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Analyse des interactions entre les capsides du VHB et les chaines du
complexe da la dynéine

Le virus de I'hépatite B (VHB) utilise la machinerie transcriptionnelle nucléaire pour
sa réplication. Le génome viral est transporté de la périphérie cellulaire a I'’enveloppe
nucléaire. Généralement, ce transport intracytoplasmique rétrograde est facilité par
le réseau de Mt via l'utilisation du complexe moteur de la dynéine. Nous avons
montré que le transport des capsides du VHB dépend des Mt, ce qui permet
'adressage des capsides aux complexes du pore nucléaire (NPC) ; lequel est requis
pour |'étape de libération du génome de la capside dans le noyau.

Dans cette étude, nous avons utilisé des capsides provenant de virus récupérés
dans du surnageant de HepG2.2.15, qui contiennent le génome mature partiellement
double brin (capsides matures), et des capsides exprimées chez E.coli. Ces
derniéres sont utilisées telles quelles, capsides E.coli contenant de I’ARN, ou bien
sont utilisées pour préparer des capsides vides. Aprés microinjection dans des
ovocytes de Xenopus laevis, nous avons observé que les capsides vides et les
capsides matures sont transloquées aux NPC avec une cinétique similaire. Les
capsides contenant de '’ARN ne sont pas identifiées aux NPCs ce qui implique que
le transport des deux autres types de capsides est actif. Cela a été confirmé par la
pré-injection d’anticorps anti tubuline qui neutralisent le transport assuré par les Mt.

L’attachement spécifique des capsides matures et vides aux Mt a été confirmé en
utilisant des Mt polymérisés in vitro, nous avons montré que cette interaction
nécessitait des protéines cytosoliques. En utilisant des expériences de
coimmunopreécipitation et de cosédimentation nous avons identifié une chaine légere
de la dynéine (DynLL1 membre de la famille Lc8) comme partenaire des capsides.
Dans les expériences de microinjection, la comicroinjection d’'un excés de DynLL1
avec les capsides inhibe leur transport vers les NPCs, indiquant que DynLL1 est
impliquée dans le transport actif des capsides.

DynLL2 qui n’interagit pas avec les capsides differe de DynLL1 de seulement six
acides aminés. Par mutagéneése dirigée de DynLL1, nous avons montré I'implication
de deux acides aminés dans l'interaction directe avec les capsides. Ces deux acides
aminés sont présents a la surface du dimére de DynLL1 et absents dans le sillon
résultant de la dimérisation de DynLL1, sillon impliqué dans linteraction avec la
DynIC. Nous avons partiellement reconstitué le complexe DynIC, DynLL1 et
capsides vides qui doit en partie refléter la situation in vivo.

Mots clés: virus de [I'hépatite B, capsides, Microtubule, Dynéine, transport
cytoplasmique
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Analysis of interactions between HBV capsids and the chains of the dynein
motor complex

Hepatitis B virus (HBV) needs the nuclear transcription machinery for replication. The
virus thus depends on the transport of its genome from the cell periphery to the
nuclear envelope. In general this retrograde intracytoplasmic trafficking is facilitated
along Mt (MT) using motor protein complexes of the dynein family. As we showed
earlier HBV capsid transport also depends upon intact MT in order to allow their
arrival at the nuclear pores, which in turn is required for genome liberation from the
capsid.

In the analysis we used virus-derived HBV capsids obtained from the supernatant of
HepG2.2.15, which contain the mature partially double-stranded DNA genome
(mature capsids) and capsids expressed in E. coli. The latter were applied in two
forms: as unspecific E. coli RNA- containing capsids and as empty capsids. Upon
microinjection into Xenopus laevis oocytes we observed that mature and empty
capsids were translocated to the nuclear pores with a similar kinetic. RNA-containing
capsids failed to arrive at the pores implying that transport of the two other capsid
types was active. Active translocation was confirmed by pre-injecting anti tubulin
antibodies which interfere with MT-mediated translocation.

In vitro reconstitution assays confirmed the specific attachment of mature and empty
capsids to MTs and showed the need of further cytosolic proteins. Using pull-down
and co-sedimentation experiments we identified one dynein light chain (DYNLL1,
member of the Lc8 family) as interaction partner of the capsids. Injecting an excess
of recombinant DYNLL1 with empty capsids into Xenopus laevis oocytes inhibited
capsid transport to the nuclear pores indicating that DYNLL1 was only functional
interaction partner implied in active transport.

DNYLL2 did not interact with the capsids although differing from DYNLL1 by just six
amino acids. Site directed mutagenesis of DYNLL1 revealed that two amino acids
were critical for a direct interaction with the capsids. Both localized at the exterior of
the DYNLL1 dimer and not in the groove of DYNLL1, which interacts with the dynein
intermediate chain. Accordingly we could reconstitute a complex consisting of empty
capsids, DYNLL1 and dynein intermediate chain as it should be in the in vivo
situation.

Keywords : hepatitis B virus, capsids, Microtubule, Dynein, cytoplasmic transport
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Avant-propos

Malgré un vaccin efficace, plus de 250 millions d’individus vivent avec le Virus de
I'Hépatite B (VHB) et on comptabilise 500000 & 700000 décés associés au virus
chaque année. Le VHB est considéré par TOMS comme une priorité de santé
publique majeure. Sans effet cytopathogene, les maladies induites par le VHB sont
liées a la réponse immunitaire contre les cellules infectées. Les traitements
administrés visent a augmenter la réponse immunitaire et/ou inhiber la réplication du
virus. Ces traitements ne sont pas spécifiques du VHB et par conséquent pas
toujours efficaces. C’est pourquoi la recherche fondamentale sur le VHB est
nécessaire afin de mieux comprendre le cycle de réplication du virus et de

comprendre la pathologie associée au VHB.

Notre équipe travaille sur les étapes précoces de linfection. Sous cette étiquette
« eétape précoce » nous etudions plus exactement « I’entrée des virus ». Le VHB doit
pendant son cycle viral passer par le noyau pour que le virus puisse se réepliquer.
L’entrée du VHB est donc un enchainement de mécanismes cellulaire
détournés/utilisés par le virus pour s’attacher aux cellules, y pénétrer, étre transporté
dans le cytoplasme jusqu’a la périphérie nucléaire puis étre transloqué dans le

noyau. Le transport cytoplasmique est donc requis pour la pathogénéese.

Ce n’est que trés récemment que la communauté scientifique a effectué des progres
significatifs dans la compréhension du mécanisme d’entrée du VHB dans les cellules
hépatiques en identifiant le NTCP, comme un récepteur. Les mécanismes permettant
'entrée des virus (endocytose) et la libération des capsides dans le cytoplasme
restent a ce jour peu documentés. Si I'on considére la taille des capsides (36nm)
ainsi que la viscosité du cytoplasme, beaucoup plus élevée que celle de I'eau en
raison de ses différents constituants, le transport cytoplasmique ne peut s’expliquer
par une diffusion passive des particules virales et des cargos (Luby-Phelps 1994;
Luby-Phelps 2000; Luby-Phelps 2013). Nous avons montré que ce transport du VHB
est un mécanisme actif dépendant du réseau de Mt (Rabe et al 2006). L’utilisation du
réseau de Mt par les capsides du VHB est un concept admis dans la communauté
scientifique, cependant aucun détail n’est connu concernant les modalités de
transport cytoplasmique. J'ai donc essayé de comprendre comment les capsides

étaient transportées dans le cytoplasme. Pour ce travail jai utilisé différentes
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préparations de capsides soit purifiées a partir de cellules eucaryotes soit des

capsides recombinantes exprimées dans un systéme hétérologue.

Dans un premier temps, j’ai essayé de déterminer le role des Mt dans ce transport.
Sont-ils les transporteurs via une interaction directe ? Les capsides du VHB utilisent
la dynamigue des Mt via le mécanisme de tapis roulant (treadmilling) ou la
polymérisation/dépolymeérisation des Mt. Si les Mt ne sont que le support du transport
cela suggere un hypothétique réle des protéines associées aux Mt (MAPS). Parmi les
différentes MAPs, est-ce les MAPs stabilisatrices et régulatrices qui ont un réle dans
le transport des capsides du VHB ? Ou alors le virus détourne-t-il les transporteurs
cellulaires des Mt ; les MAPs motrices dont font partie les complexes de la kinésine
et de la dynéine ? Dans ce manuscrit de thése figurera dans l'introduction la
présentation du cytosquelette cellulaire, et plus précisément du réseau de Mt ainsi
gue les protéines associées aux Mt. Dans une seconde, partie sera présenté le Virus
de I'hépatite B d’un point de vue biochimique, puis de maniere plus globale en

présentant le cycle viral du VHB.
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PARTIE | : le cytosquelette cellulaire.

Le cytosquelette cellulaire est constitué de réseaux complexes de tubules et de
filaments protéiques qui s’étendent dans tout le cytoplasme. Ces structures sont
interconnectées et dynamiques. Elles sont en réorganisation constante au cours de
la vie des cellules et des difféerents mécanismes cellulaires (migration, division,
apoptose, transport de cargos, morphologie, polarisation...). Tous les composants du
cytosquelette sont des structures qui résultent d'un assemblage d’éléments
monomeériques. Trois structures principales constituent le cytosquelette : les

filaments d’actine, les filaments intermédiaires et les Mt (Figure 1).

dimére vimentin
actine G tubuline (o, B) (domaine coil)
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Figure 1: Cytosquelette cellulaire
De haut en bas : Structure tridimensionnelle de I'actine G, de la tubuline alpha et beta et du domaine
fibrillaire de la vimentine (PDB), représentation schématique, et distribution cellulaire des différentes
structures. Observation par microscopie en immunofluorescence, les barres représente 10 pm a:
U20S actine phalloidine 488, b: U20S Ac anti tubuline ¢ : A431 Ac anti filaments intermédiaires
(assemblé a partir de Cell Biology 6th edition (Lodish 2007) et de Theoretical Biomechanics, the
human protein atlas)
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| : Les filaments d’actine

L’actine est dans la plupart des cellules la protéine la plus abondante (4 mg/ml) (Bray
and Thomas 1975). Cette protéine est impliquée dans de nombreuses interactions
protéine/protéines.

On dénombre 3 isoformes d’actine: alpha, beta et gamma (a, B,7y). Ces trois
isoformes, constituées de 375 a.a. ne different que de quelques a.a. majoritairement
localisés dans la partie N-terminale (N-ter) et leur diamétre est de 5.5 nm

Cest en 1990 qu'a été obtenue la premiére structure cristallographique d’un
complexe actine/DNAsel (Kabsch et al 1990). Depuis beaucoup d’autres complexes
actine/protéine (ABPs Actin Binding Proteins) parmi lesquelles la gelsoline, la
profiline, la cofiline (Dominguez and Holmes 2011) ont été cristallisées avec l'actine
monomeérique. In vivo, la polymérisation de l'actine impligue de nombreuses
protéines (le complexe ARP2/3 pour la nucléation, la cofiline a I'extrémité des
filaments...) (Condeelis 2001). Cette actine G monomérique (sous forme globulaire)
se polymeérise en une double hélice. Cette hélice forme un filament flexible appelé

actine F (fibrillaire) et mesure 7 nm.

Les filaments d’actine sont non polarisés et conditionnent la forme des cellules et leur
locomotion (migration cellulaire, traction sur la matrice extracellulaire, maintien de
lintégrité tissulaire, cytodierése) (Dominguez and Holmes 2011). Les filaments
d’actine, selon leurs fonctions cellulaires, s’organisent en superstructures : certaines
sont des filaments d’actine interconnectés, d’autres des faisceaux qui par leur
organisation et leur association avec I'actinine et la myosine ont des capacités
contractiles ou de polymérisation-dépolymérisation rapide. L’actine en réseau est
localisée dans le cytoplasme alors que l'actine en faisceaux est, quant a elle,
localisée dans les lamellipodes et le réseau sous-membranaire. L’actine fasciculée

forme des faisceaux paralléles appelés fibres de stress (Cramer 1997).

L’actine peut étre impliquée dans le transport cytoplasmique. A ce jour, il y a
guelques résultats qui suggérent la polymérisation de l'actine (queue de comeéte
d’actine) pour le transport du baculovirus (van Loo et al 2001; Ohkawa et al 2010;
David 2010) et également pour le transport de bactéries intracellulaires : listéria et
shigella (Tilney et al 1992).
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Il : Les filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires sont non polarisés, présents dans le cytoplasme des
cellules dans des quantités trés variables d’un type cellulaire a I'autre. Les filaments
intermédiaires sont des polymeéres protéiques stables de 8 a 10 nm de diamétre.
Leur diamétre est compris entre celui des filaments d’actine et celui des Mt. Cing
sous-types de filaments intermédiaires sont connus. lls different selon les types de
protéines fibrillaires constituant les polymeres, I'expression de ces protéines est

variable d'un type de cellule a I'autre (voir Tableau 1)

Type de filament intermédiaire MW en | Distribution

kDa
TYPE |
cytokératine ‘ 40-57 | épithélium
TYPEII
cytokératine ’ 53-67 | épithélium
TYPEII
Vimentine 57 mésenchyme
Desmine 53 muscle
protéine fibrillaire gliale 50 cellules gliales et astrocytes
Périphérine 57 neurones centraux et périphériques
TYPE IV
NF-L 62 neurones matures
NF-M 102 neurones matures
NF-H 110 neurones matures
Internexine 66 systeme nerveux central
TYPE IV non standard
Filensine 83 cellule oculaire
Phakinine 45 cellule oculaire
TYPEV
Lamine A 70 noyau des cellules
Lamine B 67 noyau des cellules
Lamine C 67 noyau des cellules

Tableau 1 : Protéines des filaments intermédiaires
Tableau classant les protéines en fonction du type de filament intermédiaire les type | et Il sont
déepdante du Ph inférieur ou supérieur a 7. Leur masse moléculaire (MW) en kDa est précisée, ainsi
que leur localisation tissulaire/cellulaire

Au cours de leur assemblage, deux diméres superenroulés de ces protéines
fiboreuses s’associent de maniére antiparallele pour former une sous-unité
tétramérique, correspondant a un protofilament de 3 nm de diameétre. Les tétraméres

s’ajoutent a un filament intermédiaire en cours d’élongation, et 8 protofilaments

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/mcb/A7315/def-item/A7752/

forment le filament intermédiaire de 10 nm de diameétre. Les filaments intermédiaires
fournissent la force mécanique et la résistance au cisaillement. Ils sont impliqués
dans diverses fonctions cellulaires telles que le maintien de l'intégrité cellulaire et
tissulaire de I'épithélium, le soutien de I'enveloppe nucléaire, et la formation des

ongles, des cheveux et de la couche cornée de la peau (Eriksson et al 2009).

[l : Le réseau de Mt

Les Mt sont présents dans toutes les cellules eucaryotes. lls peuvent représenter
jusqu’'a 20% de la quantité des protéines totales des neurones. En effet le réseau de
Mt structure les neurones et est le support de transport des informations échangées
entre les neurones. Des diméres de tubuline forment les Mt sous forme de polymére
cylindrique creux et rigide. Ces structures sont polarisées avec une propriété
d’instabilité dynamique qui peut trés rapidement entrainer le raccourcissement des
Mt. La position des organites possédant une membrane est dépendante du réseau
de Mt dirigeant le transport intracellulaire. Le réseau de Mt est 'un des acteurs

principaux de la cellule, a l'interface de nombreuses voies de signalisation cellulaire.
IV : Structure des Mt

Les Mt constituent le cytosquelette biophysiquement le plus rigide des cellules (100
fois plus rigide que I'actine (Gittes et al 1993). Cependant in vivo on constate que les
Mt peuvent se courber. Cette propriété est importante dans la physiologie des
cellules (Bicek et al 2009), au niveau des flagelles (McIntosh and Porter 1967) et des
cils (Poole et al 1985; Schwartz et al 1997). Des observations par microscopie ont
également montré la flexibilité des Mt in vitro (Amos and Amos 1991). Cette rigidité
s’explique par leur structure en tube creux dont 'assemblage est décrit dans la figure
2.

IV.1 : Tubuline et polymérisation des Mt

La tubuline est le composant essentiel des Mt. Il existe sept types de tubuline
a, B,v, 8, & C etn. La tubuline y est trés conservée chez tous les eucaryotes et joue
le réle d’initiateur de la polymérisation (Inclan and Nogales 2001). La tubuline € a été
identifiée chez ’homme, les trypanosomes et chlamydomonas (Vaughan et al 2000;
Inclan and Nogales 2001). Elle semble avoir un réle dans la duplication du centriole

(Chang et al 2003) et la stabilité des corps basaux des cils et flagelles (Ross et al
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2013). Les tubulines 8, et n sont moins répandues. La & tubuline joue un réle dans
'assemblage des Mt mais uniguement chez la paramécie (Garreau de Loubresse et
al 2001). La ¢ tubuline a été identifié chez des parasites (Vaughan et al 2000) et

enfin le géne de la n tubuline a été cloné chez la paramécie (Ruiz et al 2000).

Les tubulines aetp sont ubiquitaires, trés semblables structurellement pour
seulement 40% d’homologie de séquences (Burns 1991) avec une masse
moléculaire de 55 kDa. Ces protéines ont trois domaines fonctionnels: en N-ter le
domaine de liaison au GTP, le domaine central (sur lequel se fixe le placitaxel ou
taxol : agent pharmacologique qui stabilise les Mt) et le domaine C-ter qui semble
impligué dans les interactions avec les protéines associées aux Mt MAPs (Nogales et
al 1998). Il existe plusieurs isotypes (protéines de la méme famille codées par des
gene différents) des tubulines a et qui influencent la dynamique des Mt in vitro
(Panda et al 1994).

tubuline B

hétérodimeére
de tubuline

protofilament
PR ()

A tubuline a

Figure 2 : Constitution et structure d’un Mt

A: hétérodimére de tubuline o et B. B représentation schématique d’un protofilament, C:
représentation schématique d'un Mt et segment de Mt. Clichés en microscopie électronique :
observation longitudinale d’'un Mt et coupe transversale. Adapté de (Lowe et al 2001),

Les unités élémentaires des Mt sont des hétérodimeres de tubuline : une sous-unité
o associée a une sous-unité B par association dites en téte-queue (Desai and
Mitchison 1997) figure 2A. Ces hétérodiméres s’associent en protofilament (figure

2B). Ces derniers s’associent latéralement en feuillet qui se referme sur lui-méme

27



pour former la paroi cylindrique du Mt figure 2C (Haga et al 1974; Johnson and
Borisy 1977; Chrétien et al 1995).

IV.2: Organisation structurale des Mt

La plupart des Mt sont constitués de 13 protofilaments mais des Mt ont été observes
avec un nombre variable de protofilaments (de 8 a 20) in vitro (Béhm et al 1984) et in
vivo (Dallai et al 2006). Récemment une étude structurale de ces différents Mt a
permis d’en apprendre davantage sur les interactions entre protofilaments et la

déformation latérale de ces Mt (Sui and Downing 2010).

lattice A lattice B

@ twhbuiine o
‘tubuline B

Figure 3: Organisation des Mt : « lattices » A et B
Panneau haut : représentation structurale des lattices A et B. panel bas : Représentation schématique
de l'arrangement des lattices A et B en 2 dimensions. La lattice B comporte une couture pointée par la
fleche noire. Tout en bas représentation des lattices A et B en 3 dimensions (conformation Mt)
adapté de paneau haut (Ayoub et al 2014) paneau bas (Mcintosh et al 2009)

Il y a deux types d’organisation des Mt : en « lattice B » : arrangement structural ou
les sous-unités les plus proches entre deux protofilaments adjacents sont identiques
(a—a et B—P) (Song and Mandelkow 1993) et en «lattice A »: les sous-unités
voisines entre deux protofilaments sont différentes (a—p et p—a). La « lattice B » est
prépondérante au niveau des Mt flagellaires et des Mt polymérisés in vitro. Dans
cette configuration (figure 3), une seule paire de protofilaments est en « lattice A » et
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correspond a la couture (Kikkawa et al 1994). Récemment, des Mt polymérisés in
vitro en présence de Mal3 (homologue de EB1 protéine régulatrice de la
polymérisation des Mt) ont montré un assemblage sous forme de « lattice A » (des
Georges et al 2008).Toutes ces récentes données ont relancées le débat a propos
du type de « lattice » retrouvées au niveau des Mt cytoplasmiques.

Les Mt sont polarisés. L’extrémité positive (+) a une croissance rapide et est
localisée a la périphérie des cellules. Cette extrémité est composée de tubuline
couplée au GTP, on parle alors de « coiffe GTP ». L'extrémité négative (-) a une
croissance beaucoup plus lente. In vivo, cette extrémité est proche du noyau dans
une zone dense en Mt qui est appelé centre organisateur des Mt (MTOC).
L’exposition des sous-unités de tubuline est différente en fonction de I'extrémité des
Mt: la tubuline B est retrouvée a I'extrémité positive et la tubuline o a I'extrémité

négative (Nogales et al 1999).

IV.3 : Dynamigues des Mt

Lors de la division cellulaire, les Mt sont réarrangés. Une structure cellulaire appelée
centrosome permet d'organiser la distribution cellulaire des Mt. Il permet la
nucléation des Mt. Le centrosome est composé d'une paire de centrioles et du
matériel péricentriolaire dans lequel a été identifié la péricentrine et la tubuline
v (Doxsey et al 1994; Mogensen et al 1997; Dictenberg et al 1998). La tubuline y et
d’autres protéines (y-TuSC, Dgrip) sont accumulées sous forme d’anneau appelé y-
Turc (y-Tubulin ring complex) au niveau des centrosomes qui sera le site de
nucléation a I'extrémité négative des Mt (Zheng et al 1995) figure 4. Ces Mt sont dits
centrosomaux. Cependant, in vivo il a été mis en évidence des Mt non centrosomaux
(Meads and Schroer 1995; Yvon and Wadsworth 1997). On parle alors de nucléation
extra-centrosomale qui, dans les faits, correspond véritablement soit a des sites de
nucléation extra centrosomaux, soit résulte de cassures de Mt centrosomaux (Job et
al 2003)
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Figure 4 : Nucléation de Mt via la structure y-Turc
Représentation schématique de la nucléation des Mt. La nucléation s’effectue au niveau de I'anneau
de tubuline g (en vert), les hétérodimeres GTP forment des protofilaments qui vont s’associer pour
former des Mt. Au cours du temps il y a hydrolyse du GTP, seule I'extrémité positive conserve une
coiffe GTP caractéristique de la polymérisation de Mt. Modifié de (Conde and Caceres 2009)

Les Mt sont des structures tres dynamiques en réorganisation constante ; de plus,
dans les cellules, il y a constamment un pool de tubuline soluble. Il y a donc des
échanges entre la tubuline soluble et les Mt. Deux mécanismes participent a cette
dynamique microtubulaire i) I'instabilité dynamique et ii) le « treadmilling » ou « tapis

roulant ».

L’instabilité dynamique traduit une alternance de phases de polymérisation et de
dépolymérisation, respectivement lentes et rapides, qui sont indépendantes I'une de

l'autre et qui peuvent étre intra ou inter Mt (Mitchison and Kirschner 1984).
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Figure 5 : Instabilité dynamique des Mt
Représentation schématique du mécanisme d’instabilité dynamique. Les Mt alternent plusieurs
phases de polymérisation et dépolymérisation. Alternance avec un état stable « en pause ». Mt en
pause. D’aprés (Conde and Céaceres 2009)

Ces phases de polymérisation et dépolymérisation, non concertées, sont
entrecoupées d’événements de catastrophe et de sauvetage. Ce sont
respectivement des raccourcissements et des reprises d’élongation (Figure 5) qui ont
une incidence sur la vitesse de polymérisation, comme présenté sur la figure 6.
Récemment, la mise en évidence de tubuline GTP intra microtubulaire suggere que
celles-ci correspondent a des zones de sauvetage ou la polymérisation des Mt
redémarrerait aprés un évenement de catastrophe (Dimitrov et al 2008; de Forges et
al 2013).
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Figure 6 : Vitesse de polymérisation des Mt
Histogramme représentant la taille des Mt (en nm) en fonction du temps (en secondes). Les
différentes phases sont présentées sous forme de barre horizontale : en bleu, la polymérisation, en
rouge : la dépolymérisation, et catastrophe et sauvetage sont indiqués par les fleches. Modifié d’aprés
(Howard and Hyman 2009)

La dynamique des deux extrémités des Mt n’est pas la méme. L'extrémité négative
qui est en interaction avec le centrosome est peu dynamique. Ce mécanisme
d’instabilité dynamique se manifeste plutét a I'extrémité positive des Mt (Gelfand and
Bershadsky 1991)
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Figure 7 : Le treadmillling (tapis roulant)
Temps en unité arbitraire, (-) extrémité négative, (+) extrémité positive. En rouge est indiquée une
portion de Mt constante au cours du temps. Les fleches vers les Mt indiquent la polymérisation, les
fleches vers I'extérieur indiquent la dépolymérisation.. La longueur des fleches représente le
mécanisme majoritaire. Modifié d’aprées (Jordan and Wilson 2004)

Le treadmilling représenté sur la figure 7 signifie en francais « tapis roulant ». A

I'état stationnaire, I'extrémité positive qui se termine par la sous-unité  a tendance a
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s’allonger par addition de diméres de tubuline, au contraire de I'extrémité négative
qui, a tendance a se désassembler. Il y a donc un flux de sous-unités de tubuline
dans le Mt. D’abord observée in vitro (Margolis 1981; Margolis and Wilson 1981), ce

meécanisme a également été observé in vivo (Rodionov 1997).

A ces deux mécanismes connus s’ajoute la notion de concentration critique en
tubuline qui résulte de la propriété de la tubuline a s’auto-assembler lorsque la
concentration dépasse un seuil. La concentration dite critique est plus basse pour
I'extrémité positive que pour I'extrémité négative d’'un Mt. Pour de la tubuline pure,
cette concentration est supérieure a celle nécessaire pour un mélange de tubuline et
de MAPs. La vitesse d’assemblage des Mt et leur longueur dépendent de la

concentration totale en tubuline.

IV.4 : Les Mt in vivo

Dans les cellules, les réseaux microtubulaires existent sous trois grands types de
configurations : i) le réseau interphasique, ii) le fuseau mitotique et iii) les cils et
flagelles. Dans les cellules en interphase, les Mt rayonnent dans tout le cytoplasme
a partir du centrosome. Cependant, certains Mt ne sont pas ancrés au centrosome,
notamment dans les neurones. Les Mt axonaux sont effectivement orientés avec
'extrémité négative vers le corps cellulaire, tandis que dans les dendrites, on trouve

des Mt dans les deux orientations (Black and Baas 1989).

Les Mt ont une importance capitale lors de la division cellulaire en formant le fuseau
mitotique. Aprés la duplication du centrosome et le déplacement autour du noyau
lors de la prophase, il y a formation de deux asters de Mt. Ce qui implique d’une part
la dépolymérisation des Mt astraux (Mt dont l'origine est situé au niveau du
centrosome mais qui ne sont pas impliqués dans la formation du fuseau mitotique
par opposition au Mt kinetochoriens et polaires) et d’autre part la polymérisation de
Mt asymétriques vers les chromosomes (Zhai et al 1996). Plus tardivement, lors de la
mitose en fin de télophase, le bon positionnement des faisceaux de Mt permet le
positionnement du plan de clivage faisant intervenir des protéines spécifiques
(Straight and Field 2000).

Les Mt, avec d’autres protéines, permettent la formation des structures cellulaires
sensitives et de la motilité: les cils et flagelles. Ces structures sont tres conservées,

en effet la structure de ces derniers est retrouvé aussi bien dans le regne animal que
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chez les champignons et plus largement chez tous les organismes eucaryotes
(Jékely and Arendt 2006; Mitchell 2007). Elles sont caractérisées par un axoneme
d’environ 250 nm de diamétre. L’axonéme a été analysé par microscopie
électronique (Sorokin 1968). C’est un assemblage de Mt qui respecte I'architecture
suivante : 9 doublets périphériques de Mt formant un anneau et une paire centrale de
Mt (9+2). Les doublets périphériques sont constitués d’un tubule A (complet constitué
de 13 protofilaments) et d’'un tubule B (incomplet constitué de 10 protofilaments)
(Warner and Satir 1973). L’architecture de I'axonéme est stabilisée par d’autres

protéines (nexine, dynéine et protéines rayonnantes)

Etant donné le role essentiel des Mt dans la physiologie des cellules, toutes
perturbations de ce réseau de Mt et des MAPs ont des conséquences qui seront
abordées succinctement dans cette partie du manuscrit en présentant quelques
données sur les pathologies liées directement au réseau de Mt et des protéines
associées. L’expression aberrante de certaines isoformes de tubuline dans des
tumeurs entraine un résistance des cellules tumorales a la chimiothérapie (Choi et al
2012). Des mutations non-sens et/ou des mutations du site d’épissage de différentes
isoformes de la tubuline, ont été associées a des migrations neuronales anormales,
un défaut de différenciation de certaines zones du cerveau et la dégénération des
neurones moteurs et sensitifs. (Tischfield et al 2011). L'influence dans la
schizophrénie des STOPs (Stable Tubule Only Polypeptide) protéine a été montré
avec l'utilisation d’'un modéle de souris (Andrieux et al 2004). Des mutations dans la
protéine Tau ou alors des anomalies dans ses modifications postraductionelles sont
responsables des tauopathies. On retrouve ces tauopathies dans une vingtaine de
maladies mentales dont la maladie d’Alzheimer, Huntington... (Wang et al 2014). Tau
pourrait également influencer la stabilité des Mt, ce qui aurait une influence sur les
déficits cognitifs (Barten et al 2012). Des analyses de tumeurs pulmonaires
suggerent que MAP2 pourrait étre utilisée comme un marqueur biologique de
différents types de tumeurs pulmonaires (Liu et al 2001). Les maladies associées aux
complexes moteurs ; kinésine et dynéine, sont classées en cinq catégories en
fonction des mécanismes affectés: des problemes de trafic sur de longues
distances, dans les fonctions ciliaires et flagellaires, la perte de contrdle de la division

cellulaire dans le cas des cancers, les défauts de transport induits par des toxines et
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le détournement de leur réle physiologique par des pathogénes (Mandelkow and
Mandelkow 2002).

IV.5 : Fonctions des Mt

Si I'on considére I'ensemble du réseau de Mt, deux types de population de Mt
coexistent: des Mt stables et des Mt dynamiques. Ces deux populations
microtubulaires expliquent en partie la résistance au froid observée chez certains Mt
in vivo (Brinkley and Cartwright 1975). La répartition de ces populations de Mt est
différente. En effet, les Mt stables sont localisés prés du noyau et du centrosome
(Schulze and Kirschner 1987) alors que les Mt labiles sont localisés a la périphérie
des cellules. La différence de stabilité entre ces deux populations de Mt impliquerait

des modifications post-traductionnelles de la tubuline.

Le réseau de Mt n’en reste pas moins trés dynamique et a l'interface de plusieurs
mécanismes cellulaires : I'architecture des cellules : la cohésion des organites,

I’apoptose, |la mitose et le trafic intracellulaire.

Les cellules ont une architecture définie, les Mt jouent un role dans la polarisation
des cellules et dans la distribution des organites. On constate que le réticulum
endoplasmique s’étend jusqu'a la périphérie cellulaire et que les mitochondries sont
souvent localisées a I'extrémité positive des Mt. La dynamique du réseau
mitochondrial implique les Mt. L'appareil de Golgi, les endosomes tardifs et les
lysosomes sont quant a eux plutot localisés a I'extrémité négative. Le réle de centre
organisateur des Mt se situe prés du noyau (MTOC), cependant I'appareil de Golgi
semble pouvoir aussi avoir ce role (Cole and Lippincott-Schwartz 1995; de Forges et
al 2012)(de Forges et al 2012).

Les modifications les plus caractéristiques survenant lors de I'entrée des cellules en
apoptose, sont morphologiques: la perte d’adhérence, le « blebbing » (formation de
protusions) et la fragmentation en corps apoptotiques. Les Mt, dans ces
mécanismes, auraient deux réles opposés: d’'une part, la séquestration des protéines
anti-apoptotiques : Bim (Puthalakath et al 1999), la survivine (Uren et al 2000), et
d’autre part un réle dans le recrutement et la réorganisation des structures cellulaires

conduisant a ces changements morphologiques (Mollinedo and Gajate 2003) .

Le trafic cytoplasmique est impliqué dans les changements morphologiques lors de

la mitose et de I'apoptose, mais aussi dans le métabolisme des cellules. Les Mt
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stables et dynamiques sont spécialisés dans différentes étapes de I'endocytose
(Granger et al 2014). Le trafic des vésicules entre le Golgi et le réticulum, ainsi que le
trafic des mitochondries, impliquent les moteurs moléculaires. (Wanka and Van
Zoelen 2003; Brown et al 2014)

V.6 : Microtubules in vitro

Initialement, dans les protocoles établis dans les années 70, les Mt étaient purifiés a
partir de cerveaux bovins puis par chromatographie d’affinité (Kirkpatrick et al 1970;
Schmitt and Littauer 1974). Depuis lors, de nombreux autres protocoles ont été
publiés permettant la purification a partir de tissus et de cellules d’origines variées.
Le procédé général consiste en plusieurs étapes alternées de polymérisation et
dépolymérisation suivies d’ultracentrifugations. Les Mt ainsi purifiés en laboratoire
sont souvent contaminés par des protéines associées aux Mt, les MAPs et ont des
qualités d’enrichissement en tubuline variable Il existe de la tubuline purifiee de
source commerciale qui est d’origine porcine, bovine ou de plante et d’'une pureté
supérieure a 99% d’aprés les fournisseurs. En utilisant cette tubuline purifiée une
polymérisation in vitro standardisée et reproductible ne prend que quelques heures.
De plus l'ajout a la réaction de polymérisation d’'un peu de tubuline couplée a la
rhodamine permet de visualiser les Mt par microscopie de fluorescence (Grego et al
2001).

V:lLes MAPS :

Les MAPs pour « Mt associated protéins » sont des protéines qui vont réguler le
cycle de vie des Mt (Mandelkow 1995). Les MAPs qui vont stabiliser ou déstabiliser
les Mt sont des MAPs structurales. Les MAPS motrices, ou moteurs moléculaires,

transportent des cargos le long des Mt.

V.1 : Les MAP structurales

Ces protéines, de formes filamenteuses, sont chargées positivement. La majorité de
ces protéines modulent directement la dynamique des Mt par stabilisation, ou en
polymérisant de concert avec la tubuline. Elles permettent également des
interconnections entre les Mt eux-mémes, ou avec dautres structures du

cytosquelette (actine et filaments intermédiaires).
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Les MAPs stabilisatrices (Mandelkow 1995) possédent des domaines répétés qui
permettent I'association aux dimeres de tubuline et permettent un pontage des
différentes sous-unités. Parmi les MAPs, Tau, MAP2 ainsi que MAP1A et MAP1B
ont été identifiées au niveau sur cerveau. La protéine Tau, dont il existe 6 isoformes,
résultant d’'un épissage alternatif (Buée et al 2000), possede 3 a 4 domaines de
liaison aux Mt. La forme non phosphorylée de la protéine interagit avec la tubuline et

favorise la polymérisation et la stabilisation des Mt (Wang et al 2014).

MAP?2 stabilise aussi les Mt (Kim et al 1979). Il en existe 4 isoformes (Kalcheva et al
1995). Elle est également considérée comme un marqueur de différenciation
neuronal (Megiorni et al 2005). Elle peut permettre I'interconnexion avec les filaments
intermédiaires (Leterrier et al 1982). Les MAP1A sont moins efficaces que MAP2
pour stabiliser les Mt (Vaillant et al 1998), mais elles augmentent la nucléation et
catalysent I’élongation des Mt (Pedrotti and Islam 1994; Faller et al 2009). Les
protéines STOPs ou MAP6 stabilisent les Mt neuronaux (Bosctt et al 1996), CLIP-
170 est localisée uniquement a I'extrémité positive des Mt (Perez et al 1999) et aurait
un role de sauvegarde ou de sauvetage en cas de dépolymérisation (Komarova et al
2002)

V.2 : MAP motrice : la complexe de la Kinésine

Les membres de la superfamille des kinésines (KIF : Kinesin Family member) jouent
un réle dans le transport de cargos, la formation du fuseau mitotique, I'alignement
des chromosomes, la cytokinese et la dynamique des Mt (Hirokawa and Takemura
2005; Hirokawa and Noda 2008). Une large famille de genes code la kinésine, et 45
KIFs ont été identifiés chez les mammiferes. Ces protéines ont été classées en 15
classes, de la kinésine 1 a la kinésine 14B (Miki et al 2001; Hirokawa et al 2009;
Hirokawa et al 2010). Selon la position des domaines moteurs, les KIFs ont été
divisées en trois groupes : les N-KIFs, avec un domaine moteur en N-ter qui vont
migrer vers I'extrémité positive des Mt. C’est le groupe le plus large (39 membres
répartis dans 12 familles). Les C-KIFs incluant KIFC1, KIFC2 et KIFC3, avec un
moteur en C-terminal, se dirigent vers I'extrémité négative des Mt. Les M-KIFs ne se
déplacent pas sur les Mt mais les dépolymérisent. Leur domaine « moteur » est
localisé au centre de la protéine (Lawrence et al 2004; Hirokawa and Noda 2008;
Hirokawa et al 2010).

37



Les domaines globulaires (moteurs) des KIFs, qui ont de 30 a 60% d’homologie,
contiennent le domaine d’interaction avec les Mt et le domaine hydrolysant I'ATP.
Les différences entre les KIFs sont localisées dans la partie structurée en une tige
puis une queue. Ces structures conférent des activités spécifiques aux KIFs comme
le domaine de liaison aux différents cargos. (Hirokawa and Noda 2008; Hirokawa et
al 2010)
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Figure 8: Structures de la kinésine 1 et de la kinésine 2 :
La kinésine 1 contient deux chaines lourdes (KIFA/B/C) avec un domaine moteur (en bleu) et deux
chaines légéres (en vert). Les chaines Iégeres et le domaine C-terminal de la chaine lourde (en
magenta) sont capables d’interagir avec des cargos. La kinésine 2 ne contient que des chaines
lourdes différentes avec un domaine moteur (KIF3A/B/C) et KAP3 (en vert) qui est une protéine
associée a la kinésine. Cette protéine peut interagir avec différents cargos. Adapté de (Vale 2003a)

La kinésine 1, ou KIF5, contient 2 chaines lourdes (110 a 125 kDa) avec un
domaine N-ter moteur et la structure queue en C-terminal associée aux chaines
légéres (50 a 70 kDa) (Hirokawa and Noda 2008). Le gene codant la chaine lourde
KiF5B a une expression ubiquitaire, alors que KIF5A et KIF5C sont spécifiques des
neurones (Kanai et al 2000; Vale 2003a). L’homodimérisation et I’hétérodimerisation
impliquent la région médiane de la tige des chaines lourdes, alors que la partie C-
terminale (C-ter) interagit avec les cargos, soit directement soit indirectement par
intermédiaire des chaines légéres. (Diefenbach et al 1998; Seiler et al 2000). Les
chaines lourdes et les chaines Iégéres sont capables d’interagir avec des protéines
virales (Gindhart 2006) (Figure 8).

La kinésine 2 ou KIF3 est ubiquitaire et permet le transport des organelles. Elle

appartient a la classe des N-KIF. Les chaines lourdes s’assemblent en hétérodimere
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(KIF3A avec KIF3B ou KIF3C) (80 a 90 kDa). La formation d’'un complexe
tetramérique est rendu possible via l'interaction avec KAP3 qui s’associe avec le
domaine C-ter des chaines lourdes (Kondo et al 1994; Yamazaki et al 1995;
Yamazaki et al 1996). La kinésine 2 est impliquée dans le transport intraflagellaire
(Kim et al 1979) et la polarisation des neurones. KAP3 peut interagir avec une des
protéines composant la dynactine (p150¢ed). (Deacon et al 2003; Berezuk and
Schroer 2007).

Les kinésines 1 et 2 sont également impliquées dans le transport des vésicules
endosomales et lysosomales (Brown et al 2005) et le transport des vésicules dites
COPI du Golgi vers le réticulum (Stauber et al 2006).

V.3 : MAP motrice : le complexe de la Dynéine

La dynéine oriente le transport vers I'extrémité négative des Mt (vers le noyau). On
distingue de multiples dynéines: la dynéine axonémale (bras de dynéine interne et
externe présent dans les cils et les flagelles) et deux dynéines cytoplasmiques. Seule

les dynéines cytoplasmiques seront présentées dans la suite de ce manuscrit.

Les dynéines cytoplasmiques sont codées par plusieurs géenes (Tableau 2). La
dynéine cytoplasmique 1 permet le transport de cargos cellulaires, comme les
organites, les complexes ARN et les chromosomes, de la périphérie cellulaire vers le
MTOC : (Vale 2003b; Schroer 2004; Lopez de Heredia et al 2004; Vallee et al 2009).
La dynéine joue un rbéle critique dans de nombreuses fonctions cellulaires
eucaryotes : la maintenance de 'appareil de Golgi, la migration nucléaire, le transport
axonal, et le positionnement des organites. Quelques virus comme le HSV1, le HIV,
les parvovirus ou encore I'adénovirus utilisent la dynéine cytoplasmique 1 pour étre
transportés vers le MTOC (Sodeik et al 1997; Suomalainen et al 1999; Leopold et al
2000; Seisenberger et al 2001; Dohner et al 2002; McDonald et al 2002; Suikkanen
et al 2003; Scherer and Vallee 2011; Merino-Gracia et al 2011). La variabilité des
sous-unités de la dynéine et donc de I'assemblage des différentes formes de dynéine
est augmentée par le mécanisme d’épissage alternatif et les modifications post-
traductionnelles (Susalka and Pfister; Tai et al 2001; King et al 2002; Pfister et al
2006). Des données biochimiques indiquent que l'interaction entre la dynéine et un

cargo est le plus souvent spécifique d’'un type de sous-unités (Kardon and Vale
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2009). Cette hétérogénéité permet aux dynéines d’interagir avec différents cargos
(Kardon and Vale 2009; Dodding and Way 2011). Palmer et al ont montré que des
ARNi contre les différentes sous-unités de la dynéine : DynLIC avaient des effets
différents au niveau cellulaire : I'inhibition de DynLIC1 bloque le transport entre
'appareil de Golgi et le réticulum alors que linhibition de DynLIC2 perturbe le

recyclage des endosomes et la cytokinése (Palmer et al 2009).

