cours du temps d’apreés (Mitra, 2009)

IX.5 Nano-fluorimétrie a balayage différentiel (NanoDSF)

Le Prometheus NT.48 fluorimeter (NanoTemper) est un appareil de NanoDSF utilisé pour déterminer la stabilité, la
dénaturation thermique et I'oligomérisation de 6His-Gag sur la base de la fluorescence intrinseque des acides
aminés aromatiques tryptophane, tyrosine et phénylalanine (figure 33). La protéine GHis-Gag contient 9
tryptophanes, 31 tyrosines et 14 phénylalanines. La stabilité thermique d'une protéine est généralement décrite
par la température de fusion (Melting Temperature, Tm) et correspond a la température a laquelle 50% des
protéines sont dénaturées. La dénaturation de la protéine entraine l'accessibilité des acides aminés aromatiques
provocant une augmentation du signal d'intensité de fluorescence a 350 nm et 330 nm apres excitation aux UV a
280 nm. La protéine GHis-Gag purifiée et concentrée dans les tampons Alou A3 (tableau 6) est centrifugée suite
a sa décongélation comme précédemment décrit afin de perdre les éventuels agrégats présents en solutions
comme vérifié par DLS. A l'issue de la centrifugation, 10 uL de protéines sont aspirés dans les nano-capillaires
NanoDSF-grade standard (Nanotemper). Les capillaires sont placés dans le porte échantillon du Prometheus NT.48
Fluorimeter (Nanotemper). Le logiciel PR.ThermControl (version 2.1.2) permet de contréler la fluorimétrie. Un
gradient de température linéaire est alors appliqué aux protéines de 20°C a 95°C avec un intervalle de température

d'1°C par minute. La fluorescence a 330 nm et 350 nm émise par la protéine est mesurée en continue.
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Figure 33. Représentation du principe de la nano-fluorimétrie a balayage différentiel (NanoDSF ; Prometheus)
Lorsqu’avec I'augmentation de la température la protéine est dénaturée, la fluorescence augmente d’aprés https://2bind.com/nanodsf/.

IX.6 Caractérisation des complexes entre GHis-Gag et les ARN viraux par anisotropie de fluorescence

La polarisation de fluorescence (FP) est utilisée pour déterminer I'affinité de liaison entre la protéine 6His-Gag
et les ARN111,; et ARNSL1;5 dans la solution tamponnée A3. Les complexes sont formés comme précédemment
décrit section Matériels et Méthodes ; 8VIIl a concentration fixe d'ARN de 5 nM préalablement marqué par le
fluorophore FTSC (comme décrit dans la section Matériels et Méthodes ; 8111.2). Le mutant ARN111a, Sert de
contrdle négatif. L'anisotropie est évaluée en rajoutant des quantités croissantes de Gag (de 5 nM a 500 nM) a
I'’ARNg, dans un volume final de 100 pL. L'ajout de quantité croissante de protéines permet d'obtenir une courbe
de liaison entre I'ARN et la protéine dans le but d'estimer le kD apparent du complexe. L'anisotropie est mesurée
3 20°C dans les plaques 96 puits Greiner 96 F-Bottom (Merck, ref. M8185-100EA) par le PHERAstar FSX (BMG
Labtech) en utilisant le module optique FP485520520. Une lampe a Xénon émet une lumiére de longueur d'onde
monochromatique de 485 nm qui est polarisée par un filtre de polarisation. Cette lumiére polarisée excite les
ARN viraux marqués en association avec les protéines en solution (figure 34). Le degré de polarisation de
fluorescence est alors défini par I'anisotropie (A) :

_ PI-PL

= (12)
Pl+PL

ou Pll représente I'intensité de fluorescence émise parallélement au rayon incident et PL représente l'intensité
de fluorescence émise perpendiculairement au rayon incident. L'émission fluorescente est évaluée a la

longueur d'onde 520 nm.

L'équation de Scatchard sur la moyenne des courbes est utilisée pour calculer I'affinité et le nombre de sites de

liaison entre la protéine et I'ARN (Scatchard, 1949).

102



Kobs*Pf (13]
1+KObS*Pf

Avec Kqssla constante d'affinité observée, Ps la concentration de protéine libre.
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Figure 34, Représentation de la méthode d'anisotropie de fluorescence

D’une part, I'excitation par une source de lumiére polarisée de petites molécules fluorescentes marquées induit une rotation rapide des
fluorophores. La lumiére émise est alors dépolarisée. D'autre part, I'excitation par une source de lumiére polarisée de ces mémes petites
molécules fluorescentes en complexe induit une rotation plus lente des fluorophores. La Ilumiére émise est alors
majoritairement polarisée d'aprés BmgLabtech (https://www.bmglabtech.com/en/fluorescence-polarization/).

X. Etudes Structurales

X.1 Résolution de la structure de 6His-Gag par microscopie électronique a transmission

L'ensembles des analyses de microscopie sont réalisées au sein de la plateforme « Biologie structurale intégrée,

plateau microscopie électronique » (CBI, IGBMC, Illkirch) en collaboration étroite avec Alexandre Durant, Corinne

Crucifix et Nils Marechal.

X.1.1 Par coloration négative

La premiére étape dans le processus de résolution de structure par microscopie électronique est la caractérisation
de I'échantillon par coloration négative. Elle permet de contréler le comportement de 6His-Gag sur les grilles et de
tester ’'hnomogénéité de la préparation de la protéine pour déterminer les conditions optimales de stabilité et de
monodispersité. Ainsi, pour réaliser les grilles de coloration négative la protéine 6His-Gag purifiée dans le tampon
A3 est centrifugée 40 minutes a 20000 g a 4°C. En paralléle la surface des grilles est rendue hydrophile (chargée
négativement) par décharges luminescentes (Glow Discharge, GD). Brievement, cette étape consiste a former un
plasma grace au passage d'un courant électrique de 100 v a travers des gaz (80% argon et 20% CO, plasmatique)
pendant 30 secondes en utilisant le nanoclean 1070 (Fischione instruments). Une fois activée les grilles de carbone
(Cu continous carbon 300 MESH, Euromedex, ref CF-300-Cu-50) sont recouvertes par une goutte de 5 pL

d'échantillon a une concentration comprise entre 10 ng/yL et 30 ng/uL et fixée avec 0,1% de glutaraldéhyde
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pendant 1 minute. La grille est ensuite nettoyée et colorée avec des bains contenants de I'uranyle acétate (2%).
C'est un colorant négatif capable de diffuser fortement les électrons et de s'adsorber rapidement sur les protéines.
Les grilles sont observées grace au microscope TECNai F20 possédant une caméra Gatan CCD 2K et un canon a
électrons Field Emission Gun (FEG) de 200 kV. Le microscope est piloté par les logiciels serial EM 4.0 et digital

micrograph®.

X.2.2 Par Cryo-microscopie électronique (CryoEM)

La CryoEM est utilisée pour obtenir un modéle 3D a haute résolution de la protéine GHis-Gag purifiée. La protéine
ayant un PM d'environ 59 kDa représente un vrai défi, notamment en termes de contraste. Les grilles portant les
échantillons biologiques sont vitrifiées par refroidissement rapide dans un bain d'éthane liquide. Pour ce faire
deux systémes disponibles a la plateforme sont utilisés, le Vitrobot (ThermoFisher) et le Chameleon (Spt Labtech).
D'une part, le Vitrobot (ThermoFisher) permet de tester des grilles de carbone et d'or. Ces grilles sont utilisées pour
cribler différentes conditions de concentrations de 6His-Gag, allant de 0,18 mg/mL a 0,30 mg/mL et de
concentrations de NaCl allant de 500 mM a 300 mM. Toutes les grilles vitrifiées a l'aide du Vitrobot sont
hydrophilisées par GD avec 80% argon et 20 % CO, plasmatique pendant 1 minute et 30 secondes en utilisant le
Nanoclean 1070 (Fischione instruments). Un volume de 5 pL est chargé manuellement sur les grilles. La
température de préparation des échantillons dans le Vitrobot est contrdlée a 15°C, I'essuyage (blot) est appliqué
avec une force de 5 pendant 2 secondes. Une fois préparées, les grilles sont conservées dans de I'azote liquide
jusqu'a leur observation par le microscope électronique le Glacios (ThermoFisher).

Les premieres grilles testées sont les grilles de carbone Quantifoil (Quantifoil, Ref. N1-C14nCR30-01), avec des
trous de 1,2 um de diamétre et une périodicité de 1,3 pm. Dans le but d'améliorer I'hnomogénéité de la glace, des
grilles de carbone C-flat (C-flat de 20 nm R 2/2 cupper 300 MESH, EDEN instruments, Ref. CF-2/2-3Cu-50), avec des
trous de de 2 ym de diamétre, une périodicité de 2 pm et une épaisseur de carbone de 20 nm sont également
testées. En paralléle, pour améliorer 'homogénéité de la glace obtenue par vitrification, une autre surface est
utilisée. Pour cela, des grilles d'or (Au-flat R1,2/1,3 45nm on AU/Pd 300 MESH, EDEN instrument, Ref. AUFT313-50)
avec des trous de 1,2 pm de diamétre et une périodicité de 1,3 um sont préparées. Finalement, la plateforme a
mis au point une méthode de PEGylation de ces mémes grilles d'or pour repousser et concentrer les protéines a
I'intérieur des trous plutdt que sur la surface. L'avantage théorique est de pouvoir réduire la concentration de
protéines. Ainsi, de nouveaux cribles de concentration de GHis-Gag allant de 0,1 mg/mL a 0,20 mg/mL sont
réalisées. Afin d'améliorer la qualité des grilles d'or ou de carbone, la protéine 6His-Gag est fraichement purifiée

dans le tampon A3 avant chaque préparation de grille. Pour éviter la formation de précipités ou d'agrégats, la
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protéine est prélevée en cours de concentration, lorsqu’elle est concentrée entre 0,15 et 0,20 mg/mL. Toutes les
grilles sont préparées a partir de 5 pL de protéines purifiées qui sont fixés avec du glutaraldéhyde (0,5%) et
supplémenté avec du Dodécyl-[3-D-maltoside (DDM ; 0,0025%). Le temps de fixation de la protéine est d'une
minute. Les acquisitions peuvent se dérouler sur un a trois jours.

D'autre part, le Chameleon nouvellement acquis par la plateforme, est utilisé pour réaliser des grilles de carbone
quantifoil® active, de 1,2 pm de diameétre, d'une périodicité de 0,8 um, recouvertes de nano-fils de cuivre
favorisant la formation de films protéiques minces (SPT Labtech). Les grilles sont chargées négativement en
appliquant entre 30 secondes et 1 minute de GD directement dans le Chameleon. Différents temps de plongeons
allant de 100 a 500 milisecondes sont réalisés a partir d'un échantillon de 100 pL de 6His-Gag purifiées dans le
tampon A3 et ayant une concentration de 0,7 mg/mL. Une fois préparées, les grilles sont conservées dans de |'azote

liquide jusqu’'a observation au microscope électronique.

La technique de CryoEM consiste a utiliser un microscope électronique a transmission, pour acquérir de
nombreuses images de protéines vitrifiées. Les données de CryoEM sont enregistrées sur le microscope
électronique Glacios (ThermoFisher) qui est composé d'un optique X-FEG a 200 kv, de détecteurs directs d'électron
K2 Summit et d'une caméra CETA-D, optimisée pour |'enregistrement de données de diffraction électronique. Le
microscope est contrdlé par les logiciels Serial EM et Digital Micrograph. Des acquisitions sont réalisées en utilisant
8 secondes d'acquisition pour une dose totale de 55,97 e'/A2 sur les grilles C-flat ; 56,17 e /A? sur les grilles AU-PEG
et 56,25 e /A? sur les grilles quantifoil® active.

Pour I'analyse des données et la résolution des structures, I'équipe est équipée d'un ordinateur rapide avec 4
processeurs GPU (SUPER-LVX-256GB-4-RTX-2080Ti-XEON, Linuxvixion) et des logiciels de derniére génération
installés (Gctf v1.06, Motioncorr v2.1.1, Relion 3.0, EMAN v2.22, CryoSparc). Une fois les acquisitions réalisées, la
résolution des structures est réalisée en utilisant principalement le logiciel Cryo-SPARC. Pour éliminer les
déformations et les mouvements de I'échantillon pendant I'enregistrement d'une image, celle-ci est composée de
40 images qui sont alignés (motion correction). Ensuite, I'estimation de la fonction de transfert de contraste (CTF)
est réalisée. Aprés nettoyage du jeu de données entre 300 et 500 particules sont sélectionnées manuellement.
Elles sont utilisées pour réaliser un modéle d'apprentissage profond (deep learning). Ce modéle est ensuite utilisé
pour la sélection et I'extraction des particules sur tout le jeu de données. Aprés élimination des mauvaises
particules par plusieurs cycle de classifications 2D, les particules restantes sont utilisées pour générer un modeéle

initial. Plusieurs cycles d'affinement 3D permettront de générer le modeéle final.
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X.3 Modélisation de Gag par AlphaFold
Les structures AlphaFold de Gag sont (générées a partir d'AlphaFold v2.1.0 (ColabFold,

https://colab.research.google.com/qgithub/deepmind/alphafold/blob/main/notebooks/AlphaFold.ipynb). Pour la

prédiction de la protéine, les séquences sont saisies une a une.

AlphaFold est exécuté une fois et génére 5 modéles par séquence indiquée. Afin d'indiquer la précision d'une
prédiction, AlphaFold calcule le score d’estimation de confiance par résidu (pLDDT), représenté par un nombre sur
une échelle entre 0 a 100 (Mirdita et al., 2022). La valeur de pLDDT est utilisée pour classer les modéles entre eux,
ainsi plus le pLDDT est élevé, meilleure est la prédiction. Indépendamment de la structure 3D, AlphaFold donne une
valeur d'erreur d'alignement prédit (Predicted Aligned Error ; PAE) et génére une carte d'erreur d'alignement entre
paires de résidus pour chaque prédiction. Cette carte et cette valeur donnent une indication de confiance dans le
positionnement des domaines, plus la valeur est faible entre les paires de résidus, plus les positions et les
orientations relatives sont bien définies. Au contraire une valeur PAE élevée indique que les positions et/ou
orientations relatives de ces domaines dans la structure 3D sont incertaines et ne peuvent pas étre dans ce cas,

interprétées.

X.4 Tests de cristallisation de 6His-Gag

La résolution de structures protéiques par cristallographie aux rayons X repose sur la capacité intrinseque des
cristaux de protéine a diffracter ce type de rayonnement. Cette méthode permet donc d'obtenir des structures 3D
a résolution atomique a partir de cristaux de protéines. Les analyses de cristallographie ici présentées sont
réalisées au sein de la plateforme « Biologie structurale intégrée, plateau biocristallographie » (CBI, IGBMC, Illkirch)

en collaboration étroite avec Alastair McEwen, Pierre Poussin et Nicolas Lévy.

Différentes conditions sont testées pour former des cristaux de 6His-Gag dans le tampon A3. La premiére étape
est la dialyse de la protéine (purifiée dans le tampon A1) contre le tampon A3. Ensuite, des gouttes de cristallisation
sont réalisées en mélangeant 200 nL de protéines a 100 ou 200 nL d'agents précipitants issus des kits commerciaux
(PACT/PEG ion pH, Wizard I & 11, Classics et JCSG+) dans les boites de cristallisation MRC a deux zones de cristallisation
par condition, au format 96 puits. Le criblage est réalisé a 20°C grace a un robot Mosquito Crystal nano-volumes
(SPT Labtech). Les gouttes ainsi réalisées sont qualifiées de gouttes assises et la technique d'équilibration est ici la
diffusion de vapeur. Les boites de cristallisation sont alors suivies a intervalle défini a I'aide d'un systéme
automatique d'imagerie des cristaux (Formulatrix). La qualité des cristaux est finalement testée sur le générateur

de rayons X de I'lGBMC.
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Résultats et discussion
objectif n°1
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I. Résultats ; caractérisation des interactions in vitro entre I'ARNg et Gag

Pour comprendre comment I'ARNg est recruté spécifiquement par Gag dans le cytoplasme, I'analyse structurale
tridimensionnelle de ce complexe ribonucléoprotéique apporterait des informations précieuses. Afin de réaliser
I'étude de la structure de la protéine Gag en association avec la région Psi de I'ARNg du VIH-1 de nombreuses mises
au point sont réalisées. La premiere étape consiste a optimiser les conditions de purifications du précurseur Gag
produit en cellules de mammiféres, de maniére a obtenir une protéine soluble, ayant toutes les modifications post-
traductionnelles (PTM) nécessaires a son fonctionnement (annexe 1). Pour cela, deux solutions tamponnées sont
utilisées et discutées dans la partie ci-dessous (section Matériels et Méthodes ; §1.1). La premiéere est une solution
de solubilisation (appelée dans le manuscrit tampon A1, dont la composition est indiquée dans le tableau 6 (partie
Matériels et Méthodes, §8Iv.2) et la deuxiéme est sans détergent et avec une plus faible force ionique (hommée
tampon A3, tableau 6). Les protéines Gag purifiées dans I'une ou l'autre solution sont caractérisées par des
méthodes biophysiques (récapitulées tableau 8). Ensuite, les conditions de formation des complexes entre la
protéine Gag et le fragment d’ARNg précédemment identifié au laboratoire, I'ARN 111,; (Smyth et al., 2015) sont
analysées en partie 1.2, des résultats du manuscrit. Finalement cette analyse permet l'acquisition des premiéres

images montrant la structure tri-dimensionnelle de Gag seule et en interaction avec I'’ARN 111, (voir partie I.3).

1.1, Purification de 6His-Gag produite et sa caractérisation par des méthodes biophysiques

La protéine 6His-Gag est purifiée et caractérisée dans les solutions tamponnées Al et A3, comme décrit dans la

section Matériels et Méthodes. La stratégie expérimentale suivie est récapitulée figure 27, §vI.1.

I.1.1 Purification de la protéine 6His-Gag

La solution tamponnée A1 composée d'une forte concentration en NaCl (1 M) et de détergent (7 mM CHAPS), est
utilisée pour solubiliser la protéine Gag. Ainsi, les culots cellulaires correspondant a 12 L de culture sont décongelés
et re-suspendus dans 420 mL de solution tamponnée de lyse A1/B1 composée de 2% de tampon B (tableau 6,
section Matériels et Méthodes ; §1v.2). Aprés une étape de lyse et d'ultracentrifugation, le surnageant est chargé
sur la colonne HisTrap™ Excel Crude. En suivant |'absorbance a 280 nm, deux pics apparaissent sur le
chromatogramme (figure 35, a.1). Le premier, est compris entre la fraction E3 et la fraction F9 et le second, entre
la fraction F6 et la fraction G10 suivant le gradient d'imidazole. La pureté des fractions est contrélée a 'aide d'un
SDS-PAGE 12% (figure 35, a.2). Des aliquotes contenants les cellules lysées (indiquées comme « cell. » dans la
figure 35) et d'effluent (« Eff. », figure 35) sont déposées dans les puits du gel pour contréler la présence de la

protéine dans les échantillons de départ. Les fractions présentant une bande de PM de 59 kDa et le moins de

protéines contaminantes, capables de se lier a la résine de nickel qui sont représentées par des bandes de PM
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supérieur ou inférieur a 59 kDa, sont regroupées pour étre concentrées. Ainsi les fractions allant de F6 a G8 sont
regroupées. Une deuxiéme étape de purification est effectuée en utilisant la colonne S200 16/60 équilibrée dans
le tampon A1 (figure 35, b.1). Au regard de I'absorbance a 280 nm, deux pics apparaissent sur le chromatogramme.
Le premier pic est compris entre les fractions B9 a B2 et le second s'étend de C2 a D7. De nouveau la pureté de la
protéine GHis-Gag sont contrélées a l'aide d'un SDS-PAGE 12% (figure 35, b.2). Certains puits sont utilisés pour
contrdler I'enrichissement de la pureté de I'échantillon par rapport a la sortie de I'affinité (cette piste du gel est
indiquée comme « Aff. ») et pour contréler les pertes lors de I'étape de concentration (piste indiquée comme
« <30 »). Finalement, un puit sert a contréler la pureté de la protéine aprés concentration (nommé « CO ») avant la
charge sur la colonne d'exclusion de taille. A I'issue du gel, d'une part, la fraction C4 et d'autre part, les fractions
C5 et C6 sont sélectionnées pour étre. Finalement, 1,3 mL de la fraction « pure » correspondant a la fraction C4 et
1,3 mL correspondant aux fractions C5 et C6 sont récupérés ayant une concentration de 3,6 mg/mL. L'un et |'autre

échantillon sont ensuite utilisés pour la caractérisation biophysique des protéines 6His-Gag.
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Figure 35. Purification de 6His-Gag dans le tampon A1

a.1 Chromatogramme : les encadrés orange (1) et bleu (2) représentent les différents pics observés. a.2. SDS-Page 12% :a l'issue de la
purification par affinité a I'aide d’une colonne HisTrap™ Excel. Le marqueur de poids moléculaire (PM), un échantillon de cellules (cell) et
d'effluent (Eff ) sont déposés dans les trois premiers puits du gel. Les fractions prélevées et utilisées pour étre concentrées et purifiées
par chromatographie a exclusion de taille sont soulignées par une fléche rouge. b.1 Chromatogramme : les encadrés orange (1) et bleu
(2) représentent les différents pics observés sur le chromatogramme. b.2. SDS-Page 12% suivant la purification chromatographie a
exclusion de taille a I'aide d’une colonne S200 16/60. Le poids moléculaire (PM), un échantillon de la solution de protéines regroupées
apreés la purification d’affinité (Aff.), du liquide passé a travers la membrane du concentrateur ayant une limite de 30 kDa (<30) et des

fractions concentrées (CO) sont déposées dans les quatre premiers puits. Les fractions prélevées et utilisées pour étre conservées sont
soulignées par une fléche rouge.
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En utilisant le méme protocole de purification, les culots cellulaires provenant d'une production de 2 L sont
décongelés et re-suspendues dans 100 mL de solution tamponnée de lyse A3/B3 (tableau 6, section Matériels et
Méthodes ; §IV.2). Sans détergent et présentant une faible concentration de NaCl, cette solution tamponnée
pourrait ne pas favoriser la solubilisation de la protéine. C'est pourquoi, seuls des petits culots de 2 L sont utilisés
pour purifier la protéine dans ce tampon. De plus, dans le but d'augmenter les rendements et notamment la
fixation de Gag sur la résine, I'effluent est passé deux fois sur la colonne. Sur le chromatogramme obtenu suite a
la purification sur colonne d'affinité, un seul pic allant de la fraction F6 a la fraction H11, suivant le gradient
d'imidazole est observable (figure 36, a.1). La pureté de I'échantillon aprés purification par colonne d'affinité est
ensuite contrdlée a l'aide d'un SDS-PAGE 10% (figure 36, a.2). Ce gel couplé a I'analyse du chromatogramme,
permet de sélectionner les fractions s'étendant de F2 a G10. Elles sont regroupées et concentrées. De maniére
comparable a ce qui est précédemment décrit, une deuxiéme étape de purification est effectuée en utilisant la
colonne S200 16/60 dans le tampon A3 (figure 36, b.1). Sur le chromatogramme deux pics sont visibles, le premier
allant des fractions B11 a B5 et le second s'étendant des fractions C1 a C9. La pureté de la protéine est contrdlée
sur un gel dénaturant 10% (figure 36, b.2). Ainsi les fractions C2 a C5 sont regroupées avant d'étre concentrées.
Finalement, 1 mL de protéines purifiées est récupéré pour une concentration finale de 0,62 mg/mL. Dans une telle
solution tamponnée, la solubilité de la protéine est relativement faible. En effet, la protéine précipite plutdt que

de se concentrer et ceci est observé au-dela d'environ 0,7 mg/mL (mesure réalisée au Nanodrop).
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Figure 36. Purification de 6His-Gag dans le tampon A3

a.1 Chromatogramme : I'encadré orange représente le pic observé. a.2. Gel SDS de 10% : Le marqueur de poids moléculaire (PM), un
échantillon de cellules (cell) et de cellules aprés sonication (ET) sont déposés dans les trois premiers puits. Ils sont suivis d’un aliquote
apres I'étape d'ultracentrifugation et des deux d’effluent (Eff,). Les fractions prélevées et utilisées pour étre concentrées et purifiées
par chromatographie a exclusion de taille sont soulignées par une fléche rouge. b.1 Chromatogramme : les encadrés orange (1) et bleu
(2) représentent les différents pics observés sur le chromatogramme. b.2. Gel SDS-Page de 10% : suivant la purification chromatographie
a exclusion de taille a I'aide d’une colonne S200 16/60. Les fractions prélevées, concentrées et conservées sont soulignées par une fléche
rouge.

I.1.2 Contrdle de la séquence et des modifications post-traductionnelle de Gag

Une fois la protéine purifiée dans I'une ou I'autre solution tamponnées (A1 ou A3), des analyse par western blot
(WB) et par spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) sont réalisées pour contréler la séquence des protéines et
I'ensemble des PTM.

Tout d'abord, nous avons contrdlé la séquence de la protéine. Pour cela, une aliquote de protéines 6His-Gag
concentrées dans le tampon Al ou A3 est déposée sur un SDS-PAGE 12%. Aprés migration le gel peut étre utilisé
pour réaliser un transfert sur une membrane de polyvinylidene fluoride (PVDF) et servir a réaliser un WB ou étre
découpé dans le but de réaliser des analyses de MS/MS. Pour les WB, un controle est réalisé avec 1 pg de protéines
recombinantes Gag produites en cellules de bactériennes (E. Coli) déja caractérisées au laboratoire (Dubois et al.,
2018b). Comme les deux types de protéines possédent la méme étiquette 6His, elles sont détectées a I'aide d'un
anticorps dirigé contre celle-ci. Une bande largement majoritaire est visible Iégérement au-dessus de 55 kDa pour
les pistes contenant les protéines Gag recombinantes produites en cellules de mammiféres (pistes 2 et 3, figure
37, a), ainsi que pour la protéine recombinante produite en cellules bactériennes (piste 1, figure 37). D'autres

bandes apparaissent a un PM inférieur a 55 kDa pour |'une et I'autre protéine recombinante. Ces bandes sont
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largement amplifiées dans les échantillons moins purs des protéines recombinantes produites en BHK21 purifiées,
correspondant ici aux fractions C5/C6 apreés purification dans le tampon A1 (figure 35,b2, piste 3 pour le SDS-page
et figure 37, a. pour le WB). Un résultat tout a fait similaire est obtenu pour la protéine GHis-Gag purifiée dans le
tampon A3 (figure 37, b). Ces bandes correspondent probablement & des formes tronquées ou dégradées du
précurseur.

Contrdle Gag produite en E. coli
a. | gP b.

I Contréle Gag produite en BHK21

Tampon Al Tampon A3

100 — 100 —

70 — 70—

<« 6His-Gag o | m— o GHis-Gag
55 — 55— "
- —
»
ELE 35—
25 —i 25—

Fraction C4  Fractions
« pure » C5/C6

Figure 37. Analyse par Western blot (WB) des protéines 6His-Gag purifiées dans les tampons Al et A3

La protéine recombinante Gag-6His produite en cellules bactériennes est utilisée comme contréle et déposée dans le premier puit
(encadré bleu, gauche). La protéine recombinante 6His-Gag purifiée dans les tampons A1 ou A3 est déposée dans un SDS PAGE 12% et
analysée par WB grace a un anticorps dirigé contre I'étiquette 6His a. Deux fractions (C4 et C5/6) avec un degré de pureté différent sont
comparés (encadré rouge, droite). b. 6His-Gag purifiée (encadré rouge, droite).

En parallele des WB, la séquence en acides aminés est déterminée par MS/MS. Pour chaque séquencage les
protéines sont analysées en paralléle a partir d'une préparation en solution et en gel. La derniére est aussi utilisée
pour I'analyse de la bande de contaminants observée sur le WB. Dans un premier temps, la séquence de Gag est
confirmée avec un recouvrement de 94% pour les préparations en solution et 98% pour la préparation en gel avec
un nombre de spectres supérieur a 3200 dans les deux cas (figure 38). Deux régions ne sont pas détectées, ceci
pourrait étre dd a I'absence des sites de digestion par la trypsine et la chymotrypsine (séquence en noir sur la
figure 38). Néanmoins, la présence de région N-terminale et notamment de I'étiquette 6His révélée par WB, ainsi

que l'analyse de la taille de Gag sur SDS-PAGE montrent que dans ces fractions les protéines ne sont pas clivées.
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En solution En gel

3265 spectra on GAG-protein 3361 spectra on GAG-protein
Protein sequence coverage: 94% Protein sequence coverage: 98%
Matched peptides shown in bold red. Matched peptides shown in bold red.
1 MGARASVLSG GELDKWEKIR LRPGGKKQYK LKHIVWASRE LERFAVNPGL 1 MGARASVLSG GELDKWEKIR LRPGGKKQYK LKHIVWASRE LERFAVNEGL
51 LETSEGCRQI LGQLOPSLQT GSEELRSLYN TIAVLYCVHQ RIDVKDTKEA 51 LETSEGCRQI LGQLQPSLQT GSEELRSLYN TIAVLYCVHQ RIDVKDTKEA
101 LDKIEEEQNK SKKKAQQAAA DTGNNSQVSQ NYPIVONLQG QMVHQAISPR 101 LDKIEEEQNK SKKKAQQAAA DTGNNSQVSQ NYPIVQONLQG QMVHQAISPR
151 TLNAWVKVVE EKAFSPEVIP MFSALSEGAT PQDLNTMLNT VGGHQAAMOM 151 TLNAWVKVVE EKAFSPEVIP MFSALSEGAT PQDLNTMLNT VGGHQAAMOM
201 LKETINEEAA EWDRLHPVHA GPIAPGQMRE PRGSDIAGTT STLQEQIGWM 201 LKETINEEAA EWDRLHPVHA GPIAPGQMRE PRGSDIAGTT STLQEQIGWM
251 THNPPIPVGE IYKRWIILGL NKIVRMYSPT SILDIRQGPK EPFRDYVDRF 251 THNPPIPVGE IYKRWIILGL NKIVRMYSPT SILDIRQGPK EPFRDYVDRF
301 YKTLRAEQAS QEVKNWMTET LLVONANPDC KTILKALGPG ATLEEMMTAC 301 YKTLRAEQAS QEVKNWMTET LLVQNANPDC KTILKALGPG ATLEEMMTAC
351 QGVGGPGHKA RVLAEAMSQV TNPATIMIQK GNFRNQRKTV KCFNCGKEGH 351 QGVGGPGHKA RVLAEAMSQV TNPATIMIQK GNFRNQRKTV KCFNCGKEGH
401 IAKNCRAPRK KGCWRCGKEG HOMKDCTERQ ANFLGKIWPS HKGRPGNFLQ 401 IAKNCRAPRK KGCWKCGKEG HQMKDCTERQ ANFLGKIWPS HKGRPGNFLQ
451 SRPEPTAPPE ESFRFGEETT TPSQKQEPID KELYPLASLR SLFGSDPSSQ 451 SRPEPTAPPE ESFREGEETT TPSQKQEPID KELYPLASLR SLFGSDPSSQ

Figure 38. Couverture de la séquence de 6His-Gag par des spectres MS/MS pour les préparations en solution et en gel

Ensuite, I'analyse de MS/MS est réalisée sur les bandes qui présente un PM inférieur a 59 kDa, qui pourrait
correspondre a des formes tronquées de la protéine, appelés ici les « contaminants ». Pour cela, les fractions moins
pures (C5 et C6) sont déposées sur un gel SDS 12%. A l'issue de sa migration, la bande de plus petite taille (bande
basse; en orange figure 39) est découpée pour étre analysée en paralléle de celle correspondant a 6His-Gag
compléte (bande haute; en vert figure 39). Afin d'éviter les contaminations croisées d'un échantillon a I'autre,
I'échantillon « contaminants » est injecté en premier. La couverture des séquences par résidu, représentée par le
nombre de spectres MS/MS, est superposée entre les échantillons de Gag intacte et les contaminants (comme
indiqué dans la figure 39). L'absence de spectres observée au niveau des derniers résidus (a partir de la position
289) de la séquence protéique pour la bande contaminante confirme qu'il s'agit bien des formes tronquées au

niveau de I'extrémité C-terminale de Gag.

Peptides matching on the hEIF3C(191-318) sequence
FDR<1%, Score>25, Trypsin digestion

>—Bande HAUTE
Vedrld? BASSE

NUMBER OF SPECTRA

RESIDUE NUMBER

Figure 39. Couverture de séquences des bandes protéines (bande haute dans le gel, encadré en vert) et contaminants
(bande basse dans le gel, encadré en orange) pour chaque résidu
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Finalement, la MS/MS sert également a identifier les PTM de Gag a partir des échantillons en solution et en gel SDS,
issus de quatre productions et/ou purification de protéines en cellules de mammiféres indépendantes. Pour cette
étude, une intention particuliére est portée vers les phosphorylations et les ubiquitinations qui sont décrites
comme ayant un rdle crucial pour la fonctionnalité de Gag (annexe 1). Toutes les modifications obtenues en
fonction du type d'échantillon (en gel ou en solution) et de lI'enzyme de digestion utilisées (trypsine ou
chymotrypsine) sont répertoriées dans le tableau 7 ou les modifications retrouvées dans au moins deux analyses

sont représenteées.

