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I. Les Virus

A. Définitions

André Lwolff a défini en 1953 le concept de virion qui est la forme extracellulaire des virus.
C’est une particule virale mature et infectieuse libre dans le milieu extérieur. Le virus existe aussi sous
forme intra-cellulaire qui peut étre intégré sous forme dormante ou se réplique en utilisant la
machinerie cellulaire de I’hote. Les virus se caractérisent par 3 caracteres essentiels : 1- IIs posseédent
un seul type d’acide nucléique ADN ou ARN portant I’intégralité de I’information génétique. 2- ils se
reproduisent a partir de leur matériel génétique et par réplication. 3- Ils sont doués d’un parasitisme
intracellulaire obligatoire, et ne peuvent se reproduire qu’au sein d’une cellule hote vivante, la
multiplication virale pourra aboutir a une lyse cellulaire ou a une persistance virale, cette interaction

entre le virus et la cellule engendre des Iésions non létales.

Il existe 2 classifications des virus connus : La classification Baltimore proposée par David
Baltimore et qui est basé sur le type d’acide nucléique des virus (ADN ou ARN) et son mode
d’expression ainsi que le procédé de réplication de ’ADN (Fig. 1). La deuxieme classification est du
la Comité International sur la Taxonomie des Virus ou les virus sont rangés par ordre, famille, sous-
famille, genre et espece. Ces classifications ne sont pas phylogénétiques car les virus ne partagent pas

d’origine commune.
Selon la classification Baltimore il existe 7 groupes de virus :

— Groupe 1: Virus 2 ADN a double brin. Ce type de virus se réplique dans le noyau de la cellule
I’hote (a I’exception des poxvirus) en utilisant son ADN polymérase pour la réplication du génome
virale. Un exemple de ce groupe est les Herpesviridae.

— Groupe 2 : Virus 2 ADN a simple brin. Ce groupe de virus se réplique aussi dans le noyau et forme
un ADN double brin intermédiaire au cours de la réplication, par exemple les Circoviridae.

— Groupe 3: Virus a ARN double brin. Ces virus se répliquent dans le cytoplasme, ils n’ont pas
besoin de la polymérase de la cellule hote autant que les virus a ADN. Chez ces virus, la réplication
est individuelle et monocistronique ce qui signifie que chacun des genes code pour une seule protéine.

Un exemple de ce groupe est les Reoviridae.
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— Groupe 4 : Virus a ARN simple brin a polarité positive. C’est un virus qui se réplique dans le
cytoplasme contrairement aux virus a ADN dont la réplication a lieu dans le noyau. Tous les geénes de
ces virus sont définis comme antisens ce qui permet aux polymérases de I’hdte de les décrypter
directement pour synthétiser des protéines. Un exemple de ce groupe est les Astroviridae.

— Groupe 5 : virus 2 ARN simple brin a polarité négative. Les génes de ce groupe de virus ne peuvent
pas étre décryptés par les polymérases de 1’hote. Ils doivent étres transcrits par les polymérases virales
dans une forme lisible a polarité positive. La réplication a aussi lieu dans le cytoplasme. Un exemple
de ce groupe est les Filoviridae.

— Groupe 6 : Rétrovirus a ARN simple brin. Ce groupe de virus utilise la transcriptase inverse pour
convertir I’ARN a polarité positive en ADN pour assurer la réplication dans la cellule hote. Un
exemple de ce groupe est les Retroviridae.

— Groupe 7 : Pararétrovirus a ADN double brin. L’information génétique chez ce petit groupe de
virus est codée sous forme d’ADN double brin. La réplication se base sur I’ARNm viral et ’ARN

subgénomique. Un exemple de ce groupe est les Hepadnaviridae.