Sous unité dynéine No_m 3 gene moTéisusIZire TSN EEE protéine_s
(pfister 2005) kDa dans le manuscrit
Dynéine cytoplasmique 1
chaines lourdes HC DYNC1H1 >530 -
chaines légeres intermédiaires LIC DYNC1LI1 et DYNCL1LI2 53-59 -
chaines intermédiaires IC DYNC1I1 et DYNC1I2 74 DynIC
chaines légeres LC DYNLT1 et DYNLT3 12 DynTctex 1/3
DYNRB1 et DYNRB2 7 DynRb1/2
DYNLL1 et DYNLL2 8 DynLc8 / DynLL 1/2
Dynéine cytoplasmique 2
chaines lourdes HC DYNC2H1 492 -
chaines légéres intermédiaire LIC  DYNC2LI1 330 -

Tableau 2 : Sous-unités de ladynéine cytoplasmique 1 et 2
13 sous-unités ont été identifiées et caractérisées chez 'homme. (a partir de (Susalka and Pfister;
Pazour et al 1999; Pfister et al 2005; Pfister et al 2006)

La dynéine cytoplasmique 2 est le plus souvent retrouvée au niveau des cils et
flagelles. Elle est constituée de deux chaines lourdes et de deux chaines Iégéres
intermédiaires (Perrone et al 2003; Pfister et al 2006). Ce complexe assure le
transport rétrograde intraflagellaire le long de I'axonéme. Il participe a la structuration
et au maintien des cils et flagelles. L’utilisation d’'un modéle tel que Chlamydomonas
a révélé que d’autres sous-unités appartenaient a ce complexe. Récemment, les
protéines FAP133 et FAP163 ont été identifies comme orthologues de la chaine
intermédiaire (Patel-King et al 2013). Les orthologues humains de ces deux protéines
WDR34 et WDR60 interagissent avec la dynéine cytoplasmique 2 au niveau des cils
et pourraient donc étre de nouvelles sous-unités appartenant a ce complexe (Patel-
King et al 2013; Asante et al 2014).

Dans la suite de ce manuscrit, je ne présenterai en détails que la dynéine

cytoplasmique 1.
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La dynéine cytosolique est un complexe protéique de coefficient de sédimentation
20S et de masse moléculaire 1.5 MDa. Ce complexe est composé de deux chaines
lourdes, deux chaines intermédiaires, quatre chaines légeres intermédiaires et trois
paires de chaines légeres de trois familles différentes (Vale 2003a; Pfister et al 2005;
Kardon and Vale 2009)

domaine d’interaction
avec les Mt

domaine d’interaction
avec les Mt

domaine d’interaction
avec la dynactine

domaine moteur

Figure 9: Structure du complexe de la dynéine cytoplasmique 1
Deux chaines lourdes HC (en gris) possédant chacune un domaine d’interaction avec les Mt et un
domaine moteur dans la partie N-ter. La partie C-ter permet l'interaction avec les chaines légéres
intermédiaires LIC et les chaines intermédiaires IC (en vert). 6 chaines légéres de 3 familles
différentes (Roadblock : RB, Lc8 et Tctex) interagissent avec la IC. Adapté de (Vale 2003a)

Le domaine moteur est localisé dans la partie C-ter des chaines lourdes (HC). Ces
domaines, responsables de la conversion de I'énergie (ATP) en énergie mécanique a
I'origine du mouvement, sont organisés en anneaux heptamériques avec 6 domaines
AAA ATPase (ATPases Associated with various cellular Activities). Le domaine
d’interaction avec les Mt est localisé entre les AAA domaines 4 et 5. Il forme une
extension de 15 nm a partir de I'anneau. Les parties N-ter des HC permettent la

dimérisation de deux HC et contiennent les domaines d’interaction avec les LIC et IC.

Dans le complexe de la dynéine, on trouve exclusivement des homodimeres de
chaines légéres intermédiaires (LIC1 et LIC2). Ces protéines sont associées aux
HC (Tynan et al 2000a; Pfister et al 2006). Les LIC ont des fonctions régulatrices du
complexe de la dynéine et peuvent également interagir avec des cargos. Lors de la
mitose, les deux LIC ont des localisations cellulaires différentes, LIC1 sur le fuseau
mitotique, et LIC 2 au pble des fuseaux (Horgan et al 2011). Les deux LIC peuvent
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étre phosphorylées, et par exemple chez les xénopes, la phosphorylation régule
l'interaction de la dynéine avec les organites (Dillman and Pfister 1994; Niclas et al
1996). LIC1 peut aussi interagir avec la péricentrine (Purohit et al 1999; Tynan et al
2000Db).

La chaine intermédiaire DynIC joue un rble crucial dans l'assemblage et la
maintenance du complexe de la dynéine (Pfister et al 2006; Myers et al 2007; Towns
et al 2009; Kardon and Vale 2009). L'inhibition des deux chaines intermédiaires
déstabilise le complexe entier de la dynéine confirmant la fonction chaperonne de
DynIC dans le complexe de la dynéine (Levy and Holzbaur 2008; Palmer et al 2009).
La DynIC est codée par deux genes: IC1 et IC2 ; les protéines exprimées ont une
identité de 69%. La partie C-ter, comportant des domaines WD formant des
structures [ propeller (Figure 10) qui permettraient l'interaction avec les DynHC, est
tres conservee (Pfister et al 2006; Myers et al 2007). Les WD domaines sont des
motifs structuraux d’environs 40 a.a souvent terminés par un tryptophane W et un
acide aspartique D. Les trois familles de chaines légéres de la dynéine (DynLC)
forment des homodimeéres. Ces protéines interagissent avec la DynIC dans la partie
N-ter via des domaines différents (Tynan et al 2000a; Susalka et al 2002; Oiwa and
Sakakibara 2005; Myers et al 2007). La DynIC contient également d’autres domaines
d’interaction dans la partie N-ter : des domaines d’interaction avec des protéines
régulatrices et des cargos, mais egalement avec le complexe adaptateur de la
dynactine via la protéine P150¢"¢d (King et al 2003; Pfister et al 2006; Myers et al
2007; Kardon and Vale 2009). Les chaines légeres, les interactions avec la chaine
intermédiaire et la dynactine seront présentées plus en détail dans des parties

suivantes.
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coil
Dynactine .
P150QGlued DynLc8 DyniC DynRb dynéine HC

DynTctex

Figure 10 : Domaines caractérisés de la DynIC
Les chaines Iégéres LC (en bleu DynTctex, en rouge DynLc8 et en violet DynRb) interagissent dans la
partie N-ter de la protéine via des domaines différents. Le domaine coiled coil (en orange) en N-ter est
responsable de linteraction avec la dynactine (P150 Glued) (en gris). Dans la partie C-ter sont
spécifiés les 7 domaines WD requis pour l'interaction avec la chaine lourde en gris foncé. figure basée
sur (Mok et al 2001; Susalka et al 2002; Nyarko and Barbar 2011)

Les cargos peuvent interagir avec le complexe dynéine-dynactine directement ou
indirectement via des protéines adaptatrices. L'immunophiline (protéine a activité
chaperonne) interagit avec la P50 de la dynactine. La protéine p53 (facteur de
transcription) forme un hétérocomplexe avec HSP90 et 'immunophiline ce qui lui
permet un attachement indirect au complexe de la dynéine (Galigniana et al 2004).
Quelgues données montrent que les importines a et B sont transportées dans les
axones (Hanz et al 2003). Les auteurs proposent que les importines o et B sont de

potentiels adaptateurs entre la dynéine et les cargos (Hanz and Fainzilber 2006).

Un complexe de dynéine contient 3 dimeres de différentes LCs. Chaque dimere
provient de 3 familles différentes : DynTctex, DynLc8 et DynRb. Il existe 2 génes
(Tableau 2) par famille qui sont trés conservés. Les DynLC des familles DynTctex et
DynLc8 sont présents seulement sous forme d’homodimeére alors que DynRb1 et
DynRb2 s’associent en homodiméres ou hétérodimeres (Nikulina et al 2004; Pfister
et al 2005; Pfister et al 2006; Kardon and Vale 2009). DynTctexl et DynTctex3
peuvent former des hétérodimeres in vitro (Lo et al 2007), mais ces derniers n’ont

jamais été observés jusqu’a présent in vivo.

Au niveau structural, les protéines des familles DynTctex et DynLc8 adoptent une
structure dimérique avec des caractéristiques géométriques identiques pour interagir
avec leurs ligands respectifs. Le dimére de DynRB differe structurellement de
DynTctex et DynLc8 (Figure 11B).
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Figure 11 : Structures des DynLC : DynTctex1 et DynLL1/DynRb

A . comparaison structurale de DynTctex1 dimere en jaune-bleu (chlamydomonas) et DynLL1 dimére
en rouge (rat) Les deux protéines n'ont pas d’homologie de séquences mais leurs structures sont tres
similaires. La taille du dimére de DynTctex1 est plus large que celle du dimére de DynLL1. Chaque
monomére contient 2 hélices a et un feuillet . La dimérisation se fait grace a I'interaction de 4 brins
avec 1 brin B de l'autre monomére. B : structure de DynRb (souris). Chague monomere (en rouge et
vert) contiennent 2 hélices a et un feuillet g antiparalléle constitué de 5 brins . La dimérisation se fait
via l'interaction d’'une hélice o avec le brin B 3 et 4 de I'autre monomére. Figure assemblée a partir
de (Wu et al 2005; Song et al 2005)

De nombreuses protéines cellulaires et virales interagissent avec DynTctex (tableau
3 et tableau 4) et DynLc8 (tableau 5 et tableau 6). Toutes ces protéines interagissent
respectivement avec le méme domaine d’interaction sur le dimere (motif protéique).
Cependant une fraction significative de ces protéines et plus particulierement DynLc8
n’'est pas associée a la dynéine dans les cellules, constituant un pool de protéines
libres, le plus souvent dimériques. Ces dimeres libres seraient impliqués dans des
fonctions dynéine indépendantes : médiateur de dimérisation, permettre I'import de

protéine dans le noyau (Tai et al 1998; Lightcap et al 2009; Gallego et al 2013).

Les protéines DynTctex1l et DynTctex3 sont codées par deux genes différents et
présentent 55% d’identité. Elles interagissent avec le méme domaine de la DynIC.
Cependant les protéines cellulaires avec lesquelles elles interagissent sont
impliquées dans différents mécanismes. Le tableau 3 recense la liste de ces

protéines participant a différents mécanismes aussi variés que le relargage de
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neurotransmetteur (DOC2A/B), la transition épithélio-mésenchymateuse (BMP2),
'adhésion cellulaire (TROAP), la réparation de 'ADN (RAD21) la constitution de
canaux ioniques (VDAC), la constitution de membranes (CD155) etc... DynTctex1 et
DYnTctex3 interagissent également avec quelques protéines virales listées dans le

tableau 4.
nom des protéines organisme DynTctex1/3 Référence:
DOC2A/B homme DynTctexl (Nagano et al 1998)
BMP2 homme DynTctexl (Machado et al 2003)
HsPB9 homme DynTctexl (de Wit et al 2004)
PVR (CD155) homme DynTctex1/3 (Mueller et al 2002)
RAD21 homme DynTctexl (Panigrahi et al 2012)
Supervillin homme DynTctex1 (Takizawa et al 2006)
TROAP homme DynTctexl (Nadano et al 2002)
VDAC homme DynTctex1/3 (Schwarzer et al 2002)
SATB1 homme DynTctex3 (Sachdev et al 2007)
GBy homme DynTctexl (Chuang et al 2005)
CD5 homme DynTctex3 (Bauch et al 1998)
tescalcin homme DynTctex3 (Rual et al 2005)

Tableau 3 : Interactions connues entre DynTctex1/3 et des protéines cellulaires (cargo)
Protéines cellulaires interagissant avec la DynTctex (compilation d’études réalisées par : double
hybride, immunoprécipitation, interactome) La séquence consensus pour l'interaction avec DynTctex
est : (R/IK)(RIK)XX(R/K)

virus famille eI el el e références
virale dynéine
UL34 (Ye et al 2000)
Herpes Alphaherpesviridae uL9 DynTctex1/3 (Martmez-Morf no et al
simplex UL35 2003)
(Douglas et al 2004)
Adenovirus  Adenoviridae E3 RRAG- - (Lukashok et al 2000)
DynTctex1
'\/Fl,?iszcg:' Retroviridae protéine matrice DynTctex1 (Vlach et al 2008)
. " (Schneider et al 2011)
Pa\r/)ilrlll?sma papillomaviridae Ei* DynTctex1/3 (Florin et al 2006)
(Martinez-Moreno et al 2003)

Tableau 4 : Interactions connues entre DynTctex1/3 et des protéines virales
Protéines virales interagissant avec la/les DynTctex (expériences : double hybride, interaction in vitro
immunoprécipitation cotransfection, (*): pepscan (**) : interaction indirecte via le complexe RRAG. La
séquence consensus pour l'interaction avec DynTctex n'est pas connue. (compilation adaptée de
(Merino-Gracia et al 2011))

Les DynLL 1 et DynLL 2 sont des LC. Les deux genes orthologues sont tres
conservés. Les protéines ne different que de 6 a.a. Les séquences protéiques chez

’Homme sont identiques a celles retrouvées chez la souris, le rat, le cochon et la
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vache (Pfister et al 2006). Ces deux protéines peuvent interagir via la DynIC du
complexe de la dynéine mais également avec la myosine 5a (autre moteur....) et
également avec beaucoup d’autres protéines cellulaires. Rapali et al. ont publiés une
étude en 2011 présentant les protéines cellulaires et virales interagissant avec
DynLL1 et/ou DynLL2. Les protéines cellulaires sont listées dans le tableau 5. Ces
protéines sont impliquées dans différents mécanismes cellulaires comme la mitose
(NEK9, EML3...), I'apoptose (BIimEL, Bmf...), la régulation de la transcription (BS69,
NRS1...), des mécanismes synaptiques (PSD) (nNOS...), le transport nucléaire
(Nup159, Pakl, METT-10...) et le transport cytoplasmique (DIC, Swallow, NudE,
myosine 5a...). Parmi les protéines virales qui interagissent avec DynLL 1 et/ou
DynLL 2 listées dans le tableau 6, il y a deux types de protéines virales : des
protéines impliquées dans l'architecture du virus, dites protéines structurales, et des
protéines non structurales. Les protéines structurales, en préservant la particule
virale, peuvent transporter le matériel génétique jusqu’au noyau (effet de protection
du génome). C’est le cas de la p54 du ASFV (African Swine Fever Virus) et de
intégrase du VIH qui ne structure pas les virus mais qui est présente au sein de
complexe de préintegration (PIC) et participe au transport du génome... Les
protéines non structurales ont un role lors du cycle de réplication du virus comme par
exemple pour la protéine UL9 chez le HSV, la phosphoprotéine P des rhabdovirus, la
protéine 35 (VP35) du virus Ebola...

46



Protéine(s) de la

Protéine Organisme dynéine Motif Référence
AIBC1 homme / rat DynLL1 KRMLDAQVQTD (Lo et al 2001)(Ewing et al 2007)(Nomura et al 2000)

ATMIN homme DynLL1 LESLDIETQTD (Rapali et al 2011a)

Bassoon rat DynLL1/2 PTTANYGSQTE (Fejtova et al 2009)

BimEL homme DynLL1 PMSCDKSTQTP (Puthalakath et al 1999)(Lo et al 2001)(Lajoix et al 2004)
Bmf homme DynLL2 TSQEDKATQTL (Rodriguez-Crespo et al 2001) (Radnai et al 2010)
BS69 homme DynLL1 PRMLHRSTQTT (Lo et al 2001)
DIC Drosophile DynLL1 (homologue) TLVYTKQTQTT (Hall et al 2009)(Nyarko et al 2004)
DIC1 souris DynLL1 VVSYSKETQTP (Lo et al 2001) (Lajoix et al 2004)
DIC2 rat DynLL1 IVTYTKETQTP (Varma et al 2010)
DNMT3A homme DynLL1 LVLKDLGIQVD (Rodriguez-Crespo et al 2001) (Navarro-Lérida et al 2004)
Egalitarian drosophile DynLL1 (homologue)  VKLVDAESQTL (Navarro-Lérida et al 2004)
EML3 homme DynLL1/2 PSLBSRGTQTE (Rapali et al 2011b)

Gephyrin rat DynLL1/2 KQTEDKGVQCE (Rodriguez-Crespo et al 2001) (Garcia-Mayoral et al 2010)
GKAP homme / rat DynLL2 NRCLSIGIQVD (Rodriguez-Crespo et al 2001)(Lo et al 2001)

Grinl1A homme DynLL1 TEVETREIGVG (Garcia-Mayoral et al 2010)

Hsc73 rat DynLL1 TTIPTKQTQTF (Navarro-Lérida et al 2004)

KID-1 rat DynLL1 SHRTTHSTQTQ (Rodriguez-Crespo et al 2001)(Navarro-Lérida et al 2004)
MAP4 homme DynLL1 SRSGSKSTQTV (Rodriguez-Crespo et al 2001)

Mark3 rat DynLL1 VVAYPKRSQTS (Navarro-Lérida et al 2004)

METT-10 C.elegans DynLL1 (homologue) LNAWDNASQAY (Dorsett and Schedl 2009)

Myosin Va homme DynLL2 QPKDDKNTMTD (HAdi et al 2006)(Ruzsics et al 2006)(Radnai et al 2010)
NEK9 homme DynLL1 VGMHSKGTQTA (Rapali et al 2011b)(Hutchins et al 2010)(Regué et al 2011)

Nnos homme DynLL1 AEMKDTGIQVD (Rodriguez-Crespo et al 2001) (Radnai et al 2010)(Fan 1998)
NRF1 homme DynLL1 MEEHGVTQTE (Lajoix et al 2004) (Herzig et al 2000)

NUP159 levure DynLL1 (homologue) = SASADFDVQTS (Stelter et al 2007)

P53bpl homme DynLL1 PSQNNIGIQTM (Lo et al 2005) (Hutchins et al 2010)

PAK1 homme DynLL1/2 TPTRDVATSPI (Lightcap et al 2008) (Radnai et al 2010)(Vadlamudi et al 2005)
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RACK1
RASGRP3
Spicel
Swallow
Syntaphilin
TRPS1
UNC-83

homme
homme
souris
drosophile
rat
homme
Caenorhabditis elegans

DynLL1
DynLL1
DynLL1
DynLL1 (homologue)
DynLL1
DynLL1
DynLL1 (homologue)

LGVCKYTVQDE
RATTSQATQTE
QDVLRRTVQTR
SATSALATQTD
SCMQERAIQTD
TEKVDRSTQDE
DSISDRHIQTM

(Zhang et al 2008)
(Okamura et al 2006)
(Navarro-Lérida et al 2004)

(Rodriguez-Crespo et al 2001)(Hall et al 2008)

(Chen et al 2009)
(Hutchins et al 2010)(Kaiser 2003)
(Fridolfsson et al 2010)

Tableau 5 : Interactions connues entre DynLL1/2 et des protéines cellulaires (cargo)

Protéines cellulaire interagissant avec la/les DynLL1 et/ou DynLL2. Toutes les interactions ont été démontrées expérimentalement via différentes
expériences : double hybride, interaction in vitro immunoprécipiation et cotransfection. Le motif requis pour l'interaction est indiqué dans le tableau. Ces
séquences ont permis d’obtenir deux séquences consensus. Tableau adapté de (Merino-Gracia et al 2011)

protéine(s) protéine(s) de

virus famille virale la dynéine motif référence
Adenovirus adenoviridae Adenain* DynLL1 CITLVKSTQTV (Martinez-Moreno et al 2003)
ASF virus Asfarviridae p54 DynLL1 VTTQNTASQTM (Garcia-Mayoral et al 2010)(Alonso et al 2001)
Pa\;/)ilrILC)Sma papillomaviridae E4* DynLL1 DHHQDKQTQTP (Martinez-Moreno et al 2003)
Virus Rabies Rhabdoviridae protéine P DynLL1 RSSEDKSTQTT (Rodriguez-Crespo et al 2001)(Raux et al 2000)
Virus Mokola Rhabdoviridae protéine P DynLL1 KSTEDKSTQTP (Rodriguez-Crespo et al 2001)(Jacob et al 2000)
Ebolavirus Filoviridae VP35 DynLL1 PKTRNSQTQTD (Kubota et al 2009)
HIV Retroviridae integrase DynLL1 - (Desfarges et al 2009)
HHV-7 Betaherpesvirinae u19* DynLL1 TILVSRSYQTG (Martinez-Moreno et al 2003)
HHV-1 Betaherpesvirinae u19* DynLL1 GVQMAKSTQTF (Martinez-Moreno et al 2003)

Tableau 6 : Interactions connues entre DynLL1/2 et des protéines virales

Protéines virales qui interagissent avec la/les DynLL1 et/ou DynLL2. Toutes ces interactions ont été démontrées expérimentalement en double hybride, par
interaction in vitro, immunoprécipitation, cotransfection, (*): pepscan. Tableau adapté de (Merino-Gracia et al 2011)
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En analysant les domaines protéiques impliqués dans ces interactions
protéine/Dynic8, il a été identifié deux motifs protéiques tres conservés de liaison au
dimere : KXTQTX et XG(I/V)QVD (Rapali et al 2011b). Dans ces deux motifs, la
glutamine (Q) a une position centrale car elle interagit avec la seconde hélice alpha
de DynLc8 alors que le reste du peptide est au fond du sillon. Cependant, certaines
protéines ne possedent pas cette glutamine ce qui laisse envisager I'existence

d’autres types d’interaction dans le sillon ou indépendante du sillon.

Les chaines DynRb1l et DynRb2 sont les derniéres chaines légéres a avoir été
identifiées dans le complexe de la dynéine. Elles auraient des fonctions régulatrices
(Nikulina et al 2004). Le niveau d’expression de ces deux protéines est trés variable
en fonction des tissus. DynRB1 est exprimée dans tous les tissus, alors que DynRB2
n’a pas été identifiée dans le cerveau (Wilson et al 2001; Jiang et al 2001; Nikulina et
al 2004). En dehors de linteraction avec la DynIC, seulement deux protéines
cellulaires interagissant avec DynRb ont été identifiées a ce jour : Rab6 qui régule le

transport vésiculaire, et le TGF impliqué dans la prolifération cellulaire.

Pour le dimere de DynLc8, les domaines d’interaction entre la DynIC et le cargo sont
partagés. Des études structurales et thermodynamiques ont montré que les dimeres
ont plus d’affinité pour des ligands dimériques plutdt que monomériques (Alber et al
2007; Hall et al 2009; Varma et al 2010). Cette contrainte implique le déplacement
d’'une interaction avec une des DynlC pour interagir avec un des cargos. Cet
échange de partenaire n’est pas favorable d’'un point de vue thermodynamique
(Lightcap et al 2008).

Pour les diméres de DynTctex la situation est différente : les domaines d’interactions
avec les cargos sont souvent différents des domaines d’interaction avec la DynIC
comme représenté sur la figure 12. Dans cette configuration, l'interaction simultanée
des deux partenaires semble possible (Wu et al 2005; Wiliams et al
2005).Cependant, cette région est peu exposée lorsque DynTctex est dans le

complexe de la dynéine (Alber et al 2007).

Les DynRb, comme dit plus haut, auraient un réle de régulation (Nikulina et al 2004).
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chaine intermedaire

Figure 12 : Interaction cargo DynLc8 et DynTctex
A représentation de 'homodimeére de DynTctex avec la localisation de l'interaction avec le cargo en
bleu et la DynIC en vert. B : représentation de la structure 3D du dimere de DynLc8. En rouge est
identifié le sillon formé par la dimérisation. En bleu le motif consensus présent sur les cargos et la
DynIC qui s’insére dans ce sillon (Wu et al 2005).

Chaque homodimere de LC est intégré au complexe de la dynéine via une
interaction avec la DynIC. Pour les DynTctex et DynLc8, les modalités d’interaction
sont similaires: en dimérisant, ces LC forment un sillon qui accueille la DynIC comme
montré sur la figure 12. L’interaction entre DynIC et DynTctex se fait via le motif
LGMAKITQVDF localisé dans la partie N-ter de la DynIC. Contigl a ce premier motif
il y a le domaine d’interaction avec DynLc8 : KETQTP. Les DynRb, quant a elles,
interagissent dans la partie C-ter, juste en amont des 7 domaines WD (Figure 10). La
dynamique d’association de toutes ces chaines entre elles n’est pas connue, et deux

modéles sont proposes :

e Dimérisation de la DynIC dépendante de l'association aux homodiméres de
DynTctex et DynLc8 (Alber et al 2007), et ensuite interaction de DynRb: ce
modéle correspond au demi-cercle supérieur sur la figure 13

e Dimérisation de la DynIC dépendante de l'association au dimére de DynRb
(Nyarko and Barbar 2011), puis interaction avec les homodimeres de
DynTctex et DynLc8 : ce modele correspond au demi-cercle inférieur de la

figure 13
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Figure 13 : Interaction entre DynIC et les DynLC (DynTctex DynLc8 et DynRb)
Les deux modeéles d’association des DynlIC et DynLC. en haut, modéle dépendant de DynTctex et
DynLCS8 et en bas, modéle dépendant de DynRb : DynIC en rouge, DynRb en bleu, DynLc8 en vert et
DynTctex en jaune. Adapté de (Nyarko and Barbar 2011)

Au vu des connaissances actuelles sur les trois familles de DynLC dans le complexe
de la dynéine, ces protéines seraient plutdt des protéines régulatrices, ou des
protéines chaperonnes. Les DynLc8 agiraient comme des « velcro moléculaires ».
Elles auraient donc une action indirecte sur les cargos transportés par la dynéine.
Cependant on ne peut pas exclure un role de ces chaines légeres dans le transport

cytoplasmique en utilisant d’autres types d’interactions.

Ce complexe protéique est un cofacteur de la dynéine et catalyse le transport de la
dynéine le long des Mt. Cet adaptateur permet de transporter des organites mais
également le transport de cargos dans les neurones. C’est un gros complexe de 1,2
MDa qui ne posséde pas d’activité motrice propre. Il est composé de 11 sous-unités
différentes dont certaines sont présentes en plusieurs copies (Figure 14). Deux sous

structures composent ce complexe : une structure filamenteuse de 40 nm de
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longueur et un bras flexible de 25 a 50 nm. (Karki and Holzbaur 1999; King and
Schroer 2000; Deacon et al 2003; Schroer 2004)

domaine d'’interaction
avec les Mt

bras flexible

interaction avec les cargos

Figure 14 : Structure du complexe de la dynactine
La dynactine est composée de deux structures principales : la premiére, pour l'interaction avec les
cargos, est un filament composé d’un polymére de Arp1 avec une capZ d'un cété et une cap Arp11
p62 de l'autre. La seconde structure est un bras flexible qui interagit avec les Mt et/ou la dynéine.
Adapté de (Schroer 2004)

VI : Import nucléaire (introduction

L’'import nucléaire est le mécanisme permettant a des molécules et des protéines
d’étre transportées dans le noyau. Ce transport nécessite le passage de la barriere
de I'enveloppe nucléaire. Pour ce faire, des structures appelées complexes du pore

nucléaire, ou NPC, sont présentes sur toute la surface de I'enveloppe nucléaire.

Le NPC est une structure de 60 a 125 MDa, enchassée dans I'enveloppe nucléaire,
constituée d’'une trentaine de protéines différentes formant un pore que I'on peut
subdiviser en trois parties : un domaine cytosolique, un domaine central au niveau de
'enveloppe nucléaire et un domaine en panier de basket du c6té nucléaire. De
structure octogonale et plus récemment des NPCs avec une symétrie nonagonale et
décagonale (Loschberger et al 2014). Les NPC mesurent 120 nm de large pour 200
nm de long (Figure 15). Les protéines constituant les NPC sont appelées les
nucléoporines, elles sont présentes en plusieurs copies (de 8 a 56) et permettent la
structuration du NPC (Keminer et al 1999; Cronshaw et al 2002; D’Angelo and Hetzer
2008).

52



Fibrilles

| )47 cytoplasmiques
y ()

Extension
cytoplasmique |
‘. <

-

intra enveloppe -
nucléaire nneau central
-
Extension w_.
nucléaire »
¢ Panier nucléaire

Figure 15 : Structure du NPC
Représentation 3D de la structure du NPC, la membrane nucléaire (en vert) dans laquelle est inséré le
NPC. Les trois domaines : extension cytoplasmique comprenant les fibrilles cytoplasmiques, la partie
centrale intra enveloppe nucléaire contenant I'anneau central et I'extension nucléaire avec le panier
nucléaire. Adapté de (Patel et al 2007)

Le NPC est impliqué dans differents mécanismes cellulaires : organisation de la
chromatine, I'apoptose (Ferrando-May et al 2001; Hetzer et al 2005). La fonction
majeure reste cependant d’assurer les échanges entre le cytoplasme et le noyau,

donc les mécanismes d’import nucléaire.

On distingue le transport passif de petites molécules (inférieur a 10 nm) qui diffusent
a travers le NPC, et le transport actif qui dépend de la charge et de la forme des
molécules transportées. Ce dernier nécessite de I'énergie et permet le passage de
macromolécules via la participation de récepteurs qui vont d’'une part reconnaitre les
signaux de localisation nucléaire et d’autre part interagir avec les protéines du NPC.
Le signal de localisation nucléaire classique est appelé NLS « Nuclear Localization
Signal ». Le premier NLS a été identifié sur une protéine du SV40 (virus) (Kalderon et
al 1984). Cette séquence protéique est riche en a.a. basiques (lysine et arginine).
Depuis d’autre séquence NLS ont été identifiées (monopartites ou bipartites). Il n'y a
pas de séquence consensus de NLS, c’est donc la définition fonctionnelle qui définit
une NLS. Il existe également d’autres signaux d’'import nucléaire : les séquences BIB
(B like Import recepteur Binding) (Muhlh&usser et al 2001), le signal M9 (Siomi and
Dreyfuss 1995), le domaine KNS (Michael et al 1997).
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Parmi les protéines qui permettent le transport nucléaire, on distingue les importines
(ou karyophérines) et les transportines. Ces deux familles de protéines transportent

les cargos a travers le NPC en interagissant avec les Nups (Chook and Blobel 2001).
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PARTIE Il : le virus de I’hépatite B

| : Historique

Le virus de I'hépatite B (VHB) humaine a été découvert en 1963 par le Dr Baruch
Blumberg. C’est en utilisant des sérums de patients hémophiles multitransfusés
(contenant donc beaucoup d’anticorps contre les protéines du sang des donneurs)
qu’a été identifié un antigéne particulier, I'antigéne Australia, qui fat plus tardivement
reconnu comme associé a I'hépatite B (Blumberg et al 1967). En effet I'antigéne
Australia correspond a une protéine de I'enveloppe du virus, I'antigéne HBs. En 1976
le Dr. Blumberg obtint le prix Nobel de médecine pour cette découverte, associée a
la conception de la premiére génération de vaccin. Les premiéres observations
microscopiques du virus ainsi que le séquencage du génome ont été faits dans les
années 70 (Dane et al 1970; Galibert et al 1979).

Il : Taxonomie, prévalence, transmission et évolution de la maladie

Il existe six hépatites humaines de A a G (Kidd-Ljunggren et al 2002; Kramvis et al
2005) Elles sont toutes dues a des virus a ARN, excepté le virus de I'hépatite B qui
est a ADN mais qui passe par une étape ARN au cours de son cycle de réplication.
Le VHB infecte principalement les cellules hépatiques. Il appartient a une famille de
virus nommeé les hepadnaviridae. Avec les caulimoviridae (virus de plantes) ils
appartiennent au groupe des pararetrovirus. Parmi les hepadnaviridae, les virus ont
été classés en deux familles les orthohepadnavirus (virus humain, rongeurs, singes)
et les avihepadnavirus (virus d’oiseaux) Le VHB posséde huit génotypes, de A a H,
les différences de séquences nucléiques entre les génotypes sont de 5% minimum et
n’excédent pas 8%. Ces génotypes différent par leurs distributions géographiques,
leurs pathogénicités, les risques de chronicité ainsi que les capacités d’induction de

cancers (Dehesa-Violante and Nufiez-Nateras 2007).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'hépatite B est responsable de
600000 déces par an malgré I'existence d’un vaccin efficace. Le VHB a infecté 2
milliards de personnes et plus de 240 millions de personnes vivent avec une infection
chronique. C’est I'un des principaux agents infectieux responsables de cancer dans
le monde (avec les papillomavirus et le virus de I'hépatite C). Le VHB est la premiere

cause de cancer du foie. Les deux continents les plus affectés sont I'’Afrique et I'Asie.
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Introduction : Partie Il

La prévalence du virus est variable, les régions de faible prévalence étant I’Amérique
du nord et 'Europe de l'ouest. Il y a des zones géographiques avec une prévalence
« modérée » en Europe de l'est, en Russie, au Japon, en Amérique du sud et en

Australie. La Chine, I'Asie du sud-est et I'Afrique sub-saharienne sont des zones a

haute prévalence (Figure 16).

Figure 16 : Prévalence de I’Ag HBs dans le monde en 2005
Carte représentant la prévalence de I’Ag HBs. Du vert clair au vert foncé : prévalence faible, modérée
et élevée (Ott et al 2012).

Les personnes infectées chroniqguement sont le réservoir naturel du virus. Chez ces
patients, les nouveaux virus sont retrouvés majoritairement dans le sang, mais
également (en plus faible quantité) dans le lait maternel, la salive, le sperme et I'urine
(Davison et al 1987). Le virus est a titre de comparaison 100 fois plus infectieux que
le VIH. La contamination se fait par voie sexuelle, sanguine et de la mére a I'enfant
lors de I'accouchement (Shepard et al 2006). Le développement d’'une chronicité qui
est diagnostiqué par la présence d’Ag pendant plus de six mois, est fonction de I'age
de linfection : plus l'infection survient jeune, plus le risque de chronicité est élevée
(Figure 17).
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Figure 17 : Développement chronique de I'infection en fonction de I’age d’infection
Adapté de (Goldstein et al 2005)

L’hépatite B peut évoluer de différentes maniéres selon la réaction immunitaire des
patients contre le VHB : La premiére phase de la maladie est une hépatite aigue
(dans certains cas fulminante). Dans 60% des cas, l'infection est asymptomatique
alors que 40% présentent des signes cliniques d'une hépatite (ictére, trouble
digestif). La maladie dure quelques semaines et dans 90% des cas les personnes
infectées développent une immunité efficace qui permet la guérison. Dans le cas
contraire, c’est une hépatite chronique, souvent asymptomatique (Chu and Liaw
1997), qui s’installe car le virus n’est pas totalement éliminé (équilibre entre réaction
immunitaire et réplication virale d a la présence de '’ADNccc qui persiste dans les
hépatocytes infectés). Dans 30% des cas d’hépatite chronique, il existe une
inflammation chronique du foie entrainant une fibrose hépatique. Cette pathologie
peut aboutir a une cirrhose, et finalement a un cancer du foie (carcinome

hépatocellulaire HCC). Certains patients présentent un HCC sans cirrhose.

Il : Vaccin et traitement

Le tout premier vaccin a été mis au point en 1976 et était composé d’antigenes de
surface HBs (cf chapitre concerné) purifiés a partir de sérum de patients infectés

(Maupas et al 1976). La derniere génération de vaccin est commercialisée depuis
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1982. Ils sont produits par génie génétique. Ces vaccins sont constitués de protéines
de surface recombinantes produites chez la levure (ENGERIX.®.-B : GSK) ou en
utilisant des cellules CHO (RECOMBIVAX HB®: Merck) La prévention contre
infection repose sur la sensibilisation des personnes vivant dans les zones
géographiques a forte prévalence, associée a ces vaccins qui ont une efficacité de
90 a 95%. La réponse au vaccin est mesurée en dosant le taux d’anticorps

neutralisants anti HBs.

La plupart du temps les patients guérissent spontanément de linfection. Les
traitements sont majoritairement utilisés pour lutter contre I'infection chronique. lls ont
pour but de réduire la charge virale et de réduire les risques d’hépatocarcinome
(HCC). 1l existe deux grandes familles de molécules thérapeutiques : les
immunorégulateurs, pour stimuler la réponse immunitaire, et les drogues antivirales

pour bloquer la réplication du virus (Marcellin et al 2005).

L’immunorégulateur : I'interféron o (IFN-a) associé a un polyéthyléne glycol, Peg-
IFN- a, a une durée de vie plus longue que IFN-o et a permis de réduire les doses
d'IFN- o« administrées. Cette cytokine permet de bloquer la synthése protéique
virale, d’activer les cellules immunitaires (Lymphocytes T et Natural Killer) et
d’augmenter la présentation par le complexe majeur d’histocompatibilité de type |
(CMHI). Ce traitement est efficace dans seulement 20% des cas et présente de
nombreux effets secondaires: symptdmes grippaux, fatigue, anomalie

hématologique...

Les analogues nucléosidiques (Lamivudine, Entécavir, Telbivudine) et deux
analogues nucléotidiques (Adéfovir et Tenofovir) ont amélioré le traitement de
’hépatite B. Il y a cependant une persistance de I'ADN viral dans les cellules
(ADNccc). Sur de longues durées ces traitements entrainent des mutations chez le

VHB qui permettent la résistance aux médicaments (Zoulim 2011).

D’autres approches sont a I'étude : des vaccins a ADN codant les protéines de
surface (Lebray et al 2003). et les PNAs (Peptide Nucleic Acids) qui en s’hybridant
sur les acides nucléigues viraux inhibent la transcription ou la traduction par
encombrement stériqgue (Chen et al 2007). Avec l'identification récente du NTCP
comme protéine impliquée dans I'entrée du virus, des molécules inhibant I'entré des

virus sont a I'’étude (Myrcludex B) (Yan et al 2012; Lempp and Urban 2014).
58



|V : Biologie moléculaire du virus de I'hépatite B

V.1 : Structure des virions

La majorité des virions sont infectieux ce qui fait du VHB un virus trés efficace. Le
virion mature a un diamétre de 42 nm. Les virions matures sont constitués d’'une
enveloppe dans laquelle s’insére trois glycoprotéines qui sont les protéines de
surface : SHBs (small), MHBs (médium) et LHBs (large). A l'intérieur de cette
enveloppe, il y a la nucléocapside composée de 240 copies de la protéine HBc
capsides de symétrie T4). Il existe également des capsides constituées de 180
copies de la protéine HBc (capside de symétrie T3). La capside contient le génome
du virus qui est une molécule d’ADN relachée partiellement double brin (ADNrc). La
polymérase virale est covalemment attachée a I'extrémité 5 de I'ADN. Dans la
capside on trouve également une protéine kinase cellulaire : la PKC et des protéines
chaperonnes HSP70 et HSP90 (Hu et al 1997; Wittkop et al 2010). Les cellules
infectées relarguent en plus des virions, de nombreuses vésicules lipidiques
possédant les protéines d’enveloppe virale, appelées particules pseudo-virales, et se
présentant sous formes filamenteuses et sphériques en excés de 1000 a 10000 fois
par rapport aux virions (Figure 18). Ces particules sont retrouvées en grandes
guantités dans le sérum de patients. Elles agiraient comme un leurre sur le systéme

immunitaire (Patient et al 2009).
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Figure 18 : Particule de Dane, forme filamenteuse et sphérique
A : microscopie électronique de VHB contenu dans le sérum de patient infecté d’aprés (Stannard et al
1973) B : schéma de la particule de Dane. A l'intérieur de la capside (en rouge) est représenté ’ADNrc
avec la polymérase (en vert) et la PKC (en gris). L'enveloppe est constituée de protéines de surface
LHBs (bleu clair) de protéines MHBs (bleu) et de protéines LHBs (en bleu foncé). C : schémas des
formes filamenteuses. D : schémas des sphéres.

V.2 : Génome viral

Le génome a ADN partiellement double brin du VHB est extrémement compact avec
environs 3200 nucléotides (Figure 19). Il est composé d’'un brin négatif contenant
une redondance de 7 a 10 nucléotides sur laquelle se fixe covalemment la
polymérase virale. Le brin positif est plus court, de taille variable (entre 1100 et 2600
nucléotides). Le brin positif contient une coiffe ARN en 5’. Le génome a une forte
capacité codante, le brin négatif posséde quatre cadres de lecture (ORF) qui se
chevauchent et des éléments de régulations transcriptionnelles et post-
transcriptionnelles.

L’ORF P couvre 80% du génome et code pour la polymérase virale (Figure 19 en
vert).

L’ORF S chevauche 'ORF P et code pour les 3 protéines de surface HBs. Il est
composé de 3 régions distinctes que 'on nomme préS1, préS2 et S. Un codon
d’initiation est placé au début de préS1 pour I'expression de la protéine LHBs. Un
second codon d’initiation est placé au début de préS2 pour I'expression de la
protéine MHBs. Le troisieme codon d’initiation est placé au début de S et permet

I'expression de la protéine SHBs (Figure 19 en rouge).
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L’'ORF C qui chevauche I'extrémité 5’ de 'ORF P. Le premier codon d’initiation
permet I'expression de la protéine préHBc qui aprés maturation donnera I'antigéne
HBe. Le second codon d’initiation en phase permet I'expression de la protéine HBc,
sous-unité constitutive de la capside (Figure 19 en noir).

L’ORF X chevauche I'extrémité 3’ de 'ORF P et code pour la protéine HBx (Figure

19 en cyan).