Enzymes Trypsine Chymotrypsine
Recouvrement
. > 90% 98% 930% 98% > 90%
de séquences
S77, 5148, 5148 T151
. $148, T151,
Phosphorylatlons S278, S495 <378 T151, S278, S278,T318 S495, S498
S495, S498 T342 S495
En gel
K18, K32, K15, K18,
C57, C87, C57,C87,
Ubiquitinations C350, K359 K331, C350, K272, C330, K359 K331, T348
K359, K380, K331, C350,
K481 K359, K481
Recouvrement
. > 90% 95% 93% 9490 > 90%
de Sséquence
T122, 5129,
S148, T151, S77,5148, T122, 5129, S148,
. S148, S278,
Phosphorylations 1470, 5473 S148,5498  S278,T318, T151,S278, | S278, T470, S473,
' ' T342, 5498 $495, S498 5498
R S498
En solution
K15, K18,
€57, C87,
o K272, €330,
Ublqultmatlons K331, K359 / K359 K331, K359
K331, C350,
K359, S368,
K481

Tableau 7. Les PTM identifiées par MS/MS a partir de quatre différentes production et/ou purification de protéines GHis-
Gag purifiée dans le tampon A1
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I.1.3 Analyse par des méthodes de diffusion de la lumiére des protéines 6His-Gag produites en cellules de

mammiféres dans les solutions tamponnées Al et A3

I.1.3.a Analyse par DLS des protéines Gag produites en cellules de mammiféres dans les tampons Al et A3

Ces analyses permettent de caractériser la solubilité et la capacité a multimériser des protéines Gag purifiées dans
les deux tampons de purifications (A1 et A3) dans le but de déterminer la qualité des protéines avant leur utilisation.
Ainsi, GHis-Gag produites en cellules de mammiféres et purifiées dans les tampons Al et A3 et produites en cellules
bactériennes dans la solution tamponnée contenant 1 M NaCl, 50 mM Tris pH 8,5% glycérol et 2,5 mM DTT, sont
analysées et comparées en suivant le protocole décrit dans la partie Matériels et Méthodes (figure 27, §VI.1). Les
analyses des trois protéines présentent un chromatogramme DLS relativement différent. La distribution en
intensité est bimodale pour les protéines Gag produites en E. coli (figure 40) et en BHK21 purifiées dans le tampon
A3 (figure 41). Elle est multimodale pour la protéine produite en BHK21 et purifiée dans le tampon A1 (figure 42).
Les pics sont relativement mono-disperses avec un indice de polydispersité de 16,5 et 12,1 pour les protéines
recombinantes Gag produites en cellules de mammiféres et purifiées dans les tampons Al et A3 respectivement,
alors qu'on observe un indice de 28,6 pour la protéine recombinante produite en cellules de bactéries.

Pour commencer, I'analyse DLS des protéines Gag produites en cellules bactériennes, permet d'obtenir un
chromatogramme composé d'un pic largement majoritaire correspondant a des molécules ayant un Rh de 4,76 nm
dans les deux représentations (figure 40). Des pics correspondant a des molécules ayant un Rh de plus grande
taille sont présents en proportions minoritaires dans la distribution en intensité (151 nm et 3752 nm, figure 40).
En appliquant la loi de Stokes-Einstein, le PM associé aux molécules représentée par le premier pic, serait de 126

kDa, soit un dimére de Gag, alors que les autres pic correspondent a des multimeéres de grande taille.
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Figure 40. Analyse DLS des protéines 6His-Gag produites en cellules bactériennes
Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (a droite) en fonction des diamétres des protéines en solution. Le

Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond @ la moyenne de dix mesures. Le corrélogramme est
représenté en bleu dans I'encadré en haut a droite.
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Ensuite, les protéines recombinantes Gag produites en BHK21 et purifiées dans le tampon A1 analysée par DLS ont
un profil a 4 pics, dans la représentation en intensité (figure 41). La majorité du signal est due a la présence de
macromolécules de grandes taille (424 nm). Alors que dans la représentation en masse, la majorité du signal
correspond a des molécules ayants un Rh de 1,63 nm. Contrairement aux autres protéines de |'étude, celle-ci est
purifiée dans une solution tamponnées contenant du détergent, le CHAPS, au-dessus de sa CMC qui est de 6 mM
(Rodi, Bocco Gianelloet Gennaro 2014). A l'issue de l'analyse DSL, un deuxiéme pic est présent dans les
représentation du signal en masse et en intensité et il correspond a une molécule d'un Rh de 6,09 nm et

correspondrait a un tétrameére de Gag.
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Figure 41. Analyse DLS des protéines 6His-Gag produites en BHK21 et purifiées dans le tampon A1

Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (@ droite) en fonction des diamétres des protéines en solution. Le
Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond a la moyenne de dix mesures. Le corrélogramme est
représenté en bleu dans I'encadré en haut a droite.

Finalement, les analyses DLS réalisées sur la protéine 6His-Gag purifiée dans le tampon A3 donnent deux types de
profils différents. Aucune corrélation avec le temps de décongélation, la température de conservation ou les tubes
utilisés pouvant expliquer une différence de profils n'est relevée. D'une part, les distributions en intensité et en
masse représentent un signal avec deux pics correspondant a des molécules ayant un Rh de 4,79 nm et 528 nm. Le
premier pic est minoritaire en intensité (7% du signal) mais majoritaire en masse (81% du signal ; figure 42, a). En
appliquant la loi de Stokes-Einstein les PM estimés pour ces pics correspondent respectivement a un dimeére de
Gag (130 kDa) et a un trés grand multimére voir de l'agrégation (7901460 kDa). De plus, cette tendance a
I'agrégation est visible au niveau du chromatogramme (figure 42, a). D'autre part, le second profil est composé de
3 pics correspondant a des molécules ayant des Rh de 3,8 nm, 83,3 nm et 268 nm (figure 42, b)) Le premier pic est
minoritaire en signal d'intensité (1,2% du signal) mais majoritaire en signal de masse (71% du signal ; figure 42,
b). En appliquant la loi de Stokes-Einstein le PM estimé pour chacun des pics correspond a un monomeére de Gag

(76 kDa) et a des trés grands multiméeres voir a de I'agrégation (104940 kDa - 1612490 kDa). De maniére
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parfaitement équivalente a ce qui est observé précédemment, la tendance a I'agrégation est visible au niveau du

chromatogramme.
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Figure 42, Analyse DLS des protéines GHis-Gag produites en BHK21 et purifiées dans le tampon A3

Pour ces échantillons deux profils sont observés a. et b. Représentation des distributions en intensité (G gauche) et en masse (a droite)
en fonction des diamétres des protéines en solution. Le Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond a
la moyenne de dix mesures. Les corrélogrammes sont représentés en bleu dans I'encadré en haut a droite.

Ainsi, peu importe la méthode ou le tampon de purification utilisés lors de la production de la protéine Gag, cette
derniére forme des agrégats et présente des Rh correspondant a des monomeéres ou a des petits oligoméres. Les

valeurs de Rh déterminées expérimentalement par DLS sont récapitulées tableau 8 (section Résultats ; §1.1.5).

1.1.3.b Analyse par SEC-MALS des protéines Gag produites en cellules de mammiféres dans les solutions

tamponnées Al et A3

Pour contrdler la qualité des protéines recombinantes produites en cellules de mammiféres et conservées dans les
solutions tamponnées A1l et A3, des analyses de SEC-MALS sont également réalisées. Contrairement aux résultats
de DLS présentés ci-dessus, la protéine 6His-Gag conservée dans le tampon A3 n'est pas purifiée directement dans
ce tampon, mais elle est dialysée (comme décrit dans la section Matériels et Méthodes ; §VI1.3) a partir d'un aliquote
purifiée dans le tampon Al. Cette étape nécessite des mises au point permettant |'optimisation des conditions de
dialyse afin d’'empécher |'agrégation de la protéine. Pour cela, de nouvelles analyses de DLS sont réalisées. Les
profils DLS en intensité et en masse sont superposés a ceux de la protéine purifiée dans le tampon Al et ceux de
la protéine purifiée dans le tampon A3 (figure 43). Ainsi, I'analyse DLS de la protéine dialysée présente un profil

multimodal, comparable a celui des protéines purifiées dans le tampon Al ou A3. En effet le chromatogramme
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issue de I'analyse de la protéine dialysée présentent 3 pics en intensité et en masse. Comme pour la protéine
purifiée dans le tampon A3, le pic majoritaire en masse correspond a une molécule ayant un Rh de 5,5 nm identifié
comme étant un dimére de Gag. De plus, par rapport a la protéine purifiée dans le tampon A1, le premier pic
représentant des molécules ayant un Rh de 1,5 nm n'apparait plus sur le chromatogramme de la protéine dialysée,
suggérant fortement que la concentration de CHAPS diminue efficacement lors de I'étape de dialyse. En outre, les
pics relatifs aux protéines présentant de grands Rh ne se superposent pas et présentent une faible reproductibilité.
Ils pourraient ainsi correspondre a des oligoméres de grande taille ou probablement a des agrégats comme
observés dans le corrélogramme. La protéine Gag purifiée dans le tampon A1 et dialysée dans le tampon A3 sera

utilisée pour réaliser son analyse biophysique.
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Figure 43. Analyse DLS des protéines 6His-Gag purifiées dans le tampon A1 et A3 en comparaison avec le profil d'analyse
DLS des protéines 6His-Gag purifiées dans le tampon A1 et dialysées contre le tampon A3

La protéine purifiée dans le tampon A1 est représentée en vert, la protéine purifiée dans le tampon A3 est représentée en bleu foncé et
la protéine purifiée dans le tampon A1 et dialysée contre le tampon A3 est représentée en bleu clair. Les distributions en intensité (a
gauche) et en masse (d droite) en fonction des diamétres des particules en solution sont représentées pour chacun des protéines testées.
Le Rh de chaque protéine est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond @ la moyenne de dix mesures.

Pour confirmer I'état oligomérique et le PM de I'espéces majoritaire en solution apreés la purification de Gag dans
le tampon A1, des analyses de SEC-MALS sont donc réalisées. Le pic obtenus sur le chromatogramme de I'analyse
SEC-MALS est symétrique, la protéine est majoritairement monodisperse. Dans un premier temps, le modéle
classique est appliqué. Il permet de déterminer le PM expérimental a partir des mesures d'intensité, dn/dc et
concentration (section Matériels et méthodes ; §1X.2). Le PM expérimental de GHis-Gag dans le tampon A1l serait de
69,5 kDa (figure 44). Cependant, ce PM est déterminé en utilisant le dn/dc caractéristique d'une protéine (0,185).
Or, la protéine recombinante GHis-Gag est purifiée dans une solution tamponnée composée de CHAPS dont la
concentration est supérieur a la CMC. Ainsi, en prenant en compte la masse théorique de la protéine 6His-Gag

(59252 Da), il est possible de supposer que I'échantillon est composé d'environ 85% de protéine et de 15% de
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CHAPS. En corrigeant la valeur de dn/dc en prenant en compte le dn/dc du CHAPS (0,1323) et la distribution du

détergent et de la protéine dans I'échantillon, le PM apparent correspondant serait, dans ce cas, de 75 kDa.
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Figure 44. Analyse SEC-MALS de 6His-Gag purifiée dans le tampon A1 aprés traitement avec le modéle classique
Sans appliquer de correction le PM expérimental est de 69,5 kDa. En corrigeant avec la valeur dn/dc avec celle correspondant @ 85% de
protéine Gag et 15% de CHAPS (0,177), le PM expérimental est obtenu de 75 kDa.

Pour contréler ces mesures, un second modéle est appliqué le Protein Conjugate Analysis (section Matériel et
méthodes ; 8IX.2). Ce dernier modéle permet de calculer le PM expérimental en prenant en compte la valeur
d’extinction molaire (1,087 mL/[mg.cm™]) et les dn/dc de la protéine (0,185) et du CHAPS (0,1323 ; figure 45). Dans
ce cas, le PM du conjugué est de 74,53 £ 0,017 kDa, comprenant 70,02 + 0,016 kDa pour la protéine et 4,51 £ 0,17

kDa pour le CHAPS. Les deux analyses donnent des résultats comparables.
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Figure 45. Analyse SEC-MALS de GHis-Gag purifiée dans le tampon A1 apreés traitement avec le model Protein Conjugate
Analysis

Ensuite, pour confirmer I'état oligomérique et le PM de I'espéces majoritaire en solution aprés la purification de
Gag dans le tampon A1l et dialyse dans le tampon A3 de nouvelles analyses de SEC-MALS sont réalisées. Le profil de

la protéine Gag purifiée dans le tampon A1 et dialysée avec le tampon A3 correspond a un pic asymétrique, ce qui
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est synonyme de polydispersité. En conséquence la masse molaire calculée relative aux espéces en solution, varie

de 77 kDa a 59 kDa (figure 46).
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Figure 46. Analyse SEC-MALS de 6His-Gag purifiée dans le tampon A1 et dialysée contre le tampon A3
Ainsi la protéine Gag purifiée dans le tampon A1 serait recouverte de CHAPS a hauteur de 85%. Lorsqu'elle est
dialysée contre le tampon A3, la protéine présenterait différents états oligomériques. Les PM calculée par SEC-

MALS sont récapitulés tableau 8 (section Résultats ; §1.1.5).

I.1.4 Analyse de la protéine Gag par AUC

Pour réaliser une caractérisation de la protéine par une autre méthode biophysique n'utilisant pas la diffusion de
la lumiére, des analyses d'AUC de vitesse de sédimentation sont réalisées sur la protéine 6His-Gag purifiée dans
les tampons A1l et A3, ainsi que sur la protéine Gag purifiée dans le tampon A1l et dialysée dans le tampon A3. Les
coefficient de sédimentation (C(s)) déterminées pour les solutions de 6His-Gag dans les différentes solutions
tamponnées présentent des similitudes (figure 47). L'analyse AUC des protéines 6His-Gag purifiées dans les
tampons Al et A3 présentent deux limites de sédimentation qui se résolvent en deux pics (figure 47). Elles
correspondent au coefficient de sédimentation c(s) de différents états oligomériques de la protéine. Les valeurs
de PM expérimentaux calculés et de Rh correspondant sont récapitulées dans le tableau 8 et correspondraient a
un monomeére et un dimere de la protéine. De plus, le pic correspondant au dimere n'est plus retrouvé suite a
I'étape de dialyse. Le c(s) de la protéine dans le tampon A1 est plus grand que celui de la protéine purifiée dans le
tampon A3 et de la protéine dialysée contre le tampon A3. Le CHAPS présent dans la solution tamponnée pourrait

expliquer cette différence. Les détails des analyses et des valeurs se trouvent en annexes 2.
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Figure 47. Analyse des vitesses de sédimentation de la protéine recombinante 6His-Gag dans les différentes solutions
tamponnées

L'analyse de la distribution du coefficient de sédimentation Cs en continu est réalisée a partir des données d’absorbance. La courbe bleu
foncé représente la protéine purifiée dans le tampon A3, la courbe verte, la protéine purifiée dans le tampon A1 et finalement la courbe
bleu clair, la protéine purifiée dans le tampon A1 et dialysée contre le tampon A3. Les graphiques sont réalisés en utilisant la plateforme
Gussi (Brautigam, 2015).

1.1.5 Analyse de la protéine 6His-Gag par NanoDSF

Le signal fluorescent intrinséque des protéines Gag, qui contiennent 9 résidus Trp repartis dans ses différents
domaines, est exploité afin de déterminer les températures de dénaturation (TM) des protéines par NanoDSF
(figure 48). Cette analyse est réalisée a partir de différentes concentrations de Gag dans les tampons Al et A3. Les
profils obtenus sont différents entre les deux solutions tamponnées. Ainsi, la moyenne de deux analyses permet
d'estimer des TM dans le tampon A1 égale a 36,5 + 3°C et une deuxieme étape de dénaturation aurait lieu a 46,5
3,2 °C, tandis que pour la protéine purifiée dans le tampon A3 la TM estimée est de 44,1 £ 0,6°C. Ces valeurs sont

répertoriées dans le tableau ci-dessous.
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Figure 48. Détermination des températures de dénaturation (TM) de la protéine recombinante GHis-Gag les solutions
tamponnées Al et A3

L’analyse de la distribution des ratios 350 nm/330 nm et de leur dérivé pour la protéine 6His-Gag purifiée dans le tampon A1 (courbe
verte) et dans le tampon A3 (courbe bleue) en fonction de la température.
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Caractéristiques SEC-
. DLS AUC NanoDSF
theoriques MALS
. PM PM
Protéine | Tampon Rh (nm) S Rh(nm) PM (kDa) f/fo ™ (°C)
(kDa) (kpa)
GHis-Gag Al 59252 6,09 75 4,71 3,18 72227 1,10 36,5 et 46,5
. 3,80
6His-Gag A3 59252 475 X 3,68 3,18 63769 1,20 44,1
. Dialysé [59;
6His-Gag 59252 5,50 3,25 3,58 48774 1,48
Al A3 77]

Tableau 8. Données biophysiques de la protéine recombinante 6His-Gag produite en BHK21 purifiée dans les tampons A1
etA3

Pour conclure, 'objectif de ces résultats est de déterminer les conditions idéales de solubilisation de la protéine
Gag compatibles avec les études structurales par CryoEM. Ainsi, dans ce but et pour caractériser des complexes
protéines/acide nucléiques, il est préférable de diminuer la concentration de NaCl ainsi que celle en détergent.
Pour ces raisons, malgré les problémes rencontrés et décrits dans la session précédente, la solution tamponnée
A3 qui présente une plus faible force ionique et ne contient pas de détergent, est privilégiée pour la suite de ce
travail. Ainsi les protéines qui sont sélectionnées pour I'analyse des complexes seront soit directement purifiées

dans le tampon A3, soit purifiées dans le tampon A1 puis dialysée dans le tampon A3.

Résumé: Les conditions de purification, les séquences et les PTM sont caractérisées pour la protéine 6His-Gag
produites en cellules de mammiféres. L'état oligomérique, le coefficient de sédimentation et la température de

dénaturation du précurseur sont déterminés pour les deux solutions tamponnée Al et A3.
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1.2. Analyse de I'interaction de 6His-Gag avec la région 5'UTR de I'ARNg viral in vitro

La deuxiéme étape de ce travail consiste a déterminer les conditions optimales pour la formation in vitro des
complexes entre la protéine Gag et les fragments d’ARNg, ARN111 ,r, ou ARNSL1;s. Ces interactions sont analysées

par différentes méthodes biophysiques.

1.2.1 Caractérisation de la dimérisation de I'ARNg

L'une des étapes cruciales dans la formation des complexes entre la protéine Gag et I'ARNg est la dimérisation de
I'’ARN (Bernacchi et al., 2017).Ainsi des analyses de migration en gel d'agarose et d’AUC sont réalisées pour contrdler
la dimérisation des ARN111,; ou ARNSL1ss utilisés dans cette étude. Le contrdle est I'ARN111. incapable de
dimérisé car il mutéau niveau du site de dimérisation de I'ARNg.

D'une part, un gel TBM agarose 1% est utilisé pour contréler la dimérisation des ARNg non marqués et marqués
par un chromophore de type fluorescéine a leur extrémité 3’ (section Matériels et Méthodes ; §111.2). Les ARN sont
repliés (section Matériel et Méthodes ; 8IV.2) et repris dans une solution tamponnée composée de 50 mM HEPES pH
7,5, 400 mM NaCl et 5 mM MgCl, (tampon A3b) A l'issue de la dimérisation, une aliquote de chacun des ARN,
I'ARN111,r, I'ARN111aa €t I'’ARNSL135 €St mélangée avec du bleu glycérol et chargés dans les puits du gel pour une
migration de 3 heures a 4°C (figure 49). Les I'ARN111,;et 'ARNSL1;s sont dimériques qu'ils soient marqués ou non

marqués. L'ARN111a €5t quant a lui, monomérique.

ARN111,, ARN111 ,,, ARNSL1 ;,

222 bases —— | W—_— -' -— —— 222 bases

111 bases — - - - — 111 bases

70 bases —— —— 70 bases

ARN marqués

Figure 49. Analyse par gel agarose Tris Borate magnésium (TBM) 1% de la dimérisation des ARNg marqués et non marqués
Les puits correspondants & la migration d’ARN marqués sont représentés par une étoile verte. Les ARN111,; sont encadrés en rouge
(gauche), les ARN1114., sont encadrés en mauve (milieu) et finalement les ARN SL1;5s sont encadrés en jaune (droite).

D'autre part, I'AUC est utilisée pour déterminer le coefficient de sédimentation permettant de déterminer les
proportions de diméres d'ARN par rapport aux monomeres (tableau 9). Pour cela I'ARN111,; est dilué pour obtenir

une concentration finale de dimeére de 1 uM dans le tampon A1 (figure 50) ou dans le tampon A3 (figure 51). Il est
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ensuite replié dans I'une ou l'autre solution tamponnée (tableau 6, section Matériel et Méthodes ; §Iv.2) avant
d'étre déposé dans les cellules de mesures. Le PM théorique de I'ARN111,; dimérique est de 73260 Da.

D'une part, I'analyse des résultats d'AUC permet de déterminer que les ARN dilués et repliés dans le tampon Al ne
contient plus de monomere (figure 50). En effet la large majorité du signal correspond a une population ayant un
c(s) de 5,69 s. Le calcul du PM expérimental permet de déterminer que ce pic correspond a des ARN dimériques de
75752 Dace qui est en trés bon accord avec les PM calculés pour le dimére d'ARN. De plus, une plus faible proportion
d’'ARN semble capable de former des populations a plus haut PM, présentant un C(s) de 8,37 s. Le calcule de PM

expérimental associé a ce pic (134855 Da) pourrait correspondre a des formes multimériques de I ARN.
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Figure 50. Représentation des analyses de vitesse de sédimentation de 'ARN111WT dans le tampon A1
L’analyse de la distribution du coefficient de sédimentation Cs en continu est réalisée a partir des données d’absorbance. Les graphiques

sont réalisés en utilisant la plateforme Gussi (Brautigam, 2015).

D'autre part, I'analyse AUC de I'ARN111,; replié dans le tampon A3 permet d'identifié 3 populations d'ARN (figure
51).La premiére population présente un c(s) de 2,73 s. Le calcul du PM expérimental indique qu'il correspond a
39300 Da qui correspond a la valeur d'un monomeére d’ARN111 (36630). Cette population ne représente que 0,37%
du signal. Le pic majoritaire, correspondant a 91% du signal, représente un ARN ayant un c(s) de 6,20s. Le PM
associé est de 101957 Da, s'approchant a celui d'un dimére d'ARNg. Finalement, comme pour le tampon A1, une
derniére population présente un c(s) de 9,12 s associé a un PM de 182157 Da. Cette population pourrait

correspondre a des multiméres d’ARN111,r.
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Figure 51. Représentation des analyses de vitesse de sédimentation SV de 'ARN111 WT dans le tampon A1
L'analyse de la distribution du coefficient de sédimentation Cs en continu est réalisée a partir des données d'absorbance. Les graphiques

sont réalisés en utilisant la plateforme Gussi (Brautigam, 2015).

Ainsi, les analyses d'AUC mettent en évidence que le fragment d'’ARN111,; multimérise de facon majoritaire dans
les solutions tamponnées A1l et A3, bien que I'accord entre le PM théorique du dimére et le PM estimé soit meilleur

pour la solution A1 (tableau 9). Les complexes entre 6His-Gag et I'ARN111,,; seront formés dans ces solutions.

Pics Coefficient de sedimentation (S) % PM (Da) Rh (nm)
Tampon Al
N°1 5,69 77 75752 3,76
ARN111,; N°2 8,37 16 134855 4,56
N°3 11,01 2,48 206697 5,23
Tampon A3
N°1 2,73 0,37 39300 2,70
ARN111,; N°2 6,20 91 101957 4,06
N°3 9,12 7,4 182157 4,93

Tableau 9. Valeurs de Cs mesurées par AUC pour I'ARN111WT dans les tampons Al et A3
Les PM et les Rh associés @ chaque pic d’AUC sont calculés a partir de la mesure de coefficient de sédimentation.

1.2.2 Caractérisation de l'interaction entre 6His-Gag et I'ARN111,; par DLS

Les complexes entre la protéine 6His-Gag et I'ARN 111,;sont réalisées par mélange a température ambiante sans
incubation. Afin de maximiser les probabilités de formation de complexes entre la protéine 6His-Gag et I'ARN111.r,
différentes concentrations de NaCl sont testées pour former les complexes (500 mM, A3a; 400 mM, A3b et 350
mM, A3c). Pour cela, les protéines purifiées dans le tampon A3 sont ensuite diluées dans par un tampon A3 sans
NaCl, de maniére a atteindre les concentrations de NaCl souhaitées. Les complexes sont formés avec une

steechiométrie telle que 6 molécules de Gag sont présentes pour un dimére d'ARN (tableau 10).
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Ainsi, des contrdles de I'impact de cette dilution sur le profil de 6His-Gag en solution sont réalisés par DLS (figure
52). Dans I'ensemble, les profils DLS obtenus aprés I'analyse de la protéine en solution dans le tampon A3a (500
mM Nacl), puis diluées aux concentrations finales de NaCl de 400 mM (tampon A3b) et 300 mM (tampon A3c) sont
comparables. Le pic correspondant a la protéine monomérique est majoritaire dans la distribution en fonction de
la masse pour les trois concentrations. Néanmoins, la protéine présente également des multiméres de taille
variable d'une concentration de NaCl a I'autre. A noter que le corrélogramme ne présente dans ce cas, aucun signe

d'agrégation.

1 His-Gag 500 mM NaCl Rh= 136 nm = Rh= [3.2;3,32] nm
His-Gag 400 mM NaCl
w| His-Gag 300 mM NaCl ” )

Rh = [216;257] nm \

% Intensité
% Masse

Rh = [86;87] nm

Rh = [216;257] nm
Rh= 2412 nm

10 1
| Rh= 2412 nm 10 \ Rh= 136 nm
Rh= [3,2;3,32] nm | Rn- (s6;870n
. A - S E— J_ .

10!;,00 1,0643 1,06+4 001 0,10 1,00 . 10,00, 00,00 1,0643 1,0E+4
Diametre (nm}

Diamétre (nm)

Figure 52. Comparaison par DLS de I'effet de la dilution de la concentration de Nacl pour la protéine 6His-Gag en solution

dans le tampon A3

Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (@ droite) en fonction des diamétres des protéine GHis-Gag en
solution. Le Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond @ la moyenne de dix mesures. Le
corrélogramme est représenté dans I'encadré. La protéine Gag purifiée dans le tampon A3a (500 mM NacCl) est représentée en noire, la
protéine diluée dans 400 mM NacCl (tampon A3b) est représenté en bleu roi et finalement la protéine diluée dans 300 mM NaCl (tampon
A3c) est représentée en bleu turquoise.

Lorsque I'’ARN111,; est rajouté a la protéine (courbes vertes, figure 53), le chromatogramme issue de |'analyse DLS
du complexe présente un décalage de la valeur du Rh du premier pic par rapport au contréle 6His-Gag seul (courbe
bleue, figure 53 a). De plus, des pics correspondants a des molécules présentant une grande valeur de Rh
apparaissent a la fois dans la distribution par intensité et dans celle par masse. Ce phénomene est encore plus
visible lorsque la concentration de NaCl est de 300 mM (figure 53 b). Ces pics sont relativement monodisperse et
les corrélogrammes présentent peu d'agrégation. Il est possible que I'ajout d'ARN a la protéine Gag induise

I'oligomérisation de la protéine caractérisée par I'augmentation de la valeur de Rh associée .
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Figure 53. Comparaison par DLS de |'effet de la concentration de Nacl sur la formation de complexes entre G6His-Gag et

I'ARN111WT

Représentation des distributions en intensité (d gauche) et en masse (a droite) en fonction des diamétres des complexes entre 6His-Gag
et ’ARN111,,; en solution. Le Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond a la moyenne de dix mesures.
Les corrélogrammes sont représentés dans les encadrés. a. Le profil DLS de la protéine Gag seule et purifiée dans le tampon A3a (500
mM NaCl) est représenté en bleu foncé. Celui du complexe entre 6His-Gag et I’'ARN111,;dans le tampon A3a est en vert foncé. Enfin, le
dernier correspondant au complexe ribonucléique dans le tampon A3 dont la concentration de NaCl est diluée @ 400 mM (tampon A3b)
est représenté par une courbe vert clair. b. Le profil DLS de la protéine Gag seule et purifiée dans le tampon A3a est représenté en bleu
claire et le profil DLS du complexe ribonucléique dans le tampon A3 dont la concentration de NaCl est diluée a 300 mM (tampon A3c) est

représenté par une courbe vert turquoise.

Afin de vérifier I'hypothése selon laquelle le décalage des valeurs de Rh observé dans les différents profils DLS est
bien la conséquence d'une interaction spécifique entre la protéine 6His-Gag et I'ARN111,y, un contrdle est réalisé
en ajoutant un mélange d'ARNt a la protéine. Les complexes sont formés en conservant le méme rapport d'une
molécule d'ARN pour 6 molécules de protéines Gag recombinantes. Les profils DLS obtenus pour I'ARNt seul sont
superposés aux profils de la protéine GHis-Gag seule et a ceux du complexe entre le précurseur et I’ARNt, aucun

décalage de Rh n'apparait et les pics se superposent entre les courbes (figure 54).
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Figure 54. Comparaison par DLS de I'effet de I'ajout d’ARNt ou d’ARN111Wt a la protéine GHis-Gag dans le tampon A3
Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (a droite) en fonction des diamétres du mélange d’ARNt en solution.
Le Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond a la moyenne de dix mesures. Le corrélogramme est
représenté dans I'encadré en haut & droite. Le profil DLS correspondant a la protéine Gag seule est représentée en bleu foncé. Celui
correspondant au complexe entre 6His-Gag et '’ARNt est représenté en rouge et I’ARNt seul est représenté en rose.

Cela appuis I'hypothése que les décalages de la valeur de Rh de 3,32 nm a 5,38 nm dans |le tampon A3a (500 mM
NaCl) et de 3,32 nm a 11,97 nm dans le tampon A3b (400 mM NacCl) observé lorsque la protéine GHis-Gag et

I'ARN111,Sont mélangés correspond bien a une interaction fortement spécifique entre ces deux molécules.
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Concentration
Rh1 Rh 2 Rh3 Rh 4
Nacl
(nm) 6,48 258
ARN111,; 500 mM % Intensité 69% 30%
% Masse 99% 1%
(nm) 3,32 86 257
500 MM % Intensité 1,9% 35% 63%
% Masse 88,4% 0,9% 10,7%
(nm) 3,32 136 2419
6His-Gag 400 mM % Intensité 1% 91% 8%
% Masse 68% 16% 16%
(nm) 3,2 87 216
300 mM % Intensité 1% 27% 72%
% Masse 84% 1% 15%
. (nm) 3,32 86 257
6His-Gag o
500 mM % Intensité 2% 35% 63%
sans AR % Masse 88% 1% 11%
(nm) 5,38 326 1419
500 mM % Intensité 0,4% 8,3% 91,3%
% Masse 5% 2% 93%
. (nm) 11,97 735
GHis-Gag + .
400 mM % Intensité 1,2% 98,9%
ARN111,:
% Masse 2,7% 97,3%
(nm) 338 1045
300 mM % Intensité 48% 52%
% Masse 23% 77%
(nm) 1,3 6,18 91,7 1283
ARN t 500 mM % Intensité 14% 7% 70% 9%
% Masse 99,4% 0,5% 0% 0,1%
X (nm) 0,96 3,5 98 215
6His-Gag o
500 mM % Intensite 0,3% 1,7% 58% 40%
+ARN t
% Masse 73% 25% 1% 1%

Tableau 10. Valeurs de Rh déterminés grace par DLS de la protéine 6His-Gag, des ARN 111WT et ARNt et des complexes
protéine/ARN dans différentes dilutions en Nacl de la solution tamponnée A3

En conclusion, une interaction spécifique entre le fragment d'ARNg et Gag est observable dans la solution
tamponnée A3 in vitro. La taille des oligoméres augmente quand la concentration de NaCl diminue (tampons A3b
et A3c). Dans le but de caractériser les paramétres de liaison des complexes (comme la constante d'affinité et la

steechiométrie du complexe protéine-ARN), d'autres analyses sont réalisées notamment par AUC.
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1.2.3 Analyse des complexes formés entre GHis-Gag et I'ARN111,; par AUC

Les complexes sont formés entre 6His-Gag produites en cellules BHK21 et I'ARN111,,dans les tampons Al et A3. A
cette fin, I'ARN et la protéine sont aussi analysés seuls dans |'une et I'autre solution tamponnées (courbe bleu clair
et violet respectivement figure 55). Le complexe est formé a une steechiométrie de 1 : 1 avec une concentration
final d'ARN dimérique et de protéines égale a 1 uym.

Tout d'abord, I'analyse de vitesse de sédimentation indique que I'ARN111,; dans I'une et I'autre solution tamponnée
est composé d'une population largement dimérique (figure 55 et tableau 11). La protéine GHis-Gag est
majoritairement monomeérique dans les deux solutions tamponnées, bien qu'une faible proportion de dimére
semble apparaitre dans la solution tamponnée A3. En superposant les courbes obtenues aucun complexe

ribonucléoprotéique dans ces conditions n'est observé.