TT]

Figure 1: La classification de Baltimore.
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B. Les rétrovirus
1. Généralités

Les rétrovirus constituent une famille de virus infectant les vertébrés et invertébrés et

provoquant des pathologies tres variées. Ce sont des virus enveloppés faisant de 80 a 120 nm de
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diametre. L’enveloppe virale provient d’une partie de la membrane plasmique durant [’étape de
bourgeonnement du cycle réplicatif. Les rétrovirus possedent un génome a ARN linéaire,
monocaténaire et présent en 2 copies et dont la taille varie de 7 a 12 Kb. Chez cette famille de virus,
I'ARN génomique est convertit en ADN double brin durant sa réplication par la RT virale. Apres la
transcription inverse, le génome du virus sera transporté dans le noyau et intégré dans I'ADN de la
cellule hote par l'intégrase.

Les rétrovirus sont divisés en 2 catégories: simple et complexe selon l'organisation de leurs génomes.
Tous les rétrovirus comportent 3 domaines principaux codant pour les protéines virales: gag, pol et
env codant respectivement pour les protéines de structure (MA, CA et NC), enzymatiques (PR, RT et
IN) et les protéines d'enveloppe (gp41 et gp120) (Fig. 2).

Généralement, les rétrovirus simple possedent seulement ces informations élémentaires alors que les

rétrovirus complexes codent en plus pour des protéines régulatrices et auxiliaires.
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Figure 2 : Organisation des génomes rétroviraux. Les génomes du virus de I’ALV (rétrovirus simple) et du VIH-1
(rétrovirus complexe) sont représentés.

2. Classification

On classe les rétrovirus en 2 catégories : les rétrovirus exogenes et endogenes. Les virus
exogenes ne sont pas présents naturellement dans 1’organisme et ont besoin de I’infecter pour effectuer
leur cycle de réplication. Les rétrovirus endogenes possedent leur matériel génétique au sein du méme

génome de I’organisme sans étre exprimé.
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Seul les rétrovirus exogenes sont formellement classifiés par le comité international sur la taxonomie

des virus qui les a regroupés en 7 genres. Ces genres se divisent en deux catégories (Fig. 3).

Epsilon-retroviruses " Delta-retroviruses
(simple) (complex)
SnRV BLV

HTLV-I Lentiviruses

it HERV-W (complex)
o ATLva EAV
retroviruses FIV
tatempto! PERV HIV-2
P GALV SIlVmac
MLV HIV-1
vV
FelV "
Alpha-
ALV retroviruses”
RSV (simple)
FFV
BFV SFVecpz HERV-K | SRV
' SFVagm MMTV
Spumaviruses Beta-retroviruses
{complex) e
(simple)

Figure 3 : Phylogénie des rétrovirus : Les astérisques indiquent des genres incluant des virus endogénes [1].

3. Les lentivirus

Les lentivirus (du latin lenti lent) sont des virus de la famille des rétrovirus. Leur nom
s’explique par leur longue période d’incubation qui est nécessaire avant la manifestation de leur

pouvoir pathogene sur les cellules. IIs infectent principalement les cellules immunitaires.

Les lentivirus sont des virus sphériques encapsulés mesurant entre 80 et 100 nm de diametre. Ils sont
composés de protéines virales structurales et d’enveloppe (gp41 et gp120) et enzymatiques (RT, IN et
PR). Ces protéines représentent 60 % de la masse totale. Les lipides constituent 35 % et se situent au
niveau de I’enveloppe. 3% de la masse totale du virion est composée de glucides et 2% sont occupés

par le génome.

Cinq sérogroupes ont été identifiés parmi les lentivirus, infectant chacun une famille particuliere des

mammiferes. Parmi ces groupes, les VIB, VAIE, VIF et VMV infectent respectivement les bovins,
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équidés, félins et caprins. Le Seme groupe est le VIH ou VIS qui infecte les primates. Les lentivirus
rendent ’héte immunodéprimé en provoquant la mort des cellules immunitaires infectées ce qui
développe la maladie du SIDA. Seul le VAIE fait exception. Malgré une réplication rapide du
rétrovirus, les animaux contrdlent I’infection en demeurant en stade chronique et qui n’aboutit pas au

SIDA.