P preS2/S

PprcSI

D
core/e

/90/

Figure 19 : Organisation des cadres de lecture du génome de VHB

Le génome est représenté au centre par des cercles rouges et bleus montrant les deux brins d’ADN
les éléments de régulation transcriptionnelle : les promoteurs (PpréS1, PpréS2/S, Px et PHBc/e),
enhancers (Enhl et Enhll) et Glucocorticoide Responsive Element (GRE). Les positions nucléotidiques
des débuts et fins de cadre de lecture ont pour origine le site de restriction EcoRI (dans le domaine
préS2). Les protéines de surface HBs avec les domaines préS1, préS2 et S sont représentées en
rouge et rose, la polymérase est représentée en vert, la protéine HBx est représentée en bleu et HBc
et préHBc sont représentées en noir (d’aprés Kann M., Hepatitis B Virus, chapitre 2, edited by C.L. Lai
and S. Locarnini, second edition, ISBN 978-1-901769-14-2, 2008).

Les éléments de régulation transcriptionnelle sont contrdlés par des facteurs
cellulaires et viraux.

Enhancer | (Enh 1) stimule la transcription de tous les ARN viraux. Mais également
de géne codant pour des facteurs cellulaires tels que NF-kb, NF-1 et AP-1, et d’autre
facteurs qui sont hépato-spécifiques : C/EBP, HNF-3 et 4 (Kosovsky et al 1996).
Enhancer Il (Enh II) est régulé par des facteurs hépatiques : C/EBP et HNF-4
(Kramvis and Kew 1999).

GRE est stimulé par les glucocorticoides et augmente I’activité de Enh | (Tur-Kaspa
et al 1988).
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NRE inhibe la transcription de 'ARNm HBe via différents facteurs: NRE binding
protein, MBPI, RFXI (Buckwold et al 1997).

L’élément CCAT régule négativement la transcription du promoteur préS1 mais
active la transcription de ’ARNm des protéines MHBs et SHBs (Bock et al 1999).

Les promoteurs contrlent la transcription des différents génes: Px, PHBcle,
PpréS1, PpréS2/S (Cattaneo et al 1984).

Il existe des systémes de régulation au niveau de 'ARN :

Le signal de polyadénylation : tous les ARNm se terminent en 3’ par une queue
polyA. Le « post transcriptional element » qui prévient I'épissage des ARNm viraux
(Donello et al 1996). Le signal € de ’ARNpg est le site d’attache de la polymérase sur
'ARN et va également servir a linitiation de la réplication du brin négatif. La
présence de ce signal € en 5’ de 'ARNpg sert de signal d’encapsidation (Knaus and
Nassal 1993).

V.3 : Protéines structurales

Les 3 protéines de surface : SHBs ; MHBs et LHBs sont également appelées
protéines de I'’enveloppe. Elles sont codées par TORF S composé des régions préSi,
préS2 et S. Il contient 3 codons d’initiation en phase. Les protéines traduites ont
toutes le méme domaine C-terminal de 226 a.a. mais different par leur région N-ter.
La protéine MHBs posséde 55 a.a. de plus que SHBs en N-ter (domaine préS2) et la
protéine LHBs possede 119 a.a. de plus que MHBs en N-ter. Ces trois protéines sont
adressées au réticulum endoplasmique (RE) ou elles s’inserent dans la membrane.
Une fois dans le RE que certains a.a. de ces protéines seront glycosylées. Il y a des
N-glycosylation sur les asparagines et des O-glycosylation sur les résidus sérines et

thréonines.

La protéine SHBs est la plus abondante, représentant environ 85% des protéines de
surface de [I'enveloppe. C‘est une protéine contenant quatre domaines
transmembranaires (TM1 a TM4) et une boucle antigénique (BAG) également appelé
(MHR Major hydrophilic loop) entre le TM2 et le TM3. Cette boucle sera exposée a la
surface des particules virales (Maupas et al 1976). SHBs a deux formes: une

protéine non glycosylée (P24) et une protéine glycosylée sur l'a.a. 146 (GP27)
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(Peterson 1981). La forme glycosylée représente environ 40% des protéines de
surface sur la particule virale (Glebe and Urban 2007) (Figure 20A).

La protéine MHBs est composée de 281 a.a. Cette protéine est moins abondante
dans les particules virales. Elle a la méme topologie que SHBs : quatre domaines TM
et une boucle antigénique a la surface des particules virales. Le domaine préS2
rajouté sera également exposé a la surface des particules virales. Cette protéine
peut étre monoglycosylée sur I'a.a. 4 de préS2 (protéine GP33) ou diglycosylés sur
'a.a. 146 de S et sur 'a.a. 4 de préS2 (protéine GP36). La glycosylation semble
nécessaire pour la maturation des protéines M (Figure 20B).

B :;‘preSZ;-j.‘El\y::/

O-Q'VC =
B

Figure 20 : Modeles topologiques des trois protéines de surface.
A: SHBs, B ; MHBs, C et D : LHBs (d’aprés Kann M., Hepatitis B Virus, chapitre 2, edited by C.L. Lai
and S. Locarnini, second edition, ISBN 978-1-901769-14-2, 2008)

La protéine LHBs est composée de 389 a 400 a.a. selon les génotypes. Elle differe
de MHBs par I'ajout en N-ter de préS1. L'extrémité N-ter est ancrée dans la bicouche
lipidique par la myristylation de I'a.a. en position 2 de préS1. Cette protéine possede
deux topologies pour les domaine préS1 et préS2 de la LHBs : il peut étre orienté
vers l'intérieur de la particule et interagir avec la capside via le domaine matrice (a.a.
92 a 113) (Prange and Streeck 1995; Seitz et al 2007), ou alors il peut étre orienté
vers I'extérieur, a la surface des particules virales, et permettre I'interaction, via le
domaine s’étendant de I'a.a. 2 a 47, avec un récepteur (NTCP) présent a la surface

des hépatocytes (Yan et al 2012). L’analyse de virions purifiés a partir de sérum de
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patient en microscopie électronique a permis d’identifier deux morphotypes :
« compact morphology » et « gapped morphology ». Ces types de virions résultent
de différences structurales retrouvées au niveau de PreS1 qui est soit localisé a

l'intérieur de la particule ou exposé a la surface (Seitz et al 2007).

Plus tardivement dans le cycle de réplication viral, les protéines de surface auraient
une fonction lors du bourgeonnement des nouveaux virus et des pseudo particules
(Bruss 2004).

La protéine HBc
Egalement appelé P21, cette protéine est codée par 'ORF C. Elle est traduite de
’ARNpg. C’est une protéine de 21.5 kDa qui selon les génotypes est composée de
183 a 185 a.a. Elle est trés conservée d’'un génotype a l'autre. La localisation
subcellulaire de HBc est variable, elle est détectée dans le cytoplasme mais

également dans le noyau (Li et al 2010).

Nter Cter

Protéine
1 149 183
—— |

TVVI_'\f’il:'\’)Iié_IiR;S PRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQd

ARD-1 ARD-I ARD-I ARD-IV
[ 163 NLS 183 | Yeh et al, 1990

145 NLS 156 ] [ 163 NLS 183 | Eckhardt ef al, 1991
[ 158 NLS 175 | Kann et al, 1999

Figure 21 : Protéine HBc du VHB
Représentation schématique de la protéine HBc HBV : ARD : Arginin Rich Domain, NLS : Nuclear
Localization Signal. Adapté de (Li et al 2010).

Comme on peut le voir sur la figure 21, la protéine est composée de deux domaines.
Le domaine N-ter s’étend des résidus 1 a 149 (151 en fonction du génotype). Les
149 premiers a.a. sont suffisants pour permettre ’homodimérisation. Le domaine C-
ter est constitué des 34 derniers a.a. Ce domaine comprend quatre domaines riches
en arginine : domaine ARD (Arginin Rich Domain) et également un signal de
localisation nucléaire (NLS) (Kann et al 1999). Structuralement, le domaine C-ter est

flexible, il est a I'intérieur de la capside en présence d’ARNpg, mais lorsque les
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capsides contiennent un génome mature (ADNTrc) la partie C-terminal incluant le NLS

devient exposée a I'extérieur de la capside.

La capside
Le domaine N-ter de la protéine HBc est également appelé domaine d’assemblage.
En effet, ce domaine a Iui seul permet la formation de capsides. Cette protéine est
hélicoidale (Crowther et al 1994; Wingfield et al 1995; Bottcher et al 1997).
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capside (T4)

Figure 22 : Structures cristallographiques du monomeére de HBc, du dimeére et de la capside
A représentation des cing hélices alpha du monomére de HBc. Sont identifiés sur la figure les hélices
alpha 3 et 4. B dimére de monomére de HBc (bleu et rouge) les hélices alpha 3 et 4 forment la pointe
immunogénique. En vert sont identifiées les cystéines 61 impliquées dans la formation d’'un pont
dissulfure interchaine, en jaune sont identifiées les cystéines 48. C : capside entiere de symétrie T4
ol les monomeres sont de couleur bleue, rouge, verte et jaune. Adapté de (Wynne et al 1999).

Les cinq hélices alpha s’organisent en structure antiparalléle et forment une pointe
entre les hélices trois et quatre. Ces deux hélices constituant une surface tres
hydrophobe, elles favorisent leur dimérisation en formant des groupes de quatre
hélices (Figure 22). Des ponts disulfures inter-chaine ont été identifiés. Un via la
cystéine 61 qui se forme a l'interface du dimere (Zhou and Standring 1992). Ce pont
disulfure joue un réle majeur dans la stabilité des capsides (Selzer et al 2014). Un
autre pont disulfure impliquant la cystéine 183 a été identifié apres expression de
HBc dans des cellules eucaryotes (formation de pont disulfure entre les deux
cystéines 183 d’'un dimére de HBc) et dans des bactéries (formation de pont disulfure
entre les cystéines 183 de différents dimeéeres de HBc) (Seifer and Standring 1994).
Trois diméres s’associent pour former des hexameres de HBc qui s’assemblent pour
former la capside. La capside dont la taille a été déterminée en cryomicroscopie
électronique mesure 36 nm et a une structure icosahédrique. Deux structures

différentes ont été observées en microscopie électronique et en cryomicroscopie
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provenant de capsides assemblées in vivo et in vitro (Cohen and Richmond 1982;
Crowther et al 1994; Conway et al 1997):
e La forme minoritaire : forme T3 est composée de 180 monomeéres de HBcC
pour un diamétre de 32 nm
e La forme majoritaire : forme T4, qui représente 80 a 90% des capsides, est
composée de 240 monoméres de HBc pour un diametre de 36 nm

Ces structures ont a leur surface des pores de 1,3 nm permettant la diffusion de

petites molécules comme les nucléotides.

La capside dans le cycle de réplication du virus
La capside via les résidus 76 et 82 de HBc interagit avec le domaine preS1 de la
protéine de surface L du VHB (Bruss 1997). Dans les étapes précoces de I'infection,
la capside permet le transport du génome jusqu’au noyau des cellules hépatiques
(Rabe et al 2006). Le génome est ainsi protégé des réponses cellulaires (TLR : Toll
Like Receptor). La séquence NLS présente dans le domaine C-ter de HBc permet le

transport des capsides jusqu’au panier nucléaire du NPC.

Plus tardivement dans le cycle de réplication du virus, ce domaine C-ter est important
pour la maturation du génome qui va passer de la forme ARNpg a ADNrc (voir X.8 :
retrotranscription de '’ARNpg). Ce mécanisme se déroule exclusivement dans la

capside.

Plusieurs sérines peuvent potentiellement étre phosphorylées. Le laboratoire a
montré I'implication la Protéine Kinase C (PKC) dans la phosphorylation de HBc
(Wittkop et al 2010). D’autres protéines kinases phosphorylent la protéine HBc :
SRPK 1 et 2 (Serine/Arginine protein specific kinase 1 et 2) (Daub et al 2002),
cdc2/cdk2 (cyclin dependant protein kinase) (Yeh et al 1993; Ludgate et al 2012) et
une sérine kinase de 46 kDa (Kau and Ting 1998). De récents travaux montrent que
I'état de phosphorylation de HBc est dépendant des protéines qui interagissent avec
HBc (Ludgate et al 2011). Le role des phosphorylations est important dans plusieurs

étapes du cycle de réplication du virus :

e L’import nucléaire (Kann et al 2007).

e L’encapsidation de 'ARNpg via la sérine 164 (Le Pogam et al 2005).
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e La réplication du génome (Gazina et al 2000; Basagoudanavar et al 2007). La
phosphorylation de la sérine 172 est requise pour la synthése du brin positif

de 'ADNrc (Lan et al 1999).
Cependant I'état de phosphorylation des capsides in vivo est trés mal connu. Au
regard des protéines kinases hypothétiquement impliquées, la compréhension des
mécanismes cellulaires et viraux dépendant de ces phosphorylations est compliquée.

Les capsides recombinantes
La protéine HBc a été exprimée dans les cellules de différents organismes, bactéries
(Burrell et al 1979; Stahl et al 1982), levures (Rolland et al 2001), cellules d’insecte
(Seifer et al 1998), cellules de mammiferes et des ovocyte de Xenopus laevis (Seifer
et al 1993) (travaux non publiés de nos collaborateurs P Pumpens, Riga) et a chaque
fois I'expression hétérologue de la protéine HBc a conduit, de par ses propriétés
d’assemblage, a la production de capsides dans ces cellules. Systématiquement, lors
de leur assemblage, de I'’ARN messager cellulaire se retrouve encapsidé « au
hasard ». Des capsides peuvent également s’assembler in vitro (Ceres and Zlotnick
2002) cependant 'ARN accelére I'assemblage (Rabe et al 2009). Les capsides
surexprimées chez la levure sont phosphorylées par une kinase endogéne (Freivalds
et al 2011) et acétylées (Watelet et al 2002). Des capsides ont également été
produites et purifiées a partir de cellules d’insecte. Les capsides produites a partir
d’E.coli et de P.pastoris sont purifiées par centrifugation sur gradient de saccharose
suivie d’'une chromatographie d’exclusion de taille. Des observations en microscopie
électronique a partir des capsides recombinantes ont permis d’observer des capsides
T3 et T4 (Crowther et al 1994). Cependant il semblerait que la vitesse d’assemblage
influence les proportions des deux symétries. Des acides nucléiques (ARNm) sont
encapsidés dans les deux types de capside. Ces capsides recombinantes ont permis
des études structurales en cryoelectromicroscopie (CryoEM) et par cristallographie
aux rayons X (Bottcher et al 1997; Conway et al 1997; Yu et al 2013). Des méthodes
d’encapsidation de composés ont également été étudiées: une méthode
d’encapsidation de la GFP a été mise au point (Lee and Tan 2008). Ces capsides
recombinantes sont également utilisées pour la mise en place de tests diagnostiques

pour la détection d’anticorps anti HBc dans les sérums de patients. (Li et al 2007)

IV.4 : Protéines non structurales
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La polymérase (P) est codée par 'ORF P traduite a partir de 'ARNpg. Elle est
composée de 832 a 845 a.a. selon le génotype, pour une masse moléculaire de 90
kDa. Cette protéine est composée de quatre domaines identifiés et distincts (Figure
23). De I'extrémité N-ter vers la C-ter, on trouve successivement le domaine TP
« Terminal Protein », le domaine Spacer, le domaine RT « Reverse Transcriptase »

et finalement le domaine RNaseH.

1 178 336 680 832

RNaseH

Spacer

YMDD

Figure 23 : La polymérase virale et ses différents domaines
Les différents domaines de la polymérase sont bornés par la position des a.a. en chiffre, le domaine
catalytiqgue ou domaine YMDD est spécifié. La barre horizontale noire représente 100 a.a.

Le domaine TP de l'a.a. 1 a 178, est essentiel pour la réplication. Deux régions du
domaine TP sont importants pour le priming : la région C-ter essentielle pour la
liaison a I'ARN, et la tyrosine 63 (Wang and Seeger 1992) qui initie la synthese
d’ADN. Une autre étude suggeére I'existence d’un autre résidu essentiel, I'arginine en

position 105 qui serait primordiale pour 'encapsidation (Shin et al 2011).

Le domaine Spacer s’étend entre les a.a. 179 et 236 et assure a la protéine une
grande flexibilité, tres importante pour la réplication. En effet le domaine TP est fixé
au brin négatif du génome viral au niveau de la structure ¢ pendant que les domaines
RT et RNaseH sont quant a eux fixés a la boucle apicale de la structure & pour
effectuer I'activité catalytique. La partie C-ter de ce domaine est indispensable pour
la liaison a ’ARNpg (Radziwill et al 1990).

Le domaine RT de l'a.a. 337 a 680, est le domaine de transcriptase inverse et ADN
polymérase de la protéine. Il contient un domaine YMDD, site catalytique de
’enzyme. Ce site est trés conservé chez tous les hépadnavirus. Ce domaine permet

la synthése du brin d’ADN négatif a partir de ’ARNpg

Le domaine RNaseH, situé en C-terminal de I'a.a. 680 a 832, permet de dégrader

I’ARN viral au fur et a mesure de la rétrotranscription.
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La polymérase s’accumule dans le cytoplasme (Cao and Tavis 2004) et une
interaction entre la polymérase et la protéine HBc a été montrée dans des cellules
d’insecte et dans les cellules HuH7 en utilisant différents vecteurs. Cependant ces
deux protéines ne coprécipitent pas et un autre facteur semble nécessaire. Les
résultats présentés dans la publication en annexe indiquent que la localisation de
HBc et des capsides dans les cellules est dépendante de deux partenaires : d'une
part, la polymérase, ce qui confirme les colocalisations observées d’autre part la

structure € de '’'ARNpg (Deroubaix et al 2014).

IV.4.2 : Protéine HbX

La protéine X est la plus petite protéine du VHB : 154 a.a. pour 17.5 kDa. Cette
protéine est conservée chez les orthohépadnavirus et absente chez les
Avihepadnavirus. HBx est peu exprimée lors des hépatites aigiies et chroniques,
mais influence la réponse immunitaire (Hwang et al 2002; Malmassari et al 2005).
Deux modifications post-traductionelles sont connues : la phosphorylation (Schek et
al 1991) et I'acétylation, lorsque HBx est exprimée dans des cellules d’'insecte (Urban
et al 1999). Elle semble nécessaire pour l'initiation et le maintien de la réplication
dans les cellules différenciées (Lucifora et al 2011), elle active la transcription de
genes cellulaires en interagissant avec des facteurs de transcription (Keasler et al
2007; Kim et al 2007). Lorsque HBx est faiblement exprimée (trés similaire in vivo) la

protéine est localisée dans le noyau (Chang et al 2001).

HBe est une protéine secrétée par les cellules infectées. Elle dérive d’'un précurseur,
la protéine préHBc (P25) qui est une protéine de 25 kDa. Bien que les protéines
préHBc et HBc soient issues de 'ORF C, la protéine HBc est traduite a partir de
’ARNpg alors que préHBc est codée par 'ARN préC. Il y a 29 a.a. supplémentaires
en N-ter pour préHBc. Dans ces 29 a.a. il y a un signal permettant 'adressage aux
voies de sécrétion le long desquelles la protéine va étre maturée. Le signal
d’adressage va étre clivé pour obtenir la protéine P22 de 93 a.a (Standring et al
1988) Les acides aminés surnuméraires (par rapport a HBc) empéchent la formation
de capsides. La protéine P22 étant engagée dans la voie de sécrétion sera clivée en

C-ter (riche en arginine) dans I'appareil de Golgi et/ou les vésicules de sécrétion par
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la furine. Il existe deux sites de clivage : aprés I'a.a. 167 produisant la protéine P20

et apres 'a.a.154 produisant I'Ag HBe qui est sécrété. (Messageot et al 2003)

Cette protéine de 17 kDa est surtout exprimée au début de l'infection. La protéine
n'est pas indispensable au cycle viral car méme si elle est impliquée dans
I’établissement de la persistance, elle ne semble pas avoir de réle dans son maintien.
Le dosage de cette protéine est cliniquement utilisé comme marqueur de I'évolution
de l'infection (corrélation entre quantité HBe et la charge virale). Lors de l'infection
apres une phase d'immunotolérance peut survenir une phase d'immunoclairance
avec une réaction lymphocytaire cytolytigue qui fait augmenter le taux des
transaminases et diminuer la réplication virale. Cela se traduit aussi par une
diminution de la charge virale et une sécrétion de I'Ag HBe, au cours du temps des
Ac anti HBe apparaissent : c’est la séroconversion HBe. C’est est un mécanisme

encore mal connus (Lai and Yuen 2007).

V: Cycle de réplication du VHB
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Figure 24 : Cycle viral du VHB

Schéma résumant le cycle viral dans un hépatocyte infecté par le VHB. 1) Aprés fixation aux héparanes sulfate présent sur les glycosaminoglycanes et au
récepteur NTCP a la membrane plasmique basolatérale, le virus est endocyté puis libére la capside dans le cytoplasme. 2) Celle-ci migre jusqu’au NPC en
utilisant le réseau de Mt. 3) Dans le NPC la capside se désassemble et le génome est libéré dans le noyau. 4) La polymérase virale convertit ’TADNrc en
ADNCccc. 5) L'ADNCccc est transcrit en ARNm et en ARNpg. 6) Ces ARN sont exportés vers le cytoplasme. 7) La polymérase neosynthétisée s’associe avec
I’ARNpg et avec HBc pour former des capsides immatures. 8) La rétrotranscription de 'ARNpg permet la formation de capsides matures qui vont soit étre
redirigées vers le noyau pour augmenter le pool d’ADNccc, soit enveloppées au niveau des corps multivesiculaires. 9) Les particules assemblées sont
dirigées vers la membrane cytoplasmique via I'appareil sécrétoire pour étre libérées dans le milieu extracellulaire.
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V.1 : Entrée du virus

Le VHB a une spécificité d’hbte restreinte, il niinfecte que 'Homme et le singe.
Cependant il y a des équivalents au VHB dans les autres especes : DHBV (canard),
WHBYV (marmotte) tres différent du VHB et appartenant aux orthohepadnaviridae. On
le retrouve principalement dans les hépatocytes (Mason et al 1993) mais également
dans les lymphocytes (Laure et al 1985), les cellules pancréatiques (Yoshimura et al
1981)... Cependant le VHB ne peut se répliquer que dans des cellules hépatiques
(Gripon et al 1988). L'entrée du virus dans les cellules se fait en trois étapes : i)
attachement aux cellules hépatiques, ii) I'endocytose (clathrine et/ou cavéole
dépendante (Cooper and Shaul 2006; Macovei et al 2010)) ou fusion, iii) la libération

de la capside dans le cytoplasme.

L’attachement des virus aux hépatocytes nécessite des interactions entre le virus et
les cellules. Cet attachement est localisé a la membrane basolatérale des
hépatocytes. Les modéles cellulaires d’infection par le VHB étaient tres compliqués a
mettre en place. Ces modeles utilisaient des lignées primaires d’hépatocytes (PHH :
Primary Human Hepatocyte et PTH Primary Tupaia Hepatocyte). Ces cellules
primaires, de qualité variable perdent leur permissivité a l'infection par le VHB cing
jours apres la mise en culture. A partir des années 2000, un modeéle basé sur une
lignée de cellules d’origine hépatique: les HepaRG a été mis en place. Les conditions
d’infection de ces cellules apres différenciation ont été mise au point (Gripon et al
2002). Cependant, l'efficacité de l'infection demeurait trés basse, voisine de 10%.
Ces modeles infectieux ont permis d’obtenir quelque données : I'attachement des
virus aux cellules se fait par I'intermédiaire du domaine préS1 de la protéine LHBs
exposeée a la surface des virus (Glebe and Urban 2007). Ce domaine interagit avec
les cellules via les a.a. 3 a 77 (Le Seyec et al 1998). La myristylation de l'a.a. 2
(glycine) est nécessaire (Gripon et al 1995). Le role des glycosaminoglycanes a été
mis en évidence. En effet, LHBs interagit avec les heparanes sulfates présents sur
les glycosaminoglycanes. Cette interaction est réversible et ne permet pas a elle
seule I'entrée des virus dans les cellules (Sureau and Salisse 2013). Quelques
récepteurs candidats ont été proposés en utilisant ces modeles : I'annexine V,
I'apolipoprotéine H, la fibronectine, la carboxypeptidase D... (Neurath and Strick
1994; Budkowska et al 1995; Glebe and Urban 2007). Toutes ces protéines semblent
pouvoir interagir avec préS1 mais n’ont pas permis de mettre en place un systéme
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infectieux. Depuis 2012, et l'identification du transporteur de taurocholate SLCA10A1
(NTCP) comme étant un récepteur d’entrée du virus dans les cellules hépatiques, a
permis de faire des progrés significatifs (Yan et al 2012). Depuis deux ans de
nombreux laboratoires ont travaillé de pair sur la mise en place d'un systéme
infectieux beaucoup plus facile a utiliser (Watashi et al 2014) (Données non
publiées : International HBV meeting 2013 et 2014). Nous ne disposons pas encore
de ce systéme dans notre laboratoire, mais nous essayons actuellement de le mettre

en place.

Les étapes d'endocytose ou de fusion ne sont pas connues. Depuis peu,
I'endocytose est I'hypothese la plus probable. Des résultats obtenus sur des PHH
suggerent une endocytose clathrine-dépendante (Cooper and Shaul 2006) alors que
I'utilisation de cellules HepaRG différenciées oriente plutdt vers une endocytose
caveole-dépendante (Macovei et al 2010). Aprés endocytose, le virion fusionnerait
avec la membrane endosomale pour libérer la capside dans le cytoplasme. Pour la
fusion de I'’enveloppe du virus avec la membrane endosomale l'acidification ne

semble pas nécessaire.

V.2 : Migration de la capside via le réseau de Mt

Apres le relargage des capsides dans le cytoplasme, elles doivent étre transportées
jusqu’au noyau pour y délivrer le génome viral. L’'unique travail sur cette étape a été
réalisé jusqu’a présent par notre équipe. Des colocalisations de capsides avec des
Mt ont été observées chez des cellules HepG2.2.15 fixées. En utilisant la lipofection
de capsides matures qui permet une infection productive, le génome libéré du virus
peut étre détecté par Fish (hybridation in situ en fluorescence) en condition native
dans le noyau des 15 min. Le transport est donc rapide ce qui suggere un
mécanisme actif. En utilisant du nocodazole, agent qui dépolymérise les Mt, le

génome n’est alors plus transporté jusque dans le noyau (Rabe et al 2006).

Lorsque les capsides arrivent a la périphérie nucléaire, le mécanisme de
détachement des Mt apres le transport est completement inconnu et demeure tres
énigmatique, non seulement pour les virus en général, mais également pour les
cargos cellulaires qui doivent atteindre le noyau en utilisant les Mt. C’est une étape
qui doit étre rapide. Pour les virus et cargos cellulaire, cette étape n’est pas

synchrone, aussi il s’avére ardu de travailler sur ce mécanisme. Des mutants
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« naturels » de virus blogués a cette étape pourraient étre de bons outils, mais
difficiles a obtenir car défectifs et donc inconnus. Quelques pistes de travail peuvent
tout de méme étre envisagées comme les mécanismes permettant le détachement
des Mt du MTOC (McBeath and Fujiwara 1990), les mécanismes de détachement
des cargos a la membrane cytoplasmique (a I'extrémité positive des Mt) (Mimori-
Kiyosue et al 2000), la dissociation des MAPs et surtout du complexe de la dynéine
(Redwine et al 2012; Cleary et al 2014).

V.3 : Import nucléaire et libération du génome

L’import de la capside du VHB est possible grace aux protéines HBc. En effet
chacune des protéines HBc contient une séquence de localisation nucléaire (NLS)
dans leur partie C-ter (Kann et al 1995). Ce motif NLS devient exposé pendant la
maturation du génome et va étre reconnu par limportine o (Rabe et al
2003). L’importine o est une protéine adaptatrice qui va elle-méme étre reconnue par
importine B qui est une protéine d’'import nucléaire (Rabe et al 2003) (Figure 25A).
Le complexe capside/importines va alors pouvoir traverser le NPC pour arriver
jusqu’au panier nucléaire (Figure 25B). C’est dans cette structure du NPC que se
localise la Nup153. Nous avons montré que la Nup153 stoppe la capside dans le
panier en interagissant avec le complexe capside/importines (Schmitz et al 2010)
(Figure 25C). Le mécanisme de libération du génome n’est pas encore connu

précisément et est en cours d’étude au laboratoire (Figure 25 D, E et F).
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Figure 25 : Import nucléaire des capsides du VHB

A. formation du complexe capside/importines. B. transport du complexe capside/importines jusqu’au
panier nucléaire. C. interaction de RanGTP avec les importines entrainant la dissociation du complexe
capside/importine. D. Apres la dissociation des importines, la capside interagit directement avec la
Nupl53. E. les capsides se désassemblent F. le génome viral est libéré dans le noyau, les sous-
unités de capsides vont également dans le noyau. Nup153 en rouge, importines o et B en vert la
capside est représentée par ’hexagone contenant le génome (cercle noir) et la polymérase (en gris).
(Schmitz et al 2010)

V.4 : Réparation et conversion du génome viral

Le génome est libéré sous forme circulaire relachée, partiellement double brin. Seul
le brin négatif est complet. L'ADN est converti en ADN circulaire covalemment clos
(ADNccc) qui sera utilisé comme matrice pour la transcription des ARN. Cette
conversion nécessite plusieurs étapes pas encore bien définies tant dans leur ordre
respectif que par les enzymes impliquées. Plusieurs étapes doivent cependant étre
nécessaires (Figure 26). La polymérase est éliminée en 5’ du brin négatif (Kdniger et
al 2014). TDP2 (tyrosyl-DNA-phosphodiesterase 2) cliverait la liaison entre la
tyrosine et la polymérase (A), ensuite il y a le clivage de la redondance (B) puis la
suppression de la coiffe ARN en 5’ du brin positif (C). La finalisation de la synthése
du brin positif (D) et la ligation des extrémités 5 et 3’ des deux brins (E). Puis
finalement I'enroulement en minichromosome (F) grace aux histones acétylées
(Lucifora et al 2008).
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Figure 26 : Réparation du génome viral
Les étapes des différents mécanismes de A a F sont énumérées dans le texte. Le génome est
représenté par les cercles en noir, la polymérase en vert. Les histones en jaune

La transcription des ARN viraux s’effectue dans le noyau. Le brin négatif est utilisé
comme brin matrice pour la synthese des transcrits viraux. Cette transcription est
réalisée par I'ARN polymérase |l cellulaire (Rall et al 1983). Ces transcrits sont
classés en deux familles : les ARN de taille génomique et les ARN subgénomiques.
Tous les ARN possedent un signal de polyadénylation en 3’ et sont coiffés en 5.
Chaque ARN posséde son propre site d’initiation, comme décrit dans I'organisation
du génome. L’ARN prégénomique (pg) et '’ARN préC ont une taille supérieure a la
taile du génome (environ 3.5 Kb). Les ARN subgénomiques sont de tailles
différentes : un ARN de 0,8 kb permet la synthése d’HBXx, les ARN de 2,1 kb et 2,4 kb

permettent la synthése des protéines de surface SHBs, MHBs et LHBs.

V.6 : Transport des ARN viraux dans le cytoplasme

Le mécanisme d’export des ARN du VHB est encore inconnu. La majorité des ARN
viraux ne subissent pas (peu) d’épissage. Les séquences PRE (Post-transcriptional
Regulatory Element) sont impliquées dans I'export des ARN viraux (Huang and Yen
1995). On localise cette séquence sur tous les ARN viraux a environ 750 nt de
extrémité 3'. Elle chevauche la séquence régulatrice Enhl. Le PRE possede une
structure secondaire constituée de deux tiges boucles (Schwalbe et al 2008) ce qui
facilite I'export nucléaire en recrutant la protéine Crml, qui associée a Ran GTP
permet I'export des ARN dans le cytoplasme (Smith et al 1998). Des protéines
cellulaires pourraient cependant jouer un réle de modulateur de I'expression en

interagissant avec la structure PRE : glycéraldehyde 3-phosphate déshydrogénase
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(GAPDH) (Donello et al 1996) et la Polypyrimidine Tract Binding (PTB)(Niepmann et
al 1997; Roy et al 2013).

V.7 : Formation de la capside et encapsidation de ’ARNpg

L’assemblage des capsides est la premiere étape de la morphogénése. Cette étape
est dépendante de la quantité de protéine HBc dans le cytoplasme. La formation de
capsides est étroitement associée a I'’encapsidation de 'ARNpg qui est amorcée par
la polymérase virale sur le signal d’encapsidation ¢ présent sur ’ARNpg (Knaus and
Nassal 1993; Kramvis and Kew 1998). La séquence ¢ est une structure constituée de
65 nt organisés en une structure en épingle a cheveux composée d’'une boucle
apicale et de deux tiges séparées par une boucle interne asymétrique. Des
mutations sur la structure ¢ affectent soit I'encapsidation soit la synthese d’ADN
(Fallows and Goff 1995). Des études de spectrométrie de masse ont montré que le
repliement de la boucle apicale était essentielle pour la reconnaissance par la
polymérase (Flodell et al 2002). Des protéines HBc vont ensuite étre recrutées afin
de former la capside. La protéine HSP90, partenaire potentiel de HBc, pourrait

faciliter ce recrutement (Shim et al 2011).

V.8 : Rétro-transcription de ’ARNpg

L’ARNpg sert de matrice pour la production du brin long d’ADN négatif. Ce
mécanisme est effectué par la polymérase virale qui va transcrire ’TARNpg en ADNrc
(Beck and Nassal 2007).

La structure ¢ permet l'initiation de la réplication. La polymérase utilise la séquence
5-UUCA-3’ dans la boucle asymétrique interne de la structure ¢ comme matrice pour
la synthése de 'amorce. Cette étape d’initiation est étroitement lié a 'encapsidation
de ’ARNpg et est donc potentiellement aidé par les protéines chaperonnes.
L’initiation se localise au niveau du groupement hydroxyle de la tyrosine 63 situé
dans le domaine TP de la polymérase et forme un liaison covalente avec la guanine
de I'amorce (Beck and Nassal 2007). Ce complexe polymerase/amorce est situé en
5’ de ’ARNpg ce qui va rapidement stopper la synthese (Figure 27A). La redondance
des extrémités de 'ARNpg va permettre de continuer la synthése aprés un saut

intramoléculaire du complexe polymérase/amorce a l'extrémité 3’ (Figure 27B).
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Simultanément ’ARNpg qui sert de matrice est dégradé par la RNaseH (Figure 27C).
On obtient un intermédiaire de synthése sous forme simple brin (ADNss) (Figure
27D).

5’

ARNpg @ [(or ] L

r T
“’ Polymeérase virale i
A "'
;
i

A e {Tor1 -+ oy T
(M;
p o
B e {(or1 }-- [or2 }
i
i DR1 DR2
C e {Tor1 -+ —
DR1
DR1 DR1 |--- @
D E DR1 DR2
=
~
T ey s SO

Figure 27 : Réplication du génome de VHB
L’ARNpg et les structures ¢ sont en pointillé la coiffe est représentée par le cercle noir, la polymérase
en vert. A) initiation de la transcription inverse sur le signal € en 5 de 'ARNpg, synthése du brin
négatif (en rouge) B) translocation de I'amorce et de la polymérase en 3’ de 'ARNpg. C) élongation du
brin négatif et dégradation de ’'ARNpg par la RNaseH. D) terminaison de la synthése du brin négatif.
E) translocation de 'amorce ARN en 5’ du brin négatif, initiation de la synthése du brin positif (en vert)
puis élongation du brin (non achevé) (inspiré de de Beck, 2007).

A la fin de la synthése du brin d’ADN négatif, il reste un fragment de '’ARNpg qui va
rester hybridé a I'extrémité 3’ du brin négatif. Ce fragment va servir d’amorce pour la
synthése du brin positif. Pour cela, 'amorce est transloquée au niveau de la région
DR2 situé a I'extrémité 5’ du brin négatif. La polymérase va alors allonger I'amorce
en utilisant le brin négatif comme matrice et permette la synthése du brin court
d’ADN positif (Lee et al 2004) (Figure 27E). Lorsque la polymérase arrive a la fin de
lextrémité 5 du brin négatif, il y a un saut intramoléculaire du brin positif
neosynthéthisé sur I'extrémité 3’ du brin négatif. C’est la séquence redondante

présente aux deux extrémités du brin négatif qui permet ce mécanisme. Ce saut
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permet la circularisation du génome dans les capsides. La polymérase poursuit
partiellement la synthese du brin positif (Beck and Nassal 2007). Le brin d’ADN
positif est également appelé brin court car la polymérisation s’arréte au environ de
2400 nt. L’arrét de la synthése du brin positif peut s’expliquer par un manque de
desoxyribo nuclétoides triphosphate (ANTPs) qui ne peuvent plus diffuser a I'intérieur
des capsides lorsque celle-ci est enveloppée. De récentes données structurales
obtenues sur des capsides immatures suggérent également un encombrement

stérique (Wang et al 2012)(Wu et al, résultats non publiés HBV meeting 2013)

V.9 : Enveloppement des capsides et bourgeonnement des particules virales

L’enveloppement des capsides dépend des protéines de surface SHBs et LHBs. En
effet, la délétion de I'une de ces protéines inhibe la formation de virion (Bruss and
Ganem 1991). Au niveau subcellulaire, I'enveloppement des capsides a lieu entre le
RE et le Golgi (Huovila et al 1992). Des images obtenues en microscopie
électronique ont permis d’identifier une accumulation de capsides dans cette région.
(Liou et al 2008). La capside interagit avec la LHBs. La SHBs majoritaire dans les
enveloppes des virus, permet la multimérisation des protéines de surface (HBs) et
donc I'accumulation de protéines de surface sur une surface membranaire du MVB
réduite. Ces multimérisations sont dues a des résidus cystéine qui forment des ponts
disulfures (Mangold and Streeck 1993)

Une fois les virus enveloppés, ils sont sécrétés. Cette sécrétion se fait par
bourgeonnement. L’interaction de HBc/LHBs avec la y2-adaptin adresse les virus
vers les corps multi-vésiculaires endosomaux (MVB pour Multi-Vesicular Body)
(Watanabe et al 2007). Ces vésicules sont adressées vers différents compartiments :
les lysosomes, la voie de dégradation ou encore vers le milieu extracellulaire. C’est
le complexe ESCRT Il qui permet le bourgeonnement (Lambert et al 2007).
Récemment d’autres résultats ont été obtenus en inhibant les complexes ESCRT | et
II. Seul le complexe ESCRT Il semble nécessaire a la production de nouveaux
virions (Stieler and Prange 2014). Les pseudos particules (spheres et filaments)
retrouvées dans le sérum des patients infectés sembleraient se former dans un autre
compartiment, le ERGIC (ER-Golgi Intermédiation Compartiment) et dériveraient de

particules filamenteuses observées en microscopie électronique (Patient et al 2007).
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La surexpression de protéines de surface bloque I'entrée des virus dans les cellules.

En conséquence les cellules deviennent réfractaires a une seconde infection.
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Objectif de I’étude

L’objectif de ma thése est d’étudier le(s) mécanisme(s) cellulaire(s) impliqué(s) dans
le transport rétrograde des capsides du VHB depuis I'étape de libération des
capsides dans le compartiment cytoplasmique jusqu’a la translocation dans les
NPCs. Si les capsides semblent transportées par les Mt jusqu'a la périphérie
nucléaire (Rabe et al 2006), aucune donnée n’existe sur la mécanistique du transport
cytoplasmique du VHB. De facon générale, les études qui se sont intéressées au
transport rétrograde des virus ont montré 'existence d’interactions entre protéines
cellulaires et protéines virales. Les études in cellulo se sont focalisées sur du «

tracking » de particules et de la microscopie en temps réel.

Pour passer au travers des NPC, les capsides, mais aussi les cargos cellulaires,
doivent étre relarguées du réseau de Mt a la fin du parcours du transport rétrograde.

Ce mécanisme de détachement des Mt prés du noyau n’est absolument pas connu.

J’ai donc voulu déterminer si l'interaction des capsides du VHB avec les Mt était
directe ou indirecte et caractériser plus en détails cette interaction. Au vu de la
rapidité du relargage du génome viral dans le noyau, qui peut étre observé dés 15
min (Rabe et al 2006), les hypotheses de travail favorisaient un transport assuré par
des protéines associées aux Mt (MAPSs). Parmi ces dernieres, le complexe moteur de
la dynéine, déja impliqué dans de nombreuses interactions avec des protéines
virales (Do6hner et al 2005; Merino-Gracia et al 2011), apparaissait étre un bon

candidat.

Pendant ma these, une seule autre étude publiée a fait état de I'implication des Mt,
basé sur I'observation de colocalisations entre capsides du VHB marquées et Mt
(Sun et al 2013). Cependant I'implication des Mt dans d’autres étapes du cycle de
réplication du VHB est suggérée par I'observation que la protéine HBx active le
transport associé aux Mt (Kim et al 2007b) et que les Mt participent au processus

d’encapsidation (lwamoto et al HBV meeting 2014).