12 T ——— His-Gag His-Gag
Complexe His-Gag et 'ARN111 10 1 Complexe His-Gag et ARN 111
ARN111WT ARN111WT
1.0 1
0.8 1
0.8 1
0.6 1
< <2
S 061 ﬁ E
= 5 044
© 04 °
|
0.2 1 / k 0.2 1 \
0.0 A 0.0 SO
5 10 10
Coefficient de sédimentation (s) Coefficient de sédimentation (s)

Figure 55. Représentation des analyses de vitesse de sédimentation de 6His-Gag mélange a I'ARN111WT

L’analyse de la distribution du coefficient de sédimentation Cs en continu est réalisée a partir des données d’absorbance. Les courbes
violettes représentent la protéine 6His-Gag purifiée dans le tampon (A1 ou A3), la courbe bleu turquoise, I'’ARN replié dans la solution
tamponnée correspondante et la courbe foncée le complexes entre 6His-Gag et I'’ARN111,;. Les graphiques sont réalisés en utilisant la
plateforme Gussi (Brautigam, 2015).Gauche. solution tamponnée A1. Droite. solution tamponnée A3.
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Pics PM (Da) Coefficient de. sedimentation (S) % Rh (nm)

Tampon Al
N°1 52 135 4,12 1 3,02
ARN 111 N°2 137 684 7,88 91 4,17
N°3 243 558 11,52 8 5,04
N°1 59 419 4,51 27 3,11
Gag
N°2 125631 7,58 71 3,96
N°1 59 419 4,51 29 3,11
Complexes |
N"2 125 631 7,58 71 3,96
Tampon A3
N°1 75 880 5,70 81 3,69
ARN 111
N°2 135 627 8,40 16 4,48
Gag N°1 68 596 3,80 95 4,30
N°1 44 904 3,73 37 2,89
Complexes | N°2 122 034 5,67 50 3,79
N°3 233626 8,43 8,9 4,62

Tableau 11. Valeurs Cs mesurées en AUC pour I'ARN111WT les différentes solutions tamponnées Al et A3

I.2.4 Analyse des complexes formés par 6 His-Gag et I'ARN111, par Fidabio

Différentes ratios protéines/ARN entre 6His-Gag et 'ARN111,; sont testées a l'aide d'analyses FIDAbio (dont les
principes sont décrits dans la session Matériels et Méthode ; 8I1X.3 ). Pour cela les complexes sont formés en faisant
varier la concentration de I’ARN et en conservant une concentration fixe de la protéine Gag marquée par des sondes
ALEXA488 dans le tampon A3 (ici de 350 nM).

Dans un premier temps, I'efficacité de marquage de la protéine est évaluée. Elle varie entre 50% et 80% en
fonction des tubes (estimation a partir de la formule présentée dans le Matériels et Méthodes ;8VII.4). Ensuite, le
FIDAlyser permet d'évaluer le Rh de la protéine recombinante marquée en solution. Cette valeur est corrigée en
fonction de la viscosité expérimentale de la solution tamponnée correspondant & 0,00088 Pa.s™ (annexe 3). Ainsi
le Rh de la protéine seule en solution est estimé a 4,24 + 0,18 nm ce qui est bon accord avec les valeurs de Rh
obtenus pas DLS et SEC-MALS (tableau 8, section Résultats ; §1.1.5). Cette valeur est la moyenne de huit analyses
indépendantes.

Lorsque la protéine GHis-Gag marquée est mélangée avec I'ARN111,; préalablement replié et dimérique, le Rh
observé augmente (tableau 12 et figure 56). Les Rh représentés ici correspondent a une moyenne d'au moins 4
mesures, a I'exception du dernier point de steechiométrie de 50 molécules de Gag pour 1 dimére d’ARN111,;. Pour

ce complexe, seulement une analyse est réalisée, puisque dans ce cas on observe une certaine agrégation.
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Ratio Gag : ARN Moyenne des Rh (nm) Ecart type Nombre de répétition

1:0 4,24 0,18 8
1:1 4,82 0,48 4
10:1 4,87 0,48 6
20:1 5,24 0,53 6
30:1 5,95 0,37 5
40:1 7,87 1,00 5
50:1 26,51 X 1

Tableau 12. Rh moyens mesurés par FIDAbio a partir de mélanges de GHis-Gag et d’ARN 111WT en fonction des ratios
protéine-ARN
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Ratio Gag : ARN

Figure 56. Représentation des Rh moyens de la protéine 6His-Gag marquée par une sonde ALEXA488. en présence d'une
quantité croissante de diméres d’ARN 111WT obtenus par FIDAbio

Une forte augmentation du Rh apparait pour les ratios de 40 et 50 molécules de Gag pour 1 molécule ARN.
Cependant, ce genre d'analyses sont difficilement reproductibles et la méthode FIDAbio n'est pas optimale pour
I'analyse des interactions entre Gag et les fragments d'ARN viraux. En effet son fonctionnement repose sur le
déplacement laminaire des complexes en solutions dans un capillaire chargé soit négativement, soit recouvert de
charges positives. Dans le premier cas, la présence de protéines Gag chargées positivement rend I'utilisation d'un
tel capillaire extrémement difficile. Dans le second cas, il est impossible de déterminer le pourcentage d'ARN qui
pourrait interagir avec le capillaire en interférant ainsi avec la formation du complexe. Pour contrecarrer cette
problématique de nouveaux capillaires vont étre commercialisés cependant au moment des analyses ils n'étaient
pas encore disponibles. Ainsi, nous avons décidé de poursuivre notre analyse par une nouvelle méthode

biophysique, I'anisotropie de fluorescence.
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1.2.5 Analyse des complexes formés entre 6HIS-Gag et ARN 111 WT par Anisotropie de fluorescence

Contrairement a la méthode FIDAbio, I'anisotropie de fluorescence utilisée lors de ce travail ne repose pas sur le
marquage de la protéine Gag, mais sur celui de I’ARN comme décrit section Matériels et Méthodes ; §11l.2. Dans ce
but, les deux ARN virales, ARN111,; et ARNSL1s;s sont marqués, repliés et dimérisés. Dans un premier temps,
I'efficacité de marquage est testée en quantifiant le taux de marquage des fluorophores (FTSC) au niveau de
I'extrémité 3' des ARN en réalisant des analyses de SDS PAGE urée qui sont ensuite révélées au Typhoon et par bains

de BEt. Ensuite, la dimérisation des ARN marqués est contrdlée a I'aide d'un gel d'agarose 1% TMB (figure 49).

Typhoon bET
ARN111,,. ARN111 ppp ARN SL1* ARN111 \\r ARN111 ppp ARN SL1*
~
@ — 111 nucléotides ‘ =111 nucléotides
— -~ =111 nucléotides =111 nucléotides
- - 35 hycléotides — 35 nucléotides

Avant Aprés Avant Apres Avant Aprés Avant Aprés

Avant/Apres purification sur colonne Avant/Aprés purification sur colonne

Figure 57. Analyse par gel dénaturants supplémentés en urée révélés au Typhoon et par un bain de BEt du marquage des
ARNg

L’ARN111,; est encadré en rouge (d gauche), I'ARN111,.4 est encadré en violet (au milieu) et I'ARNSL1;; est encadré en jaune (a droite).
Pour les ARN1114., €t ARNSL135 la premiére piste correspond a I’ARN marqué avant I'étape de purification sur colonne suite au marquage
fluorescent, la deuxiéme piste correspond a I'’ARN marqué aprés I'étape de purification sur colonne.

Lorsque les ARN111,;fraichementmarqués, repliés et dimériques sont mélangés a des concentrations croissantes
de protéines GHis-Gag, la valeur d'anisotropie augmente (tableau 13 et figure 58). Chaque ligne du tableau
représente la moyenne de 37 mesures. Les courbes sont ensuite normalisées et la moyenne des trois analyses
distinctes sont ajustées par le modéle de Scatchard (Scatchard, 1949) de maniére a déterminer le Kd. Dans ce cas,

le kD apparent entre I'ARN111,; et 6His-Gag est estimée a 174 £ 41 nM (figure 58).
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Moyenne de

Ratio 6His-Gag : ARN111,; X . Ecart type Nombre de répétitions
I'anisotropie (mP)
0:1 60 2,29 37
2:1 62 3,32 37
5:1 68 3,08 37
10:1 92 6,93 37
20:1 119 6,55 37
30:1 140 8,87 37
50:1 151 5,90 37
100:1 179 4,48 37

Tableau 13. Valeurs moyennes d'anisotropie de fluorescence pour des complexes formés entre Gag et I'ARN 111WT en

fonction du ratio protéine/ARN
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Figure 58. Représentation des moyennes des valeurs d'anisotropie de I'ARN111WT marqué et dimérique en présence de
quantités croissantes de 6His-Gag et ajustement de la courbe par le modéle de Scatchard
La courbe représente la moyenne de 37 répétitions (n=3) avec un traitement statistique de Scatchard.

De méme, lorsque les ARNSL1;s marqués, repliés et dimériques sont mélangés a des concentrations croissantes de
protéines 6His-Gag, la valeur d'anisotropie augmente (tableau 14 et figure 59). Chaque ligne du tableau représente
la moyenne de 8 a 15 mesures. Les courbes ensuite normalisées et ajustées par le modeéle de Scatchard ce qui a

permis de déterminer le Kda,, qui dans ce cas est de 116 * 36 nM (figure 59).
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Moyenne de

Ratio 6His-Gag : ARN111,,; I'anisotropie Ecart type Nombre de répétitions
(mP)
0:1 67 3,60 6
2:1 67 3,08 9
5:1 68 3,48 9
10:1 71 3,68 9
20:1 79 4,21 9
30:1 95 17,13 9
50:1 100 28,36 6
100:1 131 33 9

Tableau 14. Valeurs moyennes d'anisotropie de fluorescence des complexes entre Gag et I'ARN SL135 en fonction des ratios

etdu nombre de répétitions
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Figure 59. Représentation des moyennes des valeurs d'anisotropie de I'ARNSL135 marqué et dimérique en présence de
quantités croissantes de 6His-Gag et ajustement de la courbe par le modéle de Scatchard
La courbe représente la moyenne de 9 répétitions (n=1) avec un traitement statistique de Scatchard.

Afin de vérifier 'hypothése selon laquelle I'augmentation de la valeur d'anisotropie observée dans les différentes

courbes de titration est bien la conséquence d'une interaction spécifique entre la protéine 6His-Gag et 'ARN111,r

(figures 58 et 59), un contréle est réalisé en formant les complexes avec le mutant de dimérisation, 'ARN111as,

(tableau 15 et figure 60). Les valeurs moyennes d'anisotropies pour 8 mesures ne varient pas méme lorsque la

concentration de Gag augmente, contrairement aux résultats obtenus avec les ARN sauvages (ARN111,: et

ARNSL1;5). Ainsi, il est possible de conclure que l'augmentation de la valeur d'anisotropie observée peut étre

corrélée a une interaction spécifique entre Gag et les fragments d'ARN viraux.
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Moyenne de

Ratio 6His-Gag : ARN111,,, X . Ecart type Nombre de répétitions
I'anisotropie (mP)
0:1 142 0,89 8
2:1 140 1,90 8
5:1 145 1,13 8
10:1 143 1,40 8
20:1 145 1,66 8
30:1 143 3,99 8
50:1 145 5,09 8
100:1 154 3,13 8

Tableau 15. Valeurs moyennes d'anisotropie de fluorescence obtenus a partir de mélanges de GHis-Gag et d’ARN 111AAA
en fonction de la steechiométrie
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Figure 60. Représentation des moyennes des valeurs d'anisotropie de 'ARN111AAA marqué et replié en présence de
quantités croissantes de GHis-Gag
La courbe représente la moyenne de 8 répétitions (n=1) avec un traitement statistique de Scatchard.

Pour conclure, I'objectif de la deuxiéeme étape de mon travail consiste a déterminer les conditions optimales pour
la formation des complexes entre la protéine Gag et les fragments ARN111,r; et ARNSL1;s in vitro. Ces conditions

sont utilisées pour réaliser la structure tridimensionnelle du complexe entre les deux partenaires.

Résumeé: Le protocole de dimérisation de I'ARNg mis au point par le laboratoire est contrélé pour les tampons Al
et A3 a l'aide d'un gel d'agarose (TBM) et d'analyses d'AUC sur les ARN111,r, ARN111as, €1 ARNSL1;5. Les complexes
formés entre 6His-Gag et 'ARN111,; sont caractérisés par DLS. Ceux formés avec la protéine Gag marquée et
I'ARN111,r sont analysés par FIDABio. Finalement, le kD est déterminé pour les complexes formés entre la protéine

Gag et les ARN111,s, ARN111.s 0U ARNSL135s marqués, par anisotropie de fluorescence
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1. 3. Analyse de la structure de Gag en complexe avec I'ARN

1.3.1 Analyse structurale de 6HisGag par cristallographie aux rayons X

Afin d'obtenir la structure du complexe entre GHis-Gag et I'ARN111,; par cristallographie aux rayons X, des
tentatives de cristallisation de ce complexe sont entreprises. Pour cela, des premiers tests avaient été réalisés au
sein du laboratoire avec la protéine 6His-Gag purifiée dans le tampon A1 mais ils n'ont pas permis de mettre en
évidence de conditions aboutissant a la formation de cristaux de protéine. Ainsi, une nouvelle tentative est faite
avec la protéine GHis-Gag purifiée dans le tampon Al et dialysée 5 heures a 4°C contre le tampon A3. La
concentration de la protéine aprés dialyse est estimée par mesure d'absorbance au Nanodrop a 2,3 mg/mL.

Des cristaux apparaissent uniquement dans la boite de criblage Wizard | et Il (figure 61) pour les conditions
contenant du di-Ammonium hydrogéne phosphate (1 M) comme agent précipitant. Les cristaux sont récupérés et
leurs profils de diffraction sont contrélés aux rayons X. Les clichés de diffraction obtenus sont caractéristiques de
cristaux de sel. Ceux-ci sont sans doute issus des réactifs composant la condition de cristallisation et non de la

protéine (figure 61). Ainsi, a ce jour, I'obtention de cristaux de la protéine 6His-Gag n’a pas encore abouti.

35 Image_screen_0102.img - Collected Images.

Figure 61. Analyse par diffraction aux rayons X des cristaux formés en présence de 6His-Gag dans le tampon A3
A gauche, formation d'un cristal a partir de 200 nL de protéines et 200 nL d’agents cristallisants contenant du di-ammonium hydrogéne
phosphate (1 M), imidazole pH 8.0 (100 mM) et chlorure de sodium (200 mM). A droite, profil de diffraction contrélé aux rayons X.

1.3.2 Mise au point des conditions de formation de grilles de microcopie électronique pour la protéine 6His-Gag par
coloration négative

La réalisation de clichés de coloration négative permet de contréler le comportement de la protéine recombinante
6His-Gag sur des grilles de carbone ainsi que I'effet de la fixation au glutaraldéhyde. Le but est de déterminer les
conditions idéales pour réaliser des structures par CryoEM. Différentes concentrations de la protéine purifiée dans

le tampon A3 sont déposées sur des grilles en présence ou en absence de glutaraldéhyde (figure 62). En conclusion,
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la qualité de I'échantillon est meilleure en présence de glutaraldéhyde, elle permet notamment de distinguer des

particules isolées (figure 62 a).

Avec glutaraldéhyde

Sans glutaraldéhyde

Figure 62. Micrographes des grilles de microscopie électronique a coloration négative chargée avec différentes
concentration GHis-Gag dans le tampon A3

Micrographes de différentes concentrations de 6His-Gag (barres d’échelle de 20 nm). a. Concentration de 0,06 mg/mL de GHis-Gag. b.
Concentration de 6His-Gag de 0,30 mg/mL. c¢. Concentration de 6His-Gag de 0,10 mg/mL.

De plus, la concentration idéale est de 0,30 mg/mL. En effet, a cette concentration il est possible de discriminer
deux types de population, d'une part des particules ayant un rayon d'environ 4,9 nm et d'autre part des agrégats
de plus grande taille. La protéine doit donc étre fixée avant d'étre déposée sur des grilles de carbone et pas trop

concentrée pour éviter son agrégation.

1.3.3 Analyse de la structure de 6His-Gag par CryoEM

1.3.3.1 Criblage de différentes grilles et conditions de préparation des grilles

Différents types de grilles et de conditions de vitrification sont testés pour réaliser les clichés de microscopie
électronique (tableau 16). Le but de ces criblages est d'identifier les meilleures conditions pour lesquelles la
protéine est bien dispersée sur la grille et suffisamment contrastée pour réaliser I'étape de sélection (ou picking)
lors de la résolution de la structure.

Dans un premier temps des grilles de carbone Quantifoil sont utilisées pour déterminer la meilleure concentration

de protéines Gag purifiées a déposer sur les grilles, mais aussi la nécessité d'ajouter ou non un agent fixateur
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(glutaraldéhyde) et/ou du détergent (DDM). La protéine 6His-Gag s'agrége au niveau du carbone de ces grilles. De
plus, le nombre de particules est trop important lorsque 0,25 mg/mL de protéines recombinantes sont déposées
sur la grille, mais pas assez importants a 0,15 mg/mL. L'ajout de DDM ainsi que de glutaraldéhyde est nécessaire
pour homogénéiser la glace a la surface des grilles méme cette glace n'est pas parfaitement homogéne. Ensuite,
des criblages sont réalisés sur des grilles de carbone C-flat avec une concentration allant de 0,18 mg/mL a 0,3
mg/mL de protéines supplémentées avec du glutaraldéhyde et du DDM. La concentration de 0,18 mg/mL semble
idéale pour la répartition de la protéine dans les trous. Méme si quelques agrégats subsistent, la qualité des grilles

est suffisante pour faire des acquisitions. Une acquisition d'une nuit est réalisée sur I'une de ces grilles (figure 63).

Figure 63. Micrographe d'une grille C-flat chargée avec 0,18 mg/mL de 6His-Gag purifiée dans le tampon A3 supplémenté
avec du DDM et du glutaraldéhyde

En paralléle, des essais sont réalisés sur des grilles d'or supplémentées ou non avec du PEG. Comme le support
change complétement par rapport aux grilles de carbone, les tests de détermination de concentration de protéine
Gag purifiée a déposer et de la composition du tampon idéale sont réalisés a nouveau. Comme pour les grilles de
carbone, le nombre de particules isolées est trop important lorsque la concentration de Gag est supérieure a 0,20
mg/mL. De plus, le DDM est nécessaire pour homogénéiser la glace a la surface des grilles. Néanmoins, I'utilisation
de PEG permet de diminuer la concentration initiale de protéine a 0,15 mg/mL.

Toutes ces grilles sont réalisées en utilisant le Vitrobot avec la méme force de séchage (5) et le méme temps de
séchage (2 secondes). Des tests de variation de temps et de force de séchage sont réalisés en faisant varier la
force de 5 a 8 et le temps de 2 a 4 secondes. aucun consensus a partir de ces cribles n'est ressorti. Les grilles
séchées avec une force 5 pendant 2 secondes présentent un ATLAS noir synonyme d'un séchage pas assez efficace.
Lorsque la méme force est appliquée pendant 4 secondes, la qualité de la glace est homogéne mais présente de

nombreux carreaux cassés, caractéristique d'une étape de séchage trop contraignante. Avec plus de force et un
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temps de séchage de 2 secondes la glace sur les grilles est trés homogéne. Mais trop épaisse pour les grilles
séchées avec une force 8 pendant 4 secondes.

Ainsi, pour essayer d'augmenter la reproductibilité de préparation des grilles, des tests sont réalisés en utilisant le
Chameleon, robot qui gére automatiquement les étapes d'effluage par plasma, (glow discharge ; GD) au dépdt des
grilles dans les boites de rangement en passant par le dépdt et la vitrification des échantillons. Ainsi des délais
avant vitrification allant de 101 ms a 503 ms sont testés. Plus ce délai est court, moins la protéine s'est adsorbée
sur la surface de la grille et plus la glace est épaisse. La grille la plus homogéne est celle dont le temps avant

vitrification est le plus long (figure 64).

Figure 64. Criblages des conditions de préparation des grilles de carbones pour la CryoEM par le Chameleon

Micrographes des premiers tests de réalisation de grilles de carbones (SPT Labtech) a partir de 0,7 mg/mL de protéines 6His-Gag purifiée
dans le tampon A3. a. ATLAS de la grille ayant un délai de GD de 30 secondes et de plongeon de 503 ms. b. ATLAS de la grille ayant un
temps de GD de 30 secondes et délai avant vitrification de 206 ms. c. ATLAS de la grille ayant un temps de GD de 30 secondes un délai de
121 ms avant vitrification.
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Types de Concentration Tampon Temps de Force de

grilles de Gag séchage séchage
0,15 Glutaraldéhyde 2s 5
Quantifoil 0,15 Gluta. + DDM 2s 5
0,25 Glutaraldéhyde 2s 5
0,25 Gluta. + DDM 2s 5
0,18 Gluta. + DDM 2s 5 Acquisition
0,18 Gluta. + DDM 4s 5
0,18 Gluta. + DDM 2s 8 Acquisition
c-flat 0,18 Gluta. + DDM 4s 8
0,20 Gluta. + DDM 2s 5 Acquisition
0,25 Gluta. + DDM 2s 5
0,30 Gluta. + DDM 2s 5
0,2 Glutaraldéhyde 2s 5
or 0,2 Gluta. + DDM 2s 5
0,05 Gluta. + DDM 2s 5
0,10 Gluta. + DDM 2s 5
Or + Peg -
0,15 Gluta. + DDM 2s 5 Acquisition
0,20 Gluta. + DDM 2s 5
Types de Concentration Temps de GD Temps de
grilles de Gag plonge
0,7 30s 503 ms Acquisition
0,7 30s 301 ms
SptLabtech 0.7 30? 206 ms
0,7 1 min 101 ms
0,7 1 min 146 ms
0,7 30s 121 ms

Tableau 16. Récapitulatif des grilles et des conditions qui sont criblées pour réaliser la structure par CryoEM de GHis-Gag
La grille surlignée est celle qui a servie a proposer le modéle ci-dessous (figures 65, 66 et 67).

1.3.3.2 Traitement des images CryoEM pour I'ensemble des jeux de données de la protéine Gag seule

Une acquisition sur une nuit est réalisée a partir d'une grille C-Flat contenant 0,18 mg/mL de GHis-Gag
supplémentée avec du DDM et fixé avec du glutaraldéhyde. L'acquisition est réalisée sur le microscope Glacios Cryo
TEM a 200 kv. Un total de 5035 vidéos sont obtenues. Aprées alignement des films et correction de la fonction de
transfert de contraste (Contrast Transfer Function, CTF)) le jeu de données est nettoyé pour aboutir a 4161 images

(figure 65).
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Data collection (Glacios) and image processing (Cryosparc)

Glacios, 200kV, Exposure curation

—>| Patch motion correction |—>| Patch CTF correction | —
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Figure 65. Reproduction des différentes étapes de construction du modéle de structure de la protéine 6His-Gag (1/3)
Alignement des vidéos pour générer les images de microscopie, correction de la CTF et nettoyage du jeu de données. Sélection supervisée
de particules a I'aide de modéles d'apprentissage (deep learning).

Pour sélectionner et extraire les particules de Gag des images, un choix manuel est réalisé permettant la sélection
de 479 particules. Ce jeu de particules est utilisé pour éduquer un programme d'apprentissage de CyroSPARC qui
sélectionne 1189875 particules. Ces particules permettent de réaliser des classes 2D. Aprés plusieurs cycles de
nettoyage des mauvaises classes, 448491 particules sont sélectionnées (figure 66). Aprés une étape de
« clustering » des classes 2D, une classe comprenant 69559 particules représentant une conformation homogéne

de Gag est extraite et utilisée pour faire un modéle initial qui est affiné a 7 A de résolution (figure 67).

Particles picking and cleaning (Cryosparc)

| Manual Particle Picking H Picking with deep learning H Extract particles H 2D classification H Class average clustering |

479 particles 1189875 particles Box size 208 pixels 448491 particles 69559 particles

Figure 66. Reproduction des différentes étapes de construction du modéle de structure de la protéine GHis-Gag (2/3)
Extraction des particules sélectionnées d‘abord & la main puis en utilisant le programme d'intelligence artificielle de CryoSPARC pour
réaliser les classes 2D qui sont ensuite nettoyées.
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Structure

Ab-initiomodel Non uniform refinement
Res: 7.0 A

Figure 67. Reproduction des différentes étapes de construction du modéle de structure de la protéine 6His-Gag (3/3)
Un model ab-initio est généré a partir des classes 2D triées et nettoyées. Ce modéle est affiné en utilisant des masques. La structure
finale est représentée d droite, & une résolution de 7 A.

La résolution de ce modéle est trop faible pour permettre de positionner les structures des domaines de Gag déja
résolues. De nouveau enregistrements supplémentaires sont nécessaires pour permettre d'avoir un nombre
suffisant de particules par classe de conformation. Cependant, il est possible de déduire de ce premier modéle que

la protéine GHis-Gag est sous forme de monomére de de dimensions 50 x 50 x 90 A dans le tampon A3.

1.3.3.3 Analyse de la structure du complexe entre GHis-Gag et I'ARN111,; par CryoEM

Dans le but de résoudre la structure du complexe entre 6His-Gag et '’ARN111,r, des premiers tests de préparation
de grilles sont réalisés. Pour cela les complexes sont formés comme décrit dans la partie Matériels et Méthodes,
8VIII.1 avec une steechiométrie d'une molécule d'ARN pour dix molécules de Gag (1 : 10) dans le tampon A3b (400
mM). Différentes concentrations sont testées, 0,18 mg/mL (3 uM de protéines Gag); 0,2 mg/mL (3,4 UM de
protéines Gag) et 0,25 mg/mL (4,2 pM de protéines Gag). Comme pour les grilles ne comportant que la protéine
Gag, une fois les complexes formés ils sont fixés avec du glutaraldéhyde et complémentés avec du DDM. Ainsi,
avant de réaliser les grilles pour la CryoEM, des analyses de DLS sont utilisées pour déterminer I'impact du DDM et
du glutaraldéhyde sur la formation du complexe (figure 68). Les profils obtenus en masse et en intensité entre la
protéine seule dans la solution tamponnée A3 (courbe rouge) sont superposés avec les profils obtenus pour le
complexe entre Gag et I'ARN111,; dans le tampon A3 supplémenté avec du DDM (courbe bleue) et dans le tampon
A3 supplémenté avec du DDM et du glutaraldéhyde (courbe verte). D'une part, 2 pics sont présents sur les profils
DLS lorsque du DDM est ajouté dans la solution tamponnée. Le premier pic ne représente que 0,4% de l'intensité
et 10 % de la masse mais présente un Rh de 9,32 nm. Il correspondrait a de gros multimeres de Gag ou a un

complexe entre 6His-Gag et I'ARNg (tableau 10, section résultats, partie 2, §1.1.5). L'autre pic est un oligomeére de
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grande taille ayant un Rh de 193 nm. D'autre part, 3 pics sont présents sur les profils DLS lorsque du DDM et du
glutaraldéhyde sont ajoutés dans la solution tamponnée. Le premier pic ne représente que 0,8% de l'intensité et
4 % de la masse mais présente un Rh de 13 nm comparable a ce qui est déterminé pour le complexe entre Gag et
I'’ARNg en DLS (tableau 10, section résultats, partie 2, 81.1.5). Les autres pics sont des multimeéres de grandes tailles
ayant des Rh de 132 nm et 420 nm respectivement. Comme caractérisé précédemment, les pics de plus grande
taille ne se superposent pas et correspondent tous a des oligoméres ou des agrégats de grande taille présentant

une faible reproductibilité.

Rh =137 nm
100 His-Gag Rh= 193nm
His-Gag/ARN111WT (TamponA+DDM)

ag/ARN111W

(TamponA+glutaraldéhy

Rh= 4,75 nm

% Intensité

Rh= 9,32 nm
h 3,36 nm

0,01 0,10 1,00 10,00 1,0643 1,064 —_

o .
0,01 0,10 1,00 10.00
Diametre (nm)

100,00 1,0643

Diamétre (nm)

Figure 68. Analyse par DLS de I'effet du DDM couplé ou non avec du glutaraldéhyde, sur la formation de complexes entre
GHis-Gag et I’ARN dans le tampon A3

La protéine purifiée dans le tampon A3 est représentée en rouge, le complexes entre 6His-et I'’ARN et supplémenté avec du DDM est
représenté en bleu, finalement le complexes entre GHis-et I’ARN et supplémenté avec du DDM et fixé avec du glutaraldéhyde est
représenté en vert. Les distributions en intensité (a gauche) et en masse (a droite) en fonction des diamétres des particules en solution
sont représentées pour chacune des protéines testées. Le Rh de chaque protéine est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque
graphique correspond @ la moyenne de dix mesures.
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Ainsi les différentes concentrations de complexes sont déposées sur les grilles C-flat par le Vitrobot Une acquisition
sur la nuit est faite sur la grille contenant 0,2 mg/mL (3 pM de protéines Gag).Le complexe Gag/ARN est
majoritairement présent sous forme d'agrégats sur les grilles (figure 69). L'affinement des conditions de

préparation du complexe ainsi que les conditions de préparation des grilles doivent encore étre réalisés.

Figure 69. Micrographe d'une grille C-flat chargée avec 0,20 mg/mL de GHis-Gag en complexe avec I'ARNg (1 : 10)
supplémenté avec du DDM et du glutaraldéhyde
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1.3.4 Proposition d'un modéle de structure de Gag en utilisant le programme Alphafold

Des modéles théoriques sont réalisés grace la technologie innovante d'intelligence artificielle contenue dans
Alphafold. Ainsi des modéles des protéines Gag, avec ou sans |'étiquette dans la partie N-terminale et avec ou sans
le domaine p6, sont générés.

Pour la protéine Gag entiére, sans étiquette le modeéle présenté est celui ayant le meilleurs score pLDDT de 75,43,
soit le modele numéro 3 (figure 70). Les domaines de la MA, CA, NC sont représentés avec un bon score de
prédiction. Cependant, les espaceurs et le domaine de p6, qui sont les domaines moins structurés de la protéine,

ne présentent pas un bon score pIDDT. Cela signifie que le positionnement des domaines proposés par Alphafold

n'est pas sar.

Sequences

Sequence identity to query

Positions
b.

Predicted IDDT per position
A

Predicted IDDT

pIDDT: mmm Very low (<50) Low (60) w=m OK (70) Confident (80) mmm Very high (>90)

0 100 200 300 400 500
Positions

Figure 70. Visualisation du modéle proposé par Alphafold pour la structure de la protéine Gag ainsi que les scores associés
ala prédiction de la position de chaque résidu
a. Représentation de la couverture des alignements multiple de séquence. b. IDDT par position en fonction des modéles. c. Représentation

de la structure de Gag a partir du modele 3, dont les couleurs varient en fonction du score de IDDT. Les différents domaines de Gag sont
représentés en carrés de couleurs.
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Concernant la structure de la protéine Gag entiére avec I'étiquette G6His dans sa région N-terminale, le modéle
présenté est le numéro 5 avec un score pIDDT de 72,68 (figure 71). Une proposition de modéle un peu différente

de celle obtenu avec la protéine Gag sauvage, néanmoins, les diagrammes de prédiction par positions sont

comparables.
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Predicted IDDT per position
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pIDDT: mm. very low (<50) Low (60) === OK (70) Confident (30) wmm Very high (>90)
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Positions

Figure 71. Visualisation du modéle proposé par Alphafold pour la structure de la protéine 6His-Gag ainsi que les scores
associés a la prédiction de la position de chaque résidu
a. Représentation de la couverture des alignements multiples de séquence. b. IDDT par position en fonction des modéles. c.

Représentation de la structure de Gag & partir du modéle 5, dont les couleurs varient en fonction du score de IDDT. Les différents
domaines de Gag sont représentés en carrés de couleurs.
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Finalement, la protéine Gag sans le domaine p6 est représentée par le modéele numéro 4 avec un score pIDDT de
81,37 (figure 72). Le score est meilleur que les deux modéles précédents. Cependant, le domaine qui est retiré (p6)

est un domaine dont la structure est variable, elle apporte donc beaucoup d'incertitude.
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Figure 72. Visualisation du modéle proposé par Alphafold pour la structure de la protéine Gag dépourvue du domaine p6
ainsi que les scores associés a la prédiction de la position de chaque résidu

a. Représentation de la couverture des alignements multiples de séquence. b. IDDT par position en fonction des modéles. c.
Représentation de la structure de Gag a partir du modéle 4, dont les couleurs varient en fonction du score de IDDT. Les différents
domaines de Gag sont représentés en carrés de couleurs.

Pour conclure, I'objectif de ces résultats est de résoudre la structure du complexe formé par la protéine Gag et un
fragment d'ARNg. La technique CryoEM est privilégiée. Dans un premier temps, les conditions de préparation des
grilles avec la protéine Gag seule sont mises au point et permettent de proposer un modéle & 7 A. Les premiers
tests de résolution de la structure du complexe entre Gag et I'ARNg sont réalisés. Cependant, de nouvelles mises

au point sont nécessaires.

Résumé : différentes méthodes de résolution de structure sont utilisées dans cette étude. Tout d'abord, la
cristallographie aux rayon X qui au présent n'a pas encore permis de résoudre la structure de Gag. Puis, la CryoEM
qui a permis de proposer un premier modéle de la protéine GHis-Gag a 7 A. Les premiers tests sont réalisés sur les
complexes entre GHisGag et I'ARN111,:. Les structures Alphafold des protéines GHis-Gag, Gag et GagAp6 sont

également représentées.
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Il Discussion ; caractérisation des interactions in vitro entre le précurseur Gag et ses partenaires protéiques

Le premier objectif de ma thése a pour but de réaliser la structure tridimensionnelle de la protéine Gag en
interaction avec un fragment d'ARNg. Pour cela, la protéine Gag est produite en cellules de mammiféres et est
caractérisée in vitro. Ensuite, des conditions de formation de complexes entre la protéine Gag et I'ARNg sont
analysées.

Tout au long des analyses de ce travail, la protéine Gag présentant une étiquette 6-His, dans sa partie N-terminale
pour les protéines produites en cellules de mammiféres et dans sa partie C-terminales pour les protéines produites
en cellules bactériennes. Des travaux précédents montrent que si I'étiquette peut interagir avec des courts
fragments d'ADN, l'utilisation de forces ioniques élevées empéche ce phénomeéne (Bewley et al., 2017). De plus,
I'étude de l'interaction entre la protéine Gag et différents ARN (génomique et épissés) réalisées au sein de notre
équipe montrent que cette étiquette n'altére ni I'affinité de liaison de Gag a I'ARN, ni la steechiométrie entre les
partenaires (Bernacchi et al., 2017). Néanmoins, dans notre systéme I'étiquette pourrait étre séparée de la

séquence de Gag par une région p3C permettant son excision lors des étapes de purification.