II. Le Virus de PImmunodéficience Humaine de type 1

A. Infection et VIH

1. Découverte

C’est en Juillet 1981 que le centre pour le contrdle et la prévention des maladies (CDC)
d’Atlanta reléve une maladie se manifestant par une recrudescence de pneumonies et de sarcomes de
Kaposi et affectant le systtme immunitaire. En 1982, cette maladie prend le terme AIDS pour
Acquired ImmunoDeficiency Syndrome ou SIDA en francais. L’agent responsable de cette maladie
est isolé en 1983 dans 1’équipe du professeur Luc Montagnier a I’institut Pasteur a Paris par Francoise
Barré-Sinoussi qui mit en évidence une activité de rétro transcription dans un échantillon de ganglion
lymphatique d’un patient atteint par la maladie [2]. En mai 1986, une commission de nomenclature
virologique attribue a ce virus I’appellation de Virus de I’Immunodéficience humaine (VIH). Apres la
découverte d’un second virus VIH-2 découvert chez des patients originaires d’Afrique de I’Ouest [3],

la dénomination VIH-1 est adoptée pour ce virus.

2. Origine et variabilité¢ du VIH-1

L’origine du VIH-1 est probablement liée a une infection zoonotique d’un virus simien a
I’homme. Les arbres phylogénétiques ont permis d’identifier le VIH-1 comme étant le lentivirus le
plus apparenté au SIVcpz du chimpanzé [4]. SIV est un lentivirus qui affecte 36 especes différentes de
primates en Afrique subsaharienne [5]. Le VIH-2 est plus semblable au SIVmm (infectant les sooty
mangabeys) et au SIVmac (infectant les macaques) (Fig. 4). La transmission de ce virus chez I’homme
est due a I’exposition du sang contaminé par des blessures ou des morsures lors du dépecage de ces

animaux.
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Figure 4 : Arbre phylogénétique des rétrovirus humains (VIH-1 et VIH-2) et de primates (SIV) [6].

Selon les études des relations évolutives avec le SIVcpz, le VIH-1 se divise en 3 groupes M
(Main), N (Non O non M) et O (Outlier) et proviennent de trois événements de transmission
indépendants. Le groupe M est le plus répandu au monde et comprend neuf sous types (A, B, C, D, F,
G, H, J, K) et plusieurs formes recombinantes (CRF) (Fig. 5). Les groupes O et N sont rares et se
retrouvent presque exclusivement en Afrique centrale. L’épidémie de VIH-2 n’a pas atteint la méme
ampleur que celle du VIH-1 et n’est retrouvée qu’en Afrique de 1’Ouest. Au sein du VIH-2, on

retrouve sept sous types de A a G.
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Figure 5: La distribution régionale des sous-types génétiques et formes recombinantes du VIH-1 en 2008
présentée par UNAIDS durant la 5éme conférence francophone VIH/SIDA en 2010 a Casablanca.
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3. Mode de transmission
Les modes de contamination se font :

— Majoritairement par voie sexuelle : C’est le mode de transmission de 1’infection par le VIH le plus
répandu au monde. Il représente 85 a 90 % des causes d’infection par le VIH.

— Par voie sanguine. L’injection de sang en provenance d’un sujet contaminé est susceptible de
transmettre le VIH. Il peut s’agir d’échange de seringues entre usagers de drogue (toxicomanie), d’un
acte de soin ou d’Accident d’Exposition au Sang (AES) des professionnels de santé. Le risque de
transmission du VIH par voie intraveineuse est estimé a 0,67 %.

— Par voie materno-feetale : Le sang maternel communique avec celui du feetus a travers le placenta.
La transmission du virus dans ce cas se produit lors de la grossesse (durant le dernier semestre) ou lors
de I’accouchement (65% des cas de transmission). La contamination peut se produire aussi lors de

I’allaitement maternel.