J’ai voulu étudier aussi le ou les mécanismes de dissociations des Mt. L’approche
utilisé par Bailey montrant une accumulation de particules adenovirales au MTOC

m’a semblé intéressante (Bailey et al 2003). J’ai voulu mettre en place ce systéme au

81



laboratoire pour étudier I'impact du noyau sur la dissociation des capsides du VHB
des Mt.
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Matériels et méthodes
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Matériels :
| : Produits chimigues et matériels

Produits chimiques et biologiques
Nom Fournisseur Référence
40% acrylamide/bisacrylamide Biorad 161-0148
Agarose Ozyme (Lonza) 219400680
Albumine bovine Sigma A7906
Ammonium per sulfate APS Normapyr 21333,23
Ampicilline Sigma A59518
Bleu de bromophenol (Tp charge ADN) Biorad 161-0404
Bromure d’éthidium Sigma E1510
Collagenasee Sigma C5138
DAPI Sigma D8417
Digitonine Calbiochem 300410
DTT MP biomedical 856126
Dynabeads M280 sheep anti rabbit IgG Life technologie T4816-250EA
ECL Millipore P90720
Enzymes de restriction Promega -
Facteur Xa Qiagen 33223
General tubulin buffer Tebu Bio (cytoskeleton) BSTO01-001
Glutathion réduit Fisher scientific 10204873
GTP Calbiochem 371701
Inhibiteur de Protéases Roche 11843580001
IPTG MP biomedical 2102101
Isopropanol MP biomedical 219400680
Lysat de réticulocytes de lapin (RRL) Promega L4151
LysoTracker® Fisher Scientific L-7528
Lysozyme MP biomedical 100834
Microtubule cushion buffer Tebu Bio (cytoskeleton) BST05-001
Milieu de montage DAKO S3023
MitoTracker® Invitrogen M7514
Paraformaldéhyde 16 % EM grade Delta Microscopie 15710
Protein ladder Thermoscientific 26616
Saponine Sigma 47036
SDS Euromedex EU0660
SuperSignal West Femto Fisher scientific 11859290
SuperSignal West Pico Fisher scientific 6420Y
TEMED tétraméthyléthylénediamine Sigma T9281
Tricaine methane sulfonate Sigma E10521
Triton X-100 Euromedex 85111
Tubuline Tebu Bio (cytoskeleton) TL238-C
Tubuline couplée a la rhodamine Tebu Bio (cytoskeleton) TL590M-B
Tween-20 Sigma P7949

Tableau 7 : Produits chimiques et biologiques
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http://www.tebu-bio.com/Product/027BST05-001/Microtubule_Cushion_Buffer.html
http://www.tebu-bio.com/Product/027TL590M-B

Il : Culture cellulaire et bactérienne

Nom Espéce Origine tissulaire numéro ATCC

HuH7 homo sapiens hépatique (carcinome) -

HelLa homo sapiens utérine (cancer) CCL-2

HepG2 homo sapiens hépatique (carcinome) HB-8065

HepG2.2.15 homo sapiens dérivé des HepG2 -

U20S homo sapiens osseuse (ostéosarcome) HTB-96

Tableau 8 : Lignées cellulaires utilisées
Produits pour culture cellulaire
Nom Fournisseur Référence
Collagene BD bioscience 354236
Pénicilline/Streptomycine Gibco 15140122
Poly L-lysine Sigma P4832-50mL
Trypsine/EDTA Gibco 253 00 054
DMEM Gibco 31966
Milieu CO2 indépendant Gibco 18045
Sérum de veau feetal PanBiotech P30-3302
PBS 10X Gibco 11 524 526
Produits pour culture de bactéries

Nom Fournisseur Référence
Ampicilline Sigma A59518
LB Broth Euromedex 0102-1
LB Agar Euromedex EU0031

Tableau 9 : Produits utilisés en culture cellulaire et bactérienne
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IV : Plasmides

L MW
Pr?tel_ne de Plasmides | Taille de l'insert |théorique
usion en kDa
12
S T GST Tctexl DGEX-5X-1 339 nt
GST Tctex3 348 nt 12
-5X-1 2
Dyn Lc8 GSTLL1 pGEX-5 60 nt 8
GSTLL2 pGEX-4T-1 267 nt 8
-
Dyn Lc7/Rb 221 RbL PGEX-4T-1 288 nt
GST Rb2 288 nt 7
7
DynIC GST DynlIC DGEX-5X-1 1935 nt 3
GST DynIC 295 885 nt 33
GSTLL1 C2S 260 nt 8
GST LL1 E16D 260 nt 8
GST LL1 S21A 260 nt 8
PGEX-5X-1
Dyn LL1* GST LL1 E23D e certion 260 nt 8
GST LL1 L29M EcoR1-Xhol 260 nt 8
GST LL1 H41Y 260 nt 8
GST LL1 S88A 260 nt 8
GST LL1 S88E 260 nt 8

Tableau 10 : Liste des plasmides utilisés dans ce projet
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V : Amorces pour séquencage et mutagénese

nom séquences cible mutation
pGEXfor Séquence MWG PGEX -
pGEXrev Séquence MWG PGEX -
GST_sens GCGTTCCCAAAATTAGTT GST -

mutagénese LL1

LLImutC2S_S CGAATTCATGTCCGACCGAAAGG co TGC>TCC
LLImutC2S_AS CCTTTCGGTCGGACATGAATTCG
LLImutE1l6D S ATGTCGGAAGACATGCAACAGGA E16 |GAG>GAC
LLImutE1l6D_ AS TCCTGTTGCATGTCTTCCGACAT
LLImutS21A S TGCAACAGGACGCGGTGGAGTGC s21 | Tee>aee
LLImutS21A_AS GCACTCCACCGCGTCCTGTTGCA
LLImutE23D_S GACTCGGTGGACTGCGCTACTCA E23 |GAG>GAC
LLImutE23D_AS TGAGTAGCGCAGTCCACCGAGTC
LLImutL29M_S CTACTCAGGCGATGGAGAAATAC L29 CTG>ATG
LLImutL29M_AS GTATTTCTCCATCGCCTGAGTAG
LLImutH41Y S ACATTGCGGCTTATATCAAGAAG Ha1 CAT>TAT
LLImutH41Y AS CTTCTTGATATAAGCCGCAATGT
LLImutS88R_S TCTTCTGTTCAAACGTGGTTAACTCGAG s88 TCT>CGT

LL1mutS88R_AS

CTCGAGTTAACCACGTTTGAACAGAAGA

Tableau 11 : Liste des amorces utilisées lors des séquencages et des mutagenéses dirigés
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VI : Anticorps

Nom Cible Type Source Vendeur référence Dilution wa | Diluion IF
Anticorps primaires
anti glutathion S transférase (Anti GST) GST monoclonal souris  BD bioscience 554805 1/1000 -
anti kariophérine alpha importine alpha monclonal  souris  BD bioscience 610985 - 1/500
anti HBc Ag capsides du VHB polyclonal lapin  DAKO BO586 1/3000 1/1000
Fab 3105 capsides du VHB monoclonal souris  institute of immunology Co.LTD ~ 2AHC21 1/500 1/250
anti tubuline tubuline alpha monocolnal souris  Millipore T6199 1/500 1/500
anti DynIC chaine intermediaire de la dynéine monoclonal souris  Millipore mab1618 1/500 1/500
anti DynLL1/2 chaine légére dynéine LL1/LL2 polyclonal lapin  Santa Cruz sc-13969 1/1000 1/500
anti DynLL1 chaine légére dynéine LL1 monoclonal lapin  Abcam ab51603 1/1000 1/500
anti péricentrine péricentrine monoclonal souris  Abcam ab28144 1/500 1/300
anti péricentrine pérricentrine monoclonal lapin  Abcam ab4448 1/500 1/500
Anticorps secondaires

Alexa fluor 488 donkey anti rabbit IgG  1gG de lapin - Ane Invitrogene A21206 - 1/1000
Alexa fluor 488 donkey anti mouse IgG  1gG de souris - Ane Invitrogene A21202 - 1/1000
Alexa fluor 594 donkey anti rabbit IgG  1gG de lapin - Ane Invitrogene A21207 - 1/1000
Alexa fluor 594 donkey anti mouse IgG  1gG de souris - Ane Invitrogene A21203 - 1/1000
Alexa fluor 647 donkey anti rabbit IgG  1gG de lapin - Ane Invitrogene A31573 - 1/1000
Alexa fluor 647 donkey anti mouse IgG  1gG de souris - Ane Invitrogene A31573 - 1/1000
peroxydase conjugated anti mouse IgG de souris - Ane Jackson ImmunoResearch 715035151 1/10000 -
peroxydase conjugated anti rabbit lgG de lapin - Ane Jackson ImmunoResearch 71560356152 | 1/10000 -

Tableau 12

: Anticorps primaires et secondaires
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VIl : Appareils et Kits

Appareils :

Microscope a épifluorescence axiplan (Zeiss)

Microscope a épifluorescence DMI 6000 (Leica)
Microscope confocal SP5 (Leica)

Microscope électronique a transmission (FEI Tecnai G2 Spirit)
Systéme de microinjection (Eppendorff FemtoJet)
Tailleur de résine (Leica EM TRIM)

Microtome (Leica ultracut)

Microscope électronique a transmission H7650 (Hitachi)
Agitateur (Jouan)

Centrifugeuse de paillasse (Heraus pico 17)
Centrifugeuse RC5B (Sorvall)

Centrifugeuse J230 centrifuge (Beckman)
Ultracentrifugeuse L-100XP (Beckamn)
Ultracentrifugeuse P3 (Beckman)

Ultracentrifugeuse de paillasse (Beckman)

Rotor TLA100

Rotor SW55Ti

Rotor SW33Ti

Rotor SLC4000

Rotor GSA Sorvall

Sonicateur (microson ultrasonic cell disruptor XL 5misonix)
Bloc thermique (Stuart)

Systeme pour electrophorése (Biorad)

Chemidoc (biorad)

Gel doc (biorad)

Générateur (Fisher Scientific)

Cuve agarose (Biorad)

Lecteur de plaque (Perkin Elmer)

pH métre (Hanna instrument)

Nanodrop 100 (Thermo scientific)

Systeme de transfert liquide (Invitrogen)

Systeme de transfert liquide multiple (Biorad)

Systeme de transfert sous vide (Vacuum blotter Appligen)
Développeuse Curix 60 (Agfa)

Portoirs magnétiques (magrack)

Boite de microinjection (microdish grid 500) (lbidi)
Aiguille de microinjection Femtotips (Ependorf)

Tube polycarbonate 230l TLA100(Beckman Coulter 343775)
Tubes ultracentrifugation SW28ti 38.5 ml ultra clear 342204
Tubes ultracentrifugation SW55ti 5ml ultra clear 242196
Spectrophotométre Genesys20 (Thermo scientific)

Kits :

Wizard plus SV miniprep DNA purification (Promega)
Midipre endo towine free (Promega)

89



Qiafilter plasmid midikit (Qiagen)
GenelJet gel extraction kit (Qiagen)

Xa removal Resin (Qiagen)

VIl : Tampons :

Tampon de lyse :
Tris 50 mM
EDTA2 mM

NaCl 50 mM
Lysozyme 10 pg/ml
Triton X100 0,5%
PMSF 1mM ; pH8.

Tampon de lavage :
Tris 50 mM

EDTA 2 mM

NaCl 50 mM

PMSF 1 mM ; pHS.

Tampon d’élution :
Tris 50 mM
Glutathion 10 mM ; pH8.

Solution de dialyse :
Tris HCL 50 mM
NaCl 50 mM

Glycérol 2%

DTT 2 mM
Saccharose 250 mM
pH 7.5

PBS 10X :

NaCl 1,36 M

KCIl 26,8 mM
Na>HPO4 101 mM
KH2PO4 17,6 mM
pH 7,4.

Tampon de transport :
HEPES 20 mM

Acétate de magnésium 2 mM
Acétate de potassium 110 mM
Acétate de sodium 5 mM
EGTA 1 mM

pH 7,3.

TBS 10X :
NacCl 1,36 M;
KCI 26,8 mM
Tris 250mM
pH 7,4.

TGS 10X :
Tris 0,25 M
Glycine 1,92 M
SDS 1%

pH 8,3.

Tampon de concentration 2X :
SDS 0,2%

Tris 0,25 M

pH 6,8.

Tampon de séparation 2X :
SDS 0,2%

Tris 0,75 M

pH 8,8.

Solution de coloration Coomassie :
Coomassie Brillant Blue R250 0,25%
Ethanol 45%

Acide acétique glacial 10%

Solution de décoloration :
Ethanol 20%
Acide acétique 5%

TAE 50X :

Tris2 M

Acide acétique 57%
EDTA 0.5 M pH8

TGS 10X:
Tris0.5M
Glycérol 1.92 M
1% SDS

Bleu de charge ADN:
Saccharose 50%

Bleu de bromophénol 0.25%
TAE 6X

TNE NP40 Saccharose:
Tris 10 mM

NaCl 100 mM

EDTA 1 mM

Saccharose 25%

NP40 0.75%
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Solution de transfert liquide 10X:
Tris 0.25M

Solution de clivage factor Xa
Tris HCI 500 mM

Glycine 1.9M NaCl 0.1 M
Pour préparer 1X dilution au 1/10 CaCl, 50 mM
méthanol 15% MBS :

SSC 10X : NaCl 88 mM
Chlorure de sodium 1.5 M KCl 1mM

Citrate de sodium 150 mM
TBS-T blocage.

MgSO4 0.82 mM
Ca(NO3)2 0.33 mM

CaCl> 0.41 mM
TB-S X HEPES 10 mM
Lait 5% H75
Tween 20 0.1% PH7,
TBS-T lavage : MBS sans Ca:
TBS 1X NaCl 88 mM
Tween 20 0.1% KCl 1 mM
collagéne (Becton Dickinson) dilué a H|_E|F7>E58 10mM
50 ug/ml dans de I'eau stérile acidifiée PR 7,
par de I'acide acétique 0.02M LSB -
PFA 4% : KCI 1mM
dilution de paraformaldéhyde a 16% MgCl> 0.5 mM
dans du PBS 1X HEPES 10 mM
Solution de perméabilisation IF : PH 7.5
PBS 1X
, TBS-T:
Triton X100 0.2% TBS1X
Solution de blocage IF : Tween 20 0.1%
PBS1X
SVF 10% TBS-T blocage :
saponine 0.1% TBS1X
Tween 20 0.1%
lait 5%

Méthodes :

Il : Partie Biologie moléculaire :

I.1 : Transformation des bactéries

Aprés décongélation sur la glace d’une aliquote de 100 ul de bactéries compétentes,
on ajoute en mélangeant doucement 1 ul de vecteur plasmidique (0.5 pg/ul). Le
mélange est ensuite incubé sur la glace pendant 30 min. Un choc thermique a 42°C
est effectué pendant 45 secondes, suivi d'un refroidissement rapide dans la glace
pendant 2 minutes. 1 ml de LB est rajouté au mélange qui est alors incubé pendant 1
heure a 37 °C sous agitation. Le métabolisme de la bactérie se réactive et la
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croissance bactérienne est initiée. Les bactéries sont ensuite étalées sur gélose LB
contenant I'antibiotique choisi pour la sélection des bactéries transformées. Les
boites de gélose sont incubées a 37 °C dans une étuve toute la nuit. Les colonies
isolées obtenues correspondent a des clones bactériens contenant le plasmide
d’'intérét. Ce protocole de transformation a été utilisé avec toutes les souches
bactériennes utilisées dans ce projet (Dh5a, BL21(DE3), origami et rosetta-gami).
Apres amplification 500 pl de la culture liquide sont mélangés a 500 ul de glycérol et

conservé a -80°C.

[.2 : Amplification et purification des plasmides

Pour obtenir des préparations de plasmides, les plasmides ont été amplifiés dans
des bactéries de souche DH5a. Cette souche bactérienne favorise I'amplification des
plasmides via des modifications génétiques permettant la réduction de lactivité
endonucléase, de recombinaison et de la méthylation de '’ADN. Aprés transformation
des bactéries avec le plasmide d’intérét, les bactéries sont mises en culture sur
gélose LB contenant I'antibiotique permettant la sélection (24 h). Une des colonies
obtenues est transférée dans du LB liquide contenant de ’Ampicilline pendant 1 nuit
a 37 °C sous agitation. Lors de la croissance des bactéries il y aura amplification du
plasmide. Les bactéries sont ensuite récupérées par centrifugation. Pour purifier les
plasmides, jai utilisé différents kits de purification. Selon les plasmides et la quantité

d’ADN désirée, le volume de la culture bactérienne et les kits utilisés différent.

|.3 : Digestion enzymatigue des plasmides

Les plasmides purifiés a partir de 10 ml de culture selon le protocole du fournisseur
ont été digérés par EcoR1 et Xhol. Cette double digestion permet de contréler la
taille des inserts et du vecteur pGEX vides. Brievement 0,5 pl EcoR1 (12 U/ul) et 0,5
pl Xhol (10 U/ul) auxquels sont ajoutés 2 pl de tampon D (Promega), 0.2 ul de BSA
(10 mg/ml) sont mélangés avec 1 pg de plasmide dans 20 ul total. Aprés une
incubation de 3 heures a 37 °C, les échantillons ont été préparés en mélangeant 10
pl de la digestion avec 2 ul de Xyléne Cyanol (0.25%). lls ont été chargés sur gel

d’agarose 1%, puis analysés par coloration au bromure d’éthidium.

1.4 : Mutagénése

Toutes les mutagénéses ont été réalisées avec comme matrice 150 a 200 ng de

plasmide pGEX LL1. Les amorces sont utilisées a une concentration finale de 2 nM
92



(tableau 11). L'enzyme utilisée est la Pfu 2.5 U Turbo (Agilent). Le volume
réactionnel final est de 50 pl. Le cycle de PCR utilisé est le suivant : 95 °C 2 min;
95°C 30 sec, 45 a 55°C selon les mutations 30 sec, (18 cycles) ; 68 °C 12 min.

Aprés la PCR, les échantillons sont traités avec 10 U de I'enzyme de restriction Dpnl
(Promega) pendant 2 heures a 37 °C (ajout de 5 U d’enzyme 30 min avant la fin de
la réaction) afin de digérer le plasmide matriciel initial. Théoriquement, apres
transformation, les clones obtenus ne devraient contenir que les plasmides
comportant la mutation, amplifiés pendant la PCR. Pour cette transformation, on
utiise 10 pl du mélange PCR réactionnel, en suivant le protocole décrit
précédemment. La sélection des clones est effectuée sur milieu LB contenant de
'ampicilline 100 pg/ml. Les mutants sont identifiés par séquencage des plasmides
préparés avec le kit « miniprep» Promega. L’'amorce GST-sens s’hybride dans le
gene GST (tableau 11). Apres sélection, un clone est amplifié en DH5a et des
« midiprep endotoxin-free » réalisées avec un kit Promega. Le bilan des

mutagéneses est spécifié dans la figure 28.

1/1 31/11 61/21
| S | D A D M

TCC GAC GCG GAC ATG
ATG TGC GAC CGA AAG GCC GTG ATC ARA AAT GCG GAC ATG TCG GAA GAG ATG CAA CAG GAC TCG GIG GAG TGC GCT ACT CAG GCG CTG GAG
M C D R K A v I K N A D M ] E E M Q Q D s v E C A T Q A L E

91/31 121/41 151/51
| Y |
TAT
AAA TAC AAC ATA GAG AAG GAC ATT GCG GCT CAT ATC AAG AAG GAA TTT GAC AAG AAG TAC AAT CCC ACC TGG CAT TGC ATC GTG GGG AGG
K Y N I E K D I A A H I K K E F D K K Y N P T W H c I v G R

181/61 211/71 241/81 R

| | | CGT

AAC TTC GGT AGT TAT GTG ACA CAT GAA ACC AAA CAC TTC ATC TAC TTC TAC CTG GGC CAA GTG GCC ATT CTT CTG TTC AAA TCT GGT TAA
N F G S b4 v T H E T K H F I b4 F Y L G Q v A I L L F K S G *

Figure 28 : Mutagenese dirigée de Dyn LL1
Séquence nucléotidique de la séquence codant la protéine LL1. En rouge sont spécifiés les
nucléotides ciblés lors des mutagenéses dirigées ainsi que les a.a. qui seront in fine présents a ces
positions. La numérotation des nucléotides et des a.a. est également précisée.

.4 : Séguencage

Les séquencages ont été effectués soit par prestation de MWG soit par la plateforme
de séquencgage présente au sein de l'université de Bordeaux. Lors du séquengage
MWG, les échantillons de plasmide a séquencer sont envoyés et séquencés a partir
des amorces spécifiques du plasmide pGEX proposées par MWG. Le séquencage
via la plateforme de [l'université a été utilisé pour les plasmides obtenus par
mutagénese dirigée. Pour ces séquencages, on réalise la PCR utilisant le kit « Big

Dye Terminator Cycle Sequencing v1 » (Invitrogen). Les échantillons sont analysés
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sur un séquenceur haut débit ABI Prism 3130XL. L’analyse des résultats obtenus est

réalisée a I'aide du logiciel BioEdit et/ou Serial cloner.

|.5 : Gel d’agarose

Cette technique est utilisée pour séparer les fragments d’ADN ou d’ARN en fonction
de leur taille. Ces gels sont réalisés avec de I'agarose dissous dans du tampon TAE.
Le pourcentage d’agarose dans le gel est choisi en fonction de la taille de la
molécule que I'on souhaite observer (0.8 a 2.5%). La solution chauffée est coulée
dans les moules prévus pour faire des gels d’agarose. Aprés refroidissement et prise
en masse du gel, les échantillons mélangés au tampon de charge non dénaturant
(xyléne cyanol ou bleu de bromophénol contenant du glycérol) sont déposés dans
les puits. Les molécules d’ADN, chargées négativement migrent vers la borne
positive. La migration est effectuée a 100 volts et arrétée en fonction de la migration
du colorant (xylene cyanol migration a 4000 pb, bleu de bromophénol migration entre
300 et 400 pb). La révélation se fait grace au bromure d’éthidium qui est un
intercalant de '’ADN. Le gel est incubé pendant 5 a 20 minutes dans un bain de
bromure d’éthidium (4 pg/ml). Le systéme d’acquisition Gel Doc (Biorad) via une

cameéra CCD et une lampe UV, va permettre de prendre une photo du gel.

Il : Partie Biochimie :

I1.1 : Induction et surexpression des protéines

Des stocks glycérolés de bactéries BL21(DE3) transformées avec les différents
plasmides codant pour toutes les chaines de la dynéine sont conservés a -80°C. On
réalise des précultures en ajoutant en fin de journée 100 pl du stock glycérolé a 100
ml de LB contenant de I'ampicilline, et en laissant la culture toute la nuit a 37°C sous
agitation. Le jour suivant, une fraction de la préculture (volume nécessaire pour
obtenir une DO de 0.05 a 0.1 et ainsi remettre les bactéries en phase de croissance)
est diluée dans 500 ml de LB contenant de I'ampicilline. Cette culture est incubée a
37 °C sous agitation, et sa Densité Optique (DO) a 600 nm est régulierement suivie
jusqu’a I'obtention d’'une absorbance de 0,6. Lorsque cette absorbance est atteinte,
'expression des protéines est induite par l'ajout d’'IPTG. Plusieurs paramétres
d’'induction ont été testés, d’aprés les travaux de (Douglas et al 2004): la
concentration d'IPTG : 0.5 mM et 0.1 mM, le temps d’induction : 3 heures a 37°C,

toute la nuit (ON) a 29°C et 68 heures a 16°C.
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[1.2 : Purification des protéines

A la fin de l'induction, les bactéries sont centrifugées pendant 5 min a 5000 g. Les
culots de 500 ml sont conservés a -20 °C si la purification n’est pas faite
immédiatement. Aprés décongélation lente sur la glace, les bactéries sont
resuspendues dans 10 ml de tampon de lyse puis incubées pendant 30 minutes sur
la glace. Le lysat résultant est traité par ultrasons 5 fois pendant 10 secondes
(sonicateur réglé a une puissance de 7) afin de fragmenter 'ADN et ainsi réduire la
viscosité. Toutes ces étapes sont effectuées sur la glace afin de réduire I'action des
protéases bactériennes. Le lysat est centrifugé 30 minutes a 30000 g a 4°C pour
séparer la fraction soluble (surnageant) de la fraction insoluble (culot). Toutes les
purifications ont été effectuées a partir des fractions solubles. Le surnageant est
récupéré puis incubé de 45 minutes a température ambiante avec 3 ml de billes
glutathion Sepharose 4B (fournisseur), préalablement equilibrées dans du tampon de
lyse. Pendant l'incubation, la GST va se fixer sur les billes. Aprés centrifugation 5 min
a 1000 g, le surnageant est éliminé puis les billes sont lavées 5 fois avec du tampon
de lavage. Finalement, les billes sont resuspendues 30 minutes dans du tampon
d’élution. Le glutathion réduit contenu dans ce tampon permet de déplacer les
protéines contenant le tag GST des billes. Cette étape d’élution est répétée 3 fois
pour récupérer un maximum de protéines. Des échantillons de chaque étape du
protocole de purification sont analysés par SDS PAGE coloré au bleu de Coomassie.
Les éluats contenant la protéine d’intérét purifiée sont regroupés puis dialysés contre

la solution de dialyse toute la nuit & 4°C sous agitation.

1.3 : Dosage protéique

Deux types de dosages protéiques ont été utilisés, soit un dosage colorimétrique par
la méthode de Bradford, soit un dosage avec le Nanodrop, basé sur le spectre UV-

visible obtenu sur 1 a 2 ul de la solution protéique a tester.

11.3.1 : Par la méthode de Bradford

La méthode de Bradford est une méthode d'analyse spectroscopique utilisée pour
mesurer la concentration des protéines en solution. Le changement colorimétrique
observé est di a la réaction du pigment (Coomassie brilliant blue G-250) qui change

de structure en interagissant avec I'Arginine et, dans une moindre mesure, avec
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I'Histidine, la Lysine et les a.a. aromatiques (Tyrosine, Tryptophane, Phénylalanine)

de la protéine.

Une gamme étalon est établie avec des concentrations croissantes de protéines
(BSA). L’absorbance des solutions est mesurée a 595 nm. Sur la base de la gamme

étalon, on détermine alors la concentration de la protéine a doser.

Pour réaliser ce dosage, il faut que la protéine soit pure et connaitre son coefficient
d’extinction molaire (¢) & 280 nm. Ce coefficient est calculé a partir de la séquence
protéique en utilisant le logiciel ProtParam (ExPASy). Sur le systéme NanoDrop
aprés avoir rentré les informations requises, le dosage s’effectue avec 2 ul de la
solution contenant des protéines purifiées, le blanc étant réalisé avec la solution de

dialyse ou avec de I'eau.

I.4: Electrophorése et transfert

Les capsides du VHB sont analysées sur des gels d’agarose pour vérifier leur
intégrité ainsi que pour quantifier les capsides matures apres purification ou
sédimentation. Les capsides, chargées négativement migrent vers la borne positive
aprés avoir été déposées dans un gel d’agarose avec du tampon de charge non
dénaturant. On peut observer, aprés révélation au bromure d’éthidium la migration
d’ADN ou d’ARN (en fonction de la préparation) contenu dans les capsides. Elles
migrent a peu prés a la méme position qu’un fragment d’ADN double brin linéaire de

3500 pb, dans un gel d’agarose 1% en TAE.

Nous utilisons par ailleurs la capacité qu'ont les capsides a migrer dans un gel
d’agarose pour réaliser des WB. En effet, les capsides aprées migration dans un gel

d’agarose peuvent étre transférées sur une membrane (voir chapitre correspondant)

SDS PAGE ou Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis. Ces
gels sont utilisés pour séparer des protéines selon leurs poids moléculaires grace a
un courant électrigue. Toutes les protéines étant chargées négativement, leur
séparation se produira uniquement en fonction de leur taille et selon le pourcentage

d’acrylamide utilisé dans le gel.
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Deux plaques de verre de 10 cm X 8 cm espaceées par 1.5 mm sont assemblées sur
un support. Le gel est coulé entre les plaques et comporte un gel de séparation et un
gel de concentration. Le gel de séparation dont le pourcentage d’acrylamide est

variable de 8 a 15% est coulé en premier. Aprés polymérisation, le gel de

concentration a 4% d’acrylamide est coulé par-dessus (Tableau 13)

Gel de séparation Gel de concentration
8% | 11% | 12% | 15% 4%
ddH20| 2,4 ml 1,8 ml 1,6 ml 1,2ml 2ml
40%| y gmi 22m 24m 2.8ml 0,5 ml
acrylamide/bisacrylamide | ™ ' ’ ’ ’
Venrjper € SIPETEIET C1U)| Ry 4 mi 4 ml 4 mi 2,5 ml
concentration 2X
10% APS| 100l 100l 100 pl 100 pl 50 ul
TEMED| 10 pul 10 pl 10 pl 10 pl 5ul

Tableau 13 : Protocole pour la préparation des gels de séparation et de concentration en
fonction du pourcentage d’acrylamide

L’APS et le TEMED sont ajoutés au dernier moment car ils catalysent la
polymérisation de I'acrylamide. Aprés avoir coulé le gel de séparation, on ajoute de
isopropanol pour aplanir la surface du gel qui sera a linterface du gel de
concentration. Lorsque le gel de séparation est polymérisé, I'isopropanol est éliminé
par des lavages avec de 'eau distillée. Le gel de concentration est alors coulé et un

peigne est inséré afin de former des puits.

Les échantillons ont été préparés (addition de Laemmli 4X et du DTT) puis chauffés
a 95°C pendant 5 minutes. Le DTT rompt les ponts disulfures et 'augmentation de la
température permet de finaliser la dénaturation des protéines. Les échantillons sont
chargés dans les puits. Un marqueur de taille permettra d’identifier la taille des
protéines séparées. La migration est effectuée a 90 volts lorsque les échantillons
migrent dans le gel de concentration. Une fois dans le gel de séparation le voltage

est augmenté a 110 volts.

Lorsque le front de migration atteint le bas du gel, la migration est arrétée. Le gel est

récupéré pour une coloration au bleu de Coomassie ou pour un WB.

Certains gels SDS PAGE sont colorés au bleu de Coomassie. Le colorant s’attache
aux a.a. aromatiques et basiques. Apres décoloration du gel on peut visualiser sur le

gel des bandes correspondantes aux protéines séparées lors de la migration. La
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sensibilité est de I'ordre de 100 ng. Le gel est incubé pendant 45 a 60 min a
température ambiante sous agitation dans la solution de coloration Coomassie.
Ensuite, le gel est décoloré en utilisant une solution de décoloration pendant une nuit
a température ambiante et sous agitation. Les photos des gels sont acquises en
utilisant le Chemidoc (Biorad).

11.1.4: Transfert

Aprés migration des échantillons sur gels SDS PAGE ou sur gel d’agarose, les

protéines sont transférées sur des membranes de PVDF.

J’ai utilisé d’'une part le transfert liquide pour les protéines séparées sur les gels SDS
PAGE, et d’autre part un transfert par aspiration sous vide pour transférer sur
membrane les capsides ayant migrées sur gel d’agarose. Les deux dispositifs utilisés

pour d’effectuer ces transferts sont présentés dans la figure 29 :

éponges
A papier whatman B
o r?qgrilfrﬁnGeE cadre de scellage
y gel d'agarose
masque
cathode (-) anode (+) transfert membrane
papier whatman
A\

vaccum blotter

transfert

Figure 29 : Montages du transfert liquide et du transfert sous vides
Représentation schématique des montages réalisés lors des transferts liquide figure 29A et sous vide
figure 29B. Les fléches indiquent le sens du transfert des protéines du gel vers la membrane.

Pour le transfert liquide, le gel SDS PAGE aprés migration des échantillons est
équilibré dans la solution de transfert liquide 1X. Du papier Whatmann et une
membrane de PVDF de la taille du gel sont découpés. La membrane de PVDF
nécessite une activation au méthanol. Apres activation, la membrane est rincée avec
de I'eau distillée puis placée dans la solution de transfert liquide 1X. Le montage
selon l'ordre présenté dans la figure 29A est réalisé. De la cathode vers I'anode : 3
éponges, papiers Whatmann (X3) imbibés dans le tampon de transfert, gel,

membrane de PVDF, papiers Whatmann (X3) imbibés dans le tampon de transfert et
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3 éponges sont supperposés. Le montage est complétement immergé dans la
solution de transfert liquide 1X. La migration est effectuée pendant 90 min & 400 mA.

Pour le transfert sous vide, jai utilisé I'appareil Appligene « vacuum blotter ». Le
montage est réalisé comme présenté dans la figure 29B. Sur la plague est disposé
du papier Whatmann au-dessus duquel la membrane de PVDF activée au méthanol
est déposée. Un cache en plastique (appelé masque) a été pré-découpé laissant une
ouverture légérement plus petite que la taille du gel d’agarose. Cette découpe
permet a I'air et au tampon d’étre aspiré uniquement a I'endroit ou sera placé le gel
d’agarose. Une fois le gel d’agarose déposé a son emplacement celui-ci est
recouvert de SSC 10X. Le transfert des protéines présentes dans le gel d’agarose

sur la membrane de PVDF s’effectue a 60 mBar pendant 90 min, par aspiration.

11.1.5: Western blot

Cette technique permet la détection des protéines en utilisant des Ac spécifiques.
Aprés le transfert des protéines sur les membranes, ces derniéres sont d’abord
saturées avec du TBS-T blocage pendant 60 min a température ambiante puis sont
ensuite incubées avec l'anticorps primaire a la dilution appropriée dans du TBS-T
blocage pendant 90 min a température ambiante ou toute la nuit a 4°C sous
agitation. Trois lavages en TBS1X 0.1% Tween 20 de 5 min, 15 min et 30 min sont
réalisés pour éliminer les Ac primaires qui se seraient fixées non spécifiquement sur
la membrane. Les membranes sont ensuite incubées pendant 30 a 45 min avec I'’Ac
secondaire dirigé contre I'anticorps primaire. Ces anticorps couplés a la péroxydase
sont également dilués dans du TBS-T blocage. Enfin, trois lavages de 5 min, 15 min

et 30 min sont réalisés avec du TBS-T avant révélation.

Pour la révélation des WB. On dépose sur les membranes du réactif ECL. Nous
disposons de plusieurs types d’ECL qui sont choisis en fonction de l'intensité des
signaux. Du moins sensible au plus sensible nous utilisons de 'ECL plus, pico ou
femto. L’ECL contient un substrat, le luminol, qui émet de la lumiére lorsqu’il est
exposé a la péroxydase présente sur les Ac secondaires. La lumiére émise
impressionne des films qui sont ensuite révélés. Nous disposons également du
Chemidoc dans lequel la lumiere émise est détectée par une caméra CCD qui

restitue une image numérique du WB.
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[1.2 : Capsides

Le terme de purification n’est pas vraiment applicable dans ce cas, puisque nous
obtenons a la fin du protocole des préparations enrichies en capside mature. On
utilise 6 surnageants d’environs 35 ml. Les conditions de culture des HepG2.2.15
sont décrites plus tard. Les premieres étapes du protocole sont réalisées au
laboratoire de sécurité biologique P3 car les virions contenus dans le surnageant
sont infectieux. Les surnageants de culture de HepG2.2.15 sont centrifugés pendant
15 minutes a 4000 rpm afin d’éliminer les débris et cellules mortes prélevées en

méme temps que le surnageant. Ces surnageants sont stockés a -20°C.

Dans des tubes d’ultracentrifugation de 38.5 ml les surnageants sont déposés sur
des coussins de 3 ml de TNE-NP40 saccharose. Apres équilibrage, les tubes sont
centrifugés a 28000 rpm dans des godets oscillants du rotor Beckman SW28Ti
pendant 22 heures a 10°C. Chaque culot est récupéré dans 1 ml de PBS1X
contenant 0.75% de NP40. Les culots sont translucides et visqueux. lls sont
transférés dans des tubes Eppendorf de 1.5 ml puis incubés pendant 1 heure a
37°C. Cette étape permet de dissocier I'enveloppe lipido-protéique des virus
générant des capsides libres non infectieuses. Des lors les tubes peuvent étre sortis
du P3 apres décontamination. Les culots sont dilacérés au Potter puis incubés toute

la nuit sous agitation douce dans le PBS1X contenant 0.75% de NP40.

Pour éliminer les débris et agrégats, les tubes sont centrifugés 15 min a 13000 rpm a
4°C. Les surnageants sont récupérés et rassemblés (2 X 3 ml). Dans des tubes
d’ultracentrifugation Beckman de 5 ml, les 3 ml obtenus sont déposés sur un coussin
de TNE-NP40 saccharose de 1ml. Aprés équilibrage, les tubes sont centrifugés a
55000 rpm pendant 2 heures a 10°C en utilisant le rotor Beckman SW55Ti. Les
culots obtenus contenant les capsides matures sont récupérés, et resuspendues
dans 100ul de PBS et dilacérés avec le céne. Afin d’éliminer les agrégats, les 100 pl
sont centrifugés pendant 15 min a 13000 rpm a 4°C. Seul le surnageant contenant

les capsides matures est conservé et stocké a -20°C.

Ces capsides sont préparées a partir des capsides recombinantes ARN E.coli. A

partir d’'une préparation de capsides E.coli on effectue le mélange suivant :
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- 10 pl de capsides E.coli (50uQ)
- 39 pl H20
- 1 pl RNase A (20mg/ml)
On effectue une premiere incubation de 10 min & 42°C ce qui induit un
désassemblage. La seconde incubation 30 min a 37°C permet la digestion de 'ARN
par I'enzyme. Cette préparation est ensuite stockée a 4°C pendant au moins 24h
pour que les capsides se réassemblent.

[l.3 : Polymérisation in vitro des Mt

La nucléation spontanée ou assemblage de Mt in vitro est connue. Les purifications
de Mt réalisées dans les laboratoires sont souvent contaminées par des MAPs et de
qualités variables. J’ai choisi d’utiliser de la tubuline commerciale purifiée a partir de
cerveau (bovin, porcin) a 99% (selon le fournisseur). La tubuline commerciale
lyophilisée a été resuspendue dans du tampon tubuline (tubulin buffer : HEPES
80mM, MgCl> 2mM et EGTA 1mM) a 10 mg/ml, aliquotée, congélée par immersion
dans I'azote liquide avant d’étre stockées a -80 °C. La polymérisation de la tubuline
en Mt est induite en utilisant le tampon de polymeérisation (cushion buffer : HEPES 80
mM, MgCl> 2 mM, EGTA 1 mM, 60% glycérol) et du GTP.

A 10 pl de tubuline aliquotée (100 pg) on ajoute 5 pl de tampon tubuline, 4 ul de
tampon de polymérisation, pour avoir 5% de glycérol en concentration finale, et 1pl
de GTP 1 mM. Ce mélange est incubé a 37 °C pendant 45 min ce qui permet la
polymérisation des Mt. Apres polymérisation, 180 ul de tampon de polymérisation
sont ajoutés. La dissociation des Mt provoquée par leur dilution est contrecarrée par
la forte concentration en glycérol. On peut alors les distribuer plus facilement dans

les expériences de coimmunoprécipitation.

Dans les expériences de colocalisation entre les capsides et les Mt, le méme
protocole est utilisé pour la polymérisation des Mt mais on ajoute 5% de tubuline
couplée a la rhodamine ce qui permet d’observer directement les Mt juste apres leur
polymérisation. Pour ces expériences, jai utilisé des lames en verre multipuits. Pour
augmenter I'adhérence des Mt au fond des puits, ceux-ci sont prétraités avec de la
poly-L-lysine pendant 30 min a température ambiante. Les 3 lavages se font par
dépbt de quelques gouttes en utilisant une pipette plastique de 5 ml, dans chaque
puits de PBS 1X (environs 200 ul) et incubation pendant 5 min avant d’étre aspiré.

Aprés saturation avec du PBS 1X 0.2% BSA pendant 30 minutes, on ajoute les
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capsides (matures, ARN E.coli et vides) diluées dans un volume de 100 pl minimum
sur les puits de la lame. Aprés incubation 90 minutes a température ambiante, suivie
de 3 lavages avec du PBS 1X, 100 pl d’anticorps anti capside (anti HBc DAKO) dilué
au 1/1000 sont incubés dans chaque puits pendant 45 a 60 min. Apres 3 lavages en
PBS 1X 100 pl d’anticorps secondaire couplé a I’Alexa 488 (dilué au 1/1000) sont
incubés dans chaque puits pendant 45 min. Enfin, apres 3 lavages en PBS 1X on
effectue le montage des lamelles dans du milieu de montage avant leur observation

au microscope a épifluorescence.

1.4 : Co immuno précipiation

Les capsides du VHB pouvant adhérer non spécifiguement a la paroi des tubes, J'ai
utilisé pour ces expériences des tubes « low binding » (Sigma, clear view snap cap
microtubes 1.5 mL low binding, T4816-250EA). Pour la coimmunoprécipitation jai
utilisé 3.5 x 108 billes magnétiques, par échantillon. Les billes sont lavées 3 fois dans
du PBS 1X. Pour un échantillon de billes on ajoute 25 ug d’Ac anti capside dans 1 ml
final de PBS1X (HBc DAKO) Les billes sont incubées avec I'anticorps anti HBc toute
la nuit a 4 °C sur roue. Aprés 3 lavages dans 1 ml de PBS 1X, les billes sont
saturées avec une solution de blocage (PBS 1 X + BSA 0.25%) pendant 1 h a
température ambiante. Les billes sont lavées 3 fois dans du tampon de transport,
puis reprises dans du tampon de transport contenant 100 ng de capsides pour
chaque échantillon. Les témoins sans capsides sont incubés dans du tampon de
transport seul. Aprés incubation pendant 90 minutes a température ambiante sous
agitation, on effectue 3 lavages avec du tampon de transport. Pour chaque
échantillon, les protéines purifiées (5 pg) avec ou sans lysat cellulaire (RRL lysat de
réticulocytes de lapin : 100 pg = 1 pl) sont préparés avec un volume final de 500 pl.
Les billes, avec ou sans capsides, sont distribuées en guantités équivalentes dans
les mélanges de protéines avec et sans lysat cellulaire. Tous les échantillons
obtenus sont incubés entre 60 et 90 min a température ambiante sous agitation. Une
derniére étape de 4 lavages avec du PBS 1X est effectuée en utilisant des volumes
décroissants (1000ul, 500ul, 200ul et 100ul). Aprés le second lavage, tous les
échantillons sont transférés dans de nouveaux tubes afin d’éviter toute fixation non
spécifique de protéines sur la paroi du tube. Apres le dernier lavage, les billes sont
resuspendues dans 20 pl de PBS1X NP40 0.1%.Tout le précipité est utilisé pour une
analyse par WB en ajoutant 8 ul de Laemmli 4X et 2 pyl DTT. Les échantillons
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contenant les billes sont chauffés a 95°C avant d’étre chargés sur gel SDS PAGE ou

stockés a 4°C.