1.1. Purification de 6His-Gag et sa caractérisation par des méthodes biophysiques

[.1.1 Choix des solutions tamponnées

Les vecteurs viraux pour la production de la protéine 6His-Gag étaient déja disponibles au laboratoire.
Historiquement, les protéines sont purifiées dans le tampon A1l (tableau 6, section Matériels et Méthodes, §I1v.2.3)
qui est utilisé pour solubiliser une autre protéine du VIH-1 également produite en BHK21, I'IN (Levy et al., 2016).
Cependant, cette solution est fortement concentrée en NaCl et en détergent (CHAPS). Aprés plusieurs tests, une
seconde solution tamponnée est mise au point, le tampon A3. Elle présente I'avantage de réduire la concentration
de NaCl qui passe de 1 M a 500 mM et de faire disparaitre le CHAPS. En effet le NaCl réduit les interactions
électrostatiques entre les partenaires en solution et favorise donc la solubilisation de la protéine, de maniére
similaire au CHAPS, qui en recouvrant la protéine de micelles réduit les interactions entre macromolécules. Or ce
travail a pour but de mettre au point les conditions pour réaliser la structure tridimensionnelle par CryoEM du
complexe entre Gag et un fragment d’ARNg. La mise au point d'une solution tamponnée qui favorise la formation

de complexes et qui est compatible avec la production de grilles de CryoEM est donc nécessaire.

I.1.2 Purification de la protéine Gag produite en cellules de mammiféres
Ainsi, a partir de 12 L de culot cellulaire, la purification dans le tampon A1 de GHis-Gag permet de purifier 9,36 mg
de protéines réparties en deux aliquotes. A partir de 2 L de culot cellulaire, la purification dans le tampon A3 permet

de purifier 0,62 mg de protéines. La différence de rendement provient vraisemblablement de I'utilisation de
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tampons aux pouvoirs de solubilisation différents. En effet des tests de purification de la protéine 6His-Gag sont
réalisés a partir de production de protéine par des cellules BHK21 adhérentes. Différentes solutions tamponnées
sont utilisées pour réaliser la purification de Gag sur billes (résultats non montrés). Ainsi, une plus grande quantité
de protéines est purifiée dans le tampon A1, par rapport aux purifications réalisées dans le tampon A1 sans CHAPS
(1M NaCl - 50 mM HEPES pH7.5, 5 mM MgCl,). Les rendements dans cette solution tamponnée sont meilleurs que
ceux obtenus dans le tampon A3a, eux méme meilleurs que ceux dans le tampon A3c (300 mM Nacl). La présence
de CHAPS et la concentration de NaCl joue donc un réle important pour la solubilisation de la protéine 6His-Gag
produite en cellules de mammiféres. Lorsque la protéine est purifiée dans le tampon A3, une limite de solubilisation
est observée a partir de 0,7 mg/mL. En paralléle, la précipitation de la protéine est visible dans les tubes par la
présence de particules blanches. Ainsi, malgré les grosses différences observées, il nous est apparu important de
caractériser la protéine dans les deux solutions tamponnées qui permettent d'une part, d'avoir de trés bons
rendements et d'autre part, de réduire la concentration de NacCl et donc de favoriser la formation de complexes.
Le profil biophysique de la protéine 6His-Gag en solution dans I'une et I'autre solution tamponnée est déterminé a
I'aide d'un large panel de méthodes biophysiques. Ces mémes méthodes servent aussi de contréles lors des
investigations pour la formation des complexes entre Gag et I'ARN (objectif 1) et entre Gag et les partenaires de p6
(objectif 2).

Lorsque la protéine est purifiée dans le tampon A1, a I'issue de I'étape de chromatographie a exclusion de taille,
deux profils apparaissent sur SDS-Page (figure 35 a.2). D'une part, un profil trés concentré en protéines 6His-Gag
et présentant trés peu de bandes contaminantes (fraction C4 sur la figure 35, b.2). D’autre part, un profil qui
présentent un enrichissement en bandes contaminantes, représentées par des bandes ayant des tailles
supérieures ou inférieures a 59 kDa (fraction C6 sur la figure 35, b.2). Les bandes contaminantes peuvent provenir
de contaminants cellulaires capables de fixer la colonne de nickel ou d'un profil de dégradation de la protéine GHis-
Gag, elle-méme. Cependant, cette tendance est moins forte avec le précurseur purifié dans le tampon A3. Il est
possible que le caractére moins solubilisant de ce tampon n’est pas permis de conserver solubles les protéines

contaminantes ou 6His- Gag tronquées, le cas échéant.

I.1.3 Détermination de la séquence en aa et des PTM de la protéine Gag produite en cellules de mammiféres

Des WB sont utilisés pour identifier la présence de Gag dans les fractions purifiées. Le précurseur Gag produit en
cellules bactériennes, déja caractérisé au laboratoire, est utilisé comme contréle lors des WB (Bernacchi et al.,
2017; Dubois et al., 2018b; El-Wahab et al., 2014 ; figure 37). L'ensemble des protéines testées présentent un profil

avec difféerentes bandes a l'issue de |'étape de révélation de la membrane par un AC dirigé contre I'étiquette. La
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bande majoritaire migre a un PM attendu pour la protéine Gag (59 kDa) tandis que les autres bandes correspondent
a des protéines ayant un plus faible PM. Pour aller plus loin dans I'analyse, les séquences de la protéine 6His-Gag
et de ce qui compose la bande contaminante sont séquencées par MS/MS. Le recouvrement de séquences pour la
protéine produites en cellules de mammiféres est de 94% pour |'échantillon en solution et 98% pour I'échantillon
en gel (figure 38). La partie N-terminale n'est pas entiérement recouverte. Cependant, lors de l'identification par
WB, un anticorps dirigé contre I'étiquette 6His est utilisé. Il est alors possible de conclure que cette extrémité est
intacte. Seule une région de 5 acides aminés dans la séquence du domaine NC n'est pas recouverte. ce qui suggére
que certains spectres sont absents soit a cause d'un probléme de digestion dépendant de la fonctionnalité de
I'enzyme trypsine elle-méme, soit parce que les fragments produits étaient trop petits ou trop longs due a
I'espacement des résidus lysines et arginines. En conclusion, la protéine en solution semble bien correspondre a la
protéine Gag. Concernant les contaminants, la bande fortement amplifiée présentant une taille inférieure a 55 kDa
est découpé d'un SDS-PAGE et séquencée. De maniére intéressante, la séquence de la partie N-terminale de la
protéine Gag est bien recouverte pas des spectres MS/MS. Au contraire, la séquence de la partie C-terminale, n'est
pas ou peu recouverte. Il est possible de conclure que les bandes présentant une taille inférieure a 59 kDa
correspondent a de la protéine GHis-Gag dégradée dans le domaine de CA, s'étendant des position 133 a 363, a
partir de la position 289.

Finalement, les PTM sont investiguées en se concentrant sur les ubiquitinations et les phosphorylations. Ces
modifications sont particulierement importantes pour la fonctionnalité de la protéine Gag. Leurs fonctions sont
discutées dans ma revue en annexe 1, « Post-Translational Modifications of Retroviral HIV-1 Gag Precursors: An
Overview of Their Biological Role » (Bussienne et a., 2020). Ainsi la protéine 6His-Gag produite en cellules de

mammiféres présente de nombreuses PTM (Tableau 7 et figure 73).
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Figure 73. Représentation des PTM de la protéine Gag en fonction de ces domaines

La séquence du domaine de MA est représentée en bleu, celle de la CA en vert, la NC est en rouge, les espaceurs sont en violets et
finalement p6 est en noir. Les phosphorylations sont surlignées en jaune, les ubiquitinations en bleu, les myristoylations en violet les
potentielles ubiquitinations en vert et les positions qui peuvent étre a la fois sumoylé et ubiquitinée noir. a. Représentation des PTM
décrites dans la littérature (d’aprés Bussienne, et al., 2020). b. Représentation des PTM qui sont retrouvées dans au moins deux
production de GHis-Gag différentes. Les PTM qui sont retrouvé dans la littérature et dans les productions de 6His-Gag en BHK21 sont
soulignées.

Parmi ces modifications, il y a la phosphorylation de la sérine en position 148 de la CA. Cette phosphorylation de la
sérine dans le motif « SP » permet I'incorporation dans les particules virales de la kinase ERK2. La déplétion de
cette enzyme induit une réduction de l'infectivité notamment en inhibant I'étape de RT (Bussienne et al., 2021;
Cartier et al., 1997). De plus, cette enzyme est aussi impliquée dans la phosphorylation des résidus T470, T471,
S473, S488, S491 et S499 au niveau du domaine p6. L'inhibition de la phosphorylation de p6 induit I'accumulation
de particules virales immatures a la MP (Hemonnot et al., 2004; Radestock et al., 2013). Le domaine p6 des
protéines 6His-Gag produites en BHK21 est aussi phosphorylé dans les positions T470, S473 et le S499. De maniére
analogue a ce qui est observé pour le domaine p6, le caractére redondant des phosphorylations dans le domaine
de MA est aussi largement décrit. Plus précisément, les phosphorylations des serines en paosition 9, 67, 72 et 77

sontimpliquées dans la réplication virale (Jacqué et al., 1998). Le domaine de MA des protéines 6His-Gag produites
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en cellules BHK21 possédent des phosphorylations au niveau de la sérine en position 77, comme décrit dans la
littérature, mais aussi en position T122 et S129.

Dans la littérature aucune phosphorylation a ce jour n'est décrite dans les domaines NC et dans les deux domaines
espaceurs. Ce qui est en accord avec notre analyse sur 6His-Gag produite en BHK21. D'autre part, une plus grande
variation de la distribution des ubiquitines entre ce qui est décrit dans la littérature et la protéine GHis-Gag
produites en BHK21 est observable. Néanmoins, une fois encore les ubiquitinations présentent des activités
redondantes et leur rdle exact pour le cycle viral est actuellement largement méconnu. Ainsi les domaines de CA
et NC sont largement décrits comme étant mono-ubiquitinés (Sette et al., 2010). Alors que la protéine 6His-Gag
produites en BHK21 présente des nombreuses ubiquitinations dans les domaines MA et CA. De plus, de maniéere
surprenante des ubiquitinations sont identifiées sur des résidus cystéines, les spectres obtenus a l'issue de
I'analyse MS/MS sont contrdlés un par un, rendant cette observation fiable. Cependant, aucune ubiquitination des
cystéines de Gag n'est décrite dans la littérature. Néanmoins, ces PTM sont moins stables car la liaison de
I'ubiquitine se fait au niveau des groupes thiols des résidus cystéines et ces interactions sont souvent perdues lors
des analyses d'analyse (McDowell and Philpott, 2013).

En général, les PTM retrouvées dans la production de GHis-Gag en BHK21 sont en accord avec ce qui a été
précédemment décrit dans la littérature. Ces PTM devraient assurer le bon fonctionnement de la protéine. Par la
suite, il serait intéressant de réaliser de nouvelles analyses pour caractériser les autres PTM (comme la
SUMOylation, ISGylation). De plus, I'étiquette GHis est délibérément ajoutée dans la partie N-terminale de la
protéine pour empécher sa myristoylation. Ainsi, la protéine étudiée dans ce travail ne présente pas cette

modification.

I.1.4 Caractérisation de I'état oligomérique de la protéine Gag produite en cellules de mammiféeres

Un des challenge de ce travail est de déterminer les conditions expérimentales qui permettent de conserver la
protéine 6His-Gag soluble en solution. C'est pourquoi, un panel de méthodes biophysiques est utilisées pour
caractériser I'état de la protéine dans les différentes solutions tamponnées (A1 ou A3), que la protéine soit
directement purifiée dans I'une ou I'autre solution ou d'abord purifiée dans le tampon A1l puis dialysée contre le
tampon A3.

Pour commencer, le profil DLS de la protéine Gag produite en cellules bactériennes montre une espéce majoritaire
en solution avec un Rh de 4,76 nm. En appliquant la loi de Stokes-Einstein cela correspondrait au PM de 126 kDa,
soit un dimeére de Gag. Ces résultats sont en bon accord a ce qui a déja été observé dans notre laboratoire (Dubois

et al., 2018b; El-Wahab et al., 2014). Lorsque la protéine Gag est produites en cellules de mammiféres et purifiée
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dans le tampon Al ou A3 elle présente une tendance a I'agrégation (observable sur le profil d'intensité et sur
I'autocorrélogramme des figure 41 et 42). Lorsqu'elle est purifiée dans le tampon A1, le pic majoritaire dans la
représentation en masse posseéde un Rh de 1,63 nm, ayant un PM de 6 kDa. Ce pic, pourrait correspondre a des
micelles de CHAPS car la concentration du détergent dans le tampon Al est de 7 mM, supérieure a sa CMC (Giudice
et al., 2022). De plus, un échantillon ne contenant que du tampon est mesuré par DLS (annexe 4). Son profil,
présente bien un pic de 1,26 nm. Cependant, lorsque la protéine GHis-Gag est purifiée dans A1, une autre espéce
est retrouvée en solution avec un Rh de 6,09 nm dans les distributions en intensité et en masse. Elle présente un
PM de 232 kDa qui pourrait correspondre a un tétramére de Gag ou bien a un monomeére-dimeére recouvert de
CHAPS.

En revanche, lorsque la protéine est purifiée dans le tampon A3 elle présente deux types de profils. D'une part, le
pic majoritaire observable dans la distribution en masse présente un Rh de 4,56 nm correspondant a un PM de 130
kDa, soit un dimére de 6His-Gag. D'autre part, d'autres analyses montrent la présence au niveau de la distribution
en masse, d'un pic majoritaire ayant un Rh de 3,79 nm correspondant a un PM de 76 kDa, surement un monomeére
de Gag (ou un dimére). La divergence entre les PM théorique et expérimentaux mesurés par DLS est probablement
due a I'hypothése imposée par le modeéle de Stokes-Einstein, qui suppose que les protéines sont sphériques. En
outre, aucune corrélation avec le temps de décongélation, la température de conservation ou les tubes utilisés
peut expliquer cette différence de profils, il est possible que les protéines 6His-Gag produites en cellules de
mammiféres et purifiées dans le tampon A3 soient en équilibre entre des conformations différentes. Des résultats
allant dans ce sens sont obtenus lorsque la protéine 6His-Gag est purifiée dans le tampon A1l est dialysée avec le
tampon A3 (figure 43). En effet la réalisation d'une dialyse a 4°C sur la nuit permet de réduire la concentration de
CHAPS jusqu'a faire disparaitre le pic correspondant aux micelles et le du pic majoritaire observé dans le tampon
A1l passe de 6,09 nm a 5,5 nm apreés dialyse correspondant a un PM de 166 kDa qui correspondrait a un trimére de
Gag.

Des analyses de SEC-MALS sont réalisées en paralléle et montrent que dans le tampon A1, 85% des molécules en
solution seraient de monoméres et que 15% seraient des micelles de détergent (figure 44 et 45). De plus la
protéine est relativement monodisperse et semble majoritairement monomérique dans cette solution tamponnée.
Tandis que lorsque la protéine 6His-Gag est purifiée dans le tampon A3 elle présente un pic asymétrique et un PM
expérimental variant de 77 kDa a 59 kDa (figure 46). Il semblerait que ce pic corresponde a un équilibre entre des
monomeéres et des diméres. La masse expérimentale de 77 kDa correspondrait, en effet a un mélange de

monomeéres (59 kDa) et de dimeéres (118 kDa) de Gag, avec une prévalence de monomeéres. Ainsi la protéine est
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majoritairement monomeérique en solution dans les tampons Al et A3 et dans I'ensemble les résultats de SEC-MALS
sont cohérents avec ceux obtenus en DLS. Pour finir, un dernier contréle est réalisé en utilisant de I'AUC (figure
47). De maniére intéressante, I'AUC montre la présence d'un dimére pour la protéine purifiée dans le tampon A3
et en plus faible quantité pour la protéine dans le tampon A1l. Ces résultats indiqueraient qu'il existe en solution
un équilibre entre une majorité de monomeéres et une minorité de dimeres. Cet effet serait plus fortement
observable dans le tampon A3, qui est la solution tamponnée qui favoriserait d'avantage les interactions entre
macromolécules. Ces résultats sont cohérents avec d'autres études menées sur la protéine Gag (Datta, 2007 ;
Dubois, 2018). De plus, I'AUC permet aussi de calculer le rapport de frictions (f/f0) de la protéine Gag. Le rapport
f/fo peut étre défini comme le rapport entre le coefficient de frottement friction (f) de la molécule lors de la
sédimentation par rapport au coefficient de friction théorique (f0). Le coefficient de friction théorique pour une
sphére pleine, non hydratée serait de 1,0. Les déviations de cette valeur indiquent une asymétrie ou une
hydratation croissante de la molécule. De nombreuses protéines globulaires ont des valeurs f/f0 comprises entre
1,05 et 1,35 (Garbette, 2010). Ainsi, les valeurs f/f0 calculées par le logiciel sont de 1,10 pour 6His-Gag purifiée
dans A1, de 1,20 pour GHis-Gag purifiée dans A3 et finalement de 1,48 pour GHis-Gag purifiée dans A1l dialysée
dans A3 (annexe 2). Ainsi la protéine serait davantage globulaire en présence de fortes concentrations de Nacl et
de détergent par rapport aux autres conditions. En revanche la dialyse aurait un effet sur la conformation de la
protéine et induirait aussi la perte des populations de dimeéres. Dans la littérature, I'utilisation d'un mutant
incapable de dimériser de la protéine Gag, muté dans le domaine CA (nommé Gag WM), présente un rapport f/f0
de 1,6 (Datta et al., 2007).

Pour contréler I'impact du détergent et de la concentration de NaCl sur la stabilité thermique de Gag, des analyses
de NanoDSF sont réalisées (figure 48). De maniére surprenante les TM estimées pour 2 analyses différentes
réalisées sur 6His-Gag dans le tampon A1l sont de 36,5 + 3°C et de 46,5 * 3,2 °C. Lorsque la protéine est purifiée
dans le tampon A3, nous observons un TM de 44,1 £ 0,6°C.Il est possible que la conformation de Gag ait un impact

sur la stabilité de la protéine.

I1.2. Analyse de I'interaction de 6His-Gag avec la région 5'UTR de I'ARNg viral in vitro

1.2.1 Contréle de la dimérisation de I'ARN

La formation du complexe entre Gag et I'’ARNg repose sur la dimérisation préalable de I'ARN. Mon laboratoire a mis
au point le protocole de dimérisation de I'ARN (Paillard 1996). Comme les solutions tamponnées utilisées pour la
protéine Gag produites en cellules de mammiféres sont différentes des tampons habituellement utilisés pour

dimériser I'ARN, la premiére étape de ce travail consiste a contréler la dimérisation des ARN111,r et ARNSL1;5ainsi
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que l'absence de dimérisation pour le mutant ARN111a, dans les tampons Al et A3. La formation des complexes
est contrdlée en utilisant différentes méthodes nécessitant le marquage ou non des ARN. Ainsi le contrdle de la
dimérisation des ARNg est réalisé a la fois sur des ARN non marqués et a la fois sur des ARN marqués par I'ajout
d'une fluorescéine 5-thiosemicarbazide (FTSC) au niveau de I'extrémité région 3'. D'une part, le gel TBM permet de
conclure que les ARN111,r et ARNSL13ssont dimériques, tandis que I'ARN111,,, migre comme un monomere d'ARN
de 111 nucléotides (figure 49). Le marquage par un chromophore n'induit aucune différence de migration.
Cependant, lorsqu'une grande quantité d’ARN111,; (ici marqué) est déposé sur gel TBM, des bandes correspondant
a des espéces de plus grande taille apparaissent. Les analyses d'AUC dans le tampon A3 identifient une majorité
d’ARN111,; non marqués sont dimériques, bien qu'une plus petite population soit capable de multimériser (figure
50). Cependant, elle représente une proportion inférieure a 10% du signal. Il est possible que les bandes observées
sur le gel TBM correspondent a ces formes multimériques. Ainsi I'ARN est majoritairement dimérique en solution

dans les tampons Al et A3 (figures 50 et 51).

1.2.2 Formation de complexes entre Gag et I'ARN sans marquage

Les complexes entre 6His-Gag et I'’ARN111,r, sont formés au ratio de 1 dimére d’ARN pour 6 molécules de Gag (1:
6) comme décrit dans la littérature (Dubois et al., 2018b). Pour favoriser les interactions entre les deux partenaires
des tests sont réalisés dans le tampon A3 dont la concentration de NaCl est diminuée aprés avoir ajouté 'ARN111,r
replié et dimérique. Des résultats préliminaires montrent que la protéine seule dans de telles concentrations en
NaCl a tendance a former des agrégats de grandes tailles (figure 52). Or, il est possible que la formation du
complexe entre la protéine et I'ARN stabilise cette derniére. Ainsi, lorsque I'ARN111,; est ajouté a la protéine dans
les tampons A3a (500 mM Nacl) et A3b (400 mM Nacl), une nouvelle population présentant un Rh de 5,38 nm (A3a)
et 11,97 nm (A3b) apparaissent (figure 53). Les PM associés a ces rayons pourraient correspondre a un PM typique
d'un trimére ou d'un hexameére de Gag ou alternativement au PM d'UN complexe entre Gag et I'ARN111,. Ainsi la
diminution de la concentration de NaCl favorise l'interaction entre Gag et I'ARN. De plus, ce pic n'est pas apparent
quand la protéine est seule en solution et par conséquent ces résultats tendent a montrer qu'un complexe s'est
formé. Dans le tampon A3c (qui correspond au tampon avec la plus faible concentration en NaCl, 300mM Nacl) on
observe la présence des complexes de trés grande taille (figure 54). De maniére intéressante, dans ces conditions
salines, le pic correspondant a la protéine monomérique (Rh=3,2nm) présent lorsque la protéine est seule en
solution a totalement disparue. En outre, lors d'un mélange d'ARNt avec 6His-Gag dans les mémes conditions
salines, aucun pic correspondant a I'interaction protéine-ARN n'est observée. Ainsi la formation des complexes de

trés grande taille dans le tampon A3c serait spécifique a l'interaction entre Gag et I'ARN111,. Par la suite, des
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analyses de vitesse de sédimentation en AUC sont réalisées pour déterminer la meilleure steechiométrie de
formation des complexes protéine-ARN. Comme des contréles avec la protéine seules sont déja réalisées dans les
tampons Al et A3, ce sont ces tampons qui sont utilisés pour réaliser les complexes. L'alignement des profils
obtenus lors des analyses d'AUC ne permettent pas de conclure sur la présence d'un complexe entre Gag et
I'ARN111,; dans ces tampons (figure 55). A I'avenir des tampons A3a, b,c, ainsi que différentes steechiométries

protéine/ARN seront testés.

1.2.2 Formation de complexes entre ARNg et la protéine 6His-Gag marquée par FIDAbio

La technologie FIDAbio repose sur le marquage d'un partenaire pour pouvoir étudier la formation de complexes.
Es étape de marquage ont nécessité de nombreuses mises au point permettent de générer trés peu de pertes (3%)
et de maximiser le pourcentage de marquage qui varie quand méme de 50% a 80%. L'un des inconvénients de
cette méthode réside dans la présence des sondes libres en solution avec la protéine qui perturbent fortement le
signal. Le marquage de GHis-Gag par |'ajout de sondes Alexa génére un grand nombre de sondes libres (free dye).
Cependant, cette méthode innovante permet de tester de nombreuses conditions en quelques minutes. Nous avons
pu tester une large gamme de steechiométries pour former les complexes entre 6His-Gag et 'ARN111;. Ainsi,
lorsque la protéine marquée est mélangée a I'’ARN111,r, le Rh du possible complexe augmente au fur et mesure
qu'augmente la steechiométrie entre les partenaires (figure 56). La courbe n'atteint pas le plateau nécessaire pour
calculer la constante de dissociation (Kd). Le Rh de la protéine seule est de 4,5 nm en moyenne, en ajoutant
I'ARN111 - il passe a 7,87 pour une steechiométrie de 1: 40. Cependant, ce genre d'analyses sont difficilement
reproductibles et la méthode FIDAbio n'est pas optimale pour I'analyse des interactions entre Gag et les ARNg. En
effet son fonctionnement repose sur le déplacement de la protéine marquée dans un capillaire qui est soit
recouvert de charges négatives, soit recouvert de charges positives. Pour contrecarrer cette problématique de
nouveaux capillaires sont commercialisé. Ils n'étaient pas encore disponibles au moment des analyses ils. A ce
stade, des analyses de marquage de I'ARN111,; (utilisé notamment pour les analyses d'anisotropie) sont envisageés.
Le marquage de I'ARN plutdt que celui de la protéine présente plusieurs avantages : tout d'abord I'efficacité de
marquage est bien meilleure avec I'ARN. De plus, la quantité initiale de matériel utilisée par analyse FIDAbio, est
beaucoup plus faible. En effet 50 nM sont suffisant pour avoir un signal correct (contre au minimum 350 mM de
Gag). Le Rh de I'ARN111,; dimérique est trés bien reproductible par cette méthode puisqu'un Rh de 6,52 * 0,18

nm pour 9 répétitions dans le tampon A3 est retrouveé.
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1.2.3 Formation de complexes entre protéine G6His-Gag et I'ARNg marquée par anisotropie de fluorescence

Finalement, les complexes entre 6His-Gag et I'ARNg sont également étudiés par anisotropie de fluorescence. A
I'issue des analyses précédemment réalisées, les complexes sont formés dans le tampon A3Db, pour lequel la
concentration de NaCl est de 400 mM. Ces analyses nécessitent des étapes de marquages. Ainsi, |'efficacité de
marquage pour chaque ARNg est contrdlée a l'aide de gels dénaturants urées. Les gels présentés, figure 57,
montrent que le marquage est efficace et que I'étape de purification I'est tout autant pour les trois ARN (ARN111,yr,
ARN111aa €t ARNSL135). Les premiers complexes sont formés entre Gag et I'ARN111,.. L'étude de la variation de
I'anisotropie par rapport a la concentration de Gag (en nM) rajoutée a une quantité fixe d'ARN marqué, permet en
appliquant le modéle de Scatchard, de déterminer que le kD entre les partenaires. Dans ce cas notre ajustement a
permis de déterminer la valeur de (174 * 41) nM. La méme analyse avec I'’ARNSL1;s, qui correspond au site minimum
d'interaction avec Gag, permet dans les mémes conditions de déterminer un kD de (116 * 36) nM. Finalement, cette
analyse est réalisée avec I'ARN111,., incapable de dimériser. Dans ce cas, aucun complexe n'est formé. Ainsi, la
protéine 6His-Gag produites en cellules de mammiféres interagie spécifiquement avec I'ARNg dimérique. De plus,
elle présente une affinité trés similaire pour la région génomique de 111 nucléotides que pour la tige-boucle SL1

de 35 nucléotides.

La plupart des analyses réalisées dans la littérature sont basées sur une protéine Gag produite en cellules
bactériennes (McKinstry et al., 2014). Elles mettent en évidence que la protéine Gag est capable de fixer des ARN
viraux et cellulaire avec une affinité allant de 2 a 45 nM, mais n'interagie spécifiquement qu'avec I'ARNg (Bernacchi
et al., 2017; Dubois et al., 2018b; El-Wahab et al., 2014; Smyth et al., 2015) et notamment I'ARN111,; avec une plus
haute affinité, de 2,5 nM. Des études de spectroscopie réalisées au laboratoire montrent que Gag produite en
cellules bactériennes interagie avec I'ARNSL1;s et ARN111,; avec une affinité proches (Bernacchi et al., 2017). De
plus, il est clairement mis en évidence que la boucle interne de SL1 (AGG) correspond au site minimal d'interaction
avec la protéine Gag. En effet sa substitution ou sa délétion ont un effet dramatique sur I'interaction entre Gag et
I'’ARN (Bernacchi et al., 2017; El-Wahab et al., 2014; Smyth et al., 2015). Ainsi les résultats obtenus avec la protéine

produite en cellules de mammiféres sont cohérents avec ce qui a préalablement été démontré.
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11.3. Analyse structurale de Gag en complexes avec |'ARN

I.3.1 Analyse structurale de 6His-Gag par cristallographie aux rayons X

L'avantage de la cristallographie aux rayons X est que cette technique permet de résoudre des structures a
résolution atomique. Cependant, elle repose sur la capacité a cristalliser de la protéine qui dépend notamment de
sa solubilité et de sa monodispersité. En outre, la polyprotéine Gag posséde des domaines flexibles et
intrinsequement désordonnés, notamment les deux espaceurs et le domaine p6, qui peuvent rendre difficile sa
cristallisation. De plus, afin d'obtenir de cristaux il est nécessaire de travailler a des trés fortes concentrations de
protéine. Or, sila protéine 6HisGag produite en cellules de mammiféres se concentre bien dans le tampon A1, cette
solution tamponnée est fortement concentrée en NaCl et en détergent. Ces éléments peuvent impacter la
formation du cristal. Tandis que la protéine purifiée ou dialysée dans le tampon A3 ne se concentre pas au-dela de
la limite de 0,7 mg/mL. Ainsi des tests sont réalisés sur la protéine dialysée 4 heures a 4°C. Aucun cristal protéique
ne s'est formé méme apreés quelques mois.

En outre, I'ajout de I'ARNg pourrait avoir un réle stabilisateur pour la protéine. Différentes tailles d'ARN sont
disponibles au laboratoire, ARN111,;, ARNSL1;s mais aussi un ARN viral contenant les premiers 600 nucléotides de
I'ARNg correspondant a I'extrémité 5'UTR jusqu’au début du géne gag (Bernacchi et al., 2017). Ainsi d'autres tests

de cristallisation pourront étre réalisés.

1.3.2 Mise au point des conditions d'acquisition de 6His-Gag par CryoEM

Dans un premier temps, des tests sur des grilles de carbone par coloration négative sont réalisés. Des résultats
prometteurs mettent en évidence que la protéine serait monomérique et présenterait un rayon de 3,7 nm en
moyenne de maniére comparable a ce qui est déterminé par DLS et AUC (tableau 8, partie résultat §1.1.5) Ainsi, des
analyses de CryoEM sont réalisées nécessitant de nombreuses mises au point autant sur les supports dont les grilles
sont formées, que la préparation de celles-ci. Elles sont récapitulées tableau 16 (résultat partie lil. §1.3.2). A l'issue
de ces tests deux types de grilles sont sélectionnés. D'une part, les grilles de carbone C-flat, qui permettent de
réaliser le modéle présenté en figure 63. Elles favorisent la répartition de la protéine Gag dans les trous et
permettent de générer une glace homogéne. D'autre part, des grilles d'or supplémentées avec du PEG, présentant
des résultats encourageants quant a la répartition des protéines et a I'hnomogénéité de la glace. Une acquisition est
réalisée sur ces grilles, mais un probléme technique sur le microscope pendant l'acquisition a empéché le
traitements approfondi des données. A ce stade, la préparation d'un grand nombre de grilles est nécessaire car
une grande variabilité de la qualité des grilles est observée, méme lorsque le méme échantillon, dans les mémes

conditions de préparation est utilisé. Ce phénomeéne serait dépendant du Vitrobot. En effet des tests sur I'étape de
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séchage et notamment sur la durée et la force de séchage (blotting) sont réalisés. Il est attendu que, plus I'étape
de séchage est longue et plus la force est élevée, plus les grilles devraient étre séches et la glace fine. Des
conditions optimales ont été déterminées mais sont peu reproductibles. Ainsi pour augmenter la reproductibilité
de la préparation des grilles, le Chameleon nouvellement acquis a I'lGBMC est utilisé. L'avantage de ce dernier par
rapport au Vitrobot, est que toutes les étapes de manipulation des grilles sont automatisées (Levitz et al., 2022).
De plus I'étape de blotting est évitée. Les grilles produites avec Gag ne sont pas homogénes. Cela provient surement
d'un certain nombre de facteurs reliés a la manipulation de I'échantillon. Néanmoins, le Chameleon permet de
réaliser facilement de nombreuses mises au point comme la durée d'activation des grilles de carbone par GD et la
possibilité de réduire le temps entre I'étape de GD et I'immersion de la grille dans I'éthane liquide. De plus,
I'échantillon n'est pas fixé. Ainsi, il serait intéressant de réaliser de nouvelles étapes de mise au point en utilisant

cette machine.

11.3.3 Analyse de la structure de 6His-Gag par CryoEM

Une acquisition a partir d'une grille C-flat, est réalisée sur le microscope Glacios. Elle permet de résoudre la
structure de Gag et de proposer un modéle & 7 A. Le Glacios est favorisé par rapport au microscope Titan, car il
permet d'augmenter le contraste entre les particules de Gag de 59252 Da et le bruit de fond grace a son canon a
émission de champs de 200 kv. Dans I'ensemble ce premier modéle nous permet d'observer que la protéine GHis-
Gag serait sous forme d'un monomére de dimensions 50 x 50 x 90 A dans le tampon A3. Ces dimensions sont en
bon accord avec les Rh déterminés par DLS, AUC et FIDAbio. De plus, la protéine est relativement globulaire de
maniére comparable aux valeurs de rapport f/f0 mesurés par AUC. Ainsi ce modéle est conforme au profil
biophysique réalisé lors de cette étude. Néanmoins, il serait nécessaire d'augmenter le nombre de particules pour
améliorer la résolution. Pour cela, de nouvelles acquisitions sont indispensables.