4. Organisation génétique du VIH-1

a. Régions non codantes
La rétrotranscription de I’ARN viral conduit a la synthése d’un ADN proviral bicaténaire. A
chacune de leurs extrémités on trouve cette répétition de séquences identiques sur plusieurs centaines
de bases, d’ou leur nom de LTR, Long Terminal Repeats. Suite au processus de rétrotranscription, ces
séquences répétées sont également présentes dans I’ADN proviral. Ces séquences sont non-codantes,
mais contiennent des régions nécessaires a 1’intégration de I’ADN proviral dans le génome de la

cellule hote, a la synthese de I’ARN viral et sa régulation (Fig. 6) :

— Une coiffeen 5’

— La région R (Redondant) de 98 nucléotides présente en deux exemplaires aux extrémités du
génome. Elle a un rdle important lors de la rétrotranscription. Elle comporte une région TAR a son
extrémité 5 qui intervient dans la régulation de I’expression visant la protéine tat. Enfin, la région R
contient une séquence signal pour la polyadénylation qui n’est fonctionnelle qu’a I'extrémité 3’ de
I’ARN viral.

— Larégion U5 (Unique en 5’), elle est fortement conservée et tres structurée. Elle contient des
séquences qui interviennent dans le processus d’hybridation entre I’ARN viral et ’ARNt"*3. C’est la
premiere partie du génome a €tre rétrotranscrite.

— Larégion PBS (Primer Binding Site) qui sert d’amorce a la transcription inverse.
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— Larégion DLS (Dimer Linkage Structure) localisée entre le PBS et le gene gag. Elle contient
en particulier la séquence DIS (Dimerisation Initiation Site) et elle est responsable de la dimérisation
du génome viral.

— La région U3 (Unique en 3°) est dupliquée a I'autre extrémité de I’ADN proviral apres la
rétrotranscription. Elle contient les signaux nécessaires a I’intégration du provirus ainsi qu’a la

régulation transcriptionnelle par les protéines cellulaires.
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Figure 6 : Schéma de la région 5’UTR du VIH-1 [7].

Les régions codantes contiennent principalement trois genes de protéine de structure, enzymatiques et
de I’enveloppe (gag, env et pol) et six autres genes qui codent pour des protéines régulatrices. Les

roles et fonctions de ces différentes protéines sont présentés dans le tableau ci-dessous.
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Gag Protéine de structure

Pol (polymérase) Transcriptase inverse, protéase, intégrase

Env (enveloppe) Gpl20: Attachement/gp41: fusion

Tat (transactivator) Régulateur positifde la transcription

Rev (Regulator of Viral Expression) Export des transcrits non épissés hors du
noyau

Vif (Viral infectivity) Empéche la désamination de I’'ADN viral en
liantla protéine APOBEC3G

Vpr (Viral Protein R) Transportde I'ADN au noyau, augmente la
production virale et contrdle le cycle
cellulaire

Vpu (Viral Protein U) Réduit I'expression du CD4

Nef (Negative Regulation Factor) Augmente I'infectivité et réduit

I'expression du CD4

Tableau 1 : Réles des protéines virales.

b. Structure du virion

La particule virale du VIH, sous sa forme mature est presque sphérique avec un diametre de
120 nm [8]. Elle est formée d’une capside conique et entourée d’une enveloppe formée par une
bicouche lipidique issue de la membrane plasmique de la cellule héte acquise lors du bourgeonnement
(Fig. 7). Les glycoprotéines d’enveloppe gp120 (surface) et gp41 (transmembranaire), dérivant d’un
précurseur polyprotéique gpl60 issu du gene env, sont insérées dans 1’enveloppe sous forme de
trimeres [9] mais le nombre de protéines associées est aléatoire [8]. Une matrice est associée a
I’enveloppe, elle est composée de la protéine MA ou pl7 produite par le gene gag. A Pintérieur de la
capside, on retrouve deux copies d’ARN génomiques et les protéines nécessaires a la réplication
virale : ’IN, la RT et la PR ainsi que les protéines accessoires Tat, Nef, Vif, Vpr, Vpu [10] ainsi que

des protéines cellulaires incorporées de maniere spécifique et aléatoire lors du bourgeonnement.
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5. Evolution de la maladie