1.5 : Co sédimentation

Les conditions de cosédimentation ont été déterminées empiriguement par analyse

en WB de la précipitation des capsides et I'absence de précipitation de la GST seule.

capsides .% ?

ultracentrifugation TLA100: analyses sédiments :
* 20 min = WB
* 500009 = \WB capsides
sucrose 60% . =  microscopie électronique
100l -

N @/

Figure 30 : Représentation schématique du protocole de cosédimentation

Les conditions de cosédimentation sont indiquées dans la figure 30
L’ultracentrifugation est effectuée avec le rotor TLA100 permettant de centrifuger des
petits volumes (150 pl maximum) sur l'ultracentrifugeuse Beckman optima. Le
mélange de capsides (0.5 a 2 pg), avec ou sans protéines (au maximum 1.5 ug), est
préparé dans un volume final de 30 pl et déposé sur le coussin de saccharose de
100 pl a 60 % sacharose. Le rotor étant a angle fixe, une marque est tracée sur les
tubes pour indiquer l'orientation des tubes lors de [l'ultracentrifugation. Aprés
centrifugation & 50 000 g pendant 20 minutes a température ambiante, les tubes sont
récupérés, et leur contenant est éliminé délicatement par aspiration a I'opposé du
sédiment. Les sédiments sont repris dans 20 yl de PBS 1X puis immédiatement
transférés dans des tubes «low binding ». 2 pl sont prélevés et transférés dans
d’autres tubes « low binding » contenant du bleu de charge non dénaturant pour étre
ensuite chargés sur gel d’agarose (NAGE). Aprés ajout de 8 ul de Laemmli 4X et 2 pl
de DTT 1 M aux 18 pl restants et chauffage a 95°C pendant 30 secondes, ceux-cCi

sont chargés sur gel SDS PAGE pour une analyse par WB.

[l Partie Biologie cellulaire

[11.1 : Conditions de culture cellulaire

111.1.1 : Culture des cellules BSL2
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Les lignées cellulaires HuH7, HelLa et U20S sont cultivées dans un laboratoire de
type P2. Ces lignées ont été utilisées pour les expériences d’énucléation et des
microinjections. Ces cellules adhérentes= sont cultivées en routine dans des
flasques de 75 cm? (T75) dans du DMEM complet (DMEM + glutamax, SVF 10 %,
pénicilline et streptomycine 100 U/ml) dans un incubateur a 37°C et 5% de CO.. Pour
chaque passage, les cellules a 85 - 95% de confluence sont lavées en PSB 1X puis
décollées par une incubation avec 3 ml de trypsine/EDTA (Gibco). Apres
neutralisation de la trypsine par addition de milieu complet, les cellules sont
comptées en utilisant une cellule de Malassez. Aprés numeération, la quantité de
cellules nécessaires est ensemencée dans des boites de micoinjection et/ou une

nouvelle T75.

Les cellules HepG2.2.15 contenant le génome du VHB intégré sont utilisées pour la
production des particules virales. Les particules virales matures sont sécrétées dans
le milieu extracellulaire. Ces cellules sont cultivées dans un environnement confiné
(P3) (Plateforme SFR TransBioMed). Aprés décongélation a 37°C (au bain-marie)
les cellules sont mélangées a 20 ml de DMEM 5% SVF additionné des antibiotiques
gentamycine (milieu complet HepG2) et ensemencées dans des flasques T75
préalablement enduites de collagene. Le collagéne augmente l'adhérence des
cellules et permet également d’éviter leur croissance en amas. Pour la
collagénisation, le fond des flasques est recouvert de collagéne 10% pendant 10 a
15 min. Aprés récupération de I'excés de collagéne, les flasques sont laissées a
sécher a température ambiante avant ensemencement. Les cellules sont cultivées
comme précédemment décrit et incubées dans une étuve a 37°C avec 5% de CO..
Pendant plusieurs semaines, les cellules sont amplifiées pour étre ensemencées
dans plusieurs flasques de 150 cm?2. Lorsque le nombre de boites est suffisant, le
milieu complet est remplacé par du DMEM gentamycine contenant seulement 1% de
SVF (30 ml/T150). Le passage en milieu « appauvri » en sérum permet une meilleure
production de virus. Ces flasques sont incubées pendant 5 jours au bout desquels le
surnageant est récupéré pour préparer des capsides matures. Les cellules, quant a

elles, peuvent étre récupérées pour préparer des capsides immatures.
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[11.2 : Microinjection U20S

hY

Les cellules sont ensemencées dans des boites de microinjection de 35 mm a
1.5x10° cellules par boite. 24 heures plus tard, juste avant les microinjections, on
remplace le milieu DMEM complet par du milieu CO: indépendant. Lors des
microinjections, les boites sont placées sur une plaque chauffante permettant de
maintenir la température a 37 °C. Les microinjections sont réalisées sous microscope
a l'objectif 20X en contraste interférentiel différentiel (DIC). La solution microinjectée
est préparée juste avant les microinjections. Elle est constituée de capsides diluées
dans du tampon de transport pour étre a une quantité de 800 capsides pour 100
femtolitres et d’Alexa 594 dilué a 0.4 ug/ml final. L’Alexa 594 ajouté sert de témoin de
microinjection et permet apres fixation et immunofluorescence de retrouver les
cellules ayant été microinjectées avec succes. La solution a microinjecter est
centrifugée avant la microinjection 10 min a 13000 g, afin d’éliminer les agrégats qui
pourraient boucher les aiguilles de microinjection. Les microinjections dans le
cytoplasme des cellules sont effectuées a l'aide d’'une microaiguille reliée au
femtojet : appareil qui permet d’exercer une pression constante (entre 15 et 45 Hpa)
dans l'aiguille. L’injection n’est pas déclenchée sur commande, et se fait donc en

continu.

Les cellules ont été fixées puis marquées par immunocytochimie permettant

d’observer le réseau de Mt, le MTOC, les capsides et ’ADN.
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111.3 : Enucléation des cellules

Le protocole d’énucléation que jai mis en place dans le laboratoire est schématisé

dans la figure ci-dessous :

DMEM +
cytochalasine B

24h
— — —

p-dish 35mm ensemencement
5% cellules

DMEM

fixation : 1a 5h
PFA 4%10min

incubation 37°C

rotor GSA sorvall
11000 RPM
50 min a 15°C

Figure 31 : Schéma du protocole d’énucléation de cellules

Les cellules sont ensemencées dans des boites de microinjection de 35 mm a 5X10°
cellules par boite. 24 heures apres, les cellules sont incubées avec de la
cytochalasine B (10 pg/ml) pendant 45 a 60 min. Les boites sont ensuite remplies de
milieu contenant de la cytochalasine B pour éviter que les cellules soient dépourvues
de milieu lors de la centrifugation. Les boites sont refermées et scellées avec du
parafiim. Elles sont ensuite insérées et bloquées au fond du godet du rotor. Apres
centrifugation a 11 000 rpm pendant 50 min a 15°C les boites sont récupérées et les
cellules sont lavées en PBS avant d’étre ré-incubées pendant au moins 1h dans du
DMEM complet dans un incubateur 37°C 5% CO.. Dans les expériences effectuées,
les cellules ont été incubées a 37°C 1h ou 5h apres centrifugation, a la suite de quoi
les cellules sont fixées en PFA 4% pour un marquage en immunocytochimie

(immunofluorescence) (Bailey et al 2003; Yamamoto et al 2006; Lee et al 2012).

1.4 : Immunofluorescence

Que ce soit aprés énucléation ou apres microinjection, les cellules ont été lavées
avec 2 ml de PBS 1X puis fixées avec du PFA 4%. Les cellules sont lavées 4 fois en

PBS 1X pour retirer toute trace de PFA. Il y a une premiére étape de
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perméabilisation en utilisant du PBS 1X Triton X100 0.2%, ce qui permettra par la
suite aux anticorps d’entrer dans les cellules. Aprés lavage en PBS puis saturation
pendant 10 minutes avec la solution de blocage (PBS 1X, SVF 10%, saponine
0.1%), les cellules sont de nouveau lavées en PBS 1X 4 fois. Le marquage est
réalisé avec un anticorps primaire contre les protéines d’intérét pendant 90 minutes.
Apres 4 lavages en PBS 1X, la solution contenant le(s) anticorps secondaire(s)
couplé(s) a des Alexa est incubée pendant 30 minutes. Aprées 4 lavages en PBS 1X
les cellules sont incubées pendant 10 minutes a température ambiante avec du DAPI
ce qui permettra de marquer ’ADN des noyaux. Les boites sont conservées a 4°C

dans le noir.

Les anticorps primaires et secondaires utilisés figurent dans le Tableau 12 et sont
dilués dans la solution de blocage. Les fluorophores utilisés sont soit I'Alexa 488 ()
soit 'Alexa 594 () soit 'Alexa 654 (). Les trackers utilisées dans les expériences
(MitoTracker® et LysoTracker®) sont utilisés sur cellules vivantes 1 heure apres

énucléation selon les recommandations du fournisseur.

[11.5 : Microscopie

Pour les expériences de colocalisation des capsides avec les Mt polymérisés in vitro
et les énucléations de cellules, jai utilisé les microscopes a épifluorescence axioplan
(Zeiss) ou DMI6000 (Leica) munis de I'objectif 40X en enregistrant les prises de vue

de la caméra en 12 ou 16 bits avec le logiciel Metamorph.

Pour les cellules U20S microinjectées et les énucléations de cellules, jai utilisé le
microscope confocal SP5 (Leica) avec les objectifs 40X ou 63X a immersion d’huile.
Les acquisitions ont été effectuées via le logiciel Leica en 12 ou 16 bits avec une
résolution de 1024*1024 pixels (taille de pixel entre 80 et 100 nm). Les acquisitions
sont biséquentielles, bi-directionelles et moyennées sur 3 images. Les lasers argon
et HeNe et une lampe a diode ont été utilisés et réglés chacun en fonction des Alexa
utilisés. Le gain et I'offset ont été réglés sur le plan focal des cellules a chaque
session. Le réglage du gain permet d’éviter la saturation du photomultiplicateur
(PMT) et donc la perte d’information. Le réglage de I'offset permet d’éliminer le bruit
de fond.
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I11.6 : Préparation des ovocytes de Xenopus laevis

En collaboration avec Nelly Panté (Vancouver), jai réalisé la préparation des
ovocytes et l'injection avec I'aide de Shelly Au. La grenouille est anesthésiée en la
placant dans une solution de tricaine methane sulfonate (Sigma) a 30 mg/mi
tamponné a pH 7.5 par ajout de bicarbonate de soude pendant 45 minutes. Des
lobes d’ovaire sont retirés chirurgicalement apres incision de la peau et de la couche
musculaire en bas de 'abdomen au niveau d’une des pattes postérieures. Apres le
prélevement, l'incision est suturée. Les ovaires récupérés sont dilacérés a l'aide de
pinces, lavés trois fois en MBS pour enlever les traces de sang et de débris de
tissus. Les ovocytes sont défolliculés en les incubant avec 5 mg/ml de collagénase ()
dans du MBS dépourvu de calcium pendant 60 min a température ambiante sous
agitation lente. On vérifie l'efficacité de la digestion du collagéne en testant la
résistance d’un ou deux ovocytes avec une pince. Les ovocytes sont lavés 3 fois
dans du MBS puis resuspendus dans une boite de Petri stérile contenant du MBS
contenant 1% de pénicilline et de streptomycine. Les ovocytes peuvent alors étre

conservés durant 5 a 10 jours, a 4 °C.

[11.7 : Injection des ovocytes de Xenopus laevis

En utilisant une pince, les ovocytes de stade VI sont sélectionnés (taille de 1 a 1,2
mm avec un contraste marqué entre les deux pdles)En coupant le bout d’'un cone de
micropipette de 100 pl, les ovocytes sont aspirés délicatement puis transférés dans
une plaque contenant des micropuits (Nunc 10 ul well plate). Tous les ovocytes sont
orientés pour une injection cytoplasmique : pole végétatif (couleur creme) vers le
haut. Les injections sont effectuées avec des microcapillaires gradués manuellement
sous binoculaire pour des injections de 50 nl. La solution microinjectée contient du
PBS 1X additionné de bleu de bromophénol et des capsides. Selon le type de
capside utilisé, pour 50 nl injectés, il y aura 5x 108 capsides (vides ou RNA E.coli) ou
9x 107 capsides matures par ovocyte. Les injections sont faites en position
équatoriale, dans I’hémisphére végétatif proche de I’hémisphére animal (comme

indiqué sur la figure 32)
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Figure 32 : Prélevement des ovocytes et injection
Pole vegetatif (couleur creme) et pole animal (marron) (adapté de Cohen et al JOVE)

Aprés linjection, les ovocytes sont transférés dans des boites de Pétri pour
incubation a température ambiante selon les temps prévus (60 min et 15 min). Aprés
incubation les ovocytes sont fixés toute la nuit & 4°C dans du MBS contenant 2% de

glutaraldéhyde.

111.8 : Inclusion des ovocytes en résine

Les ovocytes injectés et fixés sont préparés avant d’étre inclus en résine. Les
ovocytes sont d’abord rincés en MBS 3 fois pendant 5 min. lls sont ensuite transférés
dans une boite de Pétri avec du LSB. Avec des pinces, les ovocytes sont
hémisectionnés manuellement. Le pble végétatif est jeté et I'on ne garde que le pdle
animal (marron foncé a noir). La réussite de la microinjection peut étre vérifiée
directement par I'observation d’une coloration cytoplasmique localisée de couleur
bleue due au bleu de bromophénol inclu dans la solution d’injection. Les ovocytes
injectés sont fixés dans du LSB contenant 2% de glutaraldéhyde pendant 1 heure a
température ambiante. lls sont ensuite rincés 3 fois 5 min avec du LSB et intégrés
dans de I'agarose (low melting). Aprés solidification, les piéces d’agar contenant les
ovocytes sont découpées avec un scalpel et fixées avec du LSB contenant 1% de
tétroxyde d’osmium (OsQa) pendant 1 heure. Apres 3 lavages en LSB pendant 5 min,
les échantillons peuvent étre stockés a 4°C. L’étape suivante consiste a déshydrater
les échantillons. lls sont incubés pendant 20 minutes, successivement dans de
éthanol a 50%, 70%, 90% puis deux fois a 100%. La derniére étape de

déshydratation se fait par une incubation de 20 min dans de I'acétone a 100%.

Les échantillons déshydratés sont infiltrés par un mélange EPON 875 / acétone.
(Résine / acétone). L’infiltration de la résine est progressive : un premier mélange
1:1 (v:v) pendant 1 heure, un second mélange 2 :1 (v :v) pendant 2 heures, puis

finalement dans de 'EPON 875 pure pendant au moins 6 heures. Les échantillons
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sont ensuite disposés dans une plaque contenant des fenétres permettant de mouler
la résine. Avec de 'EPON 875 fraichement préparée, les échantillons sont déposés
dans les fenétres et orientés, avec le coté hémisectionné vers le haut pour faciliter la
taille et la découpe des échantillons. Une fois correctement placés, les plaques
contenant les échantillons sont incubées 2 jours a 60°C. Les principales étapes sont
présentées dans la figure 33
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Figure 33 : Inclusion des ovocytes injectés en résine EPON, coupe, et coloration positive
Pole vegetatif (couleur creme) et pole animal (marron) (adapté de Cohen et al JOVE)

1.9 : Coupe au microtome et observation en microscopie électronigue a

transmission

Cette partie correspond aux dernieres étapes présentées dans la figure 33. Le bloc
de résine d’EPON est taillé en prisme autour de la région du noyau (visualisable sous
binoculaire). Aprés la taille de la résine, celle-ci est placée sur le microtome. La lame
de diamant permet d’obtenir des coupes ultrafines d’environs 50 nm d’épaisseur (200
nm pour de la tomographie). Les coupes obtenues sont transférées par capillarité sur
des grilles de cuivre (EM grids 200) préalablement préparées par dépét d’une fine
couche de parlodium puis conditionnées. Aprés séchage a température ambiante,
les grilles sont successivement incubées dans une goutte d’acétate d’uranyle a 2%,
lavées dans quatre gouttes d’eau distillée, incubées dans du citrate de plomb a 2%,
lavées dans quatre gouttes d’eau distillée puis finalement laissées sécher a lair.
Aprés séchage complet, les grilles sont utilisées pour observer les échantillons en

microscopie €électronique a transmission. Pour 'acquisition des images, jai utilisé le
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microscope Tecnai 20 avec le logiciel associé. Apres localisation et identification de
I'enveloppe nucléaire, les acquisitions ont été obtenues sur les deux types de
caméras : celle de résolution normale et celle de haute résolution, avec des
grossissements respectifs de 49000X et 70000X.
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Résultats
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| : Caractérisation des capsides vides

[.1 : Digestion de TARNm et réassemblage

Jai utilisé :

e Des capsides matures, qui sont purifiées aprés un traitement au NP40 des
virus contenus dans le surnageant de culture des HepG2.2.15 (Rabe et al
2003).

e Des capsides recombinantes produites et purifiées a partir d’E.coli, contenant
de 'ARNm bactérien (capside ARN) (fournis par le professeur Paul Pumpens,
Riga, Letonie).

e Des capsides vides obtenues a partir des capsides recombinantes d’E.coli
(Kann et al 1999)

Capsides ARN E.coli
Capsides ARN E.coli

Capsides vides
Capsides vides

5
3
S
I

Figure 34 : Digestion de ’ARN des capsides E.coli et réassemblage des capsides
Les gels ont été chargés avec des quantités équivalentes de capside (500ng sur le gel d’agarose et
50 ng pour le WB). (Calculé d’aprés le facteur de dilution) A : gel agarose 1% coloration BET B: WB
anticorps anti HBc

Les capsides d’E.coli, lors de leur auto assemblage, encapsident un ARNm bactérien
d’une taille comprise entre 3,2 et 3,5 kb, correspondant a la taille du génome du VHB
(Birnbaum and Nassal 1990). La digestion effective de 'ARNm est vérifiée aprés

migration des capsides traitées a la RNase A sur un gel d’agarose en condition
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native et coloration au bromure d’éthidium (Figure 34). On observe bien la disparition
de la bande entre 3 et 4 kb.

Le réassemblage a été vérifié par un WB en utilisant I'anticorps anti-HBc (Dako) qui
ne reconnait que les structures assemblées de la protéine HBc. Ainsi, on peut vérifier
que les capsides se sont bien reformées (réassemblées) (Figure 34). (Nous
comparons ces préparations a des capsides ARN E.coli conservées a 4°C ou leur
stabilité est préservée sur une longue période). Le WB obtenu montre bien une
migration identique ainsi que des intensités de signaux luminescents similaires entre
les capsides ARN E.coli et les capsides vides. Ce résultat indique que la majorité des

capsides se sont bien réassemblées en capsides apres la digestion de '’ARN.

[.2 : Stabilité des capsides vides
J’ai ensuite analysé la stabilité des préparations de capsides vides en les stockant

cing semaines a difféerentes températures, et apres des ultracentrifugations réalisées

lors des expériences de cosédimentation.

e 4°C, température a laquelle sont stockées les capsides

e 0°C, température a laquelle sont soumises les capsides sur glace

e 20°C, température ambiante

e Ultracentrifugation de 16 min a 60 000g dans du tampon de transport

e Ultracentrifugation de 20 min a 50 000g sur coussin de saccharose a 60%

Pour regarder leur intégrité, les capsides ont été observées a une concentration de

80 ng/ul en microscopie électronique a transmission.
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tampon de transport sucrose 60%

i

capsides vides

Figure 35 : Stabilité des capsides vides par observation en TEM
Images représentatives des observations effectuées en microcopie électronique a transmission apres
stockage des capsides vides a 0°C, 4°C et 20°C pendant cing semaines Observation des capsides
apres deux protocoles différents d’'ultracentrifugation. Grossissement X300 000. La barre représente
50 nm.

Sur la figure 35, on constate que les capsides stockées a différentes températures
ont conservé leur structure. Ces capsides vides paraissent similaires aux autres
capsides matures (Sells et al 1987) et capsides ARN E.coli (Wingfield et al 1995)
observées en microscopie électronique a transmission. Les capsides sont isolées
(pas d’agrégation), en quantité suffisante, et elles ne se sont pas désassemblées.
Nous n’observons pas d’agrégation sur les clichés. L’ultracentrifugation ne semble
pas non plus avoir deffet délétere (désassemblage, agrégation...) sur les
préparations de capside vides puisque nous sommes capables de les observer. Les
capsides vides sont a une concentration de 1 mg/ml.

II': Transport cytoplasmique vers le noyau : expériences in cellulo

Pour analyser le transport cytoplasmique des capsides du VHB, jai microinjecté des
capsides dans des ovocytes de Xenopus laevis. Cette technique permet d’analyser
les étapes précoces de linfection en s’affranchissant de I'étape d’entrée du virus
(Pante and Kann 2002; Panté 2006; Cohen et al 2009), une étape limitante pour le
VHB. La taille des ovocytes (environs 1 mm) de xénope permet d’injecter des
volumes plus importants que dans les cellules somatiques et facilite la préparation
des échantillons pour la microscopie électronique. Des travaux du laboratoire ont
montré que les capsides matures injectées dans des ovocytes de xénope sont
visualisables au NPC (Pante and Kann 2002; Schmitz et al 2010).

11.1 : Injection de capsides VHB dans des ovocytes de Xenopus laevis.

Lors d’'un séjour de 2 mois au sein de I'équipe de Nelly Panté (Life science Institut,

UBC Vancouver) le cumul de mes expériences d’injection a avoisiné prés de 250
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Résultats

ovocytes injectés dont seuls 15 % des ovocytes préparés ont pu étre analysés au

microscope électronique a transmission pendant mon séjour.

11.1.1 : Localisation des capsides aux NPC

Sur la base des expériences antérieures, 5x 108 capsides ARN E.coli ou de capsides
vides ont été injectées par ovocyte. Les capsides matures, disponibles en quantités
plus limitées, ont quant a elles été injectées a 9x10’ capsides par ovocyte (soit 5,7
fois moins que pour les capsides vides). Lors de la cinétique jai analysé I'arrivée des

capsides aux NPC aprés des incubations de :

e 15 min aprés injection correspondant au temps « précoce »

e 60 min apres injection correspondant au temps « tardif »

capsides ARN E.coli capsides matures capsides vides
&
e

Figure 36 : Localisation des capsides aux NPC a 60 min
Microscopie électronique a transmission de sections de I'enveloppe nucléaire présentant une région
cytoplasmique C et une région nucléaire N. Ovocyte de Xenopus leavis injectés avec différents types
de capside du VHB (capsides ARN d’E.coli, capside matures et capsides vides) et incubés a
température ambiante pendant 60 minutes. La préparation des échantillons est détaillée dans la
section matériels et méthodes. Les fleches pointent les capsides présentes au niveau des NPC (barre
représente 100 nm)

Comme le montre la figure 36, on identifie 'enveloppe nucléaire séparant le noyau
du cytoplasme qui sont distinguables I'un de l'autre par les granules (ribosomes)
présents dans le cytoplasme. Les NPC apparaissent plus denses et décorent
I'enveloppe nucléaire. Le contraste obtenu par la coloration positive nous permet de
distinguer des capsides présentes aux NPC. Je n’ai jamais identifié de capsides ARN
E.coli présentes au NPC tant a 15 qu’a 60 min au contraire des capsides matures et

des capsides vides clairement repérables (Figure 36).
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11.1.2 : Quantification des NPC et capsides

A partir des acquisitions effectuées, jai analysé image par image tous les NPC en
guantifiant le nombre et la localisation des capsides dans les NPC. Les résultats des

guantifications figurent dans le tableau ci-dessous.

15 min 60 min
NPC totaux n=77 n=106

_ NPC contenant capsides n=9 n=42
r%zejlrii capsides n=10 n=76*
% NPC contenant capsides 12% 40%

n capsides/NPC 1,11 1,81
15 min | 60 min
NPC totaux n=99 n=148

NPC contenant capsides n=31 n=76
capsides vides |capsides n=58 n=195
% NPC contenant capsides 31% 51%

n capsides/NPC 1,87 2,57

Tableau 14 : Quantifications des NPC et des capsides dans les ovocytes injectés avec
capsides matures et capsides vides
Quantification pour deux types de capsides (matures et vides) injectées dans des ovocytes a 15 et 60
minutes post-injection, nombre de NPC (totaux et contenant des capsides) nombre de capsides,
pourcentage de NPC contenant des capsides et nombre moyen de capside par NPC (* les capsides
nucléaires n'ont pas été comptabilisé)

Le nombre de NPC totaux analysés est assez important, ayant travaillé pour ces
guantifications sur une centaine de clichés comportant de trois a douze NPC par
cliché. Cependant le nombre de NPC contenant des capsides matures et le nombre
de capsides matures identifiées dans les NPC a 15 min sont faibles : respectivement
9 et 10. A 60 min sur les 106 NPC analysés, 42 NPC contenaient des capsides
matures pour un nombre total de 76. Les capsides vides sont identifiees aux NPC en
plus grande quantité tant a 15 min qu’a 60 min mais ces différences quantitatives
s’expliquent au moins en partie par la différence du nombre de capsides injectées.
En effet dés 15 min jai identifié 58 capsides en analysant 99 NPC. Seuls 31 NPC
contenaient des capsides vides. A 60 min jai quantifié 195 capsides sur un total de

148 NPC analysés dont 76 contenaient des capsides vides.

Une diffusion passive ne peut permettre un transport aussi rapide (des 15 min) des
capsides du site d’injection a la périphérie nucléaire. Considérant la taille moyenne
des ovocytes utilisés (1,2 mm) et la localisation du noyau dans le pole végétatif ainsi

gue de sa taille (environs 400 um de diametre). Cela représente une distance de 400
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a 500um a parcourir. Cela implique donc que ce transport vers le noyau est

« dirigé ».

[1.1.3 : Capsides et complexe du pore nucléaire (NPC)

60%

50%

40%

30%

20%

10% .
0%

15 min 60 min

NPC contenant des capsides (%)

m capside matures capsides vides

Figure 37 : Histogramme des pourcentages de NPC contenant au moins une capside
Représentation en histogramme des données figurant dans le tableau 14 : calcul de la quantité de
NPC contenant des capsides par rapport au nombre total de NPC analysées. Noir: capsides
matures ; Gris : capsides vides,

Pour chaque type de capside, on peut observer une augmentation du nombre de
NPC contenant au moins une capside au cours du temps: 11% des NPC analysés
contiennent des capsides matures a 15 min. Ce pourcentage augmente a 39% a 60
min. Pour les capsides vides, le pourcentage de NPC contenant des capsides est

plus élevé, il est de 31% a 15 min et de 51% a 60 min.

L’augmentation du pourcentage de NPC contenant des capsides vides et matures
indiguent que ces deux types de capside sont transportées de facon similaire a
travers le cytoplasme jusqu’aux NPC sans étre aussi efficace. En effet, en injectant
presque 6 fois moins de capsides matures que les capsides vides on observe une
différence d’un facteur 3 a 15 min qui se réduit a un facteur de 1,25 a 60 min

indiquant que le systeme de transport n'est pas sature.

Considérant le nombre de capsides contenues dans les NPC nous pouvons calculer
le nombre moyen de capside par NPC (Tableau 14) représenté sur I’histogramme en

figure 38.
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Figure 38 : Histogramme du nombre moyen de capsides par NPC
A partir des quantifications figurant dans le tableau 14, en ne considérant que les NPC contenant des
capsides, calcul du nombre moyen de capside par NPC. Noir: capsides matures ; Gris: capsides
vides.

Les quantifications indiquent une augmentation de la quantité de capsides matures
aux NPC au cours du temps : le nombre moyen de capsides matures par NPC est de
1,11 & 15 min et de 1,80 a 60 min. Il y a une augmentation moyenne d’environ 0,7
capsides par NPC. Il est important de noter qu’a 60 min des capsides nucléaires sont
egalement observées sur les images de microscopie électronique en utilisant des
capsides matures mais sont exclues de ces quantifications. Le nombre moyen de
capside par NPC est donc sous-estimé. Ces capsides nucléaires résultent d’un
désassemblage des capsides au niveau du NPC permettant I'import des protéines
HBc qui se réassembleront en capside dans le noyau (Rabe et al 2009). Je n’ai par
contre jamais observé de capside nucléaire dans les ovocytes injectés avec des

capsides vides.

Le nombre moyen de capsides vides par NPC est plus élevé que celui déterminé
pour les capsides matures probablement en raison des différences de quantités
injectées. Il est de 1,87 capsides vides par NPC a 15 minutes et de 2,56 a 60
minutes. Ainsi, il y a une augmentation du nombre moyen de presque 0,7 capside
par NPC, comme observé pour les capsides matures. Pour ces échantillons nous
n‘avons pas observé de capside nucléaire ce qui implique une accumulation de ces
capsides au NPC et expliqgue que le nombre moyen de capside par NPC soit

Supérieur par rapport aux capsides matures.
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Pour les deux types de capsides les nombres moyens de capsides sont différents et
s’expliquent vraisemblablement par les quantités différentes de capsides injectées
dans les ovocytes. Cependant, on constate une augmentation similaire du nombre
moyen (+0,7) de capsides par NPC au cours du temps ce qui implique également
que la perte de capsides matures par désassemblage est limitée pendant la période

d’observation et des conditions d’'incubation (20°C).

11.1.3 : Distribution des capsides aux NPC

Bien qu’étant aux prises avec des quantités différentes de capsides injectées, lors de
'acquisition des données au microscope, jai calculé les rapports du nombre de
capsides par NPC, différents en fonction du temps pour chaque type de capside. Les
données présentées en figure 38 fournissent des informations quantitatives. Les
résultats présentés dans la figure 39 apportent des informations qualitatives. Les
histogrammes représentent le pourcentage de NPC contenant de 1 a 5 capsides

pour les deux types de capside a 15 minutes et a 60 minutes apres microinjection.
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Figure 39 : Distribution qualitative des capsides au NPC
Histogramme représentant le nombre de capside par NPC pour tous les NPC pour lesquels ont été
identifié des capsides a 15 min et 60 min. A partir de la quantification des ratios de capside par NPC
(capside : NPC: (1:1,2:1, 3:1, 4:1, 5:1)) nous avons calculé les pourcentages de NPC en fonction
des différents ratios.

Comme on peut le voir sur la figure 39, que ce soit a 15 ou a 60 min la majorité des
NPCs contiennent 1 capside mature. A 15 min, 45% des NPC ont 2 capsides
matures et ce nombre diminue a 19% a 60 min. Le pourcentage de NPC contenant
deux capsides matures diminue au cours du temps, cependant dans 5% des NPC
analysés jai identifié¢ 3 capsides matures. Comme attendu, les capsides matures
passent au travers du NPC et se désassemblent pour ensuite se réassembler dans

le noyau.

En ce qui concerne les capsides vides les résultats sont différents. A 15 minutes, la
majorité (67%) des NPC contient déja au moins 2 capsides, probablement di a la
guantité injectée et non a la cinétique. Cependant 33% des NPC ne contiennent
qu’une seule capside. Cette proportion est maintenue a 60 minutes puisque 29% des
NPC ne contiennent qu’une capside, la majorité, soit 54%, des NPC contiennent 2 ou

3 capsides. Et enfin 17% des NPC possedent 4 voire méme 5 capsides.

Les résultats des expériences effectuées au laboratoire convergent vers un

désassemblage des capsides dans le panier nucléaire. Ce désassemblage semble
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étre I'étape limitante des capsides vides ce qui entraine une accumulation des
capsides vides dans les NPC. J'ai donc analysé la distribution des capsides aux
NPC.

capsides matures capsides vides
extension
cytoplasme 50% 14,3% 42 9% 40,2%
T intra
enveloppe 40% 39,7% 32,1% 33,7%
mm”r?t{cr:rlealre
extension
nucléaire 10% 46% 25% 26,1%

NNPC=10 nNPC=42 nNPC=25 nNPC=76

Figure 40 : Distribution des capsides au sein du NPC

Quantification des capsides matures et vides selon leur localisation au niveau de la structure du NPC
(n= nombre de capside quantifiées)

Considérant la structure du NPC (voir VI.4 import nucléaire) trois zones ont été
sélectionnées : I'extension cytoplasmique du NPC, la zone au niveau de I'’enveloppe

nucléaire et le panier nucléaire.

Pour les capsides matures a 15 minutes apreés microinjection, la majorité des
capsides (50%) sont au niveau des fibrilles cytoplasmiques, 40% dans la zone
centrale du NPC et 10% au niveau du panier nucléaire.
A un temps précoce (15 min aprés injection), les capsides viennent d’arriver a la
périphérie nucléaire et sont donc localisées majoritairement du coté cytoplasmique
du NPC.
Plus tardivement a 60 minutes aprés microinjection, cette répartition est
completement inversée : la majorité des capsides (48%) est localisée dans le panier
nucléaire et seulement 14,3% sont au niveau des fibrilles cytoplasmiques. Le
pourcentage de capsides dans la partie centrale du NPC reste similaire a celui
observé a 15 min (39,7%). Ainsi, nhous pouvons observer une progression des
capsides matures dans les NPC au cours du temps, du cytoplasme vers le panier
nucléaire. Nous devons cependant pondérer ces observations par le peu de
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capsides observées a 15 min (n=10). Ce nombre réduit de capside peut s’expliquer
par le fait que les cargos cellulaires sont également transportés pendant I'expérience.
Ces résultats suggerent que la libération du panier nucléaire par désassemblage de

la capside est I'étape limitante.

La répartition des capsides vides a 15 min et a 60 min est identique : un peu plus de
40% des capsides sont localisées au niveau des fibrilles cytoplasmiques, 30 a 35%
dans I'anneau central et 25% des capsides vides sont dans le panier nucléaire.

Cette répartition des capsides est relativement proche de la distribution des capsides
matures a 15 minutes. Notre hypothése propose que le désassemblage soit le
facteur limitant et explique la plus grande quantité de capsides observée au NPC. Le
blocage dans le panier nucléaire ne permet pas I'arrivée d’'une proportion élevée de

capsides vides dans le panier nucléaire.

En résume, les capsides matures et vides sont transportées dans les cellules de
facon active et similaire vers les NPC. Les deux types de capsides passent par le
NPC, les capsides matures s’y désassemblent alors que les capsides vides s’y

accumulent.

[1.1.4 : Transport dans le cytoplasme

L’identification de ces capsides aux NPC est une étape consécutive au transport
cytoplasmique des capsides. Pour se concentrer sur cette étape cytoplasmique nous

avons effectué deux types d’expérience in cellulo :

e Microinjection des capsides dans les ovocytes de xénope pré-injectés avec
des anticorps

e Microinjection des capsides dans des cellules de mammifére (U20S)

Avec le méme procédé utilisé précédemment, les ovocytes de xénope ont été
injectés deux fois. Une premiére fois avec un anticorps et la seconde fois avec les
capsides matures. Un anticorps anti tubuline qui se fixera sur les Mt ce qui va altérer
la dynamique des Mt (Flchtbauer et al 1985) et un anticorps anti parvovirus H1, une

protéine nucléaire utilisée comme contréle d’injection. Ces anticorps ont été pré-
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injectés dans des ovocytes différents. Par analyse des capsides aux NPC on
apprécie I'effet des anticorps sur le transport au noyau.

capsides matures + Ac anti H1 capsides matures + Ac anti tub
- CEn ; i ” 3

des capsides matures
w
=
X

pourcentage de NPC contenant

0% L

control anti tubuline

Figure 41 : Localisation des capsides matures aux NPC dans des ovocytes pré injectés
Images représentatives des acquisitions effectuées en microscopie électronique a transmission.
Préinjection d’anticorps anti parvovirus H1 (Ac anti H1) ou anticorps anti tubuline (Ac anti tub) puis
injection de capsides matures. Les capsides sont identifiées via les fleches. N : nhoyau, C : cytoplasme.
Histogramme représentant le pourcentage de NPC analysés contenant des capsides matures.

Nous observons distinctement des capsides aux NPCs sur la figure 41. Comme
attendu la pré-injection d’anticorps anti Histone H3 ne perturbe pas le transport des
capsides matures au NPC (97% des NPCs analysés contiennent au moins une
capside). Lorsque I'anticorps anti tubuline est pré-injecté nous observons tres peu de
capsides matures visibles aux NPCs (seuls 7% des NPCs analysés contiennent au
moins une capside). Le transport cytoplasmique vers la périphérie nucléaire et in
extenso au NPC est inhibé lorsque I'anticorps anti tubuline est pré injecté.

Ces résultats indiguent que le transport des capsides matures vers le noyau utilise le

réseau de Mt.

C’est un volume de 50nl qui est microinjecté dans les ovocytes qui, rapporté au
volume du cytoplasme ne représente qu’un faible pourcentage du volume total. Ce

systéme de microinjection dans des ovocytes de Xenopus laevis est optimal pour
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observer les NPCs mais ce n’est pas trés compatible pour analyser les Mt en
microscopie électronique a transmission. J'ai donc opté pour une alternative en
réalisant des microinjections dans des cellules U20S, qui sont des cellules de
mammiféres (Homo sapiens) possédant un large cytoplasme ce qui facilite les
microinjections cytoplasmiques. Le systéme de transport par les Mt est
phylogénétiquement conservé (Little and Seehaus 1988; Pfister et al 2006). Il ne
semble pas y avoir de difference significative entre les deux systémes.
Techniqguement le volume injectable dans les celulles U20S est limité, les
expériences ont donc été effectuées uniqguement avec des capsides recombinantes

(E.coli et vides).

Figure 42 : Immunofluorescence de cellules U20S microinjectées avec des capsides vides
Image représentative des cellules microinjectées avec des capsides vides entre 1h et 2 h aprés
microinjection. Le panel de gauche représente toutes les acquisitions selon I'axe en Z sur des
tranches de 0.3um. A droite, une reconstruction 3D d’'une cellule microinjectée est présentée
(Imageld). Les capsides sont en vert, (anticorps anti HBc ’ADN en bleu, les Mt en magenta (anticorps
anti tubuline) un agrandissement de la zone nucléaire permet d’apprécier les colocalisations entre les
capsides vides et les Mt. Les barres d’échelle représentent 15um

L’utilisation du logiciel ImageJ (NIH) a permis de faire une reconstruction 3D de la
cellule afin de reconstituer le réseau de Mt et de regarder la localisation des
capsides. Aprés microinjection de capsides vides dans les cellules U20S, on
observe que les capsides sont localisées dans le cytoplasme et sont associées avec
les Mt. Sur le panel de gauche je n’ai pas identifié de capside dans le noyau, cela
indigue que les capsides observées sur la reconstruction 3D (projection) au niveau

de noyau sont les capsides situées au-dessus ou en dessous du noyau.

Sur I'agrandissement de la reconstruction 3D (image a droite de la figure 42) on
observe des colocalisations entre les capsides vides et les Mt. Les capsides sont
125



situées le long des Mt. Ces observations ont été effectuées sur 63 cellules

microinjectées avec les capsides vides.

Cependant, je n’ai pas observé d’accumulation de capsides vides a l'enveloppe
nucléaire des U20S microinjectées, contrairement a ce qui avait été observé dans
les ovocytes de Xenopus laevis ainsi que dans les expériences de transport en 10
min sur cellules perméabilisées (Delaleau, Rabe et al non publié).

Aprés injection d’ovocytes de Xenopus laevis les capsides ARN E.coli n’étaient pas
identifiables au NPC, et notre hypothese était que ces capsides étaient bloquées lors
d’'une étape précédant I'arrivée au NPC. Des microinjections de capsides ARN E.coli

ont également été réalisées dans les cellules U20S comme présenté sur la figure 43.

Figure 43 : IF de cellules U20S microinjectées avec des capsides ARN E.coli
Image représentative des cellules microinjectées avec des capsides ARN E.coli entre 1h et 2 h aprés
microinjection. Deux acquisitions représentatives de la majorité des cellules microinjectées.
Acquisitions en microscopie a épifluorescence. Les capsides sont en vert, (anticorps anti HBc),
marqueur de microinjection en bleu (IgG Alexa), les Mt en rouge (anticorps anti tubuline)

Lors d’'un marquage immunocytochimique des capsides via |‘anticorps anti HBc puis
un anticorps secondaire couplé a I'Alexa 488, et des Mt avec un anticorps anti
tubuline, jai observé une accumulation de capsides ARN E.coli autour d’'une zone

dense en Mt dans la majorité des cellules.
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Figure 44 : IF de cellules U20S microinjectées avec des capsides ARN E.coli
Image représentative des cellules microinjectées. Le panel de gauche représente toute les
acquisitions selon I'axe en Z sur des tranches de 0,3 um. A droite, figure une reconstruction 3D de
cellules microinjectées (ImageJ) Les capsides sont identifiables par leur marquage a I’Alexa 488 (en
vert) En bleu ’ADN, en magenta la péricentrine.

Sur la figure 44, jai constaté une accumulation des capsides ARN E.coli dans une
région proche du noyau. Cette accumulation est localisée autour de la péricentrine,
marqueur du centre organisateur des Mt (MTOC) (Archer and Solomon 1994;
Doxsey et al 1994).

Cette accumulation des capsides ARN E.coli au MTOC explique pourquoi elles n’ont
pu étre identifiees aux NPC des ovocytes de xénope. Les observations faites sur les
U20S microinjectées indiquent que les capsides ARN E.coli devaient étre
transportées via les Mt a travers le cytoplasme mais ne semblaient pas capables

d’atteindre le NPC car ces capsides devaient étre « bloquées » autour du MTOC.

[ll : Capsides du VHB et Mt

Dans l'ensemble les capsides interagissent avec les Mt. Afin d’étudier plus
précisément 'interaction des différentes capsides avec les Mt, je me suis servi d’un

essai in vitro employant des Mt polymériseés.

[1l.1 Capside du VHB et Mt polymérisés in vitro

La littérature fait état de mécanismes différents qui permettent le transport actif. Ce
transport peut étre directement di aux Mt et utlise les mécanismes de
polymérisation et depolymérisation, le mécanisme de tapis roulant (treadmil) ou des
protéines associées aux Mt (MAPs) qui ont des fonctions de transport comme les

kinésines et les dynéines.