Si toutefois les conditions ne permettent pas d'augmenter suffisamment la résolution de la protéine, d'autres
stratégies peuvent étre utilisées. En effet la plateforme de biologie structurale de I'lGBMC a mis au point des grilles
de carbones recouvertes d'un cristal 2D de streptavidine (Crucifix et al., 2004). L'utilisation d'une protéine modifiée
avec de la biotine pourrait permettre son immobilisation et par conséquent, un meilleur contrdle de la

concentration et du nombre de particules par trou.

1.3.6 Analyse de la structure du complexe formé par 6His-Gag et I'ARN111,; par CryoEM
Afin de réaliser les premiéres grilles de CryoEM contenant le complexe entre la protéine 6His-Gag et I'ARN111,;
dimérique, les mémes conditions que celles utilisées pour réaliser le modéle de 6His-Gag seul sont appliquées.

Ainsi, des grilles C-flat sont chargées avec des complexes formés d'une molécule de Gag pour 10 dimeéres
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d'ARN111, (1 : 10). La solution composée des complexes est fixée au glutaraldéhyde et du DDM est ajouté juste
avant le dépot sur grille, aprés la formation du complexe, qui est quasiment immédiate. Les effets de la fixation et
du DDM sont contrélés par DLS dans le tampon A3b (400 mM ; figure 68). En absence de fixation mais aprés ajout
de DDM, un décalage de Rh est observé, il passe de 4,75 nm correspondant a la protéine dimérique a 9,32 nm.
Quand I'échantillon est fixé puis supplémenté par du DDM, le Rh passe de 4,75 nm a 13,36 nm. Les analyses de DLS
réalisées précédemment indiquent un Rh de 11,97 nm pour le complexe entre Gag et I'ARN (figure 54 et tableau
10). Or ces analyses sont réalisées sans détergent et le DDM, comme le CHAPS, peut augmenter le Rh de la particule
en se fixant autour. Ainsi I'ajout de DDM aprés fixation ne semble pas perturber la formation du complexe entre
Gag et I'ARN. Cependant, le complexe ne représente qu'une partie minoritaire du signal par DLS (figure 68). Le
méme profil est retrouvé sur les grilles (figure 69). En effet de nombreux agrégats sont présents mais peu de
complexes Gag/ARN isolés. Les conditions dans lesquelles les complexes sont formés (tampon A3) ne semblent pas
induire une organisation ordonnée de Gag, sous forme de VLP par exemple (Chen and Cheng, 2017; Datta et al.,
2007; McKinstry et al., 2014). Il est donc nécessaire de trouver des conditions qui favorisent la formation des
complexes. L'utilisation des grilles or PEGylée, notamment, permettraient de réduire la concentration initiale de
protéines. Moins la protéine est concentrée, moins elle devrait étre agrégée sur les grilles. De plus, il serait possible
d'utiliser les grilles ayant des cristaux 2D de streptavidine. En effet la fixation de Gag sur les cristaux, puis
I'interaction avec I'ARN, pourrait permettre de promouvoir la formation des complexes. Pour cela des études
préalables de la formation des complexes quand I'un des partenaires est fixé pourraient étre réalisées par SPR
(Biacore™). Finalement, des mutations favorisant la stabilité comme la mutation dans le domaine SP1-T8I

pourraient étre envisagées (Mendonca et al., 2021).

1.3.4 Proposition d'un modele de structure de Gag en utilisant le programme Alphafold

Cette étude utilise I'outil informatique Alphafold pour produire et comparer différents modéles de la protéine Gag.
Ainsi, la protéine Gag sauvage, la protéine 6His-Gag et la protéine dépourvue du domaine C-terminal p6 présentent
de nombreuses homologies, notamment concernant la structure de chaque domaine. En effet le score de
prédiction pour la structure de MA et de la CA dans les différentes protéines Gag est trés bon (>80). De la méme
facon, le score attribué a la structure de la NC est plutdt bon (<60). Cependant, les régions désordonnées entre les
domaines présentent des scores mauvais, ce qui signifie que I'organisation 3D de chaque domaine est plutdt bien
définie, alors que l'organisation 3D des domaines entre eux n'est pas déterminée par le logiciel. Néanmoins, il
ressort que les modeéles de la structure 3D de Gag sans partenaire semblent plutdt globulaires ce qui est en bon

accord avec notre analyse structurale précédente.
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Résultats et discussion
objectif n°2
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I. Résultats Objectif n°2 : Caractérisation des interactions in vitro entre Gag et ses partenaires protéiques

de la protéine a I'’ARN viral sont nécessaires (8objectifs). Ainsi I'interaction entre Gag et I'ARNg doit étre fortement
spécifique au moment de la sélection puis devenir non spécifique lors de I'assemblage de la particule virale a la
MP. Notre hypothése repose sur I'existence d'un interrupteur moléculaire régulant les changements de spécificités
d'interactions entre Gag et I'ARNg. Des résultats préliminaires démontrent que le domaine C-terminal de Gag, p6
joue un réle clé dans la spécificité de I'interaction avec I'ARNg (Dubois et al., 2018b). Ce domaine est aussi impliqué
dans le recrutement de protéines cellulaires (TSG101 et ALIX) et virale (Vpr) au moment du bourgeonnement. Ainsi,
I'un des objectifs de ce travail est de déterminer les conditions optimales favorisant I'interaction de Gag avec les
partenaires de p6 Gag et I'ARNg. Pour cela, les partenaires cellulaires (UEV et ALIX) et le partenaire viral (Vpr) de p6
sont produits dans les cellules mammiféres BHK21. Comme pour la protéine Gag, des caractérisations biophysiques

sont nécessaires ainsi que des tests visant a optimiser les conditions permettant la formation des complexes.

1.1. Production des vecteurs viraux permettant I'expression des partenaires de Gag en cellules de mammiféres

I.1.1 Production des virus recombinants

Les virus recombinants sont produits comme décrit dans la section matériels et méthodes, §v.2. A I'issus de trois
étapes de sélection, la majorité des virus exprimés dans les cellules BHK21 adhérentes n'expriment plus de RFP,
signifiant que la recombinaison homologue a eu lieu. Aprés une étape d'amplification virale, des productions sur
des cellules adhérentes sont réalisées. Différentes solutions tamponnées sont testées pour purifier chaque
partenaire (tableau 6, section matériels et méthodes, §1v.2.3). Les purifications des différentes protéines sont
réalisées a l'aide de billes magnétiques MagStrep et I'expression des protéines est contrdlé par des analyses par

SDS-PAGE et des WB.
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1.1.2 Contréle de I'expression par les virus recombinants et optimisation de la purification des protéines partenaires
Ainsi, pour les trois partenaires les cellules sont récupérées et lysées dans une solution tamponnée de lyse. La
solubilisation des protéines dans le tampon Al et A3 (tableau 6, section matériels et méthodes, §IvV.2.3) est
comparée pour chacun des partenaires. Le lysat est alors directement mélangé avec les billes. A I'issus d'une
incubation d'1 heure a 4°C les billes sont lavées et éluées. Des échantillons de cellules, de lysat, d'effluent, du
lavage, des deux premiéres étapes d'élution et les billes sont déposés sur un SDS-PAGE 15% pour Vpr (figure 74)
et le domaine UEV (figure 75) et un SDS-PAGE 10% pour ALIX (figure 76). Une bande correspondant aux billes est
visible sur gel dénaturant a la taille de 13,5 kDa (IBA). Des analyses par WB sont réalisées en paralléles des gels

dénaturants pour contréler la séquence des protéines.

UEV Vpr (BHK21) Vpr (synthétique) ALIX
PM (Da) 20367 15132 11395 99776
Coefficient d'extinction
37025 31970 20970 71795

molaire 3 280 nm (M™*.cm™)

Tableau 17. PM théoriques des partenaires de p6 et de leurs coefficients d'extinction molaires
Le PM est calculé a partir de la séquence des différentes protéines a I'exception de la protéine Vpr produite par synthése chimique pour
laquelle il est obtenu par spectroscopie de masse electrospray (Cornille et al., 1999).
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R-Vpr
Les fractions issues de la purification de la protéine présentent deux bandes d'un PM d’environ 15 et 17 kDa sur
SDS-PAGE 15%. Le WB confirme la présence d'une protéine avec un Strep-tag® dans les cellules, le lysat, I'effluent
et accrochée aux billes. Dans le cas de la purification dans le tampon A3, une faible proportion de protéines est
éluée alors qu'une grande quantité reste accrochée sur les billes. En comparant les profils des WB, le signal

correspondant aux AC fixés aux protéines Vpr semblent plus fort dans le tampon A1 par rapport au tampon A3

(figure 74).
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Figure 74. Analyse par SDS-PAGE de la purification de Vpr et détermination de sa séquence par WB dans les tampons Al et
A3

Les fractions correspondant & la purification de R-Vpr dans le tampon A1 sont encadrées en jaune (1) et celles a la purification de R-Vpr
dans le tampon A3 sont encadrées en bleu (2). a. SDS-Page 15% permettant I'analyse de la purification par affinité a I'aide de billes
MagStrep Type 3 XT. Le marqueur de poids moléculaire (PM), un échantillon des protéines avant sonication (cell), apreés sonication (ET),
I'effluent (Eff) sont déposés dans les quatre premiers puits du gel. Le premier lavage, les deux premiéres élutions et les billes se trouvent
dans les derniers puits. b. Identification de la protéine par WB en utilisant un anticorps dirigé contre I'étiquette Strep-tag®. Un échantillon
des protéines avant sonication (cell), aprés sonication (ET) et I'effluent (Eff) sont déposés dans les trois premiers puits du gel. Ils sont
suivis d’une fraction de la premiére élution et des billes.
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R-UEV

Les fractions d'élution et correspondant aux billes, issues de la purification du domaine UEV présentent une bande
d'environ 20 kDa aprés migration sur SDS Page 15%. La réalisation d'un WB confirme la présence d'une protéine
avec un Strep-tag® dans les cellules, le lysat, I'effluent, la fraction d'élution et sur les billes. La quantité de
protéines déduite aprés leur détection par WB dans le tampon A3 est nettement inférieure a celle observée dans

le tampon A1 (figure 75).
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Figure 75. Analyse par SDS-PAGE de la purification d'UEV et détermination de sa séquence par WB dans les tampons A1l et
A3

L'encadré jaune (1) représente la purification de R-UEV dans le tampon A1 et le carré bleu (2) la purification de R-UEV dans le tampon
A3. a. SDS-Page de 15% : Le marqueur de poids moléculaire (PM), un échantillon des protéines avant sonication (cell), aprés sonication
(ET), I'effluent (Eff) sont déposés dans les quatre premiers puits du gel. Le premier lavage, les deux premiéres élutions et les billes se
trouvent dans les derniers puits. b. Identification de la protéine par WB en utilisant un anticorps dirigé contre I'étiquette Strep-tag®. Un
échantillon des protéines avant sonication (cell), apreés sonication (ET) et I'effluent (Eff) sont déposés dans les trois premiers puits du gel.
Ils sont suivis d’une fraction de la premiére élution et des billes.
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R-ALIX

La protéine ALIX n’est ni soluble dans le tampon A1, ni dans le tampon A3.Elle est alors purifiée dans le tampon ALIX
(Fisher et al., 2007) composé de 50 mM de Tris HCl pH 8 et 300 mM Nacl (figure 76). Dans ce tampon, les fractions
élutions et contenant les billes, issues de la purification de la protéine ALIX présentent une bande d'environ 95 kDa
sur le SDS-PAGE 10% dans les fractions d'élution et sur les billes. Le WB confirme la présence d'une protéine avec

une molécule de Strep-tag® dans les fractions d'élution et sur les billes.
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Figure 76. Analyse par SDS-PAGE de la purification d'ALIX et détermination de sa séquence par WB dans le tampon ALIX
SDS-Page 15% suivant la purification par affinité a I'aide de billes MagStrep Type 3 XT. Le marqueur de poids moléculaire (PM), un
échantillon des protéines avant sonication (cell), aprés sonication (ET), I'effluent (Eff) sont déposés dans les quatre premiers puits du
gel. Le premier lavage, les quatre lavages et les 5 élution sont déposés avant les billes qui se trouvent dans les derniers puits.
Identification de la protéine R-ALIX par WB en utilisant un anticorps dirigé contre I'étiquette Strep-tag®. Un échantillon des protéines
avant sonication (cell), aprés sonication (ET) et I'effluent (Eff) sont déposés dans les trois premiers puits du gel. Ils sont suivis d’'une
fraction du premier lavage et des deux derniéres étapes d'élution et enfin, des billes.

Pour conclure, des bandes de PM attendus par rapport au PM théorique pour chacun des partenaires sont
identifiées dans les SDS-PAGE et identifiées par WB. A l'issue de cette premiére étape de contrdle d'expression des
protéines, seules les protéines Vpr pour laquelle le laboratoire dispose également d'une aliquote produite

chimiquement et ALIX dont la solution tamponnée est mise au point, sont utilisées dans la suite de ce travail.
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1.2, Purification et caractérisations biophysiques des partenaires ALIX et Vpr produits en cellules de mammiféres

Pour aller plus loin dans la caractérisation des protéines R-ALIX et R-Vpr, les protéines produites en cellules BHK21

sont purifiées en utilisant une colonne d'affinité comme décrit dans la section matériels et méthodes, §vi.2.

1.2.1 Purification d'ALIX

Les culots issus d'une production cellulaire de 2 L exprimant ALIX sont repris dans la solution tamponnée ALIX et
purifier comme décrit précédemment (Section Matériels et Méthodes, §VI) Pour les protéines présentant une
étiquette R, I'élution se fait en une étape (courbe verte sur le chromatogramme, figure 77 a.1). En suivant
I'absorbance a 280 nm, un seul pic s'étendant des fractions C1 a C4 est visible sur le chromatogramme. La pureté
des fractions sont contrdlées a I'aide d'un SDS-PAGE 10% (figure 77 a.2). Des aliquotes contenants les cellules, le
lysat et I'effluent sont déposées dans les puits du gel dénaturant pour contréler la présence de la protéine dans
les échantillons de départ. Les fractions ayant une bande de taille attendue (99 kDa) et le moins de bandes
contaminantes sont regroupées pour étre concentrées. Une deuxiéme étape de purification est effectuée en
utilisant la colonne S200 16/60 équilibrée dans le tampon ALIX (figure 77 b.1). Au regard de |'absorbance a 280 nm,
deux pics sont visibles sur le chromatogramme. Le premier s'étend des fractions D5 a F9 (appelé ALIX pic 1) et |e
second des fractions F4 a G11 (appelé ALIX pic 2). La présence de la protéine ALIX est contrélée dans chacun de ces
pics a l'aide d'un SDS-PAGE 10% (figure 77 b.2). Le premier puit est utilisé pour contréler I'enrichissement de
I'échantillon par rapport a la purification par affinité, apres I'étape de concentration (échantillon « CO »). A I'issue
de la migration sur gel dénaturant, une bande correspondant a une protéine de PM ~99 kDa est présente dans les
différentes fractions correspondant aux deux pics. D'une part, les fractions D1 a F9 (appelé ALIX pic 1) et d'autre
part, de F4 a G9(appelé ALIX pic 2) sont regroupés et concentrés séparément. A I'issue de I'étape de concentration
deux fractions sont récupérées, la premiére correspondant au pic 1 est composée de 800 pL a une concentration
de 2,58 mg/mL. La seconde fraction, correspond au pic 2 est composée de 350 pL a une concentration de 2,66

mg/mL. Ces échantillons sont ensuite utilisés séparément pour la caractérisation biophysique de la protéine ALIX.
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Figure 77. Purification de R-ALIX dans le tampon ALIX

a.1. Chromatogramme issue de la purification par affinité de R-ALIX a I'aide d’une colonne StrepTrap®. a.2. SDS-Page 15%. Un échantillon
de cellules avant sonication (cell) et aprés sonication (ET), d’effluent (Eff) et le marqueur de poids moléculaire (PM) sont déposés dans
les quatre premiers puits du gel. Les fractions prélevées et utilisées pour étre concentrées et purifiées par chromatographie a exclusion
de taille sont soulignées par une fléche rouge. b.1. Chromatogramme issue de la purification chromatographie a exclusion de taille a
I'aide d’une colonne S200 16/60. Les encadrés orange (pic 1) et bleu (pic 2) représentent les différents pics observés sur le
chromatogramme. b.2. Gel SDS-Page 15%. Un échantillon issu des fractions concentrées (CO) est déposé dans le premier puit. Le PM est
déposé dans le dernier puit. Les fractions prélevées et utilisées pour étre concentrées et conservées sont soulignées par une fléche
rouge.

1.2.2 Contrdle de la séquence et des PTM d'ALIX

Une fois la protéine purifiée des analyses de MS/MS sont réalisées pour contrdler la séquence des protéines et
identifier I'ensemble des PTM. Pour chacune de ces analyses, les protéines ALIX sont analysées en gel et en solution.
La séquence est confirmée par un recouvrement compris entre 97% pour les préparations en solution et 91% pour

la préparation en gel, avec un nombre de spectres supérieur a 3700 dans les deux cas (figure 78).

En solution En gel
’rotein sequence coverage: 97% Protein sequence coverage: 91%
1atched peptides shown in bold red. Matched peptides shown in bold red.
1 MSAWSHPQFE KGGGSGGGSG GSAWSHPQFE KLEVLFQ(&{' ATFISVQLKK 1 MSAWSHPQFE KGGGSGGGSG GSAWSHPQFE KLEVLFQGﬁATFIsvoLKK
51 TSEVDLAKPL VKFIQQTYPS GGEEQAQYCR AAEELSKLRR AAVGRPLDKH 51 TSEVDLAKPL VKFIQQTYPS GGEEQAQYCR AAEELSKLRR AAVGRPLDKH
101 EGALETLLRY YDQICSIEPK FPFSENQICL TFTWKDAFDK GSLFGGSVKL cg 101 EGALETLLRY YDQICSIEPK FPFSENQICL TFTWKDAFDK GSLFGGSVKL
151 ALASLGYEKS CVLFNCAALA SQIAAEQNLD NDEGLKIAAK HYQFASGAFL 151 ALASLGYEKS CVLFNCAALA SQIAAEQNLD NDEGLKIAAK HYQFASGAFL
201 HIKETVLSAL SREPTVDISP DTVGTLSLIM LAQAQEVFFL KATRDKMKDA 201 HIKETVLSAL SREPTVDISP DTVGTLSLIM LAQAQEVFFL KATRDKMKDA
251 IIAKLANQAA DYFGDAFKQC QYKDTLPKEV FPVLAAKHCI MQANAEYHQS 251 ITAKLANQAA DYFGDAFK(QC QYKDTLPKEV FPVLAAKHCI MQANAEYH(QS
301 ILAKQQKKFG EEIARLQHAA ELIKTVASRY DEYVNVKDFS DKINRALAAA 301 ILAKQQKKFG EEIARLQHAA ELIKTVASRY DEYVNVKDFS DKINRALAAA
351 KKDNDFIYHD RVPDLKDLDP IGKATLVKST PVNVPISQKF TDLFEK}@/ 351 KKDNDFIYHD RVPDLKDLDP IGKATLVKST PVNVPISQKF TDLFE
401 SVQQOSLAAYN ORKADLVNRS IAQMREATTL ANGVLASLNL PAATEDVSGD . 401 SVQQSLAAYN (QRKADLVNRS IAQMREATTL ANGVLASLNL PAAIEDVSGD
451 TVPQSILTKS RSVIEQGGIQ TVDQLIKELP ELLQRNREIL DESLRLLDEE - 451 TVPQSILTKS RSVIEQGGIQ TVDQLIKELP ELLQRNREIL DESLRLLDEE
501 EATDNDLRAK FKERWQRTPS NELYKPLRAE GTNFRTVLDK AVQADGQVKE 501 EATDNDLRAK FKERWQRTPS NELYKPLRAE GTNFRTVLDK AVQADGQVKE
551 CYQSHRDTIV LLCKPEPELN AATPSANPAK TMQGSEVVNV LKSLLSNLDE 351 CYQSHRDTIV LLCKPEPELN AAIPSANPAK TMQGSEVVNV LKSLLSNLDE

601 VKKEREGLEN DLKSVNFDMT SKFLTALAQD GVINEEALSV TELDRVYGGL
651 TTKVQESLKK QEGLLKNIQV SHQEFSKMK(Q SNNEANLREE VLKNLATAYD
701 NFVELVANLK EGTKFYNELT EILVRFQNKC SDIVFARKTE ELLKDLQQ
751 SIAREPSAPS IPTPAY(QSSP AGGHAPTPPT PAPRTMPPTK P(QPPARPPPP
801 VLPANRAPSA TAPSPVGAGT AAPAPSQTPG SAPPPQAQGP PYPTYPGYPG
YCQMPMPMGY NPYAYGQYNM PYPPVYH

601 VKKEREGLEN DLKSVNFDMT SKFLTALAQD GVINEEALSV TELDRVYGGL
651 TTKVQESLKK QEGLLKNIQV SHQEFSKMKQ SNNEANLREE VLKNLATAYD
701 NFVELVANLK EGTKFYNELT EILVRFQNKC SDIVFARKTE EEILLKDLQQ
751 SIAREPSAPS IPTPAYQSSP AGGHAPTPPT PAPRTMPPTK PQPPARPPPP
801 VLPANRAPSA TAPSPVGAGT AAPAPSQTPG SAPPPQAQGP PYPTYPGYPG
851 YCQMPMPMGY NPYAYGQYNM PYPPVYH

ProlineRich

@
o
=

Figure 78. Couverture de la séquence de la protéine R-ALIX pour les préparations en solution et en gel
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Lors de la caractérisation des PTM d’ALIX, une attention particuliére est portée sur les phosphorylations et les
ubiquitinations, qui sont importantes pour la fonctionnalité de la protéine comme indiquée dans la littérature
(Dowlatshahi et al., 2012; Sette et al., 2013; Votteler et al., 2009). Toutes les modifications obtenues en fonction

du type d'échantillon (en gel ou en solution) aprés digestion par la trypsine sont répertoriées dans le tableau 18.

Enzymes Trypsine
Recouvrement de
. 97%
séquences
En gel Phosphorylations S147, S405, S462, T518, S596
Ubiquitinations K564
Recouvrement de
. 91%
En Séquence
solution Phosphorylations S147, 7518
Ubiquitinations K58, K99, C270 K287, C289, K308, K378, S401, K525, K564, K729

Tableau 18. Les PTM observées par MS/MS pour ALIX produite en BHK21

1.2.3 Analyse par DLS des protéines ALIX

La solubilité et la capacité a multimériser des protéines ALIX dans la solution tamponnée de purification sont
caractérisées par DLS. Ceci permet de déterminer la qualité des protéines avant de réaliser les complexes. Ainsi,
les protéines recombinantes ALIX purifiées dans la solution tamponnée ALIX issues des fractions pic 1 et pic 2
(figure 77), sont analysées et comparées par DLS en suivant le protocole décrit dans la section matériels et
méthodes, 8IX.1. Les profils DLS pour I'un ou l'autre échantillon sont assez similaires et les pics observés sont
majoritairement monodisperses (<12% de polydispersité ; figure 79). Cependant, le profil DLS correspondant a
I'échantillon pic 1 présentent cing pics alors que celui de I'échantillon pic 2 n’en présente que trois. En effet, deux
pics correspondant a des molécules de Rh de 8,4 nm et de 3935 nm apparaissent sur le profil DLS de I'échantillon
pic 1 (courbe noire) mais sont absents du profil DLS de I'échantillon pic 2. Ce profil est identique a celui observé en
distribution de masse. Néanmoins, la macromolécule majoritaire en masse pour I'un et I'autre profil DLS possede
un Rh de 4,12 nm et 4,59 nm respectivement pour I'échantillon issue des échantillons pic 1 et pic 2. En appliquant

la loi de Stokes-Einstein les PM correspondant sont de 93 kDa et 119 kDa, soit un monomeére d'ALIX (99 kDa).
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Figure 79. Comparaison des profils DLS des fractions nommeées picl et pic2 obtenues a l'issue de la purification par

chromatographie de taille d'ALIX

Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (a droite) en fonction des diamétres des protéines en solution. La
courbe noire correspond a I'échantillon sorti en premier de la colonne de chromatographie, pic 1. La courbe turquoise correspond a
I'échantillon sorti en dernier de la chromatographie, pic 2. Le Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique
correspond a la moyenne de dix mesures. Les corrélogrammes sont représentés dans I'encadré en haut a droite.

I.2.4 Purification R-Vpr

Tout d'abord, les culots issus de 4 L de culture cellulaire exprimant Vpr sont repris dans le tampon A3 (tableau 6,
section matériels et méthodes, paragraphe, 1v.2.3). Pour maximiser 'attachement des protéines a la matrice
I'effluent est chargé une nouvelle fois sur la colonne Streptactine. A I'issue de I'élution, deux pics s'étendant des
fractions D3 a D1 et fractions D1 a E3, avec un coude fraction E4 (figure 80 a.1) sont présent sur le
chromatogramme.

Un SDS Page 15% (figure 80 a.2) est réalisé pour contrdler le profil des aliquotes contenant les cellules (cell), le
lysat (ET) et les deux effluents Les fractions présentant le plus de matériels de PM attendu (15 kDa) et le moins de
contaminants sont regroupées pour étre concentrées. Ainsi les fractions de D1 a E4 sont regroupées. Une deuxiéme
étape de purification est effectuée en utilisant la colonne $200 26/60 équilibrée dans le tampon A3 (figure 80 b.1).
Au regard de I'absorbance a 280 nm, deux pics s'étendant des fractions D7 a E2 et des fractions 2A3 a 2B11 sont
présents sur le chromatogramme. La pureté de la protéine VPR est contrdlée a en réalisant un SDS Page 15%
(figure 80 b.2). A I'issue de la purification de Vpr, un volume de 1 mL de protéines ayant une concentration de 1,6

mg/mL est conservé aprés une congélation rapide dans de l'azote liquide a -80°C.
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Figure 80. Purification de R-Vpr dans le tampon A2

a.1 Chromatogramme issue de la purification par affinité & I'aide d’une colonne StrepTrap®. a.2. SDS-PAGE 10% : Le marqueur de poids
moléculaire (PM), ainsi qu’un échantillon de cellules avant sonication (cell) et aprés sonication (ET) et les deux effluent (Eff,. et Eff,) sont
déposés dans les premiers puits du gel. Les fractions prélevées et utilisées pour étre concentrées et purifiées par chromatographie a
exclusion de taille sont soulignées par une fléche rouge. b.1 Chromatogramme issue de la purification chromatographie a exclusion de
taille a I'aide d‘'une colonne S200 26/60. Les encadrés orange (1) et bleu (2) représentent les différents pics observés sur le
chromatogramme. b.2. SDS-PAGE 10% : Le PM est déposé dans le premier puit. Les fractions prélevées et utilisées pour étre concentrées
et conservées sont soulignées par une fléche rouge.

1.2.5 Contrdle de la séquence et des PTM de Vpr
Une fois la protéine purifiée des analyses de MS/MS sont réalisées pour contrdler la séquence des protéines et
identifier les PTM. Pour les analyses de MS/MS, les protéines VPR sont uniquement analysées en gel. La séquence

est confirmée par un recouvrement compris de 52% pour un nombre de spectres de 631 (figure 81).

Proteins sequence coverage: 52%

Matched peptides shown in bold red

Strepl Spacer Strep2 p3C Vr
1WSHPQF{EKGG GSGGGSGGSA WSHPQFEKLE VLFQGPMEQA PEDQGPQREP
51 YNDWTLELLE ELKNEAVRHF PRIWLHSLGQ HIYETYGDTW TGVEALIRIL

101 QQLLFIHFRI GCRHSRIGII QQRRTRNGAS K

Figure 81. Couverture de la séquence de la protéine R-Vpr pour les préparations en gel

Une absence des spectres est observée au niveau de 48% de la séquence de Vpr. La séquence de Vpr étant riche
en arginine, la digestion par la trypsine induit des fragments dont la taille est au-dela des limites de détection du
spectrometre. Il en est de méme pour la chymotrypsine et aussi pour les enzymes Asp-N et V8 disponibles sur la

plateforme (figure 82). Néanmoins, I'analyse de la taille de Vpr sur gel montrent que les protéines sont intactes.
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Enzymes

1. Trypsine

2. Chymorypsine

3. Asp-N

4.V8

Matched peptides shown in bold red

Strepl Strep2 p3C

Spacer
1WSHPQE+:|GG GSGGGSGGSA WSHPQFERLE
51YNDWTLELLE ELENEAVRHF PRIWLHSLGQ
101QQLLFIHFRI GCRHSRIGII QORRTRNGAS

Strepl Spacer Strep2 p3C
1HSHPOEEKGG GSGGGSGGSA lSlHPQIE E
51¥NDETLELLE ELKNEAVRHE PRIWLHSLGQ
101QQLLETHERI GCRHSRIGII QQRRTRNGAS

Strepl Strep2 p3C

Spacer
1WSHPQE{EKGG GSGGGSIGGSA WSHPQFEKILE
51YN.WTLELLE ELKNEAVRHF PRIWLHSLGQ
101QQLLFIHFRI GCRHSRIGII QQRRTRNGAS

Strep1 Strep2 p3C

N
1WSHPQEiKGGpagSGGG GSA WS PQFIKII_i
51 YNBWTLELLE ELKNEAVRHF PRIWLHSLGQ

Vpr
VLFQGPMEQA
HIYETYGDTW

Vpr
VLEQGPMEQA
HIFETEGDTH
K

Vpr
VLFQGPMEQA
HIYETYGBTW
K

Vpr
VLFQGPMEQA
HIYETYGBTW

PEDQGPQREP
TGVEALIRIL

PEDQGPQREP
TGVEALIRIL

PEPQGPQREP
TGVEALIRIL

PEBQGPQREP

TGVEALIRIL

101QQLLFIHFRI GCRHSRIGII QQRRTRNGAS K

Figure 82. Couverture de la séquence de la protéine R-Vpr et mise en évidence des sites de coupures des enzymes de
digestion disponibles a la plateforme
La partie de la séquence de R-Vpr recouverte par des peptides est représentée en gras et en rouge. Les résidus reconnus par les enzymes
de digestions sont surlignés en turquoise.

Aucune PTM n'est identifiées sur la séquence de Vpr. Néanmoins, I'étiquette R en posséde. D'une part, 13 spectres
sur un total de 133 présentent une double ubiquitination au niveau de I'étiquette selon 4 combinaisons possibles,
S2 et K8, ou K8 et S12, ou K8 et S16, ou encore S13 et S16. D'autre part, 27 spectres sur un total de 123 présentent
une phosphorylation selon 3 combinaisons soit, la position S12 est phosphorylée, soit, la position S16, soit, les deux

positions S12 et S16.

1.2.6 Analyse par DLS des protéines Vpr
La solubilité et la capacité a multimériser des protéines Vpr produites en cellules BHK21 et par synthése chimique,

sont caractérisées par DLS

Premiérement, les protéines recombinantes Vpr produites en cellules de mammiféres et purifiées dans la solution
tamponnée A2, sont analysées et comparées par DLS en suivant le protocole décrit dans la section Matériels et
Méthodes, 8IX.1 (figure 83). Le profil DLS est composé de pics majoritairement monodisperses (<11% de
polydispersité) et est composé de 4 pics correspondant a des molécules ayant un Rh de 1,87 nm, 28 nm, 124 nm et

452 nm. Le profil DLS en masse est composé d'un seul correspondant a une molécule de Rh de 1,87 nm. Ce pic

177



correspondrait @ un monomeére de R-Vpr, puisque I'équation de Stokes-Einstein permet de déterminer un PM de 9

kDa. Le PM théorique est de 11395 Da. De plus, le corrélogramme ne présente pas de signes d'agrégation.

124 nm 2,10 nm

452 nm

% Intensité
% Masse

210 nm 27,56 nm o
. 121nm 458 nm

0 o 100 000 10000 1063 S oot a1 o ) 0000 o Tt

Diamétre (nm) Diamétre (nm)

Figure 83. Profils DLS de la protéine Vpr produite en cellules de mammiféres

Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (@ droite) en fonction des diamétres des protéines en solution. Le
Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond d la moyenne de dix mesures. Le corrélogramme est
représenté dans I'encadré en haut d droite.

Deuxiéemement, les profils DLS des protéines Vpr produites par synthése chimique et conservée dans la solution
tamponnée Vpr composée de 40 mM de phosphates de potassium pH 6,5, 50 mM de NaCl et 1 mM de DTT sont
composé de pics monodisperses (<14% de polydispersité). Le profil DLS en intensité est divisé en 3 pics
correspondant a des molécules ayant un Rh de 2,10 nm, 29 nm, 124 nm et 804 nm. Le chromatogramme en masse
ne représente qu'une population de Rh égal a 2,10 nm. Ce pic correspondrait 8 un monomeére de R-Vpr dont
I'équation de Stokes-Einstein permet de déterminer le PM est de 14,4 kDa. Malgré nos efforts pour la conservation

de la protéine nous observons au niveau du corrélogramme une certaine tendance a I'agrégation (figure 84).

) 1,87 nm
804 nm ) .

28,7 nm

% Masse

% Intensité

1,90 nm

813 nm

Diamétre (nm) Diamétre (nm)

Figure 84, Profils DLS de la protéine Vpr produite par synthése chimique

Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (@ droite) en fonction des diamétres des protéines en solution. Le
Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond d la moyenne de dix mesures. Le corrélogramme est
représenté dans I'encadré en haut a droite.

L'ensemble des résultats obtenus lors de cette analyse par DLS est représenté dans le tableau ci-dessous (tableau

19).
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UEV Vpr Vpr (par synthése chimique) ALIX

(BHK21)
PM (Da) 20367 15132 11395 99776
- 40 mM de phosphates de potassium
Solution pH 6.5 - 50 mM de Tris HCl pH 8
. Al et A3 A2
tamponnée - 50 mM de Nacl - 300 mM Nacl
-1mM de DTT
DLS
n.d. 2,10 £ 0,06 1,87 £ 0,30 4,36 £ 0,33
Rh (nm)

Tableau 19. Caractéristiques des partenaires de p6 en fonction de la solution tamponnée de purification

Le PM est calculé a partir de la séquence des différentes protéines a I’exception de la protéine Vpr produite par synthése chimique pour
laquelle il est obtenu par spectroscopie de masse electrospray (Cornille et al., 1999). Le Rh associé d la DLS représente la moyenne de 10
mesures.