En I’absence de traitement antirétroviral, la quasi-totalité des patients infectés par le VIH
évoluent vers le SIDA, phase ultime de la maladie. Le virus attaque les lymphocytes T, cellules du
systéme immunitaire et porteurs du récepteur CD4". Cette molécule s’exprime également a la surface
d’autres cellules comme les monocytes et macrophages, les cellules dendritiques et les cellules des
systemes lymphatique, hématopoiétique et nerveux [11, 12]. Lors de I’infection par le VIH-1, la
dissémination se fait tout d’abord par I’intermédiaire des cellules dendritiques au niveau des
muqueuses. Ensuite, ces cellules entrent en contact avec les cellules du systeme immunitaire [13]. Les

virions pourront alors coloniser la circulation sanguine.
L’évolution de la maladie se divise en 3 phases (Fig. 8) :

— La primo-infection ou phase aigiie : Elle correspond a une période de réplication virale intense et a
une dissémination du virus dans diverses cellules cibles. Cette phase dure quelques semaines. Le
nombre de lymphocytes T chute d’environ 1000 cellules/'mm’. La lyse des lymphocytes provient des
effets cytopathogenes du virus et I’induction de I’apoptose par la cellule infectée. A cette phase de
I’infection, le systéme immunitaire se déclenche en diminuant le taux de virus plasmatique.

— La phase symptomatique : Cette phase peut durer plusieurs années. La charge virale est constante,
il y a un équilibre entre la production de virus et son élimination par le systtme immunitaire.

— La phase SIDA : elle intervient suite & une diminution trés importante du taux de CD4" conduisant
a une immunodéficience et a un risque d’infections opportunistes. Par la suite, la production virale est

stimulée et la personne infectée ne survivra pas en absence de traitement.
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Figure 8 : Evolution du SIDA chez les individus ne recevant pas de traitements antiviraux [14].
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6. La pandémie de SIDA

La pandémie de SIDA continue sa progression dans le monde avec de trés importantes
variations géographiques et une grande hétérogénéité des épidémies qui la compose. Depuis le début
de I’épidémie environ 78 millions de personnes ont été infectées par le VIH et 39 millions de

personnes sont décédées de maladies liées au sida.

Selon les données mondiales les plus récentes publiées par ’ONUSIDA, 35 millions de personnes
vivent encore avec le VIH en 2013. La majorité des infections a VIH se localisent en Afrique
subsaharienne (24,7 millions d’infections en 2013) (Fig. 9). Les femmes représentent 58% du nombre

total des personnes vivant avec le VIH.

2,1 millions de personnes ont été nouvellement infectées par le VIH en 2013 dont 240 000 enfants
contre 3,4 millions en 2001 dont 580 000 enfants d’ou une chute des infections a VIH de 38%
d’infections totales et 58% d’infections parmi les enfants. La prévention commencerait donc a porter
ses fruits et les traitements antirétroviraux gagnent en efficacité. En plus, ’accessibilité a ces

traitements a augmenté de 37 % en une année.

Eastern Europe &

Central Asia

North America and Western and Central Europe 1.1 million
2.3 million (980 000~ 1.3 million]

(2.0 million - 3.0 million]
Middle East & North Africa
Caribbean 230 000

250 000 (160 000 - 330 000} Asia and the Pacific

[230 000 - 280 000] 4.8 million
. : L ——— [4.1 million - 5.5 million]
Latin America 24.7 million
1.6 million [23.5 million - 26.1 million]

[1.4 million - 2.1 million]

Figure 9 : Etude effectuée en 2013 montrant le nombre d’adultes et d’enfants vivant avec le VIH et leur
répartition dans le monde. Source ONUSIDA
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B. Le cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle réplicatif du VIH-1 se divise en deux phases, une phase précoce et une phase tardive.
La phase précoce est la phase non intégrative qui débute lors de 1’entrée du virus dans la cellule
jusqu’a son intégration dans le génome de I’hdte. La phase tardive est la phase post-intégrative qui
comprend la transcription du provirus et ’expression des génes viraux jusqu’au bourgeonnement et

maturation de la particule virale (Fig. 10).
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Figure 10 : Les différentes étapes du cycle réplicatif du VIH-1 et un résumé des facteurs cellulaires en jeu. Les
facteurs cellulaires (+) et (-) sont indiqués a coté de I'étape de la réplication virale dont ils affectent [15].