L’interaction capside Mt est-elle directe ou nécessite-t-elle un médiateur cellulaire ?
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Figure 45 : Colocalisation de Mt polymérisés in vitro avec les différentes capsides
Clichés représentatifs des acquisitions obtenues sur les expériences de colocalisation des capsides
de HBV avec des Mt. Les Mt apparaissent colorés en rouge (rhodamine) et les capsides en vert (Ac
primaire anti HBc suivi d’anticorps secondaire marqué a I'’Alexa 488) Panneau A: les capsides seules
sont ajoutées a des Mt polymérisés ; Panneau B : Les capsides, en présence de lysat cellulaire, sont
ajoutées a des Mt polymérisés (n=2 a 5)

La figure 45A présente les images obtenues lorsque les capsides ont été directement
incubées avec les Mt polymérisés in vitro en absence de protéine cytoplasmique.
Nous n’observons pas de marquage des capsides, ce qui indique gu’aucune des
différentes préparations de capside n’interagit directement avec les Mt. Par contre,
lorsque du lysat cellulaire (RRL) est rajouté (figure 45B) on constate cette fois que

les capsides matures et les capsides vides se retrouvent associées avec les Mt.
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Figure 46 : Quantification du taux de colocalisation des capsides avec les Mt
Histogramme représentant les pourcentages de colocalisation entre capsides et Mt polymérisés in
vitro en présence de lysat cellulaire. Les quantifications ont été réalisées a I'aide du logiciel ImageJ
muni d’un greffon de colocalisation, sur une dizaine de clichés pour chaque type de capside. * : Test
statistique de Fisher

Sans lysat aucune colocalisation n’a pu étre quantifiée entre les capsides et les Mt
polymérisés in vitro. L’histogramme de la figure 46 représente le pourcentage de
colocalisation entre les différents types de capside et les Mt en présence de lysat
cellulaire. On constate que tres peu (5% environ) de capsides ARN E.coli
colocalisent avec les Mt, alors que les capsides matures et les capsides vides ont
des pourcentages de colocalisation avec les Mt nettement plus élevés, d’environ
35%.

Les colocalisations observées lors de ces expériences in vitro confortent notre
hypothése d’une interaction entre les capsides et les Mt. De plus, cette interaction
apparait ne pas étre directe puisqu’elle nécessite la présence additionnelle de lysat
cellulaire. Un ou plusieurs facteurs contenus dans ce lysat doivent jouer le réle de

médiateur.

[1l.2 : Coimmunoprécipitation des capsides avec les Mt

Pour confirmer les résultats de colocalisation suggérant une association entre les
capsides et les Mt, jai recherché I'existence d’'une interaction entre les capsides et

les Mt par coimmunoprécipitation.

Aprés polymérisation des Mt in vitro, ces derniers ont été incubés avec des quantités
équivalentes de capsides ARN E.coli ou de capsides matures (100 ng) immobilisées

sur des billes magnétiques (via des anticorps anti HBc). Les échantillons obtenus
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aprés précipitation magnétique suivie de lavages ont été analysés sur gel SDS-
PAGE et par WB. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 47.
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Figure 47 : Coimmunoprécipitation des Mt
Analyse sur gel SDS PAGE 11% suivi de WB révélé avec un anticorps anti tubuline (T6199) de la
coprécipitation des Mt par les capsides ARN E.coli et les capsides matures quantifications relative de
la précipitation de tubuline réalisés via ImageJ

Les Mt ne précipitent pas de maniére non spécifique avec les billes. En présence de
lysat cellulaire, on constate une coprécipitation des Mt pour les deux types de
capsides. En effet, il apparait, d’'une part qu’'un peu de tubuline coprécipite avec les
capsides ARN E.coli, et d’'autre part que la coprécipitation des Mt par les capsides
matures est plus importante. En effet, on observe une bande correspondant a la
tubuline monomérique (fleche du bas) ainsi que des dimeres de tubuline (fleche du
haut). La bande intermédiaire que I'on observe également pourrait correspondre a de

la tubuline modifiée post-traductionnellement.

Les résultats de la partie Il étayent notre hypothése d’une interaction entre les
capsides et les Mt. Les expériences présentées montrent que cette interaction est
indirecte puisqu’un ou plusieurs facteurs -cellulaires augmentent la capacité
d’interaction et de colocalisation des capsides de VHB avec les Mt. Parmi les
protéines susceptibles de jouer ce réle de médiateur, les MAPs sont de bonnes
protéines candidates. Parmi les MAPS, je me suis concentré sur le complexe de la
dynéine, responsable du transport rétrograde dans la cellule (voir partie | V.3 : MAPs

motrices : le complexe de la dynéine).
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IV : Dynéine : médiateur de I'interaction capside Mt

La dynéine étant un complexe multi-protéique, plusieurs de ses protéines
constituantes sont des candidates potentielles pour I'interaction des capsides avec

les Mt.

IV.1 : GST dynéine : production et purification des protéines recombinantes

Parmi les protéines constituantes de ce complexe, jai sélectionné les chaines qui
sont habituellement impliquées dans les interactions avec des cargos cellulaires ou

viraux appartenant au sous-complexe d’interaction (voir partie | VI.1 et VI.2) :

- Lachaine intermédiaire

- Les protéines appartenant au trois familles des chaines légeres
e Famille Tctex (Tctexl et Tctex3)
e Famille Lc8 (LL1 et LL2)
e Famille Rb (Rbl et Rb2)

J'ai choisi d’utiliser des protéines recombinantes de la dynéine étiquetées avec la
GST (Glutathione S Transferase). Le tag GST augmente la solubilité des protéines
recombinantes et est utilisé pour la purification. Il a été placé en N-ter pour ne pas
empécher la dimérisation des chaines légéres, car ces homo-dimérisations
dépendent des parties C-ters. Les séquences codantes de ces protéines ont été
insérées dans des plasmides Pgex (4T-1 ou 5X-1) obtenus auprés du Dr. Beate
Sodeik (Hanovre, Allemagne). La taille des inserts a été vérifiée sur gel d’agarose

1% apres digestion des plasmides par EcoR1 et Xhol.
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Figure 48 : Schéma des protéines recombinantes GST dynéine
Représentation schématique des protéines recombinantes : en gris le tag GST, en magenta Rbl et
Rb2, en rouge LL1 et LL2, en bleu Tctex1 et Tctex3 et en vert Dyn IC (forme entiére)

Des tests d’induction ont été préalablement effectués afin de déterminer le type de
souche bactérienne (BL21(DE3), origami et rosetta gami) présentant la meilleure
production de protéines, ainsi que les concentrations d’'IPTG (0,5 mM et 0,1 mM),
les durées d’induction (4h, 16h = ON et 68h) et la température (29°C et 16°C) les
plus favorables. Les résultats de ces tests d’induction figurent dans le tableau 15 ci-

dessous et figure 49.

concentration IPTG fraction ordre de
dénomination | kDa et temps protéine grandeur
d’induction majoritaire guantité
GST Tctex1 38 | 0,1 mM IPTG, 29°C ON insoluble mg/ml
Dyn Tctex -
GST Tctex3 38 | 0,5 MM IPTG, 16°C 68h insoluble mg/ml
Dyn Lc8 GST LL1 34 | 0,1 mM IPTG, 29°C ON soluble mg/ml
GST LL2 34 | 0,5mMIPTG, 16°C 68h insoluble mg/ml
Dyn Lc7 GST Rbl 33 | 0,1 mMIPTG, 29°c ON insoluble pg/ml
GST Rb2 33 | 0,5 MM IPTG, 16°C 68h soluble* mg/ml
DynIC GST DIC 101 | 0,1 mM IPTG, 29°C ON | insoluble** pg/ml

Tableau 15 : Dénomination et condition d’induction des protéines recombinantes GST dynéine
Tableau récapitulatif des caractéristiques et des conditions d’'induction des protéines recombinantes
GST dynéine. Dénomination utilisée dans le manuscrit, taille en kDa, condition d’induction :
concentration IPTG, température et durée de l'induction. Solubilité des protéines surexprimées.
Quantité (ordre de grandeur) des protéines obetenues aprés pufirication puis dialyse. (* : Précipitation
de la protéine ; ** : produit de synthése partiel ou de dégradation)

La meilleure production a été observée apres transformation dans des BL21(DE3).
La masse moléculaire théorique des protéines recombinantes est exprimée en kDa

et les conditions d’induction sont présentées dans le tableau 15. Dans le tableau 15
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est indiqué la fraction ou on I'on retrouve la majorité des protéines, néanmoins toutes
les purifications ont été effectuées a partir des fractions solubles en utilisant des
billes de glutathion sépharose 4B. Des échantillons de chaque étape de la
purification sont analysés sur SDS PAGE aprés coloration au bleu de Coomassie.
Les ordres de grandeur des concentrations des protéines purifiées obtenues (allant

de quelques pg/ml a plusieurs mg/ml) sont renseignés dans le tableau 15.
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Figure 49 : Surexpression et purification des GST dynéine

Gel SDS PAGE 11% coloré au bleu de Coomassie pour chaque étape de la purification des GST dynéine : A : GST Tctex1 ; B: GST Tctex3; C: GST Rb1;

D:GSTRb2;E:GSTLL2; F:GSTLL1L Tampon de lavage : Tris 50mM, EDTA 2mM ; NaCl 50mM ; PMSF 1mM ; pH8. Tampon d’élution :

Tris 50mM ; glutathion 10mM ; pH8. Marqueur « Protein Ladder 26616 » de haut en bas : 170,130,100, 70 (coloré en rouge), 55, 40, 35, 25 kDa
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La figure 49 permet d’apprécier la qualité de purification de chaque protéine. En effet
pour les protéines : GST Tctex1 (A), GST Rb2 (D), GST LL2 (E) et GST LL1 (F), on
observe une bande majoritaire qui correspond a la protéine surexprimée dans les
trois élutions. Cependant, on remarque qu’aprées les trois élutions il subsiste encore
des protéines fixées aux billes de sépharose. Pour les deux autres protéines
surexprimées, GST Tctex3 (B) et GST Rb1 (C), on constate que nous récupérons les
protéines surexprimées dans les trois élutions alors que ces deux protéines sont
présentes majoritairement dans la fraction insoluble. La GST DIC a été purifiée de
facon analogue en trés faible quantité. Pour cette protéine purifiée jai observé
beaucoup de produits de synthése partielle / de dégradation ou de contaminants

(non montrés).

Les élutions sont regroupées, dialysées, quantifiees par la méthode de Bradford puis
aliquotées et finalement stockées a -20°C. J'ai vérifié le degré de pureté des
protéines purifiees par gel SDS coloré au Bleu de Coomassie ainsi que leur

reconnaissance par I'anticorps anti GST en WB.

40-
35- ¢

GST Tctex1
GST tctex3
GST LL1
GSTLL2
GST Rb1
GST Rb2

40-
35-—- > " — -<

Figure 50 : Analyse des GST dynLC purifiées
En haut : Gel SDS PAGE 11% coloré au bleu de Coomassie. En bas WB révélé avec I'anticorps anti
GST

Sur la figure 50, on observe des quantités équivalentes (0,8 pg quantité déposée) de
protéines purifiées sur le gel SDS PAGE coloré au bleu de Coomassie. Les bandes
visibles au-dessus des protéines purifiées (indiquées par la fleche) indiquent la
présence de protéines contaminantes minoritaires. Le WB atteste la reconnaissance
des protéines purifiées par lI'anticorps anti-GST. Les quantités obtenues de GST
Tctex3 et GST LL1 apparaissent plus faibles que pour les autres protéines purifiées.

Enfin GST Rb2 apparait étre accompagné d’un produit de dégradation.
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V.2 : Dimérisation des protéines purifiées : vers la formation d’'un complexe

Dans les cellules, les chaines Iégéres de la dynéine interagissent avec la chaine
intermédiaire de la dynéine (DynIC) (cf chapitre concerné). Cette interaction est

nécessaire a la formation/assemblage du complexe de la dynéine.

Pour les familles Tctex et Lc8, cette interaction nécessite leur homodimérisation qui
conduit a la formation d’un sillon et permet l'interaction avec la DynIC. Pour la famille
Rb, les modalités d’interaction sont différentes mais I'homodimérisation est

également requise.

Figure 51 : Schéma de l'interaction entre ’homodimeére de DynLC (DynLL1)/ et la DynIC
Structure tridimensionnelle du dimére de Lc8 en gris, formation d'un sillon identifiable par la zone
marquée en rouge. Un domaine de la DynIC en vert s’insére dans ce sillon.

Pour vérifier si les protéines taguées GST sont fonctionnelles par rapport a cette
caractéristique, jai analysé la précipitation de la DynlIC par les différentes chaines
légéres de la dynéine en utilisant des billes greffées chimiquement avec du

glutathion.
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Figure 52 : Précipitation de la DynIC via les GST dynLC purifiées
Analyse par WB de la précipitation de la DynlIC provenant du lysat cellulaire RRL par les GST DynLC
(GST Tctexl, GST Tctex3, GST LL1, GST LL2 GST Rbl et GST Rb2) en utilisant des billes glutathion
sépharose. L’Ac anti GST est utilisé pour visualiser les chaines de la dyneine et Ac anti DynIC pour
révéler la DynIC. De haut en bas, input: 5% des protéines avant cosédimentation, pull down :
protéines aprés coimmunoprécipitation.

Les résultats de la coprécipitation de la DynIC (Figure 52) montrent que jai bien pu
détecter dans le lysat la DynIC (input Ac anti DynIC) et que toutes les protéines
recombinantes sont capables de précipiter la DynIC. Cela signifie :1) que GST
Tctex1, GST tctex3 dimérisent pour former le sillon qui permet l'interaction avec le
motif LGMAKITQVDF (AA 110 a 122) de la DynIC. 2) que les GST LL1 et GST LL2
dimérisent pour former le sillon qui interagit avec le motif KETQTP (AA 126 a 135) de
la DynIC. 3) que les GST Rbl et GST Rb2 dimérisent pour former des crevasses
hydrophobes dans lesquelles des hélices amphipatiques de la DynIC s’inséerent.
Cependant pour la dynéine GST LL1 jai da utiliser 5 fois plus de protéine pour
pouvoir observer une coprécipitation de la DynlC en plus faible quantité.

L’homodimérisation de GST LL1 semble donc moins efficace.

V.3 : Interaction avec la capside du VHB

Pour identifier la chaine de la dynéine qui interagit avec les capsides du VHB, jai

entrepris deux types d’expérience :

e Des coimmunoprécipitations avec différents types de capsides

(capsides ARN E.coli et matures)
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e Des cosédimentations avec des capsides vides pour la vérification des
résultats obtenus par les coimmunoprécipitations. Ces expériences
nécessitant de grosse quantités de capsides, elles ont été réalisées

avec des capsides vides.

IV.3.1 : Coimmunoprécipitation

Les coimmunoprécipitations permettent de consommer 10 fois moins de capsides
gue les expériences de cosédimentation. Ces expériences ont pu étre réalisées avec
les capsides matures que I'on purifie au laboratoire en quantité limitée. Lors de ces
expériences, jai immobilisé soit des capsides matures soit des capsides ARN sur
des billes utilisant un anticorps (anti HBc DAKO) puis je les ai incubées avec les
différentes chaines légeres de la dynéine en présence ou non de lysat cellulaire
RRL. Le lysat cellulaire additionné peut étre une source de facteurs compétiteurs ou
au contraire facilitateurs pour l'interaction. Les résultats de la coimmunoprécipitation

sont présentés dans la figure 53 ci-dessous :
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Figure 53 : Coimmunoprécipitation des GST dynéine avec les capsides du VHB
Analyse par WB (Ac anti GST) de la coprécipitation des différentes GST dynéines avec des capsides matures ou RNA ou vides avec ou sans lysat cellulaire.
A : GST Tctex1, B : GST Tctex3, C: GST Rbl, D GST Rb2, E : GST LL2 et F : GST LL1 Pour chaque panneau, , figure en haut (input) I'analyse en WB (Ac
anti GST) avant coimmunoprécipitation, et en bas (pull down) résultats aprés immunoprécipitation magnétique et lavages en TB des échantillons.
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Les panneaux A, B, C et E montrent des résultats dimmunoprécipitation similaires.
En absence de capside on vérifie bien I'absence dimmunoprécipitation non
spécifique des chaines Iégeres comme le montre les contrdles dans les figures A, B,
C et E (2 colonnes de gauche). Dans les échantillons contenant des capsides ARN
E.coli ou des capsides matures, je n’ai pas observé de coimmunoprécipitation entre
les capsides et les protéines purifiées. GST Tctexl, GST Tctex3 GST Rbl et GST
LL2, n’interagissent ni avec les capsides matures ni avec les capsides ARN E.coli, et

I'ajout de lysat cellulaire ne modifie pas les résultats obtenus.

Les résultats sont différents pour GST Rb2. En effet, on constate I'existence d’'une
fixation non spécifique puisque I"on détecte la protéine sans capside apres
coimmunoprécipitation. Mais en ajoutant les deux types de capsides je n’'ai pas
observé d’augmentation du signal ce qui indique que GST Rb2 n’interagit pas avec
les capsides. Par contre, lorsque du lysat cellulaire est ajouté, jobserve une
augmentation (par rapport a la précipitation « non spécifique ») de la coprécipitation
de Rb2 par les capsides ARN E.coli. Cela ne peut s’expliquer par une augmentation
de la fixation non spécifique de GST Rb2 di au lysat car ceci n’est pas observé avec
les capsides matures. Ces observations suggerent I'implication d’un ou plusieurs

facteurs cellulaires pour I'interaction avec les capsides du VHB.

Pour GST LL1, (Figure 53, panneau F), sans ajout de lysat, on observe une
précipitation des trois types de capsides, ARN, matures et vides. Les capsides ARN
E.coli précipitent Iégérement la GST LL1, précipitation intermédiaire avec les
capsides matures, et fortement avec les capsides vides. Lorsque du lysat cellulaire
est ajouté on observe une augmentation de la coprécipitation de GST LL1 par les
capsides ARN E.coli mais une diminution pour les autres capsides. GST LL1 interagit
donc avec les différents types de capsides, et cette interaction est modulée
positivement ou négativement en fonction de l'ajout de lysat. Ces différences ne
peuvent s’expliquer que par des caractéristiques différentes selon le type de
capsides et seront développées dans la discussion.
Avec les capsides ARN E.coli, jai observé des résultats similaires avec deux
protéines, GST Rb2 et GST LL1, a savoir une augmentation de la précipitation avec
les capsides en présence de lysat cellulaire. Pour les capsides vides et les capsides
matures qui coprécipitent GST LL1, cette coimmunoprécipitation est diminuée
lorsque l'on ajoute du lysat cellulaire. Cela implique une compétition par un ou
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plusieurs composants présents dans le lysat cellulaire. On peut penser a la LL1
endogéne ou a d’autres protéines contenues dans le lysat et connues pour interagir

avec les capsides.

IV.3.2 : Cosédimentation

Le protocole de cosédimentation sur coussin de saccharose a été établi
empiriquement en utilisant de la GST purifiée et des capsides vides. Apres la mise
en place d'un protocole de cosédimentation, jai testé les protéines GST DynlLc8
avec les capsides vides. De par la quantité de matériel nécessaire dans ces

expériences, les essais ont été limités aux capsides vides.
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Figure 54 : Interaction entre les capsides vides et GST Lc8 par cosédimenation
Analyse de la cosédimentation par WB en utilisant un Ac anti HBc pour détecter les capsides et un Ac
anti GST pour détecter les chaines Iégeres de la dynéine De gauche a droite, la sédimentation des
GST DynLc8 : GST LL1 et GST LL2 en présence de capsides vides puis en leurs absence. Analyse
par WB de haut en bas 5% des « sédiments » (Ac anti HBc), input 5% avant cosédimentation (Ac anti
GST), Co S : analyse des « sédiments » (Ac anti GST).

En absence de capside il n’y a pas de sédimentation de GST LL1 et GST LL2.
Lorsque jai effectué des cosédimentations en présence de capside vide jai observé

la cosédimentation d’'une seule protéine purifiée : GST LL1 (Figure 54).

Par cosédimentation, seule GST LL1 coprécipite avec des capsides vides ce qui

s’explique par une interaction capside LL1.

IV.4 : La famille Lc8 LL1 / LL2 comparaisons

Dyn LL1 et Dyn LL2 étant deux isoformes de la méme famille de protéine, Dyn Lc8,
la comparaison des séquences protéiques (les protéines transcrites et traduites in

silico a partir de nos résultats de séquencage sont bien identiques aux séquences
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déposées dans la base de données du NCBI pour les protéines dynéine LL1 et LL2
Homo sapiens) de LL1 et LL2 a été réalisée en utilisant le logiciel BlastP. Le résultat
est présenté dans la figure 55, ci-dessous :

1 20 40 60 80 89
DynLL1  MCBRRAvIRNABMSEEMOOBS vECATOAT BRvNT BRD T AAR [ RKEFDRR INeTficvGRNEGS Y VBB TREF 1 YFYLGQUATLLFRSG
DynLL2  MSDRKAVIKNADMSEDMOQDAVDCATQAMEKYNIBKDIARY IKKEFDKKYNPTIHC  VGRNEGSY VTRETKHE [ YFYLGOUAT LLFKSG

X XXX KKKHK KX KKK« KKK = % = Fokdokok = ok kxkkxk 3K % K K X5 KKK KKK 0K KOk XKk KKK Xk Xk XKk X Kk

[ Jaliphatique []petit [Jaromatique []chargé

Figure 55 : Comparaison des séquences protéiques de Dyn LL1 et Dyn LL2
Alignement des séquences protéiques de Dyn LL1 (NCBI ref NP_001032584) et Dyn LL2 (NCBI ref :
NP_542408.1) les a.a. sont colorés selon leur propriété : aliphatique en jaune, petit en vert aromatique
en orange et chargé en magenta. (*) a.a. identique, (.) différent, (:) similaire

Comme on peut le voir sur la représentation schématique de la comparaison de
séquences, les séquences protéiques de Dyn LL1 et Dyn LL2 sont trés fortement
similaires (93% d’identité). Ces protéines sont petites: 89 a.a.. Il y a six a.a.
différents dans la partie N-ter de la protéine aux positions 2, 16, 21, 23, 29 et 41.
Pour les positions 16 et 23, il n’'y a que peu de différence ; les a.a. étant tous les
deux des résidus acides E=»D (acide glutamique et acide aspartique). En position 2,
il y a des a.a. différents, mais la cystéine et la sérine restent des résidus non chargés
polaires C=>S. En position 21, S=>A fait apparaitre un changement d’'un a.a. non
chargé polaire (sérine) pour un résidu non chargé hydrophobe (alanine). En position
29, L=>M la leucine et la méthionine sont tous deux des résidus non chargés
apolaires. Par contre, pour la position 41 H=>Y il y a une différence plus importante
entre I'histidine : résidu chargé positivement aromatique et la tyrosine : résidu non

chargé polaire contenant un cycle aromatique.

A la lumiére de cet alignement des séquences protéiques, on constate qu'il y a trés
peu de différences entre les deux isoformes de la famille Dyn Lc8. En outre, les

structures secondaires et tertiaires sont identiques.

V.5 : GST LL1 mutants : production et purification des protéines recombinantes

Sur la base de cette homologie, jai analysé I'implication des a.a. différents entre les
deux protéines dans l'interaction avec les capsides du VHB. Par mutagénése dirigée
jai remplacé les a.a. présents dans Dyn LL1 par ceux qui sont normalement dans
Dyn LL2. Aprés mutagénése, jai obtenu des simples mutants de Dyn LL1, vérifiés

par séquencage. Les mutants de GST LL1 (appelé génériguement GST LL1* dans
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les figures) ont été dénommeés selon l'a.a. qui a été substitué (GST LL1 C2S, LL1
E16D, LL1 S21A, LL1 E23D, LL1 L29M, LL1 H41Y). Un autre mutant a été construit
en remplagant la sérine 88 par une arginine GST LL1 S88R. Cet a.a. est placé dans
la partie C-ter de la protéine. Normalement, la sérine 88 lorsqu’elle est phosphorylée
entraine la dissociation du diméere de LL1. Toutes les protéines GST « LL1 mutants »

ont été exprimées et purifiées suivant le protocole établi pour la GST LL1.

GST LL1 C2S

GST LL1 E16D
GST LL1 S21A
GST LL1 E23D
GST LL1 L29M
GST LL1 H41Y
GST LL1 S88R
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Figure 56 : Analyse des GST LL1* purifiées
Panneau supérieur: 0,8 pug de chaque protéine sur gel SDS PAGE 11% coloré au bleu de
Coomassie. Panneau inférieur : WB révélé par I'anticorps anti GST.

La figure 56 présente la pureté des protéines produites, vérifiee sur un gel SDS-
PAGE coloré au bleu de Coomassie. Peu de contaminants sont observés et il n’y a
pas de GST seule. Les échantillons ont été préparés pour charger 0,8 pg a partir
d’aliquotes congelées des protéines purifiées. Je n’observe que de légeéres variations
de quantités de protéines aprés révélation au bleu de Coomassie. Ce résultat indique
gue les protéines ne semblent pas précipiter aprés décongélation. Sur le WB
anticorps anti GST reconnait toutes les protéines qui ont été purifiées. Aucun

produit de dégradation ou de synthese partielle n’a été observé.

V.6 : Dimérisation des protéines mutantes

In vitro, les protéines GST LL1 et LL2 sont capables d’interagir avec DynIC (Figure
52). La dimérisation des Dyn LL1/Dyn LL2 implique la partie C-ter de la protéine qui
permet la formation du sillon et in fine l'interaction avec la DynlC. Les mutations
réalisées dans la partie N-ter ne devraient pas a priori empécher cette interaction.

C’est ce que jai voulu vérifier.
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Figure 57 : Précipitation de la DynIC via les GST LL1* purifiées
Analyse par WB de la précipitation de la DynIC provenant du lysat cellulaire RRL par les GST LL1*
(GST LL1 C2S, LL1 E16D, LL1 S21A, LL1 E23D, LL1 L29M, LL1 H41Y et LL1 S88R) en utilisant des
billes glutathion sépharose. L’Ac anti GST est utilisé pour visualiser les chaines de la dyneine et Ac
anti DynIC pour révéler la DynIC. De haut en bas, input : 5% des protéines avant cosédimentation,
pull down : protéines aprés coimmunoprécipitation.

input

pull down

On constate que pour six des sept GST LL1* il y a coprécipitation de la DynIC. I
s’agit respectivement de GST LL1 C2S, GST LL1 E16D, LL1 S21A, LL1 E23D, LL1
L29M et GST LL1 S88R. Si I'on compare les intensités on constate que certaines
chaines coprécipitent peu la DynIC : il s’agit de GST LL1 C2S, LL1 L29M, et GST
LL1 S88R. En effet, les résultats obtenus avec ces mutants sont tres similaires a
ceux obtenus avec GST LL1 (Figure 52). Deux autres mutants, GST LL1 E16D et
LL1 S21A, coprécipitent plus efficacement la DynIC. En effet la quantité de protéine
coprécipitée est supérieure. La précipitation de DynIC est quantitativement la plus
forte avec le mutant LL1 E23D. Concernant la GST LL1 H41Y il n'y a pas
coprécipitation de la DynIC. Bien que la Dyn LL2 (possédant une tyrosine en position
41) soit retrouvée dans le complexe de la dynéine, I'expression hétérologue (en
cellule HEK) d’'un mutant de LL1 H41Y redirige I'interaction vers la myosine Va ce qui

est en accord avec nos observations (Day et al 2004).

En conclusion, toutes les protéines purifiées a I'exception d’'une seule (LL1 H41Y)
sont capables de s’homodimériser et d’interagir avec la DynlC. Cependant leurs
capacités d’interaction avec la DynIC sont différentes. Ces protéines peuvent donc
former des complexes partiels de la dynéine : un homodimére de DynLC pour deux
DynIC.
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V.7 : Interactions avec la capside du VHB

J’ai utilisé toutes les GST LL1* purifiées dans des expériences de cosédimentation
dont les résultats figurent ci-dessous, afin d’identifier les a.a. impliqués dans
I'interaction entre la capside du VHB et la Dyn LL1. Deux types de capsides ont été
utilisés : les capsides vides et les capsides ARN E.coli.
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Figure 58 : Interactions entre les capsides vides ou ARN E.coli et GST LL1* par cosédimenation
Analyse en WB de la cosédimentation des GST LL1* (GST LL1 C2S, LL1 E16D, LL1 S21A, LL1
E23D, LL1 L29M, LL1 H41Y et LL1 S88R) par les capsides vides et les capsides ARN E.coli. Ac anti
HBc est utilisé pour les capsides et Ac anti GST pour les GST LL1*. De haut en bas, input : analyse
des échantillons avant cosédimentation, Co S : analyse des « sédiments » d’une part pour les
capsides et d’autre part pour les GST LL1* (3 expériences indépendantes).

Comme pour les cosédimentations réalisées avec la GST LL1, jai préalablement
vérifié que dans nos conditions de sédimentation, les GST LL1* ne sont pas
détectées aprés ultracentrifugation en I'absence de capside (résultats non montres).
On constate des cosédimentations avec les deux types de capsides pour le témoin
GST LL1 (témoin positif) comme observé sur la figure 53. Néanmoins, l'intensité des
bandes semble équivalente donc il ne semble pas y avoir de variations d’interaction
de LL1 avec les capsides VHB (E.coli ou vides). GST LL1 C2S, GST LL1 E16D, GST
LL1 S21A et GST LL1 E23D cosédimentent avec les deux types de capsides. Il ne
semble pas y avoir de différence lors des cosédimentations. Les résidus en position
2, 16, 21 et 23 ne semblent donc pas importants dans l'interaction de LL1 avec les
capsides. Pour les trois autres GST LL1*, les résultats sont variables en fonction du
type de capside. En effet, on constate que pour GST LL1 L29M, il y a

cosédimentation avec les capsides vides mais trés atténuée avec les capsides ARN
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E.coli. Pour GST LL1 H41Y, jobserve peu de cosédimentation avec les deux types
de capsides. Si on compare les quantitéts de capsides récupérées aprés
cosédimentation pour GST LL1 L29M et LL1 H41Y, on constate des différences.
Mais comparativement & GST LL1, I'affinité entre les capsides et les deux mutants

est diminuée.

Pour GST LL1 S88R, jai observé des différences de cosédimentation en fonction du
type de capside utilisée. En effet, avec les capsides vides, il y a une cosédimentation
de la protéine. La saturation du signal indique méme une grande quantité de
protéine. A contrario avec les capsides ARN E.coli on observe une nette diminution
de la cosédimentation de GST LL1 S88R. Le mutant S88R, bien que complétement

artificiel, cosédimente différemment en fonction du type de capside.

Bien que I'aspect quantitatif ne soit pas possible sur ces expériences en raison de la
guantité de capside variable obtenue aprés ultracentrifugation, on peut néanmoins
dire que les résidus en position 29 et 41 semblent importants lors de l'interaction
avec les capsides. Sur les reconstructions tridimensionnelles du dimere de LL1 en
considérant le domaine d’interaction de DynLL1 avec la DynIC (sillon coloré en rouge
sur la figure 59) on constate que cing a.a. sur les six sont localisés a la surface du
dimere. Les deux a.a. en position 29 et 41, qui semblent importants dans l'interaction
avec les capsides, sont localisés a la surface du complexe Dyn LL1/ DynIC. Ces a.a.

seraient accessibles pour des interactions avec les capsides (Figure 59).
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Figure 59 : Structure du dimére de LL1 en vue latérale et de face
A partir des structures 3D du dimere de LL1, a gauche est représentée une vue latérale du dimere
avec la localisation du sillon (en rouge) qui est le domaine d’interaction des DynIC (en vert). A droite,
apres rotation du dimere de 90 degré, sont colorés (en jaune) les a.a. différents de LL2. En écriture
rouge sont identifiés la leucine en position 29 et I'histidine en position 41.

V.8 : Formation de I’hétéro complexe dynéine-capsides

Les GST dynéines purifiées sont capables d’interagir avec la DynIC. Parmi ces
protéines, la GST LL1 interagit avec la capside. Si Dyn LL1 est le médiateur de
l'interaction entre la capside et le complexe de la dynéine, est-ce que la capside,

DynLL1 et DynIC peuvent former un complexe ?

IV.8.1 : Clivage de GST LL1, purification de DynIC 295

Comme décrit dans la partie 1V.1, la GST DynIC entiére est difficile a purifier. En
effet, la protéine surexprimée est insoluble. Le peu de protéine purifiée a partir de la

fraction soluble correspond a des produits de synthese partielle de la protéine.

36 kDa GST | LL1
101 kDa GST DynIC _
70 kDa GST DynIC 295

Figure 60 : Schéma protéines recombinantes GST LL1 et GST DynIC 295
Représentation schématique des protéines recombinantes, en gris le tag GST, en rouge LL1 et en vert
DynIC (forme entiere) et DynIC 295 (forme tronquée). En bleu figure le site de clivage par la protéase
(factor Xa).

Les domaines d’interaction de la DynlIC avec les chaines |égéres sont localisés dans
la partie N-ter. J’ai donc construit une forme tronquée de la protéine ne comportant
gue les 295 premiers a.a. contenant ces domaines (Figure 10) (Mok et al 2001;

Susalka et al 2002; Nyarko and Barbar 2011). Pour éviter la dimérisation due au tag
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GST, un site de clivage lle-(Glu ou Asp)-Gly-Arg par le facteur Xa est intercalé entre
le tag GST et la protéine LL1. Apres son immobilisation sur billes de glutathion
sépharose, la GST-LL1 a été incubée en présence de factor Xa et la protéine LL1 a
été récupérée.
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Figure 61 : Clivage de GST LL1 et purification de GST DynIC 295
A : Analyse sur SDS PAGE (gel 15%) coloré au bleu de Coomassie de GST LL1 non clivé et GST LL1
aprés clivage. B : Analyse en WB (révélé par Ac anti GST) et coloration au bleu de Coomassie des
protéines purifiées a partir de la fraction soluble d’'un lysat de bactérie BL21/DE3 surexprimant DynIC
295,

Comme on peut le voir sur la figure 61, apres clivage de la GST LL1 par le facteur Xa
on observe en dessous de 15Kda qui correspond a LL1 clivé. J'ai constaté I'absence

de contamination par la GST LL1 montrant une bonne efficacité de clivage.

La construction DynIC 295 permet d’exprimer une protéine tronquée qui est purifiée
plus facilement que la forme entiére. La figure 61B montre que la DynIC 295 purifiée
est constituée de bandes de tailles différentes comprises entre 35 kDa et 70 kDa
(protéine tronquée entiere). Les bandes majoritaires (36 kDa, 38 kDa, 40 kDa et 50
kDa) sont des produits de synthése partielle ou de dégradation. Le tag GST étant
localisé en partie N-ter, il y a une majorité de protéines qui sont reconnues par I’Ac
anti GST. La taille théorique minimale de GST DynIC nécessaire a l'interaction avec
Dyn LL1 est de 41 kDa, parmi les protéines purifiées, la majorité contient le domaine

d’interaction avec LL1.
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IV.8.2 : Formation d’'un hétérocomplexe : capsides + LL1 + DynIC 295

Afin de déterminer si LL1, Dyn IC et les capsides VHB étaient capables de former
des complexes, jai réalisé des expériences de cosédimentation avec la LL1 clivée, la
DynIC 295 purifiée et les capsides vides.
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Figure 62 : Formation d’un hétérocomplexe capside / DynLL1 / DynIC 295
Analyse en WB (révélé avec Ac anti HBc, Ac anti GST et Ac anti LL1/2) des sédiments obtenus aprés
ultracentrifugation de capsides vides avec LL1 clivée et GST DynIC 295. De haut en bas, input:
échantillons avant cosédimentation (révélé avec Ac anti GST et avec Ac anti LL1/2). Co S : analyse
des « sédiments » (révélé avec Ac anti HBc ou Ac anti GST ou avec Ac anti LL1/2). Images
représentatives des 3 expériences indépendantes.
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La figure 62 présente les résultats obtenus par cosédimentation des capsides vides
avec LL1 clivée seule, GST DynIC 295 seule et LL1 clivée en présence de GST
DynIC 295. Pour vérifier que les protéines purifiées ne sont pas sédimentées
pendant la centrifugation, elles ont été centrifugées sans capsides vides (piste 2, 4 et
6). Comme on peut le voir sur la figure de gauche a droite, il y a cosédimentation de
LL1 uniguement en présence de capside (piste 1). La DynIC 295 seule ne
cosédimente pas que ce soit avec ou sans capside (piste 3 et 4). Dans les piste 3 et

4, il semble y avoir moins de DynIC 295 dans la piste 4. Lorsque les capsides sont
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incubées avec LL1 clivée et la GST DynIC 295, on constate que LL1 et GST DynIC
cosédimentent avec la capside.

Au niveau des WB anti GST des inputs dans les pistes 1 et 2 des bandes a 25kDa
sont visibles. C’est peut étre une contamination par de la GST issue du clivage de
GST LL1, méme si cela navait pas été détecté sur la figure 61. De maniére
surprenante, dans les pistes 5 et 6 lorsque LL1 et GST DynIC 295 sont mélangées le
profil du WB input anti GST est différent.

Néanmoins, ces résultats indiquent clairement que la capside, LL1 et DynIC 295
interagissent pour former un hétérocomplexe. La formation de ce complexe est
compatible avec le transport de la capside par le complexe de la dynéine. En effet si
les capsides du VHB peuvent interagir avec la dynéine assemblée et fonctionnelle,
on peut supposer que les capsides sont transportées sur les Mt jusqu’a la périphérie

nucléaire.

V : LL1 médiateur de l'interaction dynéine/capsides : conséquences

in vitro et in cellulo

Pour tester si l'interaction entre les capsides et LL1 est essentielle pour le transport

cytoplasmique par les Mt jai utilisé deux approches différentes :

e In vitro en quantifiant la colocalisation des capsides et des Mt
polymérisés en présence et en absence de GST LL1.

e In cellulo sur les coupes d'ovocytes de xénope microinjectés en
analysant notamment l'effet de la coinjection de la GST LL1 sur

I’abondance relative de capsides vides identifiables aux NPC.

V.1 : Compétition in vitro (colocalisation de Mt/ capsides)

Précédemment en incubant des capsides en présence de lysat cellulaire sur des Mt
polymérisés in vitro, des colocalisations de capsides avec les Mt ont été observées
et quantifiées. Dans le méme type d’expériences, jai ajouté au lysat cellulaire de la
GST LL1 afin de déterminer si un exces de LL1 modifiait la liaison des capsides avec
les Mt. Trois résultats sont envisageables : 1) aucun effet, car le systeme est déja
saturé, le RRL ayant par lui-méme fourni toutes les chaines de LL1 nécessaires. 2)
La GST LL1 soluble rajouté entre en compétition avec la LL1 endogéne ou 3) LL1 est

limitant dans le RRL et donc I'addition de LL1 provoque une augmentation du taux de
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liaison. Les résultats des quantifications effectuées sont présentés dans la figure 63

ci-dessous :
6
capsides vides capsides vides T 60 *
+ lysat + lysat + GST LL1 23
4 T o ®
gt | e 82 o0 00
= 0
o5 40 o
(s VY
o £
= ST °
@ o .
ST 204 ° » [
ce . u.}._..l
°g g
3
8_ 0 1 1
capsides vides capsides vides
+ lysat + lysat
+ GST LL1

Figure 63 : Colocalisations capsides vides / Mt en présence ou non de GST LL1
Images illustratives des expériences de colocalisation capside Mt avec du lysat cellulaire en présence
ou en absence de GST LL1. Les différents pourcentages de colocalisation sont représentés en nuage
de point. Chaque rond et carré noir représentent le pourcentage de colocalisation sur une image, la
barre représentant la moyenne des quantifications effectuées. (* : T test)(cumul de deux expériences
indépendantes).

Lorsque la GST LL1 est ajoutée lors de lincubation des capsides et du lysat
cellulaire avec les Mt, on constate que la colocalisation moyenne est a environ 15%

soit une réduction de 20%. Cette réduction est significative (Figure 63).

GST LL1 est capable de former un complexe partiel avec DynIC in vitro. On peut
penser que la GST-LL1 remplace la LL1 endogene. L’hypothese 2 expliquerait

inhibition partielle de la colocalisation.

Ces résultats indiquent que les GST LL1 ajoutées en exces lors de ces expériences
agissent comme des compétiteurs et diminuent linteraction capsides / Mt. La
majorité des protéines GST LL1 concurrencerait le complexe de la dynéine et
empécherait les capsides de colocaliser avec les Mt. Au vu des résultats d’interaction
avec la DynIC (Figure 52), une minorité de GST LL1 semble pouvoir interagir avec la
DynIC et cette minorité pourrait donc potentiellement remplacer la Dyn LL1
endogéne. Ces résultats indiquent que dans la solution contenant la GST LL1 on
dispose de plusieurs « populations» de protéine, la majorité d’entre elles
interagissent avec la capside et une minorité est capable d’interagir avec la DynIC et

la capside en méme temps.
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V.2 : Compétition in vivo (microinjection d’ovocytes de Xenopus laevis)

V.2.1 : Quantification des NPC et capsides

Lors des injections dans les ovocytes de xénope jai également réalisé des co
injections de capsides vides avec de la GST LL1 (ratio 1/1000). Comme pour les
expériences précédentes, jai choisi un temps précoce de 15 min et un temps tardif
de 60 min. De facon analogue aux analyses précédentes, jai quantifié le nombre de
capsides identifiées aux NPC. Les résultats des quantifications sont consignés dans
le tableau 16 ci-dessous :

15 min 60 min
NPC totaux n=99 n=148

NPC contenant capsides n=31 n=76
capsides vides | capsides n=58 n=195
% NPC contenant capsides 31% 51%

n capsides/NPC 1,87 2,57
15 min 60 min

NPC totaux n=79 n=88

capsides vides | NPC contenant capsides n=3 n=14
+ capsides n=3 n=18
GSTLLL % NPC contenant capsides 5% 16%

n capsides/NPC 1 1,28

Tableau 16 : Quantifications des NPC et des capsides dans les ovocytes injectés avec des
capsides vides avec et sans GST LL1
Quantification des capsides vides 15 ou 60 minutes aprés injection dans des ovocytes de xénope. Le
nombre de NPC (totaux et contenant des capsides), le nombre de capsides, le pourcentage de NPC
contenant des capsides et le nombre moyen de capside par NPC sont présentés.

J’ai analysé pour les ovocytes injectés avec les capsides vides et GST LL1 une
vingtaine de clichés. A 15 min, jai identifié 3 capsides vides dans 3 NPC différents
pour un total de 79 NPC analysés. A 60 min, jai identifié 18 capsides vides dans 14
NPC différents pour un nombre total de 88 NPC identifiés.