1.3 Formation et caractérisation des complexes entre GHis-Gag et ses partenaires protéiques
Les complexes entre la protéine 6His-Gag et ses partenaires R-ALIX et Vpr sont étudiés en utilisant la méthodologie
FIDAbio. Tout d'abord, le Rh de GHis-Gag marquée seule dans les différentes solutions tampons est mesuré et

récapitulé ci-dessous (tableau 20).

Solution tamponnée Cellules de production Moyenne des Rh (nm) Nombre de répétition
Tampon A2 Mammiféres 4,38 0,17 15
Tampon A2 Bactéries 4,45 £ 0.42 5
Tampon ALIX Mammiféres 3.42 1
Tampon A3 Mammiféres 4,24 £ 0,18 8

Tableau 20. Valeurs moyennes des Rh mesurées par FIDAbio de la protéine GHis-Gag marcquée dans les différentes
solutions tamponnées

1.3.1 Analyse FIDAbio des complexes formés entre 6His-Gag et R-ALIX

Différentes steechiométries pour former les complexes entre 6His-Gag et R-ALIX sont analysées a I'aide d'analyses
FIDADbio (dont les principes sont décrits dans la session Matériels et Méthodes ; 81X.3). Pour cela des concentrations
variables d'ALIX sont mélangées a une concentration fixe de la protéine 6His-Gag marquée par une sonde ALEXA
(ici 1 yM) dans le tampon A3. Le FIDAlyser permet alors d'évaluer le Rh de la protéine recombinante marquée en
solution. Cette valeur est corrigée en fonction de la viscosité expérimentale de la solution tamponnée. Ainsi, le Rh
de GHis-Gag marquée en solution dans le tampon A3 est estimé a 3,42 nm. Cette valeur est issue d'une seule
analyse. Dans la méme solution tamponnée, le Rh de Gag est estimé a 3,80 nm ou 4,75 nm par DLS (Tableau 9).
Lorsque la protéine Gag marquée est mise en contact avec la protéine ALIX préalablement diluée dans le tampon

A3, le Rh observé augmente (tableau 21). Les Rh représentés ici correspondent a une mesure.
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Ratio Gag : ALIX Moyenne des Rh (nm) Nombre de répétition

1:0 3,42 1
1:10 4,25 1
1:20 4,15 1
1:30 3,81 1

Tableau 21. valeurs de Rh mesurées par FIDAbio de la protéine 6His-Gag marquée en présence d'ALIX en fonction des ratios
protéine-protéine

1.3.2 Analyse par FIDABIO du complexe entre Gag et Vpr

Pour commencer, différentes stoechiométries pour former les complexes entre 6His-Gag et R-Vpr sont testées a
I'aide d'analyses FIDAbio. Pour cela des concentrations variables de Vpr et sont mélangées a une concentration fixe
de Gag marquée par une sonde ALEXA (ici 1 uM) dans le tampon A2. Tout d'abord, le Rh de la protéine recombinante
6His-Gag marquée en solution dans le tampon A2 est estimé a 4,26 * 0,34 nm. Cette valeur est la moyenne de 3
analyses réalisées avec trois protéines marquées de maniére indépendantes. Des analyses DLS sont réalisées sur
la protéine purifiée dans le tampon A2 (non présentées) et indique un Rh de 4,54 + 0,14 nm (moyennes obtenues
a partir de 10 mesures DLS réalisées sur 5 échantillons protéiques différents).

Différentes méthodes de formations de complexes entre les protéines 6His-Gag et R-Vpr sont testées (tableau 22).
D'abord, elles sont mises en contacte a température ambiante et déposées dans le FIDAlyser comme décrit dans la
session Matériels et Méthodes ;81X.3. Ensuite, les protéines sont mélangées et incubées 30 minutes a 37°C pour
favoriser les échanges. Finalement, les protéines sont mélangées et dialysées sur la nuit a 4°C ensemble contre le
tampon A2 pour lequel la concentration de NaCl est diminuée a 400 mM (A2b).

Aucune modification du Rh de la protéine GHis-Gag n'est observée lorsque les protéines sont mélangées a
température ambiante et a 37°C. Tandis que lorsqu’elles sont mélangées et dialysées contre le tampon A2b, le Rh

correspondant a la protéine Gag marquée augmente (tableau 22).
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Ratio Gag : Vpr Moyenne des Rh (nm) Nombre de répétition

Mélange a température ambiante

1:0 4,66 0,25 5
1:10 4,01+0,01 3
1:20 5,27 £0,98 3
1:30 4,47 + 0,33 3
1:50 4,77 £ 0,84 3
1:100 4,37 0,24 3
Mélange a 37°C pendant 30 minutes
1:0 4,07 + 0,10 4
1:1 4,05 0,25 2
1:10 4,12 £ 0,11 2
1:20 3,99 £0,21 2
1:30 4,02 + 0,07 2
1:50 4,03 £ 2
Formation par dialyse
1:0 4,07 + 0,37 2
1:10 5,11+0,28 2
1:20 6,48 £ 0,34 3

Tableau 22. vValeurs de Rh déterminées par FIDAbio de la protéine 6His-Gag marquée en présence de R-Vpr en fonction des
ratios protéine-protéine et des conditions de formation des complexes

Ensuite, différentes steechiométries pour former les complexes entre GHis-Gag produite en cellules de
mammiféres et la protéine Vpr produite par synthése chimique sont analysées. Les complexes sont de nouveau
formés en faisant varier la concentration de Vpr et en conservant une concentration fixe de la protéine Gag
marquée (ici 500 mM) dans le tampon A2. Tout d’abord, le Rh de la protéine 6His-Gag marquée en solution dans le
tampon A2 est estimée a (4,36 + 0,04) en trés bon accord avec ce qui est observé dans les analyses précédemment
Cette valeur est la moyenne de 4 analyses réalisées avec quatre protéines marquées de maniére indépendantes
(tableau 23). Différemment de ce qu'on a observé précédemment avec la protéine R-Vpr produite en BHK21,
lorsque les concentrations de Vpr ajoutées a la protéine Gag augmentent, le Rh de la protéine 6His-Gag diminue

(figure 85).
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Ratio Gag : Vpr Moyenne des Rh (nm) Nombre de répétition

Mélange a température ambiante

1:0 4,36 0,04 4
1:1 3,31£0,25 4
1:10 2,38+0,36 3
1:30 2,38 0,94 4
1:60 2,6 0,83 2
1:100 3,11£0,26 2
1:120 2,5 1
1:250 2,47 £ 1,02 2
1:300 1,69 1

Tableau 23. Valeurs de Rh déterminées par FIDAbio de la protéine 6His-Gag marquée en présence de Vpr produite par
synthése chimique en fonction des ratios protéine-protéine

o = N w P
[ L N ¢ N TR R S

o

Moyenne des Rh de la protéine 6His-Gag marquée (nm)

0 50 100 150 200 250 300 350
Ratio Gag : Vpr

Figure 85. Analyse par FIDAbio de I'effet de I'ajout de quantité croissante de protéine Vpr synthétisée chimiquement sur
le Rh moyens de la protéine 6His-Gag marquée par une sonde fluorescente

En paralléle, la capacité de la protéine R-Vpr produites en cellules de mammiféres a interagir avec la protéine Gag
produite en cellules bactériennes est contrélée de la méme maniére. Les complexes sont aussi formés par mélange
a température ambiante, en faisant varier la concentration de R-Vpr et en conservant une concentration fixe de la
protéine Gag marquée A (ici 300 mM) dans le tampon A2. Tout d'abord, le Rh de la protéine recombinante Gag
marquée est estimé a (4,45 + 0,52) en trés bon accord avec ce qui est observé dans les analyses de DLS. Cette valeur
est la moyenne de 5 analyses réalisées avec quatre protéines marquées de maniére indépendantes (tableau 24).
Lorsque les concentrations de R-Vpr augmentent, le Rh de la protéine Gag-6His diminue (figure 86). Ces résultats
sont en accord avec ceux obtenus lorsque la protéine 6His-Gag produites en cellules de mammiféres est mélangé

avec la protéine Vpr produite synthétiquement.
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Ratio Gag : Vpr Moyenne des Rh (nm) Nombre de répétition

Mélange a température ambiante

1:0 4,45 £ 0,52 5
1:1 4,27 £ 0,26 5
1:6 4,29 + 0,34 2
1:10 3,85+0,74 3
1:20 4,04 £ 0,27 2
1:25 1,74 £ 0,25 2
1:30 2,06 1
1:40 2,34 1

Tableau 24. Valeurs de Rh déterminées par FIDAbio de la protéine Gag-GHis produite en E. coli marquée en présence de R-
vpr en fonction des ratios protéine-protéine
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Figure 86. Analyse par FIDAbio de I'effet de I'ajout de quantité croissante de protéine R-Vpr sur le Rh moyens de la protéine
Gag-GHis, produite en cellules bactériennes, marquée par une sonde fluorescente
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Pour conclure, I'objectif de ces analyses est de déterminer les conditions de formations de complexes in vitro entre
la protéine Gag et ses partenaires. L'obtention de ces résultats sont la premiére étape pour réaliser des complexes
entre la protéine Gag, un de ses partenaire protéique et I'ARNg afin de pouvoir analyser I'effet des ligands de p6

sur la spécificité d'interaction entre le précurseur Gag et I'ARN viral.

Résumeé : les MVA recombinants permettant la production de R-Vpr, R-ALIX et R-UEV en BHK21, sont mis au point.
Les Rh, les séquences et les PTM sont caractérisées pour les protéines R-ALIX et R-Vpr. Cependant, le recouvrement
de la séquence de Vpr par MS/MS est partiel (50%). Finalement, les premiers essais de formation complexes entre
la protéine 6His-Gag et I'un ou l'autre de ces partenaires sont analysés par FIDABio. Aucune modification du Rh
n'est relevée pour les essais des mélanges entre GHis-Gag et R-ALIX a température ambiante. Le méme résultat est
obtenu pour le mélange entre 6His-Gag et R-Vpr a température ambiante et a 37°C. Cependant le Rh augmente
lorsque GHis-Gag et R-Vpr sont dialysés ensemble et diminue lorsque GHis-Gag est mélangée avec la protéine Vpr

synthétisée chimiquement et lorsque R-Vpr est mélangée a la protéine Gag-6His produite en cellules bactériennes.
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Il Discussion Objectif n°2 : Caractérisation des interactions in vitro entre Gag et ses partenaires protéiques

Le second objectif de ma thése est d'optimiser les conditions de formation des complexes formés par Gag et les
partenaires de p6 dans le but d'apporter une meilleure compréhension de leur rdle dans la spécificité d'interaction
entre Gag et I'ARNg. Pour cela, les partenaires sont produits en cellules de mammiféres et caractérisés in vitro.

Ensuite, des conditions de formation de complexes entre la protéine Gag et ces partenaires sont investiguées.

1.1. Production des vecteurs viraux permettant |'expression des partenaires de Gag en cellules de mammiféres

Tout d'abord, j'ai mis au point les vecteurs viraux MVA pour permettre |'expression des différents partenaires de
p6 en cellules de mammiféres. La premiére étape de mon projet est de contrdler la qualité des virus produits. Dans
un premier temps, la perte de I'expression de la RFP est contrdlée pour chacun des vecteurs viraux, caractéristique
de la recombinaison. Trois étapes de sélections sont nécessaires (décrit section Matériels et Méthodes, §Y.2). A
I'issue de la sélection des virus recombinants, I'expression des protéines d'intéréts par les virus est d'abord
contrdlée al'aide d'électrophorése sur SDS-Page et d'un WB (figures 74, 75 et 76). Alors, une production de protéine
a partir de cellules BHK21 adhérentes est réalisée pour chacun des trois partenaires. Si ce type de production de
protéines permet de réaliser des contrédles d'expression, la quantité de protéines obtenues ne suffit pas pour
réaliser des étapes de purification par colonne d'affinité et de chromatographie a exclusion de taille. A la place, les
protéines sont purifiées par affinité a I'aide des billes Magstrep®. Différents problémes sont observés lors de ces
étapes, d'une part, les SDS-Page présentent de nombreux contaminants. D'autre part, I'étape d'élution est peu
efficace. En effet pour chacun des 3 partenaires, peu de protéines sont récupérées lors des étapes d'élution et
beaucoup de protéines restent accrochées sur les billes. Néanmoins, les WB permette d'identifier les trois
partenaires dans les puits correspondants. En premiére attention les solutions tamponnée Al et A3 sont testées
pour purifier les protéines de maniére similaire a ce qui est fait pour la protéine Gag recombinante. Il était attendu
que le tampon A1l présente un meilleur rendement que le tampon A3 grace a la présence de détergents et d'une
plus forte concentration de Nacl. Or, ces conditions ne permettent pas de solubiliser la protéine ALIX, qui d'aprés
la littérature est soluble dans des pH basiques (Fisher et al., 2007). Ainsi, aprés avoir purifié la protéine avec une
solution tamponnée composée de 50 mM de Tris HCl pH 8 et 300 mM NaCl, I'étape d'élution permet de récupérer
de plus grande quantité de protéines par rapport aux autres partenaires (2 fois plus). A cette étape, I'élution est
réalisée avec de la biotine, or il est documenté que cette molécule est plus stable a pH basique (Lin et al., 2020).
De la méme facon, des études montrent que Vpr est plus soluble a pH acide (Cornille et al., 1999). Ainsi le tampon
A2 (pH 6,8) est mis au point pour la purification de Vpr. Le tampon de purification optimal d'UEV doit encore étre

optimisé. Les conditions de solubilisation d'ALIX étant mise au point et ayant a disposition la protéine VPR
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synthétisée chimiquement, ces deux protéines ont été prioritairement utilisées dans la suite de I'étude. Ainsi, la
séquence en acides aminés, les PTM et I'état oligomérique en solution de ces deux partenaires sont caractérisés

apres une purification de protéines plus importante.

1.2 Purification et caractérisations biophysiques des partenaires ALIX et Vpr produits en cellules de mammiféres

1.2.1 Caractérisation de la protéine ALIX

A partir des culots de cellules provenant d'une culture de 2 L, la purification d'ALIX permet de purifier 3 mg de
protéines réparties en deux aliquotes. Des pertes peuvent avoir lieux a différentes étapes de la purification
notamment au moment de la liaison de la protéine sur la colonne d'affinité. En effetil n'y a pas de différence dans
les profils de migration sur gel dénaturant entre les échantillons extrait total et I'effluent (figure 77). Cela pourrait
étre amélioré en faisant passer deux fois I'effluent sur la colonne (comme réalisé avec la protéine VPR). De plus,
I'élution est réalisée en une étape induisant le décrochement rapide de la protéine. Elle est alors trés concentrée
dans les fractions et peut précipiter. Finalement, les deux pics (figure 77) présent sur le chromatogramme peuvent
correspondre a des états multimériques différents de la protéine en solution. Pour contréler cela des analyse par
MS/MS et DLS sont réalisées.

Les résultats de I'analyse de MS/MS sur les échantillons en gel et en solution permettent d'obtenir un recouvrement
de séquences compris entre 91 et 97%, respectivement (figure 78). Ces résultats permettent de conclure que la
protéine en solution correspond bien a ALIX. Méme si des régions de 3 a 14 résidus a l'intérieur de la séquence
d'ALIX ne sont pas recouverts. Certains spectres pourraient étre absents a cause d'un probléme de digestion
dépendant de la fonctionnalité de la trypsine. Ou car les fragments produits seraient trop petits ou trop longs due
au positionnement des résidus lysines et arginines. En conclusion, il est possible que la protéine soit a I'équilibre
entre des multiméres et des monomeéres en solution et ceci expliquerait la présence de plusieurs pics sur le
chromatogramme (figure 77). Cette tendance est confirmée a I'issue des analyses DLS. La molécule majoritaire
présente dans la distribution en masse des pics a et b, a un Rh de 4,12 nm. La loi de Stokes-Einstein permet de
déterminer que le PM associé est de 93 kDa, soit la masse attendue pour un monomere d'ALIX (95 kDa ; figure 79).
Cependant, une molécule présentant un Rh de 8,2 nm, est également présent en solution dans I'échantillon
correspondant au pic a. Ce pic correspondrait a un dimére d’ALIX. Ces résultats sont en trés bon accord avec des
analyses de MALS et de diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) qui montrent qu'ALIX est présente sous forme
monomeérique ou dimérique en solution dans des conditions de pH similaires. Le domaine V de ALIX est le domaine

qui induit la dimérisation de la protéine (Pires et al., 2009).
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1.2.2 Caractérisation de la protéine VPR

A partir des culots de cellules provenant d'une culture de 4 L, la purification de VPR permet de purifier 1,6 mg de
protéines. Des pertes de matériel peuvent étre causée par un mauvais accrochement de la protéine sur la colonne
d'affinité. En effet il n'y a pas de différence dans les profils des échantillons extrait total et les effluents sur le
SDS-PAGE malgré le double passage de I'effluent (figure 79). Comme pour ALIX, I'élution induit le décrochement
rapide de la protéine qui pourrait entrainer sa précipitation. Il est aussi possible que la solution tamponnée ne soit
pas optimale pour la purification de R-VPR.

La protéine est décrite dans la littérature comme étant capable d'oligomériser in vitro (Bourbigot et al., 2005;
Sabbah et al., 2006) et in vivo (Fritz et al., 2010). Plusieurs résidus sont identifié comme favorisant la dimérisation
de Vpr, les résidus des position 34 a 51 (Sabbah et al., 2006) et ceux s'étendant des positions 60 a 91, qui
correspondent @ un domaine riche en leucines et en isoleucines dans la partie C-terminale de Vpr. De plus, des
études par RMN montrent que le domaine C-terminal de Vpr adopte une structure dimérique antiparalléle
(Bourbigot et al., 2005). De plus, des études par microscopie confocale mettent en évidence que I'oligomérisation
de Vpr est essentielle a I'interaction avec le précurseur Gag permettant le transport de Vpr a la MP. Au contraire,
la multimérisation de Gag n'est pas nécessaire au recrutement de Vpr (Fritz et al., 2010).

Ainsi, I'état oligomérique de Vpr en solution dans le tampon A3 est étudiés par des analyses de DLS. Une seule
espéce d'un Rh de 1,5 nm est présente sur le profil en masse, le PM correspondant est de 9 kDa (figure 80). Le PM
théorique de la protéine monomérique est de 15 kDa. Cette différence entre PM estimé et PM théorique pourrait
étre due a la conformation de la protéine Vpr qui ne serait pas complétement globulaire. Le profil de distribution
en intensité, quant a lui, témoigne de la présence de plusieurs oligoméres de grandes tailles. Néanmoins, le
corrélogramme ne représente pas d'agrégation. Cette tendance est aussi observée avec la protéine synthétisée
chimiquement. De méme, le profil en distribution des masses ne représente qu’'une espéce ayant avec un Rh de
1,8 nm correspondant a un PM de 15 kDa et donc a la protéine monomérique. Il est alors possible de conclure que
I'une et I'autre protéine est majoritairement monomeérique en solution, bien qu'elles conservent la capacité de
former des oligoméres de plus grande taille. La structure par RMN montre que la protéine Vpr est composées de 3
hélices-a repliées autour d'un noyau hydrophobe, entourées par des domaines N-terminaux et C-terminaux
flexibles (Morellet et al., 2003). La présence de I'étiquette pourraient modifier I'aspect globulaire de la protéine.
De plus, il est possible que I'étape de décongélation induise la multimérisation de la protéine. Pour contrdler ce
phénomene, des analyses de DLS pourraient étre réalisées sur de la protéine fraichement purifiée, ainsi que sur

un échantillon de protéines congelés rapidement dans de I'azote liquide et décongelés. Comparer les résultats de
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ces analyses permettrait de déterminer I'impact de la congélation rapide dans I'azote sur I'état multimérique de
Vpr ainsi que I'effet du temps aprés décongélation sur la protéine.

Ensuite, la séquence de la protéine R-Vpr produite en cellules de mammiféres est contrélée par MS/MS, le
recouvrement de la séquence n'est que partiel (52% ; figure 81). Contrairement aux autres protéines, I'analyse de
Vpr est réalisée avec 4 protéases différentes. Tout d'abord, la trypsine et la chymotrypsine qui coupe apres les
résidus aromatiques sont utilisées (figure 82) les fragments générés par I'une ou I'autre enzymes sont trop petits
ou trop grands pour étre correctement séquencés. Ensuite, les enzymes Asp-N qui coupe aprés les résidus acides
aspartiques et v8 qui coupe apres les résidus d'acides aspartiques et les acides glutamiques, générent de nouveau
des fragments trop grands ou trop petits. Néanmoins, la partie N-terminale de la protéine est confirmée. Malgré
ces problémes, le PM associé a la protéine aprés migration sur gel dénaturant et transfert sur membrane PVDF

correspond bien a la protéine compléte qui ne serait pas dégradé (15 kDa).

1.2.3 Le role des PTM dans le recrutement des partenaires de Gag

Les PTM jouent a la fois un rdle dans la régulation des interactions entre les protéines, en régulant les différentes
étapes de cycle cellulaires et dans notre cas, viral. Elles sont notamment nécessaires au recrutement des
partenaires cellulaires et viraux de p6 (annexe 1).

TSG101 et Alix sont toutes les deux ubiquitinés (Bussienne et al., 2021; Sette et al., 2010; Watanabe et al., 2020) et
capables de se lier a des ubiquitines, notamment présentes sur Gag (Bussienne et al., 2021; Dowlatshahi et al.,
2012; Pornillos et al., 2002). En effet le domaine V d'ALIX et UEV de TSG101 possédent une poche qui permet
I'interaction avec les ubiquitines de Gag. Dans la suite de la discussion, je vais me concentrer sur ALIX, pour laquelle
des analyses de mutagénéses montrent que cette poche favorise l'interaction entre ALIX et Gag. En paralléle, des
études montrent que I'ubiquitination des facteurs ESCRT améliore la fonction de cette machinerie (Dowlatshahi et
al., 2012). Ainsi, ALIX est mono-ubiquitinylée in vivo (Votteler et al., 2009). Deux E3 ubiquitines ligases sont
identifiées comme impliquées dans cette ubiquitination, la protéine POSH et la protéine Nedd4-1. Ainsi, 33 des 65
lysines d'ALIX sont identifiées comme étant accessibles et des cibles potentielles. Des études in vitro montrent que
la protéine POSH cible méme plusieurs résidus lysines de la séquence d'ALIX (Votteler et al., 2009). En outre, il est
mis en évidence que le recrutement de Nedd4-1 par ALIX, nécessite non seulement 'ubiquitination d'ALIX et aussi
celle du late domaine LYPXnL de p6 (Sette et al., 2010). De nombreuses études mettent en évidence le rdle de
Nedd4-1 dans la libération des particules virales néoformées du VIH-1 et d'autres rétrovirus comme le RSV, par
exemple (Martin-Serrano et al., 2004; Sette et al., 2010; Strack et al., 2003, 2000). La protéine ALIX que j'ai produite

en BHK21 présente de nombreuses ubiquitinations. Dont notamment I'ubiquitination de la lysine en position 564
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qui est retrouvée a la fois dans I'échantillon en solution et en gel (tableau 18). De plus, il est décrit que la partie N-
terminale d'ALIX contient un site de phosphorylation par les tyrosines kinases de la famille des Src (Katoh et al.,
2003). Notamment, des études structurales suggérent que la Src kinase se lie a la fois au domaine Brol et
phosphoryle des résidus tyrosines dans la queue C-terminale d'ALIX (Schmidt et al., 2005). Au regard des résultats
de MS/MS obtenus sur I'échantillon d'ALIX purifié, des résidus sont phosphorylés dans les parties N- et C-terminales.
Ces résultats sont ainsi cohérents avec ce qui est décrit dans la littérature (Schmidt et al., 2005). De plus, la serine
en position 147 (dans le domaine Bro) et la tyrosine en position 518 (dans le domaine V) sont phosphorylés a la fois
dans I'échantillon en gel et en solution. De nouvelles analyses de MS/MS obtenus a partir de purification d'ALIX
produites en BHK21, sont nécessaires pour contréler la répétabilité des PTM d'une production a I'autre. Néanmoins,

ces résultats sont encourageants quant a la production d'une protéine fonctionnelle.

Vpr est décrite dans la littérature comme jouant un réle important dans le détournement de la machinerie post
traductionnelle de I'hdte. En effet elle s'associe avec des ubiquitines ligases pour induire la dégradation des
protéines par la voie du protéasome, comme par exemple la protéine CTIP2 associée a I'extinction des génes du
VIH-1 (Forouzanfar et al., 2019) ou I'helicase-like transcription factor (HTLF), une protéine qui induit la réparation
de I'ADN apreés la réplication (Lubow and Collins, 2020). Pour cela, il est mis en évidence que Vpr lie simultanément
la protéine DCAF1 du complexe ubiquitine ligase Cul4A-DDB1-DCAF1 et son substrat. De la méme maniére, Vpr est
capable de médier I'arrét du cycle cellulaire en hyper-phosphorylant la protéine CdC2. Cette protéine est un
régulateur de point de contrdle des dommages a I'ADN. Sa phosphorylation inhibe son activation (Lubow and Collins,
2020). Aucune ubiquitination de Vpr n'est actuellement décrite dans la littérature. Enfin la phosphorylation de la
serine en position 79 de Vpr est importante pour le blocage du cycle cellulaire G(2)/M . La protéine kinase A (PKA)
est associée a cette phosphorylation (Barnitz et al., 2010). Comme pour la protéine Gag, la phosphorylation
présente un caractére redondant, ainsi les serines en position 94 et 96 peuvent aussi étre phosphorylées et elles
jouent aussi un rédle dans I'arrét de cycle en phase G2/M (zhou and Ratner, 2000). En paralléle, une autre protéine
kinase, la protéine kinase C (PKC-a) phosphoryle la Serine en position 487 du domaine p6 (Bussienne et al., 2021;
Kudoh et al., 2014). Cette phosphorylation est nécessaire a I'interaction entre Gag et Vpr et permet I'incorporation
de vpr dans les particules virales. En effet des analyses d'inhibition de son activité enzymatique dans les
macrophages primaires humains, réduit les niveaux de Vpr dans les virions. (Kudoh et al., 2014). Lors des analyse
par MS/MS réalisées sur VPR, aucune PTM n'est identifiée sur la séquence de la protéine. Il n'est pas excluable que

cela provienne du recouvrement partiel de la séquence de la protéine. En outre, I'étiquette R est largement
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modifiée. En effet des phosphorylations et/ou des ubiquitinations sont clairement identifiées. Ces modifications
pourraient alors expliquer la faible proportion de protéines capables de s'accrocher sur la colonne
StrepTrap®.L'étiquette d'ALIX ne présente pas de modification et d'ailleurs nous avons observé une meilleure
capacité de la protéine a étre retenue sur la colonne par rapport a Vpr. La modification de I'étiquette dans un cas
et pas dans l'autre, pourrait étre expliquée par la disponibilité de I'étiquette aprées I'étape de traduction. En effet
il est possible que la protéine ALIX puisse se replier dans une conformation que ne permet pas d'interaction entre
son étiquette et la machinerie post traductionnelle des cellules BHK21. Cela expliquerait aussi I'absence de
modification dans la partie N-terminale avant le résidu 147. Des analyse par AUC pourraient permettre de
déterminer la forme de la protéine in vitro. Néanmoins, la modification de I'étiquette de Vpr est un probléme
majeur. Cette étiquette, a été choisie pour faciliter les analyses de formation de complexes entre Vpr et 6His-Gag.
Précisément, pour les étapes de sélection éventuelles par affinité. Au regard de ces résultats, il est préférable de
changer de type d'étiquette. Cependant, le but de ce travail étant de former des complexes entre Gag et Vpr, une
autre stratégie de formation de complexe est envisagée et sera discutée dans le paragraphe suivant. Cette nouvelle
stratégie permettrait de trouver une solution aux problémes liés a la formation des complexes et a I'étiquette de

vpr.

1.3. Formation et caractérisation des complexes entre 6His-Gag et ses partenaires protéiques

Les complexes entre la protéine produites en cellules de mammiféres et ses partenaires sont étudiés en utilisant
FIDAbio. Tout d'abord, le Rh de GHis-Gag marquée seule dans le tampon A correspondant est mesuré (récapitulé
tableau 19). Les différences de Rh observées entre les mesures FIDAbio et en DLS peuvent étre inhérentes aux
méthodes. Il est intéressant de noter que le Rh est [égérement plus grand a partir des mesures en DLS par rapport
aux mesures FIDAbio. De plus la variabilité de taille observée en DLS est retrouvée avec FIDAbio. Ainsi, il est possible
de conclure que le marquage n'influence pas la conformation de Gag.

Les résultats préliminaires entre 6His-Gag et R-ALIX tendent a montrer que le Rh de la protéine Gag en présence
d'ALIX augmente. Il passerait ainsi d'un Rh de 3,42 a 4,25 nm pour un ratio de 1 molécule de Gag pour 10 molécules
d’ALIX (1:10). Puis resterait stable pour les ratios de 1: 20 et 1 : 30. Des analyses supplémentaires sont nécessaires
pour confirmer ces résultats notamment pour les plus petits ratios 1: 1; 1: 3 etc. De plus, la concentration de Gag
initiale est 1 yM or des analyses réalisées en ITC aprés dialyse d’ALIX dans une solution tamponnée composée de
10 mM HEPES (pH 7,4) et 150 mM NaCl ont permis d'identifier une kD entre Gag et ALIX de 8 pM (Munshi et al.,

2007).Ainsi, il serait intéressant d'utiliser une plus grande quantité de matériel initial. En outre, les complexes sont

190



réalisés par mélange a température ambiante dans le tampon A3, il est possible de réaliser les complexes dans
d'autres conditions, par dialyse ou a 37°C comme cela a été fait pour les complexes entre Gag et Vpr.

D'autre part, le ratio d'interaction entre Gag et Vpr est discuté dans la littérature. Certaines analyses mettent en
évidence in vitro que 5 a 7 molécules de Gag interagissent avec 1 molécule de Vpr (Miller et al., 2000; Singh et al.,
2000). Alors que d'autres montrent que I'oligomérisation de Vpr est nécessaire au recrutement de Gag. Dans ce
cas, les deux partenaires interagissent grace a des interactions hydrophobes (Fritz et al., 2010). Ces derniers
résultats sont intéressants car ils tendent a montrer que le complexe entre Gag et Vpr est résistant a de fortes
concentrations en NaCl (900 mM) (Bachand et al., 1999). Or lors de cette étude les complexes sont réalisés a une
concentration de 500 mM NacCl (tampon A2). Ainsi dans un premier temps des complexes entre la protéine GHis-
Gag et R-Vpr sont formés in vitro en testant différentes conditions. Ni le mélange des partenaires a température
ambiante, ni le mélange a 37°C permet d'observer un changement du Rh de 6His-Gag marquée. L'absence de
formation de complexe peut étre due a la modification de I'étiquette R de Vpr ou aux conditions expérimentales et
notamment a la présence de CHAPS et de NaCl dans la solution tamponnée. C'est pour cela, qu'un test de formation
de complexes par dialyse sur la nuit a 4°C est réalisé. A l'issue de la dialyse une augmentation du Rh de 4,07 a 6,48
nm pour une steechiométrie de 1 molécule de Gag pour 20 molécules de Vpr (1 : 20), est observée (tableau 22). ||
est impossible de conclure si le changement de Rh est la conséquence de la multimérisation de Gag ou celle de la
formation d'un complexe entre les deux partenaires car le contrdle réalisé avec la protéine seule a complétement
précipité. Ainsi, il faudrait recommencer cette analyse pour déterminer sila présence de Vpr stabilise la protéine
Gag lors de la dialyse ou non. Il aurait pu étre intéressant de marquer Vpr, or I'étape de marquage utilisée dans ce
travail nécessite une solution tamponnée basique (pH 8) alors que Vpr montre une meilleure solubilité dans une
solution tamponnée acide (pH 6,8). De plus, la réalisation des complexes entre Gag et la protéine Vpr produite par
synthése chimique indique que le Rh de 6His-Gag diminue lorsque la concentration de Vpr augmente. La fixation
de Vpr sur la protéine induirait une compaction de la conformation de Gag et ainsi la diminution de Rh. Ces résultats
trés intéressants sont répétés plusieurs fois (de 2 a 4 fois en fonction des points, tableaux 23, figure 85). De plus,
la méme tendance est observée lorsque le complexe est formé entre la protéine R-Vpr produites en BHK21 et la
protéine Gag produite en cellules de bactéries (tableau 24, figure 86). En effet pour les deux types de complexes,
une réduction du Rh est observée pour un ratio de 1 molécule de Gag pour 20 molécules de Vpr. Il serait a I'avenir
important de vérifier cette tendance en utilisant d'autres méthodes biophysiques comme I'AUC ou le SEC MALS.
Enfin, une nouvelle stratégie est envisagée pour la formation de complexes entre les protéines produites en

cellules de mammiféres (Drillien et al., 2022). Elle consiste a produire un nouveau vecteur MVA qui coderait pour
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la protéine Gag et son partenaire dans le méme plasmide (figure 85). L'avantage de cette méthode est que les
complexes peuvent se former directement dans la cellule aprés I'étape de traduction. Ainsi les partenaires seront
récupérés a l'aide de I'étiquette 6His présente a I'extrémité N-terminale de Gag et la protéine Vpr ne serait alors
plus étiquetée. Cette méthode peut aussi étre envisagée avec les autres partenaires comme ALIX et par la suite

UEV.

s M“H Véb ) stop

Figure 87. Modéle de la stratégie d'expression de multi protéines en BHK21 par un MVA recombinant

Représentation de la séquence génomique de la région d'intérét. Elle code pour la protéase TEV et les protéines d'intéréts, ici 6HisGag,
VPR et YFP séparée par un site de coupure TEV (TCS).La protéine YFP sert de contréle de recombinaison homologue. Dans la cellule, la TEV
est capable de s’exciser et de sépare les protéines pendant I'étape de traduction aboutissant a la surexpression des différentes protéines
dans le cytoplasme (figure inspirée du travail de Drillien et al., 2022).
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En conclusion, mon projet de thése a pour but d'apporter une meilleure compréhension des interactions entre Gag
et I'ARNg permettant I'encapsidation spécifique de I'ARNg dans les particules virales. Pour mieux comprendre les
mécanismes subjacents a cette étape fondamentale, notre stratégie consiste a combiner des analyses structurales
et fonctionnelles des différents complexes protéine/ARN impliqués. Pour cela, la protéine Gag est produite en
cellules de mammiféres. Une telle production assure les modifications post-traductionnelles de la protéine qui
pourraient jouer un réle dans son interaction avec I'ARN. Dans ce cadre, j'ai réalisé une revue qui relate les
différentes PTM des protéines et plus particulierement les réles des modifications de Gag dans le cycle viral et
notamment dans les étapes d'assemblage (annexe 1). Les analyses de spectrométrie de masse en tandem (MS/MS)
réalisées sur la protéine 6His-Gag montrent que les PTM (phosphorylations et ubiquitinylations) sont reproductibles

entre les différentes productions et sont en accord avec la littérature.