1. La phase pré-intégrative

a. Entrée virale : Reconnaissance et entrée
L’étape initiale du cycle de réplication du VIH-1 est 1’attachement d’un virion a la surface
d’une cellule cible du syst¢me immunitaire majoritairement les lymphocytes T4. Le VIH-1 reconnait
en premier le récepteur CD4 (récepteur principal de I’entrée) et un corécepteur CCR5/CXCRA4.
Diverses molécules de surface cellulaires peuvent participer a 1’attachement comme par exemple les
HSPG (héparanes sulfates protéoglycanes) [16] , le LFA-1 [17] et la nucléoline [18]. En effet,

I’affinité de I’enveloppe virale pour CD4 est faible [19], pour cela les facteurs d’attachement serviront

12
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a concentrer le virus a la surface de la cellule avant la liaison de CD4 au VIH-1. La glycoprotéine Env
est formée d’un domaine de surface gp120 et d’'un domaine transmembranaire gp41. Env s’associe en
trimere lors de sa synthese et devient mature suite au clivage de ses deux sous-unités. La fixation du
virus a la cellule hote repose sur I’interaction entre la protéine virale de surface gp120 et les récepteurs
CDA4. Cette liaison n’est pas suffisante pour 1’entrée du virus, ; la présence d’un des deux récepteurs
aux chimiokines CCRS5 ou CXCR4 est indispensable [20, 21]. L’interaction entre gpl20 et le
corécepteur entraine la dissociation du complexe gpl20-gp4l et provoque [’exposition de
I’ectodomaine de la gp41 au corécepteur puis la transition de la gp41 sous sa forme fusiogénique qui
va s’insérer dans la membrane plasmique de la cellule cible et entrainer la fusion des membranes
cellulaires et virales [9, 22]. Le cceur viral peut ainsi entrer dans la cellule hote (Fig. 11). Dans sa
forme fusiogénique, la gp41 expose les domaines HR (Heptad repeats) N- et C-terminaux, ceux-ci
peuvent étre liés par des peptides inhibiteurs, ce qui fait de la gp41 une cible thérapeutique [23].
Notons que la formation de pores de fusion nécessite le recrutement d’une quantité suffisante de CD4

et de co-récepteurs [9].

Un autre moyen d’entrée du virion dans la cellule est I’endocytose. La protéine Dynamine est
impliquée dans cette voie d’entrée en provoquant la formation de vésicules d’endocytose en
remodelant I’actine et favorisant la courbure de la bicouche lipidique. Dans ce cas la protéine gp120
du virus interagit avec une molécule d’adhésion spécifique des cellules dendritiques DC-SIGN. Ce
contact permet une internalisation du virus dans des vésicules non-lysosomales. Il a aussi été€ observé
qu’un virus produit sur une lignée cellulaire traitée a ’IFN-13 est capable d’infecter avec une meilleur

fixation une lignée CD4 négative [24].
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Figure 11: Mécanisme d’entrée du virus dans la cellule. La liaison spécifique entre le récepteur CD4 et la
glycoprotéine d’enveloppe gp120 déclenche une deuxiéme interaction entre gp120 et le co-récepteur (CCR5 ou
CXCR4). Ceci déclenche un changement conformationnel exposant gp41 qui va étre ancrée dans la membrane
de la cellule héte. Le changement conformationnel de gp41 permettra a la suite la fusion des deux membranes.
(adapté de [25]).

b. La rétrotranscription et la décapsidation
Suite a I’étape de fusion et a I’entrée du virus, le core viral est libéré dans le cytoplasme de la
cellule hote. Ces étapes sont suivies par la décapsidation du virus. Les dernieres études montrent que
la décapsidation est un événement qui survient apres la rétrotranscription au niveau des pores

nucléaires [26] .