L’addition de GST LL1 lors des injections semble diminuer le nombre de capsides
identifiées aux NPC. Cela signifie que I'ajout de cette protéine recombinante en
exces inhibe partiellement le transport des capsides jusqu’aux NPCs et agit bien

comme compétiteur.
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V.2.2 : Capsides et complexe du pore nucléaire (NPC)

Les résultats du pourcentage de NPC contenant au moins une capside et du nombre

moyen de capside par NPC figurent dans les deux histogrammes ci-dessous
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Figure 64 : Pourcentage de NPC contenant au moins une capside vide
Représentation en histogramme des données figurant dans le tableau 16, calcul de la quantité de
NPC contenant des capsides par rapport au nombre total de NPC. Gris capsides vides, hachuré
capsides vides en présence de GST LL1. Test statistique Fisher, pvalue=0,0824.

Sur I'histogramme de la figure 64, jai calculé le pourcentage de NPC contenant au
moins une capside. Dans les deux conditions le méme nombre de capsides vides a
été injecté (5x108 capsides par ovocyte). A 15 min jai calculé que 31% des NPC
analysés contenaient au moins une capside vide. Ce pourcentage est réduit a moins
de 5% lorsque les capsides vides et GST LL1 sont coinjectés. J'ai également
constaté une difféerence au temps tardif : 60 min. En effet, quand l'injection est
effectuée avec des capsides vides uniguement, 50 % des NPC analysés contiennent
au moins une capside. Lors de la coinjection en présence de LL1 le taux de NPC
contenant au moins une capside chute a 15% ! Ainsi, la coinjection de GST LL1
diminue le nombre de capsides vides transportées jusqu’au noyau. Malgré la
réduction observée en présence de GST LL1, on observe une augmentation du
nombre de capsides identifiables aux NPCs en fonction du temps, donc il n’y pas

d’inhibition compléte du transport des capsides vides dans le cytoplasme.
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Figure 65 : Histogramme du nombre moyen de capsides par NPC
A partir des quantifications figurant dans le tableau 16, en ne considérant que les NPC contenant des
capsides : calcul du nombre moyen de capside par NPC. Gris capsides vides, hachuré capsides vides
en présence de GST LL1.

Au niveau du nombre moyen de capside par NPC on constate également des
différences aux deux temps : a 15 minutes, j’ai observé une réduction d’'un facteur 2
du nombre de capsides par NPC (1,87 capsides par NPC lors des injections et 1
capside par NPC lors des coinjections). A 60 min, jai également observé une
réduction d’un facteur 2 du nombre moyen de capside par NPC (2,57 lors des
injections et 1,28 lors des coinjections). Si on considére 'augmentation au cours du
temps, on constate que le nombre moyen de capsides est augmenté de 0,7 entre 15

et 60 minutes lors des injections et de 0,28 seulement lors des coinjections.

Pour les deux temps (précoce et tardif) jai observé une trés nette diminution du
pourcentage de NPC contenant des capsides. La coinjection de GST LL1 n’inhibe
pas completement le transport des capsides jusqu’au NPC puisque jai pu en
identifier. Cependant on constate que le transport est beaucoup moins efficace.
L’ajout de GST-LL1 perturbe le transport des capsides, on peut donc penser que la
GST-LL1 est soluble et sature les sites d’interaction avec les complexes de la

dynéine endogéne ce qui explique l'inhibition partielle observée.

VI: L’énigme du détachement des Mt les cellules énuclées nouvel

outil d’analyse ?

Jusqu'ici le transport des capsides a été exploré en se concentrant sur deux
mécanismes distincts : le transport via le réseau de Mt (transport cytoplasmique)

d’'une part, que jai tenté d’éclaircir avec les résultats présentés ci-dessus, et le
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transport au niveau de I'enveloppe nucléaire (transport nucléaire) d’autre part qui a
également été abordé puisque ce mécanisme implique la localisation des capsides
aux NPC.

Le mécanisme de détachement des cargos des Mt a la périphérie nucléaire est
complétement inconnu non seulement pour les capsides du VHB mais aussi pour les
autres virus et méme les protéines cellulaires (cargos). C’est une étape qui doit étre
rapide pour permettre le recyclage des complexes moteurs. Pour les virus, cette
étape n’est pas synchrone car certaines particules virales sont localisées a d’autres
endroits dans les cellules. Il s’avere donc ardu de se focaliser sur ce mécanisme. Les
cellules sans noyau (cellules énuclées) devraient bloquer physiquement les virus
juste avant I'étape du transport nucléaire, sauf si un facteur nucléaire est nécessaire
au déetachement des Mt. Dans ce dernier cas, I'impact du noyau sur le détachement

des Mt est également analysé.

Basé sur les protocoles de Bailey et Lee, l'incubation des cellules avec de la
cytochalasine B induit la dépolymérisation de I'actine puis sous l'action de la force

centrifuge le noyau est « expulsé » des cellules (Bailey et al 2003; Lee et al 2012).

VI.1 : Caractérisation des cellules énucléées

Les tests d’énucléation ont été réalisés sur les lignées HuH7 (cellules d’origine
hépatique qui permettent la réplication du VHB), U20S (cellules ayant pour origine
un ostéosarcome et utilisées pour les microinjections), HelLa (cellules provenant d’'un
cancer du col de l'utérus utilisées dans le laboratoire). Lors de la centrifugation, des
cellules sont perdues mais il reste suffisamment de cellules adhérentes au fond de la
boite (estimation visuelle 40-50%). Juste apres la centrifugation les cellules ont une
morphologie étirée qui se résorbe lors de leur incubation a 37°C. Ce taux de survie
des cellules permet de disposer de temps pour réaliser des expériences. Lors des
marquages en IF, jai également calculé un pourcentage de cellules énuclées pour

chacune des lignées (Figure 66).
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Figure 66 : Pourcentage de cellules énucléées a 1h en fonction des lignées cellulaires
Représentation en histogramme du pourcentage de cellules énuclées de 3 lignées cellulaires Hela,
U20S et HuH7. Les quantifications ont été réalisées par numération manuelle lors de I'observation
des acquisitions effectuées en microscopie a épifluorescence. Les cellules marquées, soit actine soit
Mt, sont identifiées. La présence du marquage Dapi dans les cellules permet d’estimer le nombre de
cellules énucléées (absence de Dapi). Entre 6 et 8 quantifications indépendantes ont été accomplies
pour chaque lignée. Représentation graphique en boite a moustache, toutes les quantifications sont
représentées par les points, les extrémités (tiret noir) représentent le minimum et le maximum, les
valeurs indiquées par les boites représentent 25% percentile et 75% percentile.

Les points sur I'’histogramme de la figure 66 représentent les valeurs de pourcentage
de cellule énuclées quantifiees dans des expériences indépendantes. Toutes lignées
confondues, le pourcentage de cellules énuclées obtenues est compris entre 20% et
70%. La moyenne du pourcentage d’énucléation est entre 40 et 50% pour les trois
lignées utilisées.

Pour caractériser les cellules énuclées jai choisi de marquer le cytosquelette et
certains compartiments cellulaires pour analyser I'impact de I'énucléation sur la
structure de la cellule ainsi que les protéines ayant un intérét dans l'investigation du
mécanisme de dissociation de cargo des Mt comme les protéines du transport

cytoplasmique (dynéine) et du transport nucléaire (importines).

Une partie des observations ont été faites sur les trois lignées cellulaires utilisées
dans les énucléations. Seuls les résultats des IF effectués sur les cellules U20S sont

présentés dans la figure 67.
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Figure 67 : Immunofluorescence des U20S énucléées
1 a 2h aprés leur énucléation, les cellules ont été fixées par du PFA 4% puis marquées en utilisant
des anticorps ou des trackers contre différentes cibles : actine : phalloidine, Mt : Ac anti tubuline,
pericentrine : Ac anti péricentrine, mitochondrie : MitoTracker®, lysosome ; LysoTracker®, importine
alpha : Ac anti importine alpha, dynéine : Ac anti Lc8, ADN : Dapi. Acquisition réalisée au microscope
a épifluorescence expérience réalisé 1h aprés énucléation pour les marquages anticorps, plus
tardivement (environs 2 heures) pour les marquages LysoTracker® et MitoTracker®.

En suivant I'actine on peut observer I'impact de la cytochalasine B et de I'énucléation
sur le réseau d’actine. Aprés énucléation, jobserve des filaments d’actine aussi bien
dans les cellules avec noyau que sans. Les filaments d’actine se sont reformés aprés

I'action de la cytochalasine B et I'’énucléation. L’action de la cytochalasine B est donc
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transitoire. Les fibres de stress sont caractéristiques et visibles dans le corps
cellulaire. Ici, tant pour les cellules avec noyau que les cellules sans noyau, le
marquage de I'actine est périmembranaire et je n’ai pas observé de fibres de stress.

On retrouve un marquage typique des cellules.

Les marquages des Mt sont similaires entre les cellules avec et sans noyau donc
I’énucléation n’a pas modifié le réseau de Mt. J’ai observé des Mt dans I'ensemble de
la cellule. Dans les deux types de cellules on distingue une région plus dense en Mt
ce qui suggere que la polarisation du réseau de Mt est maintenu. Le marquage de la
péricentrine a permis d’identifier le MTOC dans les cellules avec et sans noyau.
Dans les cellules énuclées, cette structure est localisée dans la région dense en Mt,

comme dans les cellules avec noyaux.

La conservation des organites tels que les mitochondries et les lysosomes sont des
témoins de I'état général des cellules. Les organites tels que les mitochondries sont
présents dans les cellules avec et sans noyau. Le concept de mitochondrie en tant
qu’organite est aujourd’hui plutét envisagé comme un réseau mitochondrial avec une
dynamique et un équilibre entre la fusion des mitochondries, ou I'on observera un
vrai réseau mitochondrial, et la fission (ou fragmentation) ou I'on observe des
mitochondries bien individualisées. En comparant les réseaux mitochondriaux des
cellules avec et sans noyau, il semblerait que le réseau soit plus fragmenté que la
normale pour les cellules énucléées, comme cela s’observe dans des situations de
stress, en réponse a certains antiviraux et dans certaines pathologies. Le marquage
avec le MitoTracker® étant effectué sur cellules vivantes cela indique que la réaction
chimique (estérification), permettant la rétention du tracker dans les mitochondries,

est fonctionnelle dans les cellules sans noyau.

Les lysosomes marqués via le LysoTracker® sont également présents dans les deux
types de cellules. Le marquage est également réalisé sur cellules vivantes ce qui

indigue que le pH est toujours acide dans les vésicules lysosomales.

Au-dela des résultats propres aux organites observés nous pouvons supposer que
malgré I'expulsion du noyau par centrifugation les structures cellulaires plus petites
telles que les mitochondries et les lysosomes sont conservées. On peut supposer
qu’il en est de méme pour d’autres compartiments, tels que I'appareil de golgi et le

réticulum endoplasmique.
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Des protéines du transport cytoplasmique (dynéine) et du transport nucléaire
(importine alpha) ont également été analysées. Le marquage de Lc8 dans les
cellules avec noyau est ponctiforme et localisé dans le cytoplasme et le noyau. Ce
marquage ponctiforme est conservé dans les cellules sans noyau. Le marquage de
I'importine alpha montre une localisation diffuse dans le cytoplasme et dans le noyau.
Le marquage diffus dans le cytoplasme est retrouvé aussi dans les cellules sans
noyau. J'ai toutefois observé que sur des temps plus longs (5h et 16h apres
énucléation) il y a eu une accumulation / agrégation d’importines alpha au centre de

la cellule (a I'ancien emplacement du noyau).

Malgré le stress que représente I'énucléation des cellules par centrifugation, jai
constaté que de nombreuses structures du cytosquelette de la cellule sont
conservées. Dans un délai court aprés I'’énucléation (1h a 2h) certaines activités
métaboliques dans les cellules sans noyaux sont actives (MitoTracker® et

LysoTracker®). Je ne les ai pas testées a des temps plus tardifs (5h ou 16h).

Ces cellules énuclées semblent &tre un outil de choix pour analyser des mécanismes
indépendants du noyau en microscopie. Que ce soit pour les cellules HuH7, U20S et
Hela, les pourcentages d’énucléation sont similaires aux alentours de 50%. Cela
permet de disposer sur une méme boite de cellules avec et sans noyau. Des
comparatifs entre les deux types de cellules sont possibles lors d’analyse en IF.
Cependant, au cours du temps une partie des cellules énucléées adoptent une
morphologie étirée. J'ai appelé cette morphologie « colibri like » en référence au
phénotype des cellules épithéliales gastriques induit par CagA (toxine produite par
H.pylori) (Saadat et al 2007).
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Figure 68 : Pourcentage de cellules énucléées a morphologie « colibri like »
Représentation en histogramme du pourcentage de cellules énuclées ayant une morphlogie « colibri
like » de 3 lignées cellulaires HelLa, U20S et HuH7. Les quantifications ont été réalisées par
numération manuelle via I'observation des acquisitions effectuées en microscopie a épifluorescence.
Quantification réalisée sur I'aspect morphologique des cellules. Il y a entre 3 et 5 énucléations
indépendantes par lignée et par temps (les points représentent les valeurs des quantifications avec la
moyenne et I'écart type).

Les quantifications de ce phénotype « colibri like » des cellules énuclées ont été
réalisées 1h et 5h apres énucléation et sont représentées sur I'histogramme de la
figure 68. A 1h, le pourcentage de cellules énuclées présentant une morphologie
« colibri like » est inférieur a 10% pour toutes les lignées cellulaires. Ce pourcentage
augmente a 5h post énucléation pour atteindre 15 et 30%. Cela signifie qu’au cours
du temps une population croissante de cellules sans noyau perdent de I'adhérence
et deviennent morphologiquement incompatible avec des microinjections ou des
analyses en microscopie. On peut supposer que ce changement de morphologie est

induit par une perte de la polarité cellulaire.

V1.2 : Infection des cellules énucléées

Des expériences préliminaires ont été réalisées avec I'adénovirus qui infecte les
U20S.
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Figure 69 : Immunofluorescence des U20S énucléées et infectées avec I’adénovirus
Apres énucléation pendant 1 heure a 37°C ; les cellules ont été infectés avec de I'adénovirus marqué
a I'Alexa 488 (MOI 1000). Apres incubation avec le virus, le milieu est changé (TO infection). 1h apres,
les cellules sont fixé en PFA 4% pour immunofluorescence. Les virus sont visualisable en vert (Alexa
488) la péricentrine en rouge et I’ADN en bleu.

Lors de ces essais jai observé des virus a l'intérieur des cellules avec et sans noyau
(Figure 69A). Sur la majorité des cellules énuclées jai observé une accumulation des
adénovirus marqués a I'Alexa autour du MTOC (Figure 69B). Les U20S énuclées
sont permissives a l'infection par I'adénovirus. Les virus sont transportés jusqu’au
MTOC Cette accumulation avait déja été observée par le groupe de Bailey (Bailey et
al 2003). Ainsi, les cellules sans noyau peuvent a priori étre utlisées pour

appréhender le mécanisme de libération des cargos a partir des Mt.
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Conclusions discussion

Durant ce projet jai utilisé trois types de capsides :

Des capsides dérivées d’'une production de virions relarguées dans le surnageant de
culture de cellules HepG2.2.15. Ces capsides sont obtenues par centrifugation et
aprés extraction des protéines de surface. En effet Rabe et al ont montré que le
traitement avec un détergent non ionique supprime pratiquement toutes les protéines
de surface HBs (Rabe et al 2009). La contamination de ces préparations de capsides
matures par ce que I'on appelle des “naked capsids” peut étre exclue au vue des
conditions de culture utilisées (1% SVF). La proportion de ces capsides dans le
surnageant est en effet trées faible. Ces capsides matures, lorsqu’elles sont
lipofectées dans des cellules hépatiques (HuH7), induisent une infection productive:
formation d’ADNccc, production de particules virales relarguées dans le surnageant
(Rabe et al 2006).

Comme équivalent des capsides immatures (capsides intracellulaires) jai utilisé des
capsides exprimées chez E.coli contenant de I'ARN bactérien. Ces capsides sont
produites et purifiees par nos collaborateurs. Par cryo électro microscopie, ces
capsides ne sont pas difféerentiable des capsides immatures. La partie C-ter non
structurée n’est pas directement observable mais est localisée a lintérieur des
capsides (Zlotnick et al 1997; Rabe et al 2003).

Les préparations des capsides matures contiennent des quantités non négligeables
de protéines contaminantes (provenant le plus souvent du sérum ajouté dans le
milieu de culture). Aprés purification, nous ne disposons que de quelques
microgrammes de capsides matures ce qui rend les expériences biochimiques
compliquées. Leur concentration est insuffisante pour des microinjections dans les
cellules U20S utilisées dans cette étude. Pour s’affranchir de ce probleme, et
pouvoir réaliser ces expériences, jai utilisé des capsides vides préparées a partir de
capsides exprimées chez E.coli en utilisant la RNaseA qui digere 'ARN bactérien

encapsidé.

Des capsides vides ont également été observées in vivo dans le sérum et le foie

chez des patients infectés (Miller et al 1984; Ning et al 2011). Ces capsides vides in
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vivo ne peuvent pas étre enveloppées (Gerelsaikhan et al 1996) et ne sont pas

impliguées dans la propagation du virus.

La digestion de 'ARN bactérien nécessite un désassemblage au moins partiel de la
capside suivis d’'un réassemblage. Des observations en microscopie électronique,
apres marquage négatif, ont montré que ces capsides vides reformées sont
morphologiquement similaires aux capsides contenant de ’ARN (Kann and Gerlich
1994). L’existence physiologique des capsides vides a initié des études structurales
qui ont montrées que ces capsides vides bien que morphologiqguement similaires aux
capsides contenant de 'ARN, celles-ci présentent une exposition du domaine C-ter
(ou CTD) a la surface des capsides comme chez les capsides matures (Kann and
Gerlich 1994; Chen et al 2011). Une étude biophysique a méme permis d’évaluer la
probabilité d’exposition des différents a.a. composant la partie C-ter. Lorsque les
capsides sont vides les probabilités d’exposition sont beaucoup plus élevées que les
capsides contenant de ’ARN (Kim and Wu 2014).
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Figure 70 : Localisation des C-ter de la protéine HBc dans des capsides vides et ARN
Représentation schématique de la localisation de la partie C-ter des protéines HBc constituant les
capsides vides et des capsides contenant de I’ARN. Les cercles en pointillé représentent la structure
générale des capsides. Adapté de (Kim and Wu 2014).

Cette double localisation de la partie C-ter avait déja été décrite apres

désassemblage et réassemblage de capside en utilisant de I'urée (Wang et al 2012).

Pour nos préparation de capsides vides, il serait intéressant d’évaluer les proportions
de capsides de symétrie T3 et T4 par rapport aux capsides contenant de ’ARN E.coli
(en mesurant la taille des capsides en microscopie électronique haute résolution).

Les résultats que jai obtenu indiquent que les capsides ARN E.coli et les capsides
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vides migrent de fagon identique dans un gel d’agarose en condition native. Ce
résultat implique que les changements structuraux entre les deux types de capsides
sont limités. La quantité de capside avant et aprés réassemblage est identique ce qui
indique que pratiquement toutes les capsides désassemblées se sont réassemblées.
Cette interprétation est confirmée par le fait que des capsides désassemblées par
dénaturation puis réassemblées migrent plus lentement que des capsides ARN E.coli
(Kann et al 1997).

Le domaine CTD de la protéine HBc interagis avec une plus forte affinité pour les
molécules d’acides nucléiques simple brin que pour les molécules double brin
(Melegari et al 1991). Comme proposé par Rabe et al, nous pensons que l'interaction
CTD-ARN entraine la séquestration des domaines C-ter a l'intérieur des capsides
(Rabe et al 2003). La phosphorylation in vitro du domaine CTD par la PKC diminue
les interactions entre le domaine C-ter et les acides nucléiques (Kann and Gerlich
1994) Cependant je n’ai pas inclus les capsides phosphorylées in vitro dans cette
etude. En effet, bien que les phosphorylations semblent nécessaires a la maturation
des capsides, leurs déphosphorylations ont été décrites in vivo (Melegari et al 2005)
De plus il semblerait que les capsides matures in fine ne sont pas phosphorylées
(Melegari et al 2005).

Microinjection ovocyte de Xenopus laevis :

Pour vérifier que les capsides vides ont des caractéristigues communes avec les
capsides matures lors du transport cytosolique et lors de l'interaction avec les NPCs,

jai utilisé la microinjection des capsides dans des ovocytes de xénopes.

Au contraire des parvovirus qui comme le VHB possedent une capside dont la taille
est inférieure au diametre du NPC. Ces derniers déstabilisent la membrane nucléaire
pour y former un trou permettant 'accés au noyau (Cohen and Pante 2005; Cohen et
al 2011; Porwal et al 2013). Les capsides du VHB sont retrouvées au niveau du

panier nucléaire (Pante and Kann 2002).

Aprés avoir réalisé les expériences de microinjection de capside du VHB dans des

ovocytes de Xenopus laevis, plusieurs conclusions peuvent étre tirées :

e Les capsides matures et vides sont transportées avec une cinétique similaire

jusqu’aux NPC.
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e Tous les NPC ne contiennent pas des capsides, le systeme n’est pas saturé
dans nos conditions expérimentales et/ou certains NPC ne sont pas permissifs

a l'interaction avec les capsides matures et les capsides vides.

e Les capsides matures se désassemblent au panier nucléaire et se

réassemblent dans le noyau.

e Les capsides vides interagissent avec le NPC mais ne se désassemblent pas
au niveau du panier nucléaire. Le blocage des capsides vides au NPC
explique leur accumulation a des ratios de 3, 4, 5 capsides par NPC a 60
minutes. Cela suggéere également qu’un facteur viral semble nécessaire pour

ce mécanisme.

La pré-injection d’anticorps dirigés contre la tubuline provoque une stabilisation des
Mt et linhibition stérique des protéines motrices. Des expériences d’injection
d’anticorps dans des cellules somatiques ont inhibées la méiose et la mitose qui sont
des phases cellulaires ou la dynamique des Mt est tres importante (Fulchtbauer et al
1985; Oka et al 1990; Lessman et al 1997). Dans notre cas les Ac anti tubuline
inhibent le transport des capsides jusqu’aux NPC. Cela indique que la tubuline est
indispensable au transport cytosolique des capsides. Ces résultats vont dans le
méme sens que les données publiées par Rabe et al qui ont montré que les Mt sont
essentiels pour le transport des capsides dans des cellules somatiques (HuH7)
(Rabe et al 2006). Le processus de transport des capsides du VHB semble similaire

entre le modéle xénope utilisé dans ce projet et les HUH7.

En considérant le nombre de capsides utilisées lors des microinjections, on calcule
un facteur 6 entre les capsides matures et les capsides vides. Cependant les
différences observées sont bien inférieures. Il y a 3 fois plus de capsides vides que
de capsides matures aux NPC. Les capsides matures seraient donc transportées
plus efficacement que les capsides vides. On constate également une augmentation
du nombre de capsides matures dans les NPCs entre 15 min et 60 min indiquant que
le désassemblage des capsides matures dans le panier nucléaire est dans nos

conditions expérimentales un processus lent.

D’autres résultats non publiés (Delaleau, Rabe et al), utilisant ces capsides vides
dans des expériences d’import nucléaire sur cellules de mammifere perméabilisées,
montrent une colocalisation des capsides avec les NPC au niveau de I'enveloppe
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nucléaire. Ces résultats associés aux microinjections effectuées dans les ovocytes
de Xenopus laevis suggerent que ces capsides vides sont capables d’interagir avec

la machinerie du transport nucléaire (importines).

Dans nos conditions expérimentales jai quantifié dans certains NPC des
accumulations pour les deux types de capsides. Cependant jai également observé a
60 min des NPC ne contenant qu’une seule capside et des NPC contenant aucune
capside. Bien que I'hypothése la plus évidente soit que notre systéeme n’est pas
saturé, ces observations proposent également une autre interprétation: une
spécialisation de différente population de NPC. Des données trés récente obtenues
également sur des ovocyte en utilisant la super résolution ont montré des sous
populations de NPC ayant des symétries nonagonale et decagonale alors que la
structure connue est octogonale (Loschberger et al 2014). De ce fait, on peut
postuler qu’il y aurait des familles de NPC (dans ce cas déterminées par leurs
structures) spécialisées dans certain type de transport nucléaire. Cela peut
egalement expliquer les accumulations de capsides que jai observées dans certain
NPC. Des modifications post-traductionnelles sur les protéines composant les NPC

pourraient également intervenir dans cette spécialisation.

Capsides du VHB et Mt :

Des colocalisations ont pu étre observées aprés microinjection de capsides vides

dans des cellules U20S ou directement sur des Mt polymérisés in vitro.

Les conditions de microinjection ne m’ont pas permis de voir une accumulation des
capsides vides a la membrane comme on pouvait le supposer au regard des
résultats de microinjection dans les ovocytes de Xenopus laevis. La microinjection
des U20S est délicate. Lors des sessions de microinjection la vitesse d’exécution
des microinjections est dépendante de facteur non maitrisable (aiguille qui peut se
boucher, cellules dans lesquelles I'entrée de l'aiguille est difficile...). En moyenne
100 a 200 cellules sont microinjectées. Apreés la fixation (1 heure a 3 heures apres le
début des microinjections) puis immunocytochimie seulement 30 & 80 cellules sont
observables. Des expériences d'imagerie en temps réel pourraient apporter
davantage de donnée comme la vitesse de transport des capsides via du tracking de
particule. Il existe quelques données sur des capsides du VHB marquées et

visualisables en microscopie a fluorescence : comme les molécules BODIPY
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fluorescente (Stray et al 2006). Des capsides recombinantes ayant encapsidé la GFP
(Lee and Tan 2008). Ou encore via des infections de cellules exprimant le récepteur
d’entrée (NTCP) avec des virus marqués a I'’Alexa (Cheng et al non publiés HBV
meeting 2014). Le marquage de capsides in vivo et in vitro peut également étre
envisagé. L'ajout d’'une courte séquence de six a.a. dans HBc pouvant étre reconnus
par un ligand fluorescent (FLaSH) a déja été utilisé avec les capsides du VHB
(Adams et al 2002; Sun et al 2013).

Les capsides vides et matures colocalisent en présence de lysat avec des
microtubules polymérisés in vitro. Lors de ces expériences la qualité des
microtubules préparés a été variable. Mais jai quand méme pu quantifier les
colocalisations capsides Mt et de facon surprenante les pourcentages de

colocalisation sont tres similaires.

Des expériences de suivis en temps réel de capsides fluorescentes pourraient
egalement étre utilisées avec les Mt polymeérisés in vitro. Ce genre d’expérience a
déja été mis en place avec le complexe moteur de la kinésine (Korten et al 2011). La
kinésine est composé de moins de protéine que la dynéine ce qui facilite la mise en
place de ces essais. Les expériences de mobilité de la dynéine sont inversées : c’est
la mobilité des Mt fluorescents qui est observée via I'activité des chaines motrice de

la dynéine fixé sur le support.(glidding) (DeWitt et al 2014)

Biochimiquement jai observé la coprécipiation de la tubuline en présence de lysat
cellulaire avec les capsides matures mais également avec des capsides ARN E.coli
mais dans une moindre mesure. Ces résultats vont dans le méme sens que les
guantifications de colocalisation entre les capsides et les Mt polymeérisés in vitro. En
effet la cosédimentation est supérieure pour les capsides matures par rapport aux
capsides ARN E.coli. Les capsides matures semblent donc interagir avec plus
d’affinité avec le partenaire qui permet de colocaliser et de coprécipiter les
microtubules. Méme si pour les colocalisations les résultats avec les capsides vides
sont similaires, la précipitation des microtubules par les capsides vides serait un
argument supplémentaire en faveur d’'une forte similarité entre capsides vides et

capsides matures.
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GST dynéine et capsides :

Des données préliminaires suggéraient I'implication du complexe de la dynéine. Les
DynLC sont souvent impliquées dans les interactions avec les cargos cellulaires et
des protéines virales. Pour déterminer si une ou plusieurs DynLC interagissent avec
les capsides du VHB, les protéines ont été surexprimées en fusion avec le tag GST
dans un systeme hétérologue bactérien. Aprés purification, je devais vérifier le
repliement correct des DynLC. L’une des caractéristiques de ces DynLC est leur forte
capacité d’homodimérisation, dont leur activité biologique en dépend. En effet la
dimérisation permet l'interaction avec la DynlC. Cependant la GST ajouté en N-ter
posséde aussi des qualités intrinseques de dimérisation.

Il nexiste pas d’Ac contre toutes les DynLC : aucun Ac commercial contre les
DynRb, les Ac commerciaux contre DynLc8 reconnaissent les deux isoformes (LL1 et
LL2). Des expériences de coprécipitation des DynLC contenus dans un lysat
cellulaire n’étaient donc matériellement pas possible. C’est pourquoi jai utilisé la
capacité des DynLC a interagir avec la DynIC. Dans des expériences de
coprécipiation, la DynIC a été précipitée par toutes les DynLC purifiée confirmant que
nos GST DynLC peuvent dimeriser. De toutes les GST DynLC purifiee, seul la GST
LL1 a été précipité par les capsides matures et les capsides vides. L’ajout de lysat
cellulaire lors de ces expériences diminue la précipitation de GST LL1 avec les deux
types de capsides. Dans le lysat une ou plusieurs protéines entrent en compétitions
avec la GST LL1 en inhibant linteraction GST LL1 capsides. On peut certes
suspecter la DynLL1 endogéne mais d’autres protéines cellulaires pourraient
également entrer en compétition avec la GST DynLL1.

Via les coimmunoprécipitation, j'ai observé une précipitation non spécifique de GST
Rb2. La similarité entre Dyn LL1 et Dyn LL2 nécessitait une confirmation d’interaction
qui a été réalisé par cosédimentation. Cette technique nécessite I'utilisation de

guantités plus élevées de protéines, I'analyse s’est donc limitée aux capsides vides.
GST LL1 et mutantde LL1:

La dimérisation de Lc8 a été tres analysé en raison de son role de protéine « Hub ».
En effet, en plus de son rble dynéine dépendant ces protéines ont un role dynéine
indépendant. Elles interagissent avec beaucoup de protéines cellulaires. DynlLc8
n'est dons pas considérer seulement comme une protéine du complexe de la

dynéine. DynLc8 serait donc plutét un catalyseur d’homodimérisation de ses
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interactants (Barbar and Nyarko 2014). La revue de Rapali et al 2011 fait un état des

lieux précis sur les nombreuses protéines qui interagissent avec DynLc8.

Des études structurales (magic angle spining NMR spectroscopy) ont été mises au
point avec DynLc8 pour étudier la structure du complexe (Sun et al 2011) Les
propriétés thermodynamique du complexe de DynLc8 ont également été analysées
(Benison and Barbar 2009). D’autres études de RMN ont montrées que l'ionisation
de l'histidine en position 55 était importante pour la dédimérisation de DynlLc8
(Nyarko et al 2005) et ont également étudiées I'effet de la phosphorylation de la
sérine 88 sur le dimere de DynLc8 (Benison and Barbar 2009). Cette phosphorylation
est dépendante de l'interaction de DynLc8 avec Pakl (P21 Activated Kinase 1) cette
interaction elle-méme importante pour l'import nucléaire de Pak1 (Lightcap et al

2009) cependant elle pourrait jouer un role dans le désassemblage de la dynéine.

La majorité des protéines qui interagissent avec DynLL1 posséde souvent le motif
KXTQT pour s’insérer dans le sillon formé par ’'homodimérisation de DynLL1. Les 66
protéines connues qui interagissent avec la DynLc8 partagent des caractéristiques
communes telles que la localisation du motif KXTQT dans des domaines
désordonnés (DD domain) ainsi que la proximité de domaine coiled-coil. Des
analyses bio-informatiques ont prédit 100 a 300 protéines cellulaires impliqguées dans
différents mécanismes cellulaires qui auraient la capacité d’'interagir avec les DynLc8
(Radnai et al 2010; Rapali et al 2011b; Rapali et al 2011c). Ce motif n'est pas
présent chez HBV de plus les capsides ont une spécificité pour LL1 et pas pour LL2.
Il N’y a que 6 a.a. différents entre ces deux protéines ce qui suggére I'implication de
ces a.a. dans l'interaction avec les capsides du VHB. La localisation de ces a.a.
semble compatible avec une interaction DynIC, DynLL1 et capside. Cing des six a.a.
qui différent entre LL1 et LL2 sont localisés a la surface de la protéine (colorés en

jaune sur la Figure 59).

D’aprés nos résultats on constate des différences d’interaction avec les changements
d’acide aminée en position 29 et 41 (Figure 59). Ces deux a.a. semblent important
pour l'interaction DynLL1/capside du VHB. Une collaboration avec le groupe de S
Butcher (Helsinki, Finlande) a été mise en place pour mieux caractériser cette
interaction capside DynLL1. Nous voudrions obtenir des images de ce complexe en
cryoélectromicroscopie. La résoluton de [l'ordre de [Il'angstrom en

cryoélectromicroscopie couplé a de la tomographie permettraient de mieux
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comprendre les modalités d’interaction entre les capsides et DynLL1 et peut étre au

sein du complexe de la dynéine.

L’'importance de I'a.a. semble acquise. Cependant, lors du control d’interaction des
différents mutants de LL1 avec la DynIC, on constate que pour le mutant LL1 H41Y il
n’y a pas de coprécipiation de la DynIC ce qui est un résultat attendu. En effet bien
que DynLL2 (avec une tyrosine en position 41) soit retrouvée dans le complexe de la
dynéine cette protéine est également retrouvée associé a la myosine 5a. Cette
interaction a récemment été caractérisée structurellement (Bodor et al 2014).
L’expression hétérologue (en cellule HEK) d’'un mutant de LL1 H41Y redirige
linteraction vers la myosine Va. Il semble donc normal de ne pas pouvoir
coimmunoprécipiter la DynIC avec ce mutant (Day et al 2004). Pour valider la
conformation du dimére de LL1 H41Y il faudrait réaliser une coimmunoprecipiation
de la myosine Va. Il est important ici de préciser que la myosine appartient au

complexe moteur qui utilise les filaments d’actines.

C’est par différentes techniques qu’ont été montrées les interactions DynLC8 et
protéine virale. L’interaction entre DynLc8 et protéine Vp35 de I'Ebolavirus a été
montré en double hybride (Kubota et al 2009). L’interaction avec gag (foamy virus)
permettant son adressage au centrosome par DynLc8 a été montré par des
transfections et coimmunoprécipitations (Petit et al 2003). Un peptide inhibe
spécifiquement l'interaction DynLL1 protéine virale de 'ASFV et retarde le cycle viral
(Hernaez et al 2010). Alternativement aux essais de transfert de génes par des virus,
de récents travaux utilisent la DynLc8 modifiée en tant que vecteur non viral de gene
(Toledo et al 2012).

HBYV capsides et dynéine

La coprécipiation du complexe DynIC 295 DynLL1 et capsides est en faveur d’'une
interaction des capsides du VHB avec la DynLL1 lorsque celle-ci est incluse dans le
complexe de la dynéine. Cependant, nous ne pouvons pour le moment pas savoir sSi
cette interaction est possible dans le contexte de la dynéine entiere. La localisation
centrale du dimere de DynLL1 et la présence a la surface des a.a. impliqués qui
semblent accessibles permet cependant d’envisager serieusement cette hypothése
(Figure 71).
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Figure 71 : Modéle présentant I’lassemblage des structures de DynIC et des DynLC en
complexe de ladynéine
Les structures des dimeres de DynTctex, DynLc8 et DynRb sont respectivement représentées cyan,
violet et vert. La DynIC est en magenta. Seul les domaines interaggisants avec les DynLC sont
strcuturalement connus. Le domaine C-ter de la DynIC adopterai une structure de type B propelar
permettant I'interaction avec les DynHC (Adapté de King et al : Dynein : structure, biology, desease)

Pour pouvoir travailler sur ce type de question nous devons disposer du complexe de
la dynéine entiere. Plusieurs approches qui peuvent étre complémentaires sont
envisageables. En purifiant le complexe de la dynéine a partir de cellule ces
protocoles ont été mis en place dans le début des années 80 a partir d’oursin puis de
levure, et plus tardivement a partir de cerveau (Pratt et al 1984; Paschal et al 1991,
Xiang et al 1995). Ces dynéines purifiées pourraient étre utilisé in vitro. D’autres
méthodes utilisant des crosslinking de cargo de la dynéine cytoplasmique et
axonemal ont été mis en place réecemment (Sakato 2009) et pourraient étre utilisées

pour tester des interactions in cellulo.

La dynéine cytoplasmique marquée avec la GFP peut étre completement purifiée in
vitro en surexprimant les protéines dans des cellules puis par plusieurs étapes
successives le complexe de la dynéine peut étre completement réassemblé. Ces
complexes ont été observés en microscopie électronique et utilisés sur des Mt
polymérisés in vitro. Cependant, la processivité de ces complexes est lente (Trokter
et al 2012). De récents travaux indiguent que le complexe dynactine/cargo influence

I'activation et donc in fine la mobilité de la dynéine sur les Mt (McKenney et al 2014).

Des études in vitro ont montré que la dynéine purifiée associée a la dynactine est
capable de mouvement a la surface des Mt vers les deux extrémités (positive et
négative) avec une préférence pour I'extrémité négative(Ross et al 2006). La dynéine
transportant un cargo peut donc en cas d’obstacle (intersection de Mt) faire marche
arriere (Ross et al 2008). Le pas (distance séparant les deux domaines d’interaction
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avec les Mt des chaines lourdes) est variable de 4 a 32 nm (Mallik et al 2004; Toba
et al 2006; Reck-Peterson et al 2006; Gennerich et al 2007; Walter et al 2010). Tres
récemment le déplacement de la dynéine sur les Mt a été analysé en trois
dimensions chez la levure. Le déplacement serait hélicoidal sur les Mt (Can et al
2014).

Capside du VHB et transport cytoplasmique

Dans les expériences de colocalisation capsides et Mt polymérisés in vitro, jai
montré que I'ajout de GSTLL1 en exces réduit partiellement les colocalisations des
capsides avec les Mt. Dans cette expérience la GST LL1 agirait comme un
compétiteur de la DynLL1 endogéne qui permettrait I'interaction capsides Mt. Cette
hypothese a également été testée in vivo par comicroinjection des capsides vides
avec un excés de GST LL1. Jai observé une forte réduction du transport des
capsides aux NPC. Ces résultats suggerent que les DynLL1 seraient requises lors du

transport cytosolique des capsides.

Les capsides ARN E.coli précipitent plus faiblement la GST LL1. Cette précipitation
est augmentée lorsque du lysat cellulaire est ajouté. Un facteur cellulaire semble
pouvoir augmenter I'attachement de DynLL1. Ces capsides ne sont pas transloquées
aux NPC aprés microinjection dans des ovocytes de Xenopus laevis. Nous avons
donc conclus que ces capsides pouvaient peut étre former un hétérocomplexe qui ne
permet pas le transport par les Mt. Les microinjections de ces capsides dans des
U20S ont clairement montré une accumulation de ces dernieres au MTOC.
Actuellement toutes les protéines associées au MTOC constitutivement ou

transitoirement pourraient étre des candidats expliquant cette observation.

Si on considere le réle des microtubules et de la dynéine dans le transport des
capsides jusqu'au NPC. Les résultats que nous avons obtenus ont montrées des

localisations subcellulaires différentes fonction des capsides (Figure 72).

172



cytoplasme

Figure 72 : Transport cytoplasmique des différents types de capsides.
Schéma représentatif des localisations subcellulaires observées avec les capsides du VHB (matures,
vides et E. coli). Les différentes capside sont représentées selon le code couleur suivant : en rouge
les capsides matures, en violet les capsides vides et en violet contenant une molécule d’ARN les
capsides E. coli.

Toutes les capsides : matures, vides et E. coli sont transportées via le réseau de
microtubule jusqu’a la périphérie nucléaire (1, 4 et 6). Les capsides matures et les
capsides vides se détachent des microtubules puisque celles-ci sont observées au
NPC des ovocytes microinjectés (2 et 5). Comme I'ont montré les expériences de
microinjection dans des cellules U20S, les capsides E. coli s'accumulent au MTOC.
Bien que biochimiguement similaire les capsides matures et les capsides vides sont
différentiellement transportées a travers le NPC. Les capsides matures sont prise en
charge par le complexe des importines ce qui assure une progression des capsides a
travers le NPC (3) et permet ensuite les étapes suivantes du cycle de réplication. Les
capsides vides semblent s’accumuler dans la partie cytoplasmique du NPC bien
gu’elles soient prise en charge par les importines (non publiées Delaleau, Rabe et
al). Ces données suggerent que la localisation cellulaire des capsides serait
dépendante de la nature biochimique des capsides et permet une orientation/tri des

capsides dans les cellules. Cet état biochimique des capsides est corolaire au cycle
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de réplication du virus. Tout comme I'état de phosphorylation des capsides qui a un
rble sur la maturation du génome, nous proposons un role important de I'état

biochimique des capsides pour leurs transports cytoplasmiques.
Dissociation des Mt

Pour se détacher des Mt une fois arrivés a la périphérie nucléaire, les virus
pourraient utiliser/stimuler les mécanismes de dissociation des MT du centrosome,
de dissociation des dynéines par un désassemblage (complet ou partiel) relargage
de la « plateforme » (DynIC/DynLc et/ou dynactine) qui transporte les cargos.

Quelques arguments en faveur d’'un désassemblage :

Le désassemblage de la dynéine permettrait au dimére de DynLc8 de rester fixé aux
capsides du VHB. D’autres DynLc8 (dynéine indépendant) pourraient également
interagir avec la capside. Plusieurs études montrent des interactions entre DynLc8 et
des protéines appartenant aux NPC. Des interactions entre DynLc8 et des Nups
normales et oncogéniques (Sarma and Yaseen 2013). L'interaction Nup/DynLc8
chez la levure a été caractérisée et ce complexe a été analysé structurellement.
Cette interaction fait intervenir DynLc8 (dyn2 chez la levure) avec NUP214 (Nupl159
chez la levure). Plusieurs motifs d’interaction seraient présent sur les Nups (Stuchell-
Brereton et al 2011; Romes et al 2012; Nyarko et al 2013). Ces quelques données

pourraient suggérer un « docking » des cargos dans une région proche du NPC.