Des résultats trés préliminaires de caractérisation de la protéine produite en cellules de mammiféres avaient été
réalisées au laboratoire avant le début de ce travail. Cependant, la caractérisation biophysique de la protéine dans
différentes solutions tamponnées s’est révélée nécessaire dans la mise en place des conditions de formation des
complexes Gag/ARN et de leurs études par CryoEM. Ainsi ce travail a permis d'optimiser la production de Gag dans
les cellules BHK21 et de caractériser la protéine GHisGag en déterminant son Rh, sa TM, son coefficient de
sédimentation et son état oligomérique dans les tampons Al et A3. En paralléle, je me suis intéressée aux
conditions de formation de complexes entre la protéine 6His-Gag et I'ARNg. Mes résultats montrent que les
complexes se forment entre un oligomére de Gag et un dimére d'ARN, ayant une affinité d'environ 174 nM pour
I'’ARN de 111 nucléotides et de 116 nM pour I'ARN SL1 dans le tampon A3. En outre, les conditions de formation de
complexes sont cruciales pour la réalisation de grilles et I'obtention de la structure par Cryo-microscopie
électronique (CryoEM). A ce jour, aucune structure de Gag en interaction avec I'ARNg n’est disponible. Dans ce but,
je me suis focalisée sur les conditions optimales pour la préparation de grilles de CryoEM pour la protéine Gag
seule, me permettant de réaliser un premier enregistrement et d'obtenir une structure préliminaire a une

résolution de 7 A.

En outre, mon laboratoire d'accueil a montré que Gag se lie spécifiquement a I'ARNg avec une forte affinité tandis
que la protéine dépourvue du domaine p6, GagAp6 se lie aux ARN non génomiques de maniére non spécifique avec

une affinité plus faible (Dubois et al., 2018b). Ces résultats suggérent que le domaine p6 de Gag pourrait réguler
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hypothése est que I'interaction de p6 avec ces partenaires module la spécificité d'interaction Gag/ARNg favorisant
son encapsidation. En ce sens, j'ai mis au point la production des partenaires de Gag en utilisant le méme systéme
d'expression en cellules de mammiféres. L'homogénéité et la stabilité des protéines sont des facteurs clés dans la
détermination de leurs structures a haute résolution et dans la formation des complexes. Ainsi, j'ai aussi réalisé un
contrdle qualité sur les partenaires de p6 en portant une attention particuliére a I'état oligomérique et aux PTM de

ces protéines.

En perspective a court terme, des grilles de CryoEM sont déja préparées au laboratoire, elles peuvent étre utilisées
pour réaliser de nouvelles acquisitions au microscope Glacios afin d'augmenter le nombre de particules et ainsi la
résolution de la structure de la protéine Gag. Obtenir cette structure serait un atout crucial pour résoudre la
structure de Gag en interaction avec I'ARNg en réalisant notamment du remplacement moléculaire. Ainsi le
deuxiéme objectif a court terme est d'améliorer les conditions de formation de complexes entre Gag et I'ARNg en
trouvant des conditions qui favorisent la proportion de complexes par rapport aux protéines seules en solution.
Pour cela la formation de complexes par dialyse continue peut-étre envisagée. Cette méthode consiste a utiliser
une pompe qui va prélever le tampon final pour échanger progressivement le tampon initial. Cela présente
I'avantage de permettre une dialyse progressive et de favoriser les contacts entre les molécules en diminuant la
concentration de NaCl de maniére moins brusque qu'avec les méthodes classiques. En paralléle, la fixation d'un
des partenaires sur une surface peut étre une solution pour empécher le phénomeéne d'agrégation et favoriser les
interactions spécifiques entre les partenaires. Pour cela, des analyses de SPR pourraient étre réalisées. Une fois
les conditions de formation de complexes améliorées, elles pourront étre utilisées pour réaliser les grilles de
CryoEM. Si la structure par CryoEM devait présenter des difficultés, il y a la possibilité de réaliser des
enregistrements par diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) combinés a de la spectrométrie de masse
structurale (HDX-MS) cela permettra de déterminer une enveloppe a basse résolution qui donnera une information

sur I'agencement des domaines et les zones d'interactions.

En paralléle, les conditions de formations de complexes entre Vpr et la protéine Gag doivent étre approfondies.
Notamment entre les deux partenaires produits en cellules BHK21. Pour cela, il est envisagé de mettre au point le
vecteur viral permettant I'expression des deux partenaires a partir d'un géne polycistronique. Les complexes

pourraient étre purifiés dans le tampon A2 comme décrit pour les partenaires séparément.
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A moyen terme, des analyses pour comparer la capacité de fixation de Gag a I'ARNg en présence et en absence des
partenaires de p6 seront réalisées La prochaine étape est donc d'optimiser les conditions de la formation du
complexe Gag/ARN/Vpr et d'analyser leurs parameétres de liaison (steechiométrie et constante de dissociation). Ces
études fonctionnelles permettront d'établir I'influence du partenaire sur la spécificité de liaison entre Gag et
I'ARNg. Les contrdles seront réalisés a I'aide d'un fragment d'ARN incapable de dimériser (ARN111.,,) et de la
protéine Gag donc le domaine de liaison a vpr aura été délété, GagAp6. En paralléle, des tests de résolution de la
structure par CryoEM du complexe seront réalisés. Ainsi les études fonctionnelles et structurales des différents
complexes donneront des informations cruciales pour comprendre comment I'ARN est recruté par la protéine Gag
et quel est le rdle des partenaires de p6 dans cette interaction. Une fois la stratégie d'étude mise au point pour la

protéine Vpr, elle pourra étre utilisée avec les partenaires cellulaires ALIX et TSG101 (figure 88).

, v' Analyses structurales (1, 2, (3), 5)
1. Déterminer lastructure de Gag

—> Améliorer la résolution par CryoEm v Analyses fonctionnelles (3, 4)

/E;E / :
\

5.Déterminer la structure du
complexes entre Gag/Vpr/ARNg

. e+ E 2. Déterminer la structure du complexe
dimérique [ |
ARNg dimérique | 629 "ARNg
—> CryoEM

—> CryoEM
! + (VPR ]
|
4, Analyser l'impact de Vpr sur la spécificité 3. Caractériser les paramétres de liaisonde
d'interactionentre Gag-I'’ARNg Gag a ses partenaires (ici Vpr)

—> Analyses fonctionnelles \—/ —> kD and steechiométrie

Figure 88. Stratégie expérimentales proposée pour apporter une meilleure compréhension des interactions entre Gag et
I'ARNg permettant I'encapsidation spécifique de I'ARNg et du rdle des partenaires de p6 dans I'encapsidation spécifique
de I'’ARNg

Notre stratégie consiste a combiner des analyses structurales et fonctionnelles des différents complexes protéines/ARN pour déterminer

structurale par CryoEM sont encadrées en bleu, celles nécessitant des analyses fonctionnelles sont encadrées en roses.
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Les résultats obtenus avec la protéine soluble GHis-Gag pourront étre comparés a ceux obtenus avec la protéine
myristoylée mis au point au laboratoire. En outre, la mise au point d'un test permettant de déterminer 1) I'efficacité
de I'encapsidation de I'ARNg par rapport a des autres ARN viraux et cellulaires et 2) le réle des partenaires de p6
sur I'encapsidation de I'ARNg. Ce test s'appuierait sur la capacité de Gag a s'assembler en VLP en présence d'acides
nucléiques non spécifiques, comme I'ARNt et en absence de membranes (Chameettachal et al., 2018; McKinstry et
al., 2014). Ainsi il sera possible d'analyser les aliquotes des VLP par coloration négative et Cryo Tomographie. Une
fois que les conditions nécessaires a la formation des VLP seront mises au point, cette méthode permettra de
vérifier si les ARNg assemblent plus efficacement les VLP que les ARN hétérologues et de déterminer I'impact des

partenaires de p6 sur la formation de VLP.

Dans I'ensemble ces informations devraient permettre a plus long terme de dessiner des nouveaux inhibiteurs

dirigés contre I'encapsidation de I'ARNg du VIH-1.
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Abstract: Protein post-translational modifications (PTMs) play key roles in eukaryotes since they
finely regulate numerous mechanisms used to diversify the protein functions and to modulate their
signaling networks. Besides, these chemical modifications also take part in the viral hijacking of the
host, and also contribute to the cellular response to viral infections. All domains of the human im-
munodeficiency virus type 1 (HIV-1) Gag precursor of 55-kDa (Pr55%), which is the central actor
for viral RNA specific recruitment and genome packaging, are post-translationally modified. In this
review, we summarize the current knowledge about HIV-1 Pr55%% PTMs such as myristoylation,
phosphorylation, ubiquitination, sumoylation, methylation, and ISGylation in order to figure out
how these modifications affect the precursor functions and viral replication. Indeed, in HIV-1, PTMs
regulate the precursor trafficking between cell compartments and its anchoring at the plasma mem-
brane, where viral assembly occurs. Interestingly, PTMs also allow Pr55% to hijack the cell machin-
ery to achieve viral budding as they drive recognition between viral proteins or cellular components
such as the ESCRT machinery. Finally, we will describe and compare PTMs of several other retro-
viral Gag proteins to give a global overview of their role in the retroviral life cycle.

Keywords: HIV-1; Pr555% precursor; post-translational modifications; retroviral Gag precursors;
retroviral life cycle

1. Introduction

Post translational modifications (PTMs) introduce a vast diversity in proteome in-
cluding addition of chemical groups, like phosphorylation, methylation, acetylation, re-
dox-based modifications, or alternatively, addition of polypeptides like ubiquitination,
sumoylation or ISGylation. PTMs thus play a key role in functional proteomic by regulat-
ing proteins activity, their localization, and the interaction with cellular or viral factors.
Even though many proteins are modified shortly after translation, PTMs can also occur at
different steps such as after protein folding or protein re-localization to influence their
biological activity at those specific sites (for reviews see [1,2]). Besides, depending on the
nature of the modification, they can also finely tune reversible processes. Consequently,
analysis of PTMs can provide an invaluable insight into cellular functions.

Viruses rely on the protein synthesis machinery of the host to support the production
of viral progeny, and several cellular pathways are modulated by viruses to achieve the
critical steps in viral replication. Hence, it is not surprising that viruses developed differ-
ent strategies to either counteract or exploit PTMs of cellular factors, and that many viral
proteins carry PTMs. Interestingly, PTMs are strongly involved in the regulation of dif-
ferent steps of the retrovirus viral cycle (for reviews see [3,4]). More specifically, in the
HIV-1 (human immunodeficiency virus type 1) context, PTMs within the 55-kDa viral
precursor, Pr55¢2 (or Gag), were found to be necessary for regulating the last phase of the
viral cycle, leading to the assembly of viral particles. Besides, several pieces of evidence
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have shown that other retroviral Gag carry various PTMs regulate viral replication and
pathogenesis. This review will summarize our current knowledge on PTMs observed in
HIV-1 Pr55%% and in other retroviral Gag proteins. Considering the role of the PMTs in
the retroviral life cycle, the analysis of PTMs in retroviral Gag precursors could be partic-
ularly important for a deeper understanding of the molecular mechanisms driving retro-
viral replication. In a further step, this knowledge could contribute to the identification of
new targets, and the design of new treatments against retroviral replication.

2. HIV-1 Pr556a

The HIV-1 Pr55¢ precursor (Figure 1a) plays a crucial for genomic RNA (gRNA)
packaging, since it specifically selects the full-length gRNA amongst many other RNAs
(cellular and spliced viral RNAs) and this process involves specific interactions between
Pr55G28 and the highly structured 5’ region of the gRNA [5,6], which contains the packag-
ing signal (Psi) spanning SL (stem-loop)1 to SL4 in the 5'-end region of gRNA [7-9] (Figure
1b). In cells, the HIV-1 gRNA dimer in association with low-order Pr555% multimers [10-
12] forms a viral ribonucleoprotein complex that traffics to the plasma membrane (PM)
where the assembly of the viral particle occurs (for reviews see [13-15]). HIV-1 Pr55% is
composed of four structural domains named matrix (MA), capsid (CA), nucleocapsid
(NO), p6, and two spacer peptides (p2 and pl) (Figure 1a) [16] and each of them carry
PTMs.

From the N-terminus, the 17 kDa MA domain that possesses a bipartite signal leads
to Pr55Ge interaction with the PM. The first signal corresponds to the N-terminal
myristoylated Glycine 2 (G2) (see § “HIV-1 Pr5562 Myristoylation”), while the second one
is constituted by a highly basic region (HBR) at the MA surface (for a review see [17]). MA
was also found to interact with nucleic acids such as host tRNAs [18], and recent findings
showed that MA-RNA binding ensures the specific interaction between Pr55¢% and the
PM, by preventing nonspecific binding of Gag to intracellular membranes [19,20]. The CA
is a 24 kDa domain that drives Pr55¢2 multimerization and leads to formation of the viral
core [21-23]. Next, NC is a 7 kDa domain, which is crucial for specific interaction with
gRNA and for the incorporation of tRNAYs3, which is the primer for reverse transcription.
NC displays two zinc finger motifs (CCHC) that specifically interact with the Psi (Figure
1b) [24,25]. This domain also contributes to Pr55G2 multimerization thus promoting viral
assembly [26-28]. At the C-terminal end of Pr55¢2, the unstructured p6 domain of 6 kDa
is required for specific binding to the gRNA [29], and is involved in the recruitment of the
ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) machinery that regulate vi-
ral particle budding. Finally, Pr55¢% codes for two spacer peptides, spl and sp2 (also
named p2 and pl, respectively), regulating the kinetics of Pr55G2¢ maturation.
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Figure 1. Pr55%% and the 5"UTR of HIV-1 genomic RNA. (a) Functional domains of Pr55%% and a
short description of their roles. (b) Schematic representation of the secondary structure model of
the 5’'UTR (adapted from [29]). TAR: transactivation response element; Poly-A: 5'-copy of the poly-
adenylation signal; PBS: Primer Biding Site; DIS: Dimerization Initiation Site; Psi: packaging signal
spanning SL1 to SL4; U5: unique region at the 5" end. The structure represents the U5-AUG confor-
mation [5,6].

The next sections of this revue will describe which PMTs are carried by the different
Pr5562¢ domains and what are their roles in the viral life cycle.

3. HIV-1 Pr55G2 Myristoylation

The myristoylation is a co-translational and irreversible modification consisting in
the addition of a 14-carbon saturated fatty acid myristate to the protein via an amid bond
by the N-myristoyl-transferase (NMT) (for reviews see [30-32]). The myristoylation can
be achieved on an internal glycine (G) inside a consensus sequence recognized by NMTs,
which is G-X2-X3-X4-(S/T/C)-X6 (Figure 2a). The G residue at the first position is necessary
for this PMT, while at the second position there is preferentially an uncharged residue
(except for proline (P)) or an aromatic amino acid. At the fifth position, uncharged resi-
dues are found, preferentially serine (S) and threonine (T) (for a review see [33]), while P
is not accepted at the sixth position [34]. In sum, three regions finely regulate myristoy-
lation: the binding pocket (positions from 1 to 6), the catalytic domain (positions from 7
to 10) and the hydrophilic linker (position from 11 to 17) [34,35] (Figure 2a).



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 2871

4 0of 28

Figure 2. Protein sequence required for myristoylation and sequences of retroviral myristoylated
MA domains. (a) Pro-myristoylated consensus sequence underlying the three regions regulating
myristoylation: the binding pocket (positions 1-6), the catalytic domain (positions 7-10) and the
hydrophilic linker (positions 11-17) [34,35]. (b) Comparison of the first 17 residues of myristoy-
lated MA domains in different retroviruses. Myristoylation is generally conserved in retroviruses
such as lentivirus (HIV-1), betaretrovirus (Mason-Pfizer monkey virus (MPMV), mouse mammary
tumor virus (MMTYV), and human endogenous retrovirus type K (HERK)), gammaretrovirus
(Moloney murine leukemia virus (MoMuLV) and murine leukemia virus (MLV)), and deltaretro-
virus (human T-lymphotropic viruses (HTLV-1) and bovine leukemia virus (BLV)), but not in al-
pharetrovirus (Rous sarcoma virus (RSV)), some other lentivirus (equine infectious anemia virus
(EIAV)), and in spumavirus (foamy virus (FV)).

Myristoylation is rather conserved in retroviruses (Figure 2b) (For reviews see [17,36]
and [37,38]), and this PTM globally regulates the interaction of retroviral precursors with
membranes and sub-membrane domains, such as lipid rafts. However, this modification
is not sufficient by itself for membrane binding, and a distant polybasic domain is thus
required to complete the optimal attachment of myristoylated proteins to the PM (for re-
views see [39,40]). In HIV-1, this task is reached by the HBR spanning residues 17 to 31 of
the MA domain, which contributes to a strengthening of the interaction with the PM
thanks to electrostatic interactions with the negatively charged PI(4,5)P2 [41-43].

The myristoyl moiety can be exposed or sequestered in the hydrophobic pocket of
the mature MA (Figure 3ab) by the so-called myristoyl-conformational switch
[37,39,42,44,45], which controls the exposure of myristoyl group for insertion into the PM,
thus contributing to the prevention of aberrant interactions with intracellular membranes.
The myristate exposure was found to be triggered by the interactions occurring between
Pr55G¢ and PI(4,5)P2 [41]. Besides, NMR studies demonstrated that myristate exposure is
also regulated by the trimerization of the protein [37,42], and this would explain why the
mature MA displays a lower affinity for membranes in comparison with the full-length
precursor [37,41,42]. Indeed, several Pr5552 domains, such as CA, p2 and NC, contribute
to the self-association of the precursor and, as a consequence, to the myristate exposure
(Figure 3b) [37]. Accordingly, mutational experiments on these domains inhibiting Pr55¢2s
multimerization, impair Pr555 binding to the membrane [37].
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Figure 3. Different structural conformations of HIV-1 MA monomer or trimer. The tertiary struc-
tures of the MA domain in the different conformations of the switch look similar. (a) The MA do-
main in its monomeric conformation (in blue) displays a sequestered myristoyl group (in red)
(PDB: 1UPH [36]). (b) Representation of the trimer of MA (in blue, light blue and cyan) and the
corresponding exposed myristoyl groups (in red). This model was proposed according to which
the myristoyl group is exposed in the multimeric form, thus allowing its interaction with PM
(adapted from [37]).

4. Gag Myristoylation in Other Retroviruses

The MA domains of retroviral Gag polyproteins display two main roles: they partic-
ipate in genome incorporation, as several analyses recently pointed out, and they are im-
plicated in membrane association. Interestingly, the majority of the retrovirus family dis-
plays a myristoylated MA domain (for reviews see [46—49]).

Among the different genera in which MA is myristoylated, the genus gammaretro-
virus is composed by simple and oncogenic retroviruses. One representative virus of this
family is MLV inducing leukemias or lymphomas in mice [50]. The MA domain of the
primary form of MLV Gag, Pr656, is myristoylated and contains a polybasic region in its
globular domain that interacts electrostatically with PI(4,5)P2 at the PM, similarly to HIV-
1[47]. Besides, MLV has the particularity of encoding an additional form of Gag, gPr80G=s,
which is glycosylated, but not myristoylated, and this last one is involved in the Pr65¢2
trafficking to the PM [51]. However, beside MLV budding at PM, intracellular budding
events can also occur into multivesicular bodies (MVBs) or in intracellular compartments
as late endosomes in which virus-like particles (VLPs) accumulated [52]. Then, the del-
taretrovirus genus contains complex and oncogenic retroviruses, and consists of two dif-
ferent groups, the primate T-lymphotropic viruses (PTLVs) including HTLV-1 and non-
primate species, such as BLV [53-55]. Similarly, to MLV, the assembly of those retrovi-
ruses can occur at the PM, as well as in intracellular compartments such as late endo-
somes, MVBs or similar compartments [56]. The myristoylation of MA and the presence
of basic amino acids leads to membrane binding and is, in this case, a PI(4,5)P2-independ-
ent process [57-59]. Indeed, the HTLV-I viral precursor Pr5352 is able to bind membranes
by electrostatic interactions involving the zwitterionic phosphatidylcholines (PC) and the
negatively charged phosphatidylserines (PS) contained in endocytic membranes [57,60].
Moreover, a model was proposed in which the HBR in the HIV-1 MA domain would bind
RNA to prevent premature or non-specific binding to cellular membranes [19,20,61]. In-
terestingly, a similar regulation between MA and RNA was proposed for BLV [62]. Con-
versely, the lack of this RNA regulation in HTLV-1 could explain the binding of myristoy-
lated MA to the cellular membranes of intracellular compartments [57]. Finally, betaret-
roviruses show many similarities with lentiviruses, including a myristoylated MA do-
main [63]. This genus is composed of two groups: the first one is represented by MMTV
[64] and by MPMYV; and the second one is represented by HERK [65]. Myristoylated-defi-
cient HERK Gag was observed to localize in the nucleus [66]. Contrary to other lentivi-
ruses, NMR structures of MA domains of MPMV [63] and MMTYV [67] show that the
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myristate group is hidden inside the MA in its oligomeric form. These differences suggest
that betaretroviruses have developed different strategies to sequester the myristoyl group
until the VLP is bound to the PM. At this site, a conformational change, leading to expo-
sure of the myristate group would occur, similarly to other retroviral Mas that bind PM
[67].

In contrast, some retroviral Gag precursors are not myristoylated. Indeed, alpharet-
roviruses represents simple and oncogenic retroviruses like RSV [68]. At the PM, RSV
Pr76Ge¢ interacts with charged lipids PI(4,5)P2 [38,69], and to ensure proper Pr76Gs-PM
association, the lack of myristoylation is then counterbalanced by electrostatic interactions
occurring between the inositol phosphates and a membrane binding domain (MBD),
which is composed of basic residues forming a patch of clustered lysines (K) and arginines
(R) on the MA surface ([49,68,70], for a review see [71]). Similarly, the MA domain of the
lentivirus EIAV [72,73] is not myristoylated, but binds preferentially with phosphatidyl-
inositol 3-phosphate (PI(3)P) with a higher affinity compared to PI(4,5)P2 [73,74]. Finally,
foamy viruses (FV) as the PFV presents interesting differences compared to HIV-1 ([75],
for a review see [76]). In particular, the FV Pr74G2 displays a limited number of PTMs
compared to the other retroviruses, and strikingly, the FV MA domain contains neither
the HBR nor a myristoylation modification. All those elements emphasize a different evo-
lutionary history among retroviruses [75]. Indeed, in this case, viral Env proteins play a
major role for viral budding, and the co-expression of Pr74Gs with Env is necessary for
VLP production [77].

In sum, there are three main distinct strategies used by retroviruses to target mem-
branes for budding. The first one requires the myristate exposure and a highly basic re-
gion (HBR) in the MA domain of retroviral precursors to interact with PM. The two others
display dispensable myristoylation to achieve proper membrane binding since the hydro-
phobic interactions are in this case substituted by electrostatic ones produced by a basic
domain in the MA, or alternatively by interactions between the precursor and viral ele-
ments such as Env proteins.

5. HIV-1 Pr5552s Phosphorylation

Phosphorylation consists of the addition of a phosphate group to the side chain of
amino acids. This PMT modifies the local electrostatic potential of proteins, induces con-
formational modifications, and affects the protein subcellular localization (for a review
see [78], and [79,80]). Kinases, which are the enzymes that catalyze the transfer of phos-
phate group, have a role at multiple steps of HIV-1 viral, and the inhibition of cellular
kinases interacting with HIV-1 at the nuclear level has been shown to affect the viral rep-
lication cycle [81]. Among HIV-1 viral proteins, which are phosphorylated, there is Pr55G2
(Table 1 and Figure 4). The MA domain is a substrate for the protein kinase C (PKC) [82],
which catalyzes S and T phosphorylation. Several studies identified S111 in HIV-1 MA as
the substrate for PKC [82]. Interestingly, substituting S111 with an alanine (A) led to de-
creased association of Pr5562 with PM, even though MA was myristoylated. This suggests
that PKC could also be involved in membrane binding by regulating the exposure of the
myristoyl group [83,84].

Alpha-screen assays allowed us to screen for human kinases interaction with the
HIV-1 precursor, and the p6 domain resulted to be a target for PKC. In a further step, mass
spectrometry indicated the phosphorylation of 5488 residue [85,86]. Its substitution with
a hydrophobic aromatic residue such as phenylalanine (F), which can occur spontane-
ously during anti-retroviral treatments, was found to perturb CA-SP1 processing, virus
morphogenesis, maturation and virion infectivity [87-89]. On the other hand, the substi-
tution of 5488 by another non phosphorylable residue, such as asparagine (N), displayed
no global impact on infectivity, thus suggesting that the production of non-mature viral
particles would not be due to the lack of phosphorylation, but by the substitution itself
[89]. Moreover, the phosphorylation of the p6 domain was found to be also important for
the recruitment of the viral factor Vpr. As a consequence, the inhibition of PKC activity
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reduced Vpr level in virions, and this affected HIV-1 infectivity [85]. The p6 domain is the
main phosphorylated domain in Pr55% and can be phosphorylated at several positions
[86,90]. Indeed, phosphoamino acid analysis [90] and mass spectrometry experiments [86]
identified several phosphorylated amino acids (Table 1 and Figure 4), that were found to
globally promote viral budding [91]. Moreover, electron microscopy analysis revealed
that mutation T471A leads to immature viral particles incompletely separated from PM,
and immunoblotting analysis showed an incomplete Pr555 proteolytic maturation [91].
In contrast, other findings showed no effects on assembly or on viral release when T471
was substituted with isoleucine (I) or N. Since none of these amino acids can be phosphor-
ylated, it is possible that the observed differences were not due to phosphorylation itself.
Furthermore, except for T456 located in the PTAP late domain, the other eleven positions
that can be phosphorylated in the p6 domain present redundancy. Mutagenesis experi-
ments confirmed that the modifications of those residues seem to be dispensable for viral
release and infectivity [86].

Experiments using an inhibitor of cyclin-dependent kinases [92] showed that also a
MAP kinase, the extracellular-signal-regulated kinase 2 (ERK2), is involved in p6 phos-
phorylation, and this factor can be incorporated into viral particles by interacting with the
5148-P149 motif in CA and T471-P472 in p6 [91,93-96] (Table 1, Figure 4). HIV-1 particles
without active ERK2 were found to be poorly infectious due to a defect in reverse tran-
scription [93,95]. Interestingly, ERK2 phosphorylates other viral proteins including Rev
[97], Nef [98], Vif [99,100], and mature MA [95]. Besides, the substitution of four highly
conserved and major phospho-acceptor S residues in the mature MA (Table 1) with A was
found to impair viral replication [95,101].

Finally, the tyrosine kinase Src can also be incorporated into HIV-1 particle [102], and
it is involved in the phosphorylation of the tyrosine (Y) 132 in a minority of mature MA
proteins. This PMT was shown to play a role in the early phases of HIV-1 replication as
the proviral DNA nuclear import [103] and its deletion causes the enhancement of MA
accumulation in the cytoplasm at the expense of PM. On the contrary, Src overexpression
was found to promote the localization of Pr556 at the PM [102].

In sum, HIV-1 Pr55% is phosphorylated by at least three kinases, PKC, ERK-2 and
Src. Interestingly, mutation of phosphorylated residues in the p6 domain revealed that
this domain, in addition to MA, can act as membrane targeting domain of Gag [104]. How-
ever, phosphorylation positions in p6 mainly display redundancy, thus hindering the
evaluation of the impact of each individual phosphorylated residue.

Figure 4. Phosphorylated residues in HIV-1 Pr55%%. The different colors represent the Pr55%% domains, MA (blue), CA
(green), spacer peptides pl and p2 (purple), NC (red), and p6 (black). Phosphorylation positions are highlighted in yellow.
TP (in p6) and SP (in CA) motifs involved in the ERK2 recruitment and incorporation into viral particle are indicated in

bold [91,93-96].
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Table 1. Summary of different roles of phosphorylated residues in HIV-1 Pr55%.
Domain Residue Enzyme Observations and Associated (or Proposed) Roles References
S9
S67 Involved in the viral replication
S72 ERK2 Phosphorylation of theIznature form of MA [95,101]
S77
MA s111 PKC could be involved in membrane binding by regulating [82-84]
the exposure of the myristoyl group
In MA mature 1% of Y132 is phosphorylated
Y132 Src Src overexpression was found to promote the localization of [102,103]
Pr5552 at the PM
CA 5148 ERK2 Belongs to S-P motif involved in recruitment of ERK-2 [93-96]
T456 Belongs to the. PTI.AP llate dc?rr}ain (6]
Potential role in viral infectivity and assembly
T470 Redundancy with T471, 5473, 5488, 5491, and S499 [91]
Belongs to T-P motif involved in the recruitment of ERK-2 [91]
ERK-2 Its substitution induces the accumulation of immature viral [91]
Ta71 particles incompletely separated from PM
Redundancy with T470, 5473, 5488, 5491, and 5499 [91]
Effects on assembly or on viral release is not due to phosphor- [86]
ylation
S473 Redundancy with T470, 5471, 5491, and 5499 [91]
Viral particles without active ERK2 were found to be poorly
pé infectious due to a defect in reverse transcription 93,951
ERIC2 Involved in the phosphorylation of other viral proteins: Rev, [97-100]
Nef, Vif, mature MA
5488 PKC The p6 domain of Pr555% is a target for PKC [85,86,90]
The inhibition of PKC activity reduced Vpr level in virions [85,87,88]
Its mutation with F perturbs:
- Viral morphology, maturation and infectivity [87-89]
Effects on assembly or on viral release could be not due to [86]
phosphorylation
5491 Redundancy with T470, 5471, 5473, and 5499 [91]
5499 Redundancy with T470, 5471, 5473, and 5491 [91]

6. Gag Phosphorylation in Other Retroviruses

Phosphorylation is a conserved modification in the retroviral family (Table 2). In al-
pharetroviruses, within the RSV MA domain, a small proportion of Y residues results in
being phosphorylated [105], as well as 568 and S106 residues (Table 2). However, 568
seems to be transitionally phosphorylated, while S106 is the main phosphorylated signal
[106]. Besides, MA phosphorylation could be involved in the recruitment of factors pro-
moting NC phosphorylation [106,107]. In turn, phosphorylation of S529 in NC was found
to be necessary for the specific interaction with gRNA [108], but no other notable effects
on assembly, or on infectivity, were observed [106].

The deltaretroviruses, HTLV-1 MA is also a phosphoprotein, and 5105, which is lo-
cated close to the two late domains involved in viral release [109], PPPY [110] and PTAP
[111], is phosphorylated by ERK-2. Similarly, to HIV-1, ERK-2 is incorporated into HTLV-
1 particles, and phosphorylation of the MA domain was found to be involved in virus
release and budding efficiency [110].

Interestingly, betaretroviruses such as MPMV encode a phosphoprotein pp24 within
the Gag precursor, and its C-terminal cleavage produces the protein pp18 which contains
proline-rich motifs (PPPY). Deletion assays indicated that the phosphorylated residue
Y205 in pp18 is dispensable for capsid assembly, but is necessary for the viral release [112].
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Immunoprecipitation experiments identified the presence of phosphoserines in ppl8,
[113,114] displaying a redundant character. Similarly, for spumaviruses such as FV, map-
ping of the p4 domain revealed that seven residues can be phosphorylated (Table 2), but
a single substitution of those residues displayed no influence on viral replication [115]. In
gammaretrovirus, the phosphorylation of the RNA binding phosphoprotein (p12) within
the Gag precursor was found to be necessary for early events of viral life cycle and virion
production [116,117]. Mutagenesis experiments identified two residues which can be
phosphorylated (5192 and S209). In particular, S192 mainly contributes to p12 phosphor-
ylation and its substitution by A impairs viral assembly and infectivity. However residual
phosphorylation can also occur at other positions (Table 2) [117], thus suggesting a redun-
dant character of these modified amino acids. Indeed, the single substitution of one of
these residues induced different levels of phosphorylation in p12, displaying no overall
effect on the viral cycle [117], even though these PTMs were proposed to modulate p12
early and late functions and p12 viral RNA-binding activity [117,118].

In conclusion, similarly to HIV-1, the kinases PKC and ERK-2 are the main drivers of
retroviral Gag phosphorylation. Interestingly, ERK-2 can be incorporated into the viral
particle of HTLV-1. Globally, these PTMs generally seem to play a role in viral particle
release and in virus infectivity, even though the impact of the phosphorylation rate in
retroviral proteins is complicated by the redundancy of phosphorylated positions.

Table 2. Summary of phosphorylated positions in the different domains of retroviral Gag precursors.

Retrovirus  Protein  Residues Enzyme Observation and Associated (or Proposed) Roles References
Y15
Y46 PKC No effect on the viral cycle [105,106]
S68
MA Major site of phosphorylation
RSV 5106 PKC Involved in the recruitment of factors which promote NC [105,106]
phosphorylation
Y155 PKC No effect on the viral cycle [105,106]
NC 5529 Role for the specific interaction with the gRNA [106,107]
HTLV-1 MA 5105 ERK? Close to léte cllomains (PPPY et PTéP) N [110]
Involved in viral release and budding efficiency
gii; - Redundancy
5150 - Modulation of early and late functions and the RNA-bind- [117]
ing activity of p12
MoMulLV 5173
pl12 - 5192 mainly contributes to p12 phosphorylation and its
5192 substitution by A impairs viral assembly and infectivity [117]
5209 ]
Y205 Belongs to proline-lTich motif (PPPY) [112]
Necessary for the viral release
MPMV p18 5167
5176 Redundancy [113,114]
5211
S116
S119
FV p4 5120 Redundancy [115]

5124
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7. HIV-1 Pr5562 Ubiquitination

Another crucial PTM for retroviral infectivity is ubiquitination. This PMT consists of
intracellular protein modification by adding one or more ubiquitin (Ub) protein(s) (for a
review see [119]). Ub is a 76-amino acid polypeptide, which has a conserved structure
[120]. The Ub sequence contains seven K residues that can be used for subsequent Ub
linkage leading to polyubiquitination (for a review see [121]), even if the two most com-
mon polyubiquitination chains consist in the formation of Ub chain connected to residues
K48 or K63 of Ub. Monoubiquitylation corresponds to a signal for DNA repair, and vesicle
sorting or signal transduction, while polyubiquitinated proteins are often targeted to the
26S proteasome for degradation, or alternatively involved in regulation of the endocytosis
of ESCRT-dependent cargo proteins into Multi Vesicular Bodies (MVB) (for a review see
[122]) and DNA damage response [123]. Ubiquitination can be reversed by deubiquitinat-
ing enzymes (DUB) [124].

HIV-1 Pr55%% is ubiquitinated in its domains at different levels (Table 3 and Figure
5). Indeed, MA, CA, and NC are monoubiquitinated, while p2 can be mono or bi-ubiqui-
tinated [125]. The cumulative mutations of ubiquitin acceptor sites were observed to cause
generally budding defects, even if the substitution of K residues by R in CA (Table 3)
revealed very limited effect on viral release, showing that these ubiquitination sites are
likely redundant [126]. Besides, it was observed that the level of Pr55G2 ubiquitination
increases in cellula when a full-length HIV-1 molecular clone is expressed in comparison
to a Pr55G2 expression plasmid, suggesting a role of other viral proteins in Pr5552 ubiq-
uitination [125]. Globally, the ubiquitination of Pr55¢%¢ was found to be involved in the
viral release and, during HIV-1 assembly, viral particles incorporate free Ub proteins cor-
responding to about 10% of the Pr555a level, and around 2-5% of ubiquitinated Pr55G2
are mono-ubiquitinated [125,127-130]. When the level of free Ub in cells is reduced by
proteasomal inhibition, the number of free Ub in viral particles and the number of mono-
ubiquitinated residues in the p6 domain of Pr55% also decreased [125,127,131]. However
free Ub incorporation into viral particles seems to be independent from the global Pr55¢=s
ubiquitination state [132], and the ubiquitination level in virions increased upon overex-
pression of free Ub [133]. Furthermore, ubiquitination seems to take place at the PM, and
interestingly the level of Pr555% mono-ubiquitination was found to be directly correlated
with ability of the precursor to bind the PM [134].

Figure 5. Ubiquitinylated residues in HIV-1 Pr55¢2. The domains of Pr55% are represented by different colors (see Figure
4). Experimentally identified ubiquitinylated positions are highlighted in light green. Potential ubiquitinylated positions
are highlighted in light blue.

The C-terminal p6 domain is the most ubiquitinated domain in Pr55Ge [125], and
K475 and K481 are the major targets. Even if these mono-ubiquitinated residues are nei-
ther directly involved in virus release, nor in infectivity, they were found to be necessary
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to promote the overall ubiquitination of Pr55%2 [132]. Besides, the mutation of the highly
conserved and phosphorylated S488 residue in p6 domain with F (S488F), which can occur
spontaneously during anti-retroviral treatments, has not only an impact on virus morpho-
genesis, maturation and virion infectivity (Tablel) [87-89], but it can also induce confor-
mal changes in p6, resulting in an enhanced interaction of Pr5552 with the PM. This would
lead to the polyubiquitination of the precursor and consequently to its proteasomal deg-
radation [104].

The p6 domain is known to be involved in the recruitment of host factors, such as
Tsg101 (Tumor susceptibility gene 101) and ALIX (ALG-2 interacting protein X), and ubig-
uitination of those factors strongly promote viral budding [135]. In this frame, fusion ex-
periments in which the p6 domain was coupled with Ub showed that the affinity of Tsg101
for p6 in this case results in being strengthened [136], and the ubiquitination of Pr55% can
increase Tsg101 recruitment [137]. Besides, Tsg101-displays an N-terminal Ub E2 variant
(UEV) domain that shows homology with E2 Ub ligases, and that can specifically bind Ub
proteins, as well the PTAP late domain in Pr5562 [136]. During assembly, the interaction
of Pr55¢28 with the PM promotes the intermolecular interaction between Tsg101 and the
PTAP domain in Pr556 [137]. In this conformation, the di-ubiquitinylated K63 of Tsg101
was found to interact with p6, with the consequence of impairing the potential polyubig-
uitination of the precursor at PM [137].

Finally, the ESCRT-III-associated ALIX protein is also ubiquitinated [128] and specif-
ically interacts with the E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 that can bind the proline-rich
retroviral domain PPPY. The interaction between NEDD4 and the retroviral precursor
leads to the recruitment of the ESCRT-III complex, including the eukaryotic sucrose non-
fermenting protein 7 (Snf7), and the vacuolar protein sorting-associated proteins Vps 2,
Vps20 and Vps24, and Vps4 in order to promote retroviral release [138-141]. Since in HIV-
1 the PPPY domain is absent, ALIX recruits directly NEDD4 to facilitate this step [128,129].

Table 3. Summary of ubiquitinations in HIV-1 Pr55G% proteins.

Domain Residues Observation and Associated (or Proposed) Roles References
MA Mono-ubiquitination [125,126]

K157

K162

K202

K263

K272

CA K290

K302

K314

K331

K335

K359

K388

K391

K397

NC Ei?g Mono-ubiquitination [125,126]

K411

K415

K424

p2 K436

K442

Mono-ubiquitination

Observed redundancy [125,126]

Mono or di-ubiquitination [125,126]

Mono or di-ubiquitination.

Most ubiquitinated domain in Pr556 (125,126]

6
4 Major target for mono-ubiquitination

K475 No effect in the viral release and infectivity

[125,132]
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Involved in global Pr55 ubiquitination

Major targets for mono-ubiquitination
K481 No effect on virus release and infectivity [125,132]
Involved in the global Pr555% ubiquitination

Conformal changes: formation of a hydrophobic
patch in a-helix at the C-terminus of p6
S488F Leads to strong interaction of Pr55%% with the PM [104]
This structure promotes L48 linked polyubiquitina-
tion

8. Gag Ubiquitination in Other Retroviruses

The role of ubiquitination in the retroviral cycle is not yet fully elucidated. Some ret-
roviruses display a functional contribution of Ub modifications in virus release such as
MLV, MPMV or RSV, and for those viruses, it was shown that, similarly to what observed
for HIV-1 [131], the inhibition of proteasome not only induces a reduction of the level of
free Ubs in the cytoplasm, but also impairs the release of the viral particles (Table 4)
[127,132,133,142]. In addition, fusion experiments between RSV Pr76G and Ub, or over-
expression of Ub, displayed an increase in viral particle release [142], thus supporting the
idea that ubiquitination of retroviral precursors is crucial for viral budding [133]. How-
ever, for other retroviruses such as MMTV or HTLV-1, to date it was not possible to iden-
tify a precise role of ubiquitination [127] (Table 4). Besides, the inhibition of the pro-
teasome did not impair the budding of EIAV [127,143]. On the other hand, similarly to
HIV-1, EIAV particles contain free Ubs corresponding to 10-15% of Gag proteins. Like-
wise, the C-terminal p9 domain is mono-ubiquitinated and contains a YPDL late domain
which is involved in the recruitment of the ESCRT machinery [143,144]. Moreover, p9 also
contains an Ub-like motif (NVKEKD) that may contribute to virus release, thus suggesting
alternative release pathways for EIAV even if Ub quantity is low [133,144].

MMTV Gag is monoubiquitinated in its p8 domain, in CA, and is potentially di-ubig-
uitinated in NC [127]. In comparison with other retroviruses, MMTV does not contain late
domains such as PPPY and PTAP, but an alternative PSAP late domain was found in CA,
although its functional role was not yet elucidated. Besides, YXXL motifs, which also rep-
resent alternative late domains, were identified in MA and in pp21 viral factor. Im-
portantly, since Gag ubiquitination seem to take place mostly in regions close to the late
domains [133], it is possible that the presence of these alternative late domains in EIAV
and MMTYV precursors promote virus release.

In HLTV-1, more than 40% of MA are ubiquitinated [111,145,146], and MA can be
mono- and di-ubiquitinated [146]. Furthermore, mutagenesis experiments identified K74
in Pr53Ge¢ as the main substrate for ubiquitination [146]. Indeed, substitution experiments
in which the K74 is replaced by an R resulted in a decreased release of infectious particles
[146]. The ubiquitination of K74 could also play a role in the recruitment of NEDD4 [146],
which is also involved, through its interaction with the PPPY late domains, in the release
of other retroviruses such as MMPV [112], avian sarcoma virus (ASV) [147], and MLV
[132,148].

In RSV particles, more than 100 free Ubs were found [142,149]. However, contrary to
other retroviruses, RSV displays free Ubs exclusively into mature viruses [149]. Since
Pr76G28 mono-ubiquitination was found to be necessary for budding and to recruit the
ESCRT machinery [142,149], it is thus possible that the presence of free Ubs could be the
result of a host-encoded and encapsidated deubiquitinating enzyme (DUB) [124]. Inter-
estingly, this process was also observed to occur during budding or cells lysis [124]. Fi-
nally, Gag precursors from spumavirus encode a very limited number of K residue. This
observation suggests that Gag of spumavirus could not be a favorable substrate for the
ubiquitination machinery [150].
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Table 4. Summary of ubiquitinations in the different domains of retroviral Gag proteins.

Retrovirus  Domain

Residues Associated (or Proposed) Roles References

About 100 free Ubs are incorporated into viral particles

2-5% mono-ubiquitinated [130,132-134]

Pr55% ubiquitination promotes the virus release

HIV

K475 and K481 in p6 domain are major targets for ubiquitinations
o . s [132,134]

Pr55%8 ubiquitination is correlated with the ability of the precursor to
bind the PM

MLV Increases viral release and infectivity [127]

pl2 PPPY late domain is involved in the recruitment of NEDD4 [148]

Ubiquitination of this domain has a crucial role in release [111,145,146]

HTLV-1 MA

40% of MA are ubiquitinated

MA can be mono- or di-ubiquitinated (111,145,146]

K74 Substrate for Pr53%% ubiquitination [146]
MPMV PPPY late domain is involved in the recruitment of NEDD4 [112]
- Mono-ubiquitination is crucial for viral release
- Ubiquitylation is required for the recruitment of ESCRT machinery [133,143,149]
and for the budding
RSV - - .
- Contains free Ubs into mature particles
- Pr76%2 mono-ubiquitination is necessary for budding and to recruit[142,149]
the ESCRT machinery
10-15% of the molar level of the Gag protein of free Ub [143]
Proteasome inhibition: does not impair the release [143]
EIAV Ub-like motif (NVKEKD)
P9 Mono-ubiquitinated domain
Contains YPDL late domain (143,144]
Proteasome inhibition: does not decrease the release [143]
MA (p10) YXXL Late domain [127]
pp21 YXXL Late domain [127]
MMTV p8 Mono-ubiquitinated [127]
Mono-ubiquitinated [127]
CA (p27) PSAP dorr?ain [127]
NC (p14) Di-ubiquitinated [127]
PFV Encodes for a very restricted number of K residues [150]

9. HIV-1 Pr5562 Sumoylation

Another modification important for retroviral infectivity is sumoylation, which is a
reversible PTM and consists of intracellular protein modification by a covalently attached
small Ub related modifier (SUMO) protein to a K substrate (for reviews see [151,152]).
Even though SUMO is structurally comparable to Ub (Figure 6a), it presents many differ-
ences in amino acids sequence (only 18% of homology) (Figure 6b) [152]. This PTM is
usually involved in the maintenance of genomic integrity, with a role in repair of damaged
DNA, and in the regulation of transcription and in gene expression. Like ubiquitination,
sumoylation is involved in intracellular signal transduction and can regulate biological
processes such as apoptosis, immune response, and carcinogenesis. Besides, sumoylation
controls protein localization and it can induce protein conformational changes. SUMOs
are highly conserved in eukaryotes, and four SUMO isoforms (SUMO-1 to SUMO-4) are
present in mammals [152-154] (Figure 6b). Similarly, to Ub, the C-terminus region of
SUMO-1 is linked to e-amino groups of K residues in the target protein [155,156]. SUMO-
1 was interestingly found to counterbalance the effect of ubiquitination [157]. SUMO-2
and SUMO-3 are mainly involved in the cellular response to environmental stresses [156]
and display very similar sequences with more than 95% identity [151,152,156]. For this
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reason, they are often named SUMO-2/3. Finally, SUMO-4 is less well known, and its
mRNA had been found in few organs such as kidney, spleen, and lymph nodes [152].

To sumoylate a protein, different successive biochemical reactions are required
[152,158-160] (Figure 7). Generally, the consensus sequence for K sumoylation is YKXD/E
(Y stands for a hydrophobic residue). Nevertheless, targets with non-consensus acceptor
sites have also been identified [151,152].

Figure 6. Comparison between Ub and Ub-like proteins: SUMO and ISG15. (a) Structural compari-
son between Ub (heavy blue, PDB: 1A5R), SUMO-1 (ligth blue, PDB: 2QHO), and ISG15 (green,
PDB: 3PHX). They contain a typical pRappaf fold, even if SUMO-1 has long unstructured N-ter-
minal domain which is absent in Ub. ISG15 is composed with two Ub-like domains in N-
(TSG15N) and C- (TSG15C) terminus. (b) Amino acid sequence alignments of Ub, the four SUMO
homologs and ISG15 from humans. Identities and similarities are indicated between Ub and
SUMO (blue residues into Ub sequence) and between Ub and ISG15 (shaded green residues in Ub
and ISG15). Differences between SUMO-2 and 3 are highlighted in pink. The red vertical line rep-
resents the GG end free after the maturation step required for sumoylation. The amino acid se-
quence homology between SUMO and Ub is 18% [152], and 30% between Ub and ISG15 [161].
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Figure 7. The cycle of sumoylation. This modification is catalyzed by different enzymes and con-
sists in ligation of SUMO protein to K residues of protein substrates. (1) SUMO is maturated by
Ub-like specific protease 1 (Ulp1) or human sentrin-specific protease 1 (SENP1). This proteolytic
cleavage exposes the C-terminal GG motif required for the activation step. (2) SUMO is activated
by a heterodimer composed with SAE1/SAE2 (Aos1/Uba2) to form the SUMO (E1/E2)-activating
enzyme. Heterodimer is bound via a thioester bond between the C-terminal G residue of SUMO
and the catalytic C of SAE2. (3) SUMO is transferred to the catalytic C of SUMO-conjugating en-
zyme E2 (or Ubc9) by a transesterification reaction. (4) SUMO is bound to the target protein by
Ubc9 in association with SUMO E3 ligase. Ubc9 forms an amide bond between the SUMO C-termi-
nus and e-amino groups of the acceptor L residues in the target protein. (5) These reactions are
reversible by means of the Ulp or SENP proteases.

The p6 domain of HIV-1 Pr55¢% is sumoylated by SUMO-1, which covalently links
K475 in the consensus sequence (YKXE: QKQE) (Table 5). The K475R substitution partially
inhibits binding of the precursor to the SUMO-conjugating enzyme E2 (Ubc9) [162], sug-
gesting that more than one Pr5562¢ domain could be involved in the recruitment of Ubc9
[162,163]. It was proposed that SUMO-Ubc9 could be involved in intracellular trafficking
of Pr556e [164]. Indeed, after translation, the first trafficking complex intermediate ob-
served in the perinuclear region is composed of Pr555%, kinesin family motor 4 (KIF4),
Ubc9, and SUMO-1 [164]. In contrast, other studies suggested that the recruitment of Ubc9
would be required for the late stages of viral replication, thus participating to Env incor-
poration into viral particles [163]. Moreover, the overexpression of SUMO-1 was observed
to globally decrease viral infectivity, and sumoylation could be then involved in the neg-
ative regulation of viral replication [162]. Interestingly, sumoylation and ubiquitination
co-regulate each other [165], and sumoylation and mono-ubiquitination of p6 were both
found to occur on K475. It is thus possible that SUMO-1 interaction with p6 protects
Pr55G2 from proteasomal degradation [162]. Overproduction of SUMO-1 should have no
direct effect on viral assembly, but if sumoylation competes with ubiquitination, subse-
quent decrease of Tsg101 recruitment could produce a negative effect on budding [162].
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10. Gag Sumoylation in Other Retroviruses

As for HIV-1, other retroviruses are sumoylated (Table 5); however, the impact of
sumoylation is not yet fully elucidated. The Ubc9 factor was found to interact with MLV
and MPMV Gag proteins [166,167]. Similarly, to HIV-1, in MPMV this factor was sug-
gested to be involved in the trafficking of Pr78%2 to the PM [167]. Besides, the CA domain
of MoMuLV Gag was shown to interact not only with Ubc9 [168], but also with PIASy, a
SUMO E3 ligase [168]. These interactions, leading to CA sumoylation during the early
stages of the viral life cycle after reverse transcription, might have a role in viral replica-
tion [168]. Single K substitutions have generally no effect on the viral cycle, suggesting
redundancy between sumoylable positions. On the other hand, the modification of K218
with an R residue was found to reduce the overall viral replication, without affecting the
overall SUMO-1 rate on Gag [168].

In the EIAV p9 domain of Gag, K465 is the main target for sumoylation, and muta-
tional experiments showed that this PTM is involved in the regulation of viral replication
and infectivity [144,169]. Moreover, sumoylation of K465 seems to regulate the sumoy-
lation of other K residues in different domains of the precursor, such as the MA, the CA
and NC (Table 5) [169]. However, a specific role of all those PTMs in viral replication
remains to be clarified. Finally, K244 in CA of RSV Pr76% was found to be sumoylated,
and its substitution with a non-sumoylable R residue (K244R) displayed decreased viral
infectivity [142].

Similarly, to ubiquitination, the exact role of sumoylation is still a matter of debate
and might be different among retroviruses. Moreover, sumoylation is still very difficult
to detect, and thus further technological advances will be required to better identify and
characterize this PTM.

Table 5. Summary of sumoylated positions in retroviral Gag proteins.

Retrovirus Domains Residues Associated (or Proposed) Roles References
Sumoylation and ubiquitination co-regulate each other [165]
More than one domain should be involved in Ubc9 recruitment [162,163]
SUMO-Ubc9 could be involved in intracellular trafficking of Pr55%
- in the early phase: perinuclear region or [163,164]
HIV-1 - in the late stages of replication: potential role in Env incorporation
P Sumoylation could be then involved in the negative regulation of viral [162]
replication
K475
Belongs to QKQE consensus sequence [162]
Sumoylation and mono-ubiquitination of p6 can both occur on K475
MoMuLV CA CA domain of MLV Gag interacts with Ubc9 and with PIASy [168]
MPMV Recruitment of Ubc9 involved in the active transport of MPMV Pr78G2 to [167]
the PM
RSV CA K244 Its substitution with non sumoylable R reduces the overall viral infectivity [142]
K13
MA K86
K107
A oy .
EIAV K 368 Targets of sumoylation [144,169]
K373
NC K 388
K420
K 423
P9 K 465 Constitutes the main target for sumoylation [144,169]
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11. Retroviral Gag Protein ISGylation

Besides sumoylation, there exists another Ub-like protein, which is the interferon
stimulated gene 15 (ISG15) (for reviews see [161,170]). ISG15 was identified in mammals
and corresponds to a 17 kDa protein induced by type I IEN (a and p) ([171,172], for a
review see [173]) (Figure 8) that contributes to regulation of the cell cycle, and plays a role
in stress response, signaling transduction, and immune response. The IFN response starts
with the binding of type I IFN to cell specific receptors, leading to the activation of the
Janus kinase (JAK), the signal transducers and the activators of transcription (STAT) sig-
naling pathway (for a review see [174]), which stimulate the transcription of several hun-
dreds of ISGs, including ISG15. This last one presents a sequence homology with Ub, as it
contains two Ub-like domains (Figure 6b). The cycle of ISGylation is comparable with the
one of Ub (Figure 8). Indeed, three distinct biochemical reactions leads the binding be-
tween ISG15 and the target protein. This reaction is reversible and the Ub specific pepti-
dase 18 (USP18), also called UBP43, is involved in the reverse reaction, thus acting as an
ISG15 deconjugating enzyme [175].

Figure 8. The cycle of ISG15. Viral infection induces the expression of type I IFN. These molecules
activate the JAK/STAT signaling pathway, which is responsible for the activation of the ISG15
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promoter (for reviews see [161,172]). The ISG15 is maturated by ISG15-specific proteases which
cleave the C-terminal extension from ISG15 precursor. (1) The mature ISG15 is activated by UBE1L
(E1). It corresponds to the formation of a thioester bond between ISG15 and E1. (2) ISG15 linked to
UBEILL is transferred to UbcHS (E2). (3) Finally, E2 recruits an E3 ligase such as HERCS5, transfer-
ring the activated Ub from the E2 to the K substrate (ligation reaction). (4) The reaction can be re-
verted via UBP43. Indeed, it cleaves ISG15 molecules that are conjugated to the substrate proteins
via isopeptide bonds (adapted from [161]).

Interestingly, recent studies on HIV-1 gave first information about the role of ISG15
in viral replication. Indeed, suppression of IFN produced by dendritic cell (pDC2) induces
the rapid progression of viral infection [176], thus displaying an antiviral role for ISG15.
Moreover, in vitro studies showed that ISG15 would inhibit not only the early [177,178]
but also the late steps [179,180] of viral replication. The co-transfection with plasmids ex-
pressing ISG15 and HIV-1, inhibited the release of viruses, while no impact was seen on
HIV-1 proteins production [181]. Moreover, the overexpression of ISG15 and of the acti-
vating enzyme UBE1 was observed to impair HIV-1 replication [181]. Interestingly, in
these assays, the ubiquitination of Pr55¢2 and Tsg101 also resulted affected, with the con-
sequent abolition of the interactions between the p6 late domain and Tsg101. This impairs
the assembly of viral particles and their release, and EM assays showed that immature
viruses accumulate of at the PM [180,181]. Furthermore, the production of viral particles
was also found to be impaired by the E3 ligase HERCS5. Interestingly, this inhibition was
not found to alter the trafficking of HIV-1 Gag to the PM, but the budding at the PM [180].
Since HERCS5 is described to restrict also MLV Gag particle production, it results that
HERCS5 and more generally, the response ISG15, can be considered as a restrictive factor
against retrovirus [180].

In general, ISG15 may affect many other RNA viruses and other retroviruses such as
the avian sarcoma leukosis virus (ASLV) (for review see [182]). Similar to HIV-1, ISG15
inhibits the release of ASLV, and the ubiquitination of ASLV Gag precursor. In this context
the E3 ubiquitin-protein ligase, NEDD4 was found to maintain its ability to bind the late
motif in ASLV Gag [179]. Thus, ISG15 does not seem to prevent directly the interaction
between NEDD4 and ASLV Gag, but likely it interferes with the Ub ligase activity of
NEDD4, which inhibits ubiquitination [183] even if the precise mechanism remains un-
clear. Alternatively, it was proposed that the impaired budding of ASLV and HIV-1 could
be due to the ISGylation of the ESCRT-III component Charged Multivesicular body Pro-
tein 5 (CHMP5) (Figure 9a,b). Indeed, during retroviral budding, the ESCRT-III complex
polymerizes at PM in interaction with Pr55G2s. This complex then recruits the inactive di-
mer form of the ATPase Vps4, which requires it to recruit ATP and its coactivator protein,
Vps-associated protein LIP5, to achieve its activated double hexameric-ring structure. This
leads to the disassembly of the ESCRT-III complex, thus promoting the viral budding (Fig-
ure 9a). According to the proposed model, ISGylation of CHMP5 was found to impair
Vps4 binding to LIP5, and thus Vps4 would remain in its inactivated conformation while
ESCRT-III complexes would be trapped at the PM, thus blocking virus budding [179] (Fig-
ure 9Db).
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Figure 9. Model of the impact of ISG15 on Vps4 function during retroviral budding. (a) Normal assembly and budding
phase during the retroviral cycle. Vps4 activity depends on its oligomeric state. In its dimeric form, Vps4 is cytosolic and
inactive. During retrovirus assembly at PM, upon polymerization of the ESCRT-III complex with the p6 domain of HIV-1
Pr5562, ATP-bound Vps4 is recruited at the PM. At this step, Vps4 interacts with the coactivator protein LIP5, which is
bound to CHMP5, and achieves its double hexameric-ring structure. Then, ATP hydrolysis by the Vps4-LIP5 oligomer
releases the ESCRT-III complexes from PM and the dissociation of the ESCRT complex coincides with the membrane
fission event that releases retrovirus particles. (b) ISG15 inhibits the budding phase. When CHMP5 is ISGylated, this pre-
vents the interaction between Vps4 and LIP5 by excluding LIP5. In the absence of the Vps4-LIP5 complex, the ESCRT-III
complex remains trapped at the PM and the viral release is thus impaired (adapted from [179]).

Similar mechanisms can occur in the context of other retroviruses [179].

12. Post-Translational Methylation of Retroviral Gag Proteins

Finally, retroviral Gag precursors are also subjected to methylation. This covalent
PTM is reversible [184]. It consists of the transfer of a methyl group from a donor, the S-
adenosylmethionine (SAM), to a target K residue, and this reaction is catalyzed by the K-
methyltransferases (for reviews see [185,186]). The same residue can be mono-, di- or tri-
methylated, thus conferring a signature which can be specifically recognized by transact-
ing factors named “readers”; whose recruitment can promote signaling pathways, regu-
lation of protein—protein interactions, transcription, T-cells activation [187] and subcellu-
lar localization [188]. Interestingly, immunoblotting of the CA domain of HIV-1 in pres-
ence of AdOx, an inhibitor of methylation, showed an increase of mature CA, suggesting
that methylation of HIV-1 Pr55% could affect proteolytic maturation and likely the viral
assembly [189]. The basic region of the NC domain of HIV-1 Pr55¢s8 is also methylated,
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and this modification was proposed to be involved in the subnuclear localization of the
precursor [190]. This same PMT on NC would also decrease the rate of tRNAs* annealing
to the PBS region in gRNA, thus inducing defects in the reverse transcription step [191].
Similarly, the R540 residue in the NC domain of PFV Pr74%2 was found to be methylated,
and this modification seems to be required for the subnuclear localization of the precursor
[192].

13. Conclusions

PTMs create a vast diversity in proteins and thus regulate their functions. Globally,
PTMs play a role in many processes such as cell signaling, and protein—protein and pro-
tein-RNA interactions. Besides, PTMs are crucial for the life cycle of many viruses and the
characterization of viral PTMs would provide a better understanding of the mechanisms
of viral processes. HIV-1 Pr55G2, as many other retroviral Gag precursors, displays several
PTMs in its different domains (Figure 10). These PTMs include myristoylation, phosphor-
ylation, ubiquitination, sumoylation, and methylation. All these PTMs can have either an-
tagonistic or cooperative roles, thus allowing fine regulation of the viral cycle. However,
up to now, the role of many of these modifications is not fully elucidated and further in-
vestigations will be required to better understand their contributions in the viral life cycle.
One of the main challenges to study PTMs carried by proteins consists of the development
of refined proteomic technologies, allowing the specific detection and characterization of
the modifications. The improved knowledge of those regulations would be useful in the
future to identify new targets for antiretroviral treatments.

Figure 10. Summary of post-translational modifications of HIV-1 Pr555 residues. The domains of Pr55%2¢ are represented
by different colors (see Figure 4). Experimentally identified modified residues are highlighted: myristoylation (pink),
phosphorylation (yellow), ubiquitination (light blue), potential ubiquitinations (light green), and sumoylation (black).
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’ sed coefficient [s] ®
Pics Coef. sedimentation(S) MW (Da) Stock Radius (nm)
1 3.215 48774 3.58
2 6.106 127618 4.94
3 8.108 195306 5.69

Annexe 2 : Profils AUC obtenus apreés application du modéle distribution continue avec une variable discréte
Les parameétres mesurés se trouvent en haut a gauche. Le premier carré correspond d I'alignement entre les courbes expérimentales et
le modéle. Le second aux coefficients de sédimentations représentés pour chaque espéce. Un tableau récapitulant les valeurs de c(s),
PM et Rh est ajouté en dessous de I'analyse. a. Correspond a la protéine 6His-Gag purifiée dans le tampon A1. b. Correspond a la protéine
6His-Gag purifiée dans le tampon A3.c. Correspond a la protéine 6His-Gag purifiée dans le tampon A1 et dialysé dans le tampon A3.
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Annexe 3 : Profils FIDAbio obtenu pour déterminer la viscosité de la solution tamponnée Al et A3

Dans I'encadré a gauche le calcul détaillé dans la section Matériels et Méthodes (8IX.3) pour déterminer la viscosité de la solution
tamponnée. La. Courbe de gauche est la représentation de I'intensité du signal émis par la fluorescéine au cours du temps dans le tampon
A1l ou A3. Adroite : représentation de I'‘alignement entre le modéle et les valeurs expérimentales. a. Tampon A1. b. Tampon A3.
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Annexe 4, Analyse DLS de la solution tamponnée A1

Représentation des distributions en intensité (a gauche) et en masse (a droite) en fonction des diamétres des protéines en solution. Le
Rh est indiqué au-dessus du pic correspondant. Chaque graphique correspond @ la moyenne de dix mesures. Les corrélogrammes sont
représentés en bleu dans I'encadré en haut d droite.
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Etude structurale et fonctionnelle de la protéine Pr55Gag du VIH-1 en association avec le signal d'encapsidation
de I’ARN génomique

Résumé

Le virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) sélectionne son ARN génomique (ARNg) parmi de
nombreux ARN cellulaires et viraux épissés impliquant des interactions spécifiques entre la protéine Gag et le signal
d'encapsidation de I'’ARNg. Pour que I'ARN soit encapsidé dans les particules virales, son interaction avec Gag doit
devenir non spécifique. Actuellement, les mécanismes moléculaires impliqués dans la sélection et I'encapsidation
de I'ARNg par la protéine Gag ne sont pas entiérement compris.

Mon projet de thése combine des analyses structurales et fonctionnelles pour caractériser et visualiser I'interaction
de Gag avec I'ARNg et pour déterminer le réle des partenaires d'un domaine de Gag (p6) dans les changements de
spécificités d'interactions entre Gag et I'ARNg. Pour cela, j'ai optimisé la production des protéines en cellules de
mammiféres et j'ai résolu la structure de Gag & 7 A par CryoEM. J'ai initié la caractérisation des complexes entre
Gag et ses partenaires en utilisant différentes méthodes biophysiques.

Ces informations permettront d'identifier précisément les zones de contact protéine/ARN qui assurent la
reconnaissance spécifique de I'ARN par Gag et de déterminer le rdle des partenaires de p6 pour |'encapsidation de
I’ARNg. A plus long terme, ce travail apportera des informations pour identifier des inhibiteurs de cette interaction.

Mots clé : VIH-1, assemblage viral, encapsidation de I'ARNg, Relation structure/fonction, précurseur Gag.

Structural and functional study of the HIV-1 Pr55Gag protein in association with the genomic RNA packaging
signal
Abstract

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) selects its genomic RNA (gRNA) from many cellular and spliced viral
RNA involving specific interactions between Gag protein and the gRNA packaging signal. To allow RNA encapsidation
in viral particles, its interaction with Gag must become nonspecific. Currently, the molecular mechanisms involved
in the selection and packaging of gRNA by the Gag protein are not fully understood.

My phD project combines structural and functional analyses to characterize and visualize the interaction of Gag
with gRNA and to determine the role of p6 domain's partners of Gag in the changes of specificity of interactions
between Gag and gRNA. For this purpose, | optimized proteins production in mammalian cells and solved the
structure of Gag at 7 A resolution by CryoEM. | initiated the characterization of the complexes between Gag and its
partners using different biophysical methods.

This information will allow to identify precisely the protein/RNA contact areas that ensure the specific recognition
of RNA by Gag and to determine the role of p6 partners for the encapsidation of gRNA. In the longer term, this work
will provide information to identify inhibitors of this interaction.

Key words : HIV-1, viral assembly, gRNA encapsidation, structure/function relationship, Gag precursor.