Le mécanisme de libération des cargos est également nécessaire pour le recyclage
de la dynéine. Actuellement plusieurs modéles de transport de recyclage sont
proposés: cependant ils ont tous été proposés en se basant sur le transport de
vésicules ; sur lesquelles plusieurs complexes moteurs de différentes familles
interagissent en méme temps. Ce qui au regard de la taille de la majorité des
particules virales, ceci semble peu probable et suggérent lI'existence d’autres
mécanismes (désassemblage partiel ou complet des complexes moteurs,

mécanisme de recyclage vésicules indépendant...)

Nous pouvons également envisager un mécanisme de compétition via les protéines
impliquées dans les mécanismes suivants : dans le cas du VHB, il s’agit de I'import

nucléaire des capsides.
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Dans cette situation il pourrait y avoir prise en charge des capsides par les
importines. Des résultats non publiés du laboratoire indiquent la présence d'un
gradient d’importine o dans les cellules avec un pic d'importine o élevé a la
périphérie nucléaire. (Delaleau résultats non publiés). Par compétition, les
importines a la périphérie nucléaire provoqueraient un déplacement des capsides de

la dynéine aux importines.
Les cellules énucléées : nouvel outil

Le protocole d’énucléation mis en place au laboratoire fonctionne sur différentes
lignées cellulaires avec des taux d’énucléation trés semblable. Les analyses par
immunofluorescence indiquent que les cellules sans noyaux partagent de grandes
similitudes avec les cellules qui ont conservées leur noyau. En effet le cytosquelette,
les organites, et les protéines impliquées dans le transport cellulaire sont conservees
et ont des localisations cellulaires similaires. Les infections de cellules U20S
enuclées par des adeénovirus fonctionnent, ce qui implique que les cellules ont
conservées des capacités d’endocytose. Les virus s’accumulent au MTOC comme

I'ont déja montré Bailey et al.

La microinjection de capside du VHB dans des cellules énucléées est compliquée
dut au fait que les cellules s’aplatissent en absence de noyau. Je n’ai donc pas
réussi a insérer laiguille dans le cytoplasme. Un systéme cellulaire infectieux
permissif a linfection par le VHB permettrait de s’affranchir des problémes
rencontrés lors de ces microinjections et ainsi de savoir si des facteurs nucléaires

joueraient un réle dans le détachement des capsides a la périphérie nucléaire.
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Biopsies from patients show that hepadnaviral core proteins and capsids — collectively called core
— are found in the nucleus and cytoplasm of infected hepatocytes. In the majority of studies,
cytoplasmic core localization is related to low viraemia while nuclear core localization is
associated with high viral loads. In order to better understand the molecular interactions leading to
core localization, we analysed transfected hepatoma cells using immune fluorescence
microscopy. We observed that expression of core protein in the absence of other viral proteins led
to nuclear localization of core protein and capsids, while expression of core in the context of the
other viral proteins resulted in a predominantly cytoplasmic localization. Analysis of which viral
partner was responsible for cytoplasmic retention indicated that the HBx, surface proteins and
HBeAg had no impact but that the viral polymerase was the major determinant. Further analysis
revealed that ¢, an RNA structure to which the viral polymerase binds, was essential for
cytoplasmic retention. Furthermore, we showed that core protein phosphorylation at Ser 164 was

Received 18 February 2014 essential for the cytoplasmic core localization phenotype, which is likely to explain differences
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observed between individual cells.

INTRODUCTION

Hepatitis B is a major health problem responsible for
600000 deaths per year (WHO, 2012). Infection is caused
by the human hepatitis B virus (HBV) and leads to liver
fibrosis, cirrhosis and primary liver cell carcinoma. Belonging
to the pararetroviruses, HBV comprises a partially dsDNA
genome, which is derived from reverse transcription of an
RNA pregenome (PG) and incomplete second strand DNA
synthesis (genome maturation). Transcription of the PG
occurs in the nucleus of hepatocytes requiring transport of
the DNA genome from the cell periphery into the nucleus.
Similarly to other DNA viruses, the viral genome is
transported within the viral capsid, which is composed of
240 copies of the core protein. Upon arrival on the nuclear
side of the nuclear pore (Schmitz et al, 2010), the capsid

tThese authors contributed equally to this paper.

One supplementary figure and one supplementary table are available
with the online Supplementary Material.

dissociates to core protein dimers leading to release of the
viral genome (Rabe et al., 2003). As core proteins assemble
in the absence of any other viral or cellular factor at
increased concentrations (Seifer & Standring, 1995), the core
dimers reassemble in the nucleus to form capsids (Rabe et al.,
2009).

After nuclear release, the genome is then repaired to a
covalently closed circular form, which is the template for
transcription of five mRNA sets. The shortest mRNA
encodes HBx, which is a transactivator of multiple signalling
cascades including protein kinases such as protein kinase C
(Diao et al., 2001). In immortalized hepatocytes, HBx is not
essential for virus production (Blum et al, 1992) but in
highly differentiated hepatocytes, such as HepaRG cells, HBx
is essential (Lucifora et al., 2011).

Two further subgenomic mRNAs encode the three surface
proteins (LHBs, MHBs and SHBs). The surface proteins
share a common C-terminal section, termed S, but differ in
their N-terminal domains, termed preS1 and preS2. The
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preS1/preS2 domains of LHBS have two possible localiza-
tions (Bruss et al, 1994), in either the luminal side or
cytosolic face of the endoplasmic reticulum (ER). The junction
of preS1 and preS2 is essential for interaction with the viral
capsid (Bruss, 2004). Interaction of the capsid with the surface
proteins requires genome maturation (Gerelsaikhan et al,
1996) and occurs at multi-vesicular bodies (MVB; Watanabe
et al., 2007). The surface proteins are overexpressed with
regard to the quantity required for virion formation, and the
excess forms spheres or filaments, which are secreted.

HBV also encodes two mRNAs of supergenomic length.
Only the longer mRNA contains the AUG start codon for
the e protein (HBeAg). The primary translation product of
HBeAg comprises a signal peptide (preC), which directs
the polypeptide to the secretory pathway (Garcia et al.,
1988) but a limited amount is also found in the cytosol
(Duriez et al., 2008).

The shorter of the supergenomic mRNAs is the PG and
encodes the core protein (Beck & Nassal, 2007). Core
proteins assemble into capsids even in the absence of other
viral proteins. In vivo, the core proteins become phos-
phorylated at different serine residues (Gerlich et al., 1982)
by cellular protein kinases. Amongst these is PKC alpha,
which was shown to be essential for genome maturation
(Wittkop et al, 2010). Core proteins expose a nuclear
localization signal (NLS), which causes nuclear import by
the nuclear transport receptors of the importin family
(Rabe et al., 2003). For assembled capsids at least, nuclear
import requires phosphorylation (Kann et al., 1999). While
the nuclear transport capacity of core is well established, a
recent publication also reported nuclear export of core
protein, which was thought to be implicated in export of
HBV specific transcripts by the TAP/NxF1 pathway (Li
et al., 2010).

Either by leaky scanning or by internal initiation, the PG
also encodes the viral polymerase (pol) from a start codon
downstream of the core AUG (Hwang & Su, 1998; Fouillot
et al., 1993; Chang et al.,, 1989). Pol requires interactions
with different heat-shock proteins (at least hsp40, hsp70
and hsp90; Beck & Nassal, 2003; Hu et al., 2004; Stahl et al.,
2007) for binding to & Subsequently the pol-¢ complex
becomes encapsidated into the assembling capsids but only
if core is phosphorylated at Ser 162 (Gazina et al, 2000).
Conversion to DNA is facilitated by pol and occurs inside
the capsid requiring phosphorylation of core at further
sites (Gazina et al., 2000).

Both pol and core protein are overexpressed during
infection. Pol can be found throughout the entire cytoplasm
in HuH-7 and HepG2 cells after transfection of super-
genomic HBV DNA (Cao & Tavis, 2004). Excessive core is
found in the nuclei of hepatocytes in infected patients (Chu
& Liaw, 1987, 1997) in the form of assembled capsids
(Gerlich et al., 1982) and it is thought that these capsids are
derived from nuclear import of unassembled core proteins
(Guidotti et al., 1994). Accordingly, nuclear capsids are
devoid of the viral genome (Gerlich et al., 1982).

The localization of core varies between different cells and
expression systems but the reasons for the differing
localization remain unclear. In HepaRG cells, which can
be infected with HBV, core has been detected in the
cytoplasm and occasionally in the nucleus (Gripon ef al,
2002). The localization of core in humans is also variable:
Akiba et al. (1987) and Sharma et al. (2002) observed more
frequent nuclear localization while others observed a
mainly cytoplasmic core and/or capsid localization (Liu
et al,, 2009; Michalak & Nowostawski, 1982; Park et al.,
1999; Petit & Pillot, 1985). In terms of disease and viral
load, the majority of studies associate cytoplasmic capsids
with high hepatocellular injury (Chu et al., 1995, 1997; Kim
et al., 2006; Naoumov et al., 1990) and a low level viraemia
(Liu et al.,, 2009) while nuclear dominance is associated
with high viral load and minor hepatitis activity (Chu et al.,
1997).

As core and capsid localization in different compartments
is poorly understood, we analysed factors influencing core
protein and capsid trafficking using two hepatoma cell
lines.

RESULTS

Core localization in the context of other viral
proteins

We first transfected a 1.1mer of the HBV genome (genotype
A; pHBV_l.1mer) into HuH-7 and HepG2 cells, which
represent hepatoma cells in different differentiation states
(Su & Yee, 1992; Yaginuma et al, 1987). HepG2 cells have
been shown to produce infectious virions (Sells et al., 1988).
The transfected plasmid encodes all hepadnaviral proteins
under the control of their physiological promoters. We
monitored core and capsid localization using two anti-
bodies: the monoclonal mouse antibody Fab3105, which
detects core protein dimers, higher assembled forms and
HBeAg (Belnap et al, 2003; Watts et al, 2010), and a
polyclonal rabbit antibody (DAKO) reacting with core
hexamers and with assembled capsids (Rabe et al,, 2009). As
assembly of core monomers to dimers and from hexamers to
entire capsids occurs rapidly (Zlotnick et al, 1999), we
concluded that the Fab3105 stain detects all apparent forms
of core and HBeAg, while the DAKO antibody detects
virtually only capsids.

Fig. 1(a) shows the merged results of five transfections
demonstrating that in the vast majority of cells, capsids and
core proteins localized predominantly in the cytoplasm. In
HuH-7 cells stained with Fab3105, 92 % of cells exhibited
predominant cytoplasmic accumulation, 3 % exhibited an
equal distribution in the nucleus and cytoplasm and 5%
showed a predominantly nuclear stain (for results of
individual experiments, see Table 1).

Based on the multiplicity of the experiments performed
with different plasmid preparations, we calculated an sb of
13% for the DAKO stain and 5% for the Fab3105 stain
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Fig. 1. Core localization in the context of other viral proteins. (a) Determination of core concentration depicted as quantitative
results of three transfections for Fab3105 and five transfections for DAKO. HuH-7 and HepG2 cells were transfected with
pHBV_1.1mer. Cells were immunostained with a mouse monoclonal anti-HBc antibody (Fab3105) or a polyclonal rabbit anti-
HBc antibody (DAKO). The columns show the predominant localization of core. Accumulation of fluorescence in the cytoplasm
or nucleus is shown in grey or white columns, respectively. Black columns indicate an equal distribution between the nucleus
and cytoplasm. The numbers above each column show the percentage of core/capsid positive cells. (b) Localization of core in
individual cells. i-iv: HuH-7; v=viii: HepG2; i, v: Fab3105; iii, vii: DAKO. Nuclei were visualized by DAPI staining (i, iv, vi, viii).

Bars, 10 pum.

(Table 1). Thus, we considered that the difference between
a value of 92 % in HuH-7 cells with a dominant cytosolic
capsid stain does not differ significantly from 100% in
HepG2 cells for Fab3105, or 71 % versus 97 % for DAKO.

Intracellular core staining with both antibodies showed a
granular appearance (Fig. 1b) and in cells with a significant
amount of nuclear core, no stain was observed in nucleoli.

Further experiments revealed that neither the serum
concentration, the genotype (A, D), nor cell density had
a significant impact on core localization (data not shown),
indicating that distribution in the cytoplasm and nucleus is
a stable phenomenon under various conditions.

Core protein and capsid localization in the
absence of other viral proteins

Cytoplasmic core localization could have been caused by
cellular factors resulting in a non-functional NLS, e.g. by

phosphorylation or dephosphorylation of the core pro-
teins. Alternatively, viral proteins could have interfered
with nuclear translocation by binding core to a larger
cellular structure such as an organelle, or by sterically
interfering with the NLS-bearing C terminus of core. In
order to discriminate between these options, we transfected
HuH-7 and HepG2 cells with a plasmid which expresses
only core under the control of the CMV promoter, and
investigated core and capsid localization. To exclude
artefacts, which may be caused by overexpression of core
protein under CMV promoter control, we determined the
mean core fluorescence in individual cells showing 29 +/—
15 (arbitrary units) in the context of other viral proteins
with the BCP promoter, and 26 +/—15 (arbitrary units)
upon expression under control of the CMV promoter (data
not shown). Fig. 2(a) shows that in contrast to the
localization in the context of other viral proteins, core and
capsids localized predominantly in the nucleus in the
majority of cells. Little difference occurred between HepG2
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Table 1. Individual experimental results for transfection of pHBV_1

.1mer in HuH-7 cells

Details of experiments presented in Fig. 1. HuH-7 cells were transfected with the pHBV_1.1mer. Cells were immunostained with a monoclonal
mouse anti-HBc antibody (Fab3105) in three different experiments or a polyclonal rabbit anti-HBc antibody (DAKO) in five different experiments.
The percentage of cells with an accumulation of fluorescence in the cytoplasm, in the nucleus or with an equal distribution between nucleus and

cytoplasm are shown.

Experiment Cells with an accumulation Cells with an equal distribution Cells with an accumulation
number of fluorescence in the between nucleus and of fluorescence in the
cytoplasm (%) cytoplasm (%) nucleus (%)

pHBV_1.1mer; 1 95 0 5
Fab3105 2 85 4 12
3 96 4 0

pHBV_1.1mer; 1 76 6 18
DAKO 2 81 10 8
3 39 30 30

4 83 12

5 75 3 22

and Huh7 cells; the first showing a slightly increased
proportion of nuclear core positive cells (HepG2: Fab3105,
92 %; DAKO, 85 %; Huh-7: Fab3105, 84 %, DAKO, 77 %).

Considering the variability between different transfections,
we assumed that this difference was not significant. As
shown in Fig. 2(b), we observed a granular stain which

(a) n=57 n=71 n=37 n=41

120 4

100 92
5 84 85
2 80 7
K] [ Cytoplasm
5 604 [ Nucleus
_"é 40 4 I Nucleus + cytoplasm
E
z

Fab3105 DAKO Fab3105 DAKO
HuH-7 HepG2

(b) Fab3105 DAPI DAKO DAPI

HuH-7

HepG2

Fig. 2. Core protein and capsid localization in the absence of

other viral proteins. (a) Determination of core concentration

depicted as quantitative results of three transfections for Fab3105 and four transfections for DAKO. HuH-7 and HepG2 cells
were transfected with the plasmid pcep21. Cells were immunostained using either the Fab3105 or DAKO antibodies. The
columns show the predominant localization of core using the same colour code as in Fig. 1(a). The numbers on top of each
column show the percentage of core positive cells. (b) Localization of core in individual cells. i-iv: HuH-7; v—viii: HepG2; i, v:

Fab3105; iii, vii: DAKO. Nuclei were visualized by DAPI staining

(ii, iv, vi, viii). Bars, 10 pm.
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appeared finer than we observed for core protein and
capsids expressed in the context of other viral proteins.

Nuclear entry of core depends upon active nuclear
import

In hepatocytes, core proteins enter the nucleus by active
nuclear import only, as cell division occurs rarely. Such
transport requires nuclear transport receptors of the
importin family (Kann et al., 1999; Rabe et al.,, 2003). In
cell culture wherein cells divide rapidly, nuclear entry can
also occur by passive trapping of core or capsids upon
reconstitution of the nuclear envelope during cell division.
In order to verify active nuclear import in our transfection
experiments, we transfected the core gene mutant devoid of
its C terminus into HuH-7 cells. Fig. 3(a) demonstrates
that core remained cytoplasmic when devoid of the C
terminus and identical results were obtained using Fab3105
and DAKO antibodies (Fig. 3a). Cytoplasmic localization
of core protein and capsids showed fine granular staining
as observed upon WT core protein expression (Fig. 3b)
arguing against a fixation of core at an organelle.

Collectively, these data suggest that cytosolic retention of core
is caused by a viral factor, and not by a difference between
hepatoma cell lines or hepatocyte differentiation status.

Impact of viral proteins on core and capsid
localization

In order to identify the viral protein affecting core
localization, we transfected a 1.1mer of the HBV genome
in which expression of different ORFs were suppressed
either by the introduction of stop codons or by mutating
the ATG start codon. We first introduced a stop codon at
codon 26 of X ORF, which does not affect the amino acid
sequence of the overlapping pol ORF (pHBV_X-). Fig. 4(a)
shows the merge of three experiments, demonstrating that
the presence of the X protein had no impact on the number
of cells exhibiting a predominant cytoplasmic core or
capsid stain (Fab3105, 92 %; DAKO, 70 %). Further, the
intracytoplasmic staining pattern remained unchanged
compared to the WT (Fig. 4b i, iii).

We next transfected a 1.1mer (pHBV_preS1-, preS2-, S-)
into HuH-7 cells in which the start codons of preS1, preS2

@ =20 n=20
120 A
100 100
1004 —
g 80 +
£
E I Cytoplasm
%5 60 | Nucleus
_?g I Nucleus + cytoplasm
E 40
z
20 4
0 0 0
0
Fab3105 DAKO
(b) Fab3105 DAPI

HuH-7

DAKO DAPI

Fig. 3. Intracellular localization of core and capsids devoid of the core protein C terminus. (a) Determination of core
concentration depicted as quantitative results of one transfection for Fab3105 and DAKO. HuH-7 cells were transfected with a
fragment of core devoid of C terminus. Cells were immunostained either with the Fab3105 or DAKO antibodies. The columns
show the predominant localization of core using the same colour code as in Fig. 1(a). The percentage of cells with a
predominantly cytoplasmic localization is shown in grey. The numbers on top of each column show the percentage of core/
capsid positive cells. (b) Core/capsid localization in individual HuH-7 cells. i: Fab3105; iii: DAKO. Nuclei were visualized by

DAPI staining (ii, iv). Bars, 10 um.
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Fig. 4. The viral polymerase is essential for cytoplasmic core localization in HuH-7 cells. (a) Determination of core concentration
depicted as quantitative results of two transfections for pHBV_X-, one transfection for pHBV_preS1-, preS2-, S- and
pHBV_preC-, and four transfections for pHBV_pol-. Cells were immunostained with either Fab3105 or DAKO antibody. The
columns show the predominant localization of core using the same colour code as in Fig. 1(a). The numbers on top of each
column show the percentage of core/capsid positive cells. (b) Localization of core/capsids in individual HuH-7cells. i, v, ix, xiii:
Fab3105; iii, vii, xi, xv: DAKO. Nuclei were visualized by DAPI staining (ii, iv, vi, viii, x, xii, xiv, xvi). Bars, 10 pm.

and S were inactivated by replacing the codons with ACG.
Again, no significant change in the proportion of cells with
a predominantly cytoplasmic core protein or capsid stain
was observed (Fab3105, 97 %; DAKO, 67 %; Fig. 4a) and
no change of intracytoplasmic core protein or capsid
staining pattern was observable (Fig. 4b v, vii). Mutating
the preC start codon to ACG also showed dominant
cytoplasmic core localization (Fab3105, 1009%; DAKO,
100%; Fig. 4a) and the staining pattern remained
unchanged (Fig. 4b ix, xi).

In contrast, mutation of the pol AUG to ACG which does
not affect the overlapping core ORF caused a major change

of core and capsid localization with the majority of cells
exhibiting a predominantly nuclear localization (Fab3105,
59 %; DAKO, 62%; Fig. 4a). Intranuclear core staining
revealed that the nucleoli remained excluded (Fig. 4b xiii,
xv), thus showing the same pattern as nuclear staining
upon expression from the WT genome or from core
expression without other viral proteins.

To confirm that pol prevents core translocation into the
nucleus, we next trans-complemented HuH-7 cells trans-
fected with the pol-negative plasmid with a plasmid
expressing the viral polymerase. In order to detect pol-
expressing cells despite the limited specificity of available
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anti-pol-antibodies, we used a vector expressing pol fused
to the C terminus of eGFP. Analysing core protein and
capsid localization in GFP positive cells showed that both
the Fab3105 and DAKO stains were found predominantly
in the cytoplasm in most cells (Fig. 5a; Fab3105, 92 %;
DAKO, 70%) as it was found in WT HBV. eGFP-pol
remained cytoplasmic irrespectively of the presence of core,
but appeared to be more diffuse than the core stain (Fig. 5b).

The NLS of core is exposed on unassembled core proteins
and on mature capsids but mature capsids leave the cell
rapidly via virus secretion (Rabe et al, 2003). However,
assembly depends upon core protein concentration (Seifer &
Standring, 1995) and high expression levels could subse-
quently lead to rapid cytoplasmic assembly resulting in a
dominant cytoplasmic capsid stain. We verified the intensity
and the total signal derived from both antibodies in
individual cells with cytoplasmic and nuclear phenotypes

after expression of core in the absence of other viral proteins
or in the genomic context. As shown in Fig. S1 (available in
the online Supplementary Material), the cells showed
cytoplasmic (Fig. Sla) or nuclear accumulation (Fig. S1b)
with high variation observed in fluorescence intensity. Thus
there appears to be no correlation between the amount of
capsid/core protein and the dominant localization, irre-
spective of the presence of viral proteins. This observation is
supported by a kinetic analysis performed in HuH-7 cells
transfected with WT HBV 1.lmer, in which we did not
observe a significant change in the predominant core
localization using Fab3105 between days 1, 3 and 5 (data
not shown). However, we observed a slight increase in
cytoplasmic capsid using DAKO (cytosolic Fab3105 stain:
day 1 92 %, day 2 88 %, day 5 100 %; cytosolic DAKO stain:
day 1 60 %, day 2 75 %, day 5 87 %). Such accumulation was
expected for capsids, as their half-life (>24 h) in hepatoma

(a) Trans-complementation pHBV_pol- + peGFP-pol
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Fig. 5. Core localization after expression from a polymerase-negative HBV genome upon eGFP-pol trans-complementation. (a)
Determination of core concentration depicted as quantitative results of two transfections for Fab3105 and for DAKO. HuH-7
cells were co-transfected by pHBV_pol- (mutated HBV genome which lacks the expression of polymerase) and peGFP-pol.
Cells were immunostained with either the Fab3105 or DAKO antibodies. The columns show the predominant localization of
core/capsids using the same colour code as in Fig. 1(a). The numbers on top of each column show the percentage of core
positive cells. (b) Localization of core in individual HuH-7 cells co-transfected with pHBV_pol- and peGFP-pol. i: Fab3105; iv:
DAKO. Nuclei were visualized by DAPI staining (iii, vi). Polymerase was visualized by its eGFP domain (ii, v). Bars, 10 pm.
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cells is longer than that of monomeric core protein (Deres
et al., 2003; Xu et al., 2010).

Cytoplasmic core localization requires pol and ¢

In vivo, the pol-core protein interaction occurs upon
envelopment of the viral PG, which in turn requires
interaction of pol with & (Bartenschlager & Schaller, 1992;
Jones et al., 2012). To investigate the impact of & which
was present in the trans-complementation experiments
(Fig. 5), we expressed core under the control of the CMV
promoter and eGFP-pol, resulting in expression from
mRNA devoid of ¢. Fig. 6(a) shows that in the vast majority
of cells, core localized predominantly in the nucleus
(Fab3105, 94 %; DAKO, 73 %) similarly to the expression
of core in the absence of other viral proteins. Aside from
providing evidence that pol by itself is not sufficient for
cytoplasmic core arrest, the observation further demon-
strates that GFP — as part of the fusion protein — had no
impact on core localization.

To further search for the missing partner causing cytoplas-
mic core retention by pol, we next co-transfected eGFP-pol
with core; the latter was expressed from a pol/preC negative
vector comprising ¢ (plasmid ppreC-/C). We observed that
the cytoplasmic core distribution was restored (Fab3105,
69 %; DAKO, 72%; Fig. 6b) and that the intracytosolic
distribution of core showed the same granular stain upon
WT HBV expression (Fig. 6d). Recent studies have shown
that mutation of the lower bulge of the ¢ structure (1858—
1863) prevents the pol-¢ interaction (Abraham & Loeb,
2006; Oropeza & McLachlan, 2006). We co-transfected
eGFP-pol and core with a vector expressing ¢ mutated in this
fashion (ppreC-/C & mutant) and found that core localized
in the nucleus (Fig. 6¢c). Taken together, these results
support a major role of ¢ in cytoplasmic core distribution.

Impact of Ser 164 on core localization

As shown by others, encapsidation of the viral PG depends
upon phosphorylation of the core protein at Ser 164,

(a) Pol, core (b) Pol, core and & (©) Pol, core, € mutant
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Fig. 6. Cytoplasmic core localization requires pol and . (a, b, c) Determination of core concentrations depicted as quantitative
results of two transfections for Fab3105 and DAKO. HuH-7 cells were co-transfected with plasmid pcep21 containing the core
gene genotype D, without ¢, expressed under control of the CMV promoter, and peGFP-pol (a: pol, core) or ppreC-/C and
peGFP-pol (b: pol, core and ¢) or ppreC-/C ¢ mutant and peGFP-pol (c: pol, core and ¢ mutant). Cells were immunostained with
either Fab3105 or DAKO. The columns show the predominant localization of core/capsids using the same colour code as in
Fig. 1(a). The numbers on top of each column show the percentage of core/capsid positive cells. (d) Localization of core/
capsids in individual cells co-transfected with pcep21 and peGFP-pol (pol, core; i-vi) or ppreC-/C and peGFP-pol (pol, core, ¢;
vii=xii) or ppreC-/C & mutant and peGFP-pol (pol, core and & mutant; xiii—xviii). i, vii, xiii: Fab3105; IV, X, XVI: DAKO. Nuclei were
visualized by DAPI staining (i, vi, i, xii, xv, xviii). Polymerase was visualized by eGFP fluorescence (ii, v, viii, xi, xiv, xvii). Bars,

10 pm.
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implying that the pol-core interaction requires core
phosphorylation at this residue (Gazina et al, 2000). We
thus expressed the preC/core ORFs comprising ¢, in which
Ser 164 has been mutated to Ala in HuH-7 cells. In a
further experiment, we co-transfected eGFP-pol and
determined core localization by using the DAKO antibody.
Fig. 7 shows that mutated core exhibited a predominantly
cytoplasmic localization (81 %) and that co-transfection of
pol did not significantly change the capsid accumulation
(71 %). These findings do not allow conclusions to be
drawn about the importance of Ser 164 for the pol-core
interaction, but provide evidence that this phosphorylation
site affects nuclear import of core proteins in vivo.

DISCUSSION

The cellular and viral factors determining core localization
are not known despite its correlation to viral load and
disease progression. In an attempt to understand the
molecular interactions linked to core localization, we
analysed the impact of hepadnaviral factors.

Our observation of a predominantly cytoplasmic core
phenotype in hepatoma cells after expression in the context
of other viral proteins corresponds to histological data
derived from HBV infected patients with low viral loads
(Liu et al, 2009). The similarity between hepatoma cell
lines and in vivo infection indicates that the level of cell
differentiation has no major impact on core localization,
and we conclude that viral factors are decisive. In
agreement with the similarity to this histological pattern,
we showed that nuclear localization was linked with active
nuclear import. This active nuclear transport must also be
concluded for hepatocytes in vivo, as cell division allowing
passive entry rarely occurs (lifespan 4.8-284 days; Whalley

et al, 2001). Our observation that core localization was
independent of time after transfection and of genotype
further confirms the robustness of the results.

In all cells with a detectable cytoplasmic core stain, we
observed granular staining but no characteristic pattern in
relation to MVB or the ER. This indicates that the
proportion of capsids interacting with the viral surface
proteins is low, which is in agreement with the over-
expression of core relative to the amount needed for virion
formation. This finding further indicates that the number
of capsids with a mature genome, which could attach to
preSl, is limited and also suggests that nuclear import of
capsids with a mature genome, as was shown in vitro in
permeabilized cells (Rabe et al., 2003), cannot account for a
significant nuclear stain. This idea is further supported by
the absence of a rim-like stain at the nuclear envelope,
where capsids with an immature DNA maturation
accumulate.

Despite a dominant phenotype, we observed individual
cells with different core localization, and most cells showed
some staining in both compartments. These differences
between individual cells indicate inter-individual differ-
ences, but similar observations were made in vivo (Chu
et al, 1997; Kim et al, 2006). Mechanistically, such
differences could be caused by factors such as phosphor-
ylation (Liao & Ou, 1995; Kann et al, 1999; Kang et al.
2006) or the expression of intracellular transport factors
needed for core translocation to the nucleus. However,
nuclear import factor expression variations are only
described in embryogenesis and in breast cancer, making
phosphorylation a more likely candidate. Accordingly, we
observed that mutating the phosphorylation site 164 from
Ser to Ala prevented nuclear import of core in the absence
of other viral proteins. This finding is in agreement that
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Fig. 7. Influence of Ser 164 on capsid localization. Determination of capsid concentration depicted as quantitative results of one
transfection for DAKO. HuH-7 cells were transfected with DNA fragments allowing the expression of core alone (core S164A) -
transfection of pUC991_S164A where Ser 164 has been mutated into Ala, digested in order to have only core region and its
promoter. The second experiment shows the result of co-transfection of DNA fragments allowing the expression of core with the
S164A mutation and peGFP-pol (core S164A+eGFP-pol). The columns show the predominant localization of core/capsids
using the same colour code as in Fig. 1(a). The numbers on top of each column show the percentage of core/capsid positive

cells.
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phosphorylation is essential for interaction of at least the
capsid with importin « and f (Kann et al., 1999) but shows
that phosphorylation is also crucial in vive and in
unassembled core proteins. The finding that not all core
stain was cytoplasmic in transfections with the S164A
mutant further implies that the non-mutated phosphor-
ylation sites could play a minor role.

In aiming to identify the viral protein which had a
dominant impact on core and capsid localization, we
observed that neither preC/HBeAg nor the surface proteins
affected core/capsid localization significantly. The first
finding is in agreement with a missing impact of HBeAg,
which could eventually cause staining, in our fluorescence
results. The latter observation is consistent with an absence
of capsid accumulation at MVB. In contrast, suppression of
the pol start codon changed capsid localization signifi-
cantly, becoming predominantly nuclear in the majority of
cells. However, the nuclear pattern was not so pronounced
as upon expression of the core ORF alone.

In keeping with our observation that pol is the major
determinant of core and capsid localization, trans-com-
plementation by eGFP-pol restored core and capsid
localization but only in those cells showing eGFP
fluorescence. However, trans-complementation did not
fully restore core retention. This finding is in agreement
with observations of others showing that expression of core
and pol from different RNAs is less efficient regarding PG
packaging than translation of pol and core from the same
RNA (Von Weizsdcker et al, 2002). Although we do not
have evidence for polymerase activity of the fusion protein
after encapsidation into capsids, the fusion protein localized
like WT pol, as was shown recently (Cao & Tavis, 2004).

In summary, our data indicate that core and capsid
localization are based on at least four partners: core
protein, a protein kinase phosphorylating core, pol and &.
This conclusion explains several observations of others who
have analysed different aspects of the viral life cycle, as
follows. (1) The encapsidation of PG mediated by pol
requires & on the PG (Bartenschlager & Schaller, 1992). (2)
This finding supports that the hypothesis that the pol-core
interaction requires ¢ binding by pol, and is in agreement
with a pol-dependent cytoplasmic core retention. It further
suggests that ¢ binding changes the structure of pol aside
from the already documented changes caused by pol-hsp70
and 90 interaction (Stahl et al., 2007). (3) The observation
that pol becomes activated by binding to its RNA (Tavis &
Ganem, 1996) supports the hypothesis that the supposed
structural change of pol is essential for the viral life cycle.
(4) The observation that in the absence of core, HBV pol is
only poorly active, allowing priming and synthesis of a few
nucleotides of the minus DNA strand (Chen et al, 2003;
Wang et al., 2013) is also in agreement with the requirement
of e-induced structural pol changes allowing core interac-
tions. (5) The observation of Gazina et al. (2000) showing
that core protein phosphorylation is required for PG
packaging can also be explained by our findings that

phosphorylation is the main requirement for the pol-core
interaction.

As in patients’ liver biopsies, we did not observe
homogeneous localization of core and capsids in all cells.
Based on our results, there are two major pathways to
explain these intercellular differences, as follows. (1)
Phosphorylation can differ between individual cells thus
altering core—pol interactions and also nuclear import
capacity. (2) Our data further suggest that core localization
could also depend upon the stoichiometry of core and pol.
An altered balance appears possible, as the translation of
core and pol may follow different pathways (such as leaky
scanning or reinitiation). In fact, reinitiation depends upon
factors such as the eukaryotic translation elongation factor
2 (eEF2; Skabkin et al, 2013), which is regulated by
phosphorylation and dephosphorylation (Kaul et al., 2011).

The consequences of a modified equilibrium between pol
and phosphorylated core could lead to two scenarios,
which require further investigation. If pol is overexpressed
with regard to phosphorylated core, core is retained in the
cytoplasm. This assumption is in agreement with the
observation that the phosphorylation site is closed to the
NLS thus suggesting competition between pol and import
receptors. An excess of pol would further interfere with
capsid formation as each mature capsid/virion contains
just one pol molecule (Bartenschlager & Schaller, 1992).
Even if this assumption is still controversial (Zhang &
Tavis, 2006), it is consistent with the observation that
transfected cell lines produce fewer viruses than infected
hepatocytes in vivo, and is in agreement with data from
patient biopsies showing that cytoplasmic capsids are
correlated with low viraemia (Liu et al, 2009).

METHODS

Plasmids. Plasmid pcep2l contains the core gene genotype D
expressed under control of the CMV promoter. pHBV_1.1mer
harbours the genotype A HBV genome l.lmer (nt 1580-1984).
Using the primers listed in Table S1 in PCR-based site-directed
mutagenesis (Pfu-Turbo DNA polymerase; Agilent Technologies),
this plasmid was the template for generating the plasmids in which
the different HBV ORFs were inactivated. After treatment of the PCR
product by Dpnl, nucleotide substitutions were introduced. All
mutations were confirmed by DNA sequencing. In pHBV_X- a stop
codon has been introduced at codon 26 of X ORF (G1443T).
pHBV_preS1-, preS2-, S- contains mutations of the preS1, preS2 and
S start codons to ACG (T2854C, T3211C and T155C, respectively). In
pHBV_preC- the precore start codon was mutated to ACG (T1814C)
and in pHBV_pol- the polymerase start codon was changed to ACG
(T2307C). As pHBV contains the 1.lmer genome, a second stop
codon was introduced in the 3’ copy of core (T1918G) and precore
(T1815C). ppreC-/C plasmid was obtained by amplification of the
HBV core and precore ORFs by PCR using Apal site containing
primers followed by insertion of the Apal-cleaved PCR product in
pGemT-easy. The precore ATG was then mutated to ACG by
mutagenesis as described before. Plasmid ppreC-/C & mutant, which
consists in a deletion of the UGUUCA sequence (A1858-1863) in the
lower bulge of the ¢ structure. The plasmid for expression of eGFP-
pol construct comprises the enhanced GFP gene (eGFP) fused at the
N terminal to the HBV polymerase ORF using Gateway technology.
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In brief, the polymerase gene was amplified by PCR from plasmid
pSM2, which contains a head-to-tail HBV genome dimer of genotype
D linearized by EcoRI. Using the primers specified in Table SI the
fragment was amplified and inserted into the entry vector,
pDONR221. LR Clonase then catalysed recombination between the
entry- and destination vectors (pBS_L30_eGFP_RFC) to generate
peGFP-pol. In this vector, eGFP-pol expression is controlled by the
mouse ribosomal protein L30 promoter. pUC991_Ser164Pro contains
the genotype D HBV genome linearized by EcoRI, in which the codon
Ser 164 of core was mutated to Pro.

Cell culture and transfections. All experiments for immunostain-
ing were performed in HuH-7 cells and repeated in HepG2 cells. Cells
were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM;
Gibco) supplemented with 10 % (v/v) FCS, penicillin (100 U ml ') —
streptomycin (100 pg ml™') (complete medium) unless otherwise
indicated. One day before transfection, 1.5 x 10° HuH-7 cells were
propagated on coverslips in 12-well dishes, in complete medium.
Cells were incubated for 24 h at 37 °C, 5% CQ,. Cells were then
transiently transfected with 800 ng DNA in Opti-MEM, using 1.5 pl
Lipofectamine 2000. One day post-transfection, cells were washed
with 1 x PBS and incubated in starved serum medium (DMEM 1%
(v/v) serum, 1% (v/v) penicillin, 1% (v/v) streptomycin) for 3 days
at 37 °C, 5% CO,. For immunostaining, cells were fixed with 3.7 %
paraformaldehyde in 1 x PBS for 30 min at room temperature.

Immunofluorescence analysis. Cells were washed in 1x PBS,
permeabilized for 10 min using 0.2 % (v/v) Triton X—100/1 x PBS for
10 min and washed with 1 x PBS. Then, cells were blocked for 5 min
in blocking buffer (PBS, 10% FCS, 0.1 % (v/v) saponin). The rabbit
polyclonal (DAKO) and the mouse monoclonal Fab3105 (Institute of
Immunology) antibodies were diluted 1:1000 and 1:500, respect-
ively, in blocking buffer for 1.5 h at 37 “C. After three washes with
1 x PBS, blocking buffer was added for 5 min at room temperature.
Anti-rabbit (1:1000) and/or anti-mouse antibodies (1:500) Alexa
488- or Alexa 543 labelled donkey secondary antibodies (Invitrogen)
were added for 90 min at 37 “C in 1: 1000 dilution. DNA was stained
with DAPI (1 mg ml™!, 1:1000, Sigma) for 10 min. Cells were
mounted using fluorescence mounting medium (DAKO).
Microscopy was performed using a Leica SP5 confocal microscope,
equipped with a 63 x objective and Leica image analysis software.
Images were taken in 12 bits, with a sequential bidirectional
acquisition, averaged on three images. Quantification of fluorescence
was performed using Image] software. We determined the mean of
fluorescence in the nucleus and in the cytoplasm of each transfected
cell, which reflects the concentration. The mean values of fluorescence
for nuclei and cytoplasm of the non-transfected cells were obtained by
subtracting the background signal. The fluorescence ratio was
determined using the mean values in the nucleus and in the
cytoplasm. The cells were classified as a function of their ratio of
fluorescence. If the nuclear/cytoplasmic ratio was below 1, there was
an accumulation of fluorescence in the cytoplasm. If the ratio was
above 1, there was an accumulation of fluorescence in the nucleus.
The cells were then classified in a graph showing the percentage of
cells with accumulation in the cytoplasm (grey columns), in the
nucleus (white columns) and with an equal distribution between
nucleus and cytoplasm (black columns) for n cells.
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Appendice

Présentations Orales:

e 2013 International Meeting on Molecular Biology of Hepatitis B Viruses, Shanghai
Chine

e 2012 The 2nd Leading Graduate Schools International Conference and the 6th
Tsukuba Medical Science Research Meeting, Tsukuba university, Japan

e 2012 Réseau Hote pathogénes SFR transbiomed, université Bordeaux Ségalen,
France

Présentations Posters:

e 2014 International Meeting on Molecular Biology of Hepatitis B Viruses, Los
Angeles, USA Prix du meilleur poster

e 2012 International Meeting on Molecular Biology of Hepatitis B Viruses, Oxford,
England

e 2012 11th workshop on the “Cell biology of viral infections 2012”, Deidesheim,
Germany

e 2011 The 2nd Leading Graduate Schools International Conference and the 6th
Tsukuba Medical Science Research Meeting, Tsukuba university, Japan

e Journée école doctorale science de la vie santé, Arcachon, France

e Journée Jeune chercheur SFR transbiomed, Bordeaux, France

Formation pendant la thése :

2012 Enseignement par I'enseignement : module proposé par I'’école doctorale

biologie santé. Trois demi-journées de conférence pédagogique sous forme d’atelier
théorique et pratique.

Participation aux enseignements de TP et de TD de virologie Master 1 spécialité
microbiologie / immunologie effectués par:

Fabienne Rayne : 2012 et 2013 : 40 heures TD, 60 heures TP

Sébastien Lainé 2011 : 20 heures TD, 40 heures TP

2012 Valorisation de la recherche.

La valorisation de résultats scientifiques : aspects juridiques, aspects financiers,
dépbt de brevet, business plan... Organisateur/Intervenants : Aquitaine Valo (SATT
Aquitaine), Jean-Luc Chagnaud, Jacky Chartier, Isabelle Rey, Elodie Duru, Justine
Lebail.
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Encadrement étudiants en Master :

2013 : Master 1 2 mois, caractérisation des cellules énuclées
2012 : Master 1 2 mois, essais d’interaction GST dynéine DynIC

2011 : Master 2, 6 mois production et purification de protéines recombinantes
Asssociatif :

2009-2014 TBM doc’s (ex doc66): soirée d’informations sur les carrieres
scientifiques privées et publiques : recrutement CNRS, INSERM, MCU, rechercher

un post doc, préparer son retour en France...

2010-2014 : TBM doc’s, Organisation journée jeune chercheur destiné aux étudiants,
doctorants et post doctorants de la SFR transbiomed, communications orale et
posters. Invitation de membre d’éditorial board de journaux scientifiques, directeurs

d’entreprise et cellule de transfert, président comité AERES ...
2014 organisations festival Pint Of Science Bordeaux

2012 et 2014 : réunion d’information sur les parcours de Master auprés des étudiants

en Licence
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