Une fois la capside libérée dans le cytosol, I’ARN viral est rétrotranscrit pour former I’ADN
double brin qui forme le génome du VIH. L’acteur majeur de la rétrotranscription est la rétro-
transcriptase, une enzyme hétérodimérique de deux sous-unités p66 et p5S1 multifonctionnelle ayant
des activités ADN polymérase ARN dépendante, ADN polymérase ADN dépendante et RNaseH.

La RT utilise comme amorce un ARNt”*3 d’origine cellulaire hybridé a la région PBS (Primer
Binding Site) du génome afin d’initier la synthése d’un ADN simple brin de polarité négative a partir
de I’ARN génomique viral. Ensuite, elle dégrade le brin d’ARN génomique par son activité RNaseH.
Finalement, elle synthétise un brin d’ADN a polarité positive afin de former I’ADN double brin qui
pourra étre intégré au génome cellulaire. La RT génere a chaque extrémité du génome de longues
répétitions terminales identiques (LTR) (Fig. 12). Ces séquences constituent le promoteur du VIH et

sont donc essentielles a I’expression des genes viraux lors de I’étape de transcription [27]. Une étude
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récente a montré que les facteurs de nucléation IB (NF-IB) sont exprimés lors de I’infection par le
VIH-1 et provoque un effet négatif sur la réplication du VIH-1 suite a leur interaction avec ces

séquences LTR [28].

Vu que la RT ne possede pas d’activité exonucléase 3°-5’, elle est a I’origine de nombreuses mutations
dans le génome viral ce qui contribue grandement a I’apparition de quasi-especes ainsi que de virus

résistants aux antirétroviraux (ARV) [29].

5p E. ARN viral .E 3'OH

Transcriptase inverse

sp [us]r [us] [B3] R us] 304

ADN viral monobrin

ADN polymérase

s'p [Ua]R 8] [U3] R us] 30

ADN viral a 2 brins

= R0 T R

Figure 12 : Rétrotranscription de I’ARN génomique du VIH-1.

La synthése du brin d’ADN (+) s’achéve au niveau d’une séquence riche en AT et déplace le
brin d’ADN déja synthétisé sur une centaine de nucléotides. Ce recouvrement entraine la formation
d’une structure a trois brins appelée « DNA flap ». La formation du « DNA flap » signalerait la fin de
la rétro-transcription et déclencherait la décapsidation (23,24). La décapsidation entraine la maturation
du complexe de transcription inverse (RTC) en complexe de pré-intégration (PIC) transportable au

travers des pores nucléaires. Cette étape a lieu a proximité des pores nucléaires [30].

Les complexes de pré-intégration des lentivirus possedent la propriété de pouvoir Eétre
transportés au noyau par la machinerie d’import nucléaire de la cellule. Cette caractéristique leur
permet d’accéder au noyau de la cellule en division mais aussi lorsque la cellule ne prolifere pas ou
son cycle cellulaire est arrété en phase G1. De cette facon, le VIH-1 peut infecter des lymphocytes T

latents, des macrophages et les cellules dendritiques [18].
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c. L’intégration
Le PIC protége I’ADN viral de la dégradation et facilite son intégration dans le génome de
I’héte. La capacité du VIH-1 de se répliquer dans des cellules qui ne sont pas en division, repose sur le
transport actif de I’ADN viral (ADNv) dans le noyau de la cellule infectée. Ceci dépend de la capacité
du PIC formé de ’ADNv, MA, IN, TI, Vpr et des protéines de I’hdte liant I’ADN comme les
HMGI(Y) [31] et LEDGF/p75 [32], a interagir avec la machinerie cellulaire. La plupart des protéines
du PIC possédent un signal de localisation nucléaire (NLS) qui leur permet d’€tre importées dans le

noyau.

Une fois dans le noyau, I’intégrase (IN) permet I’intégration de I’ADN proviral dans le
chromosome. L’IN est une protéine de 32 KDa générée suite au clivage de la polyprotéine Gag-pol. La

réaction d’intégration se produit en 3 étapes (Fig. 13) :

- « 3’ processing » : I’intégrase clive un nucléotide GT en 3’LTR des 2 brins de I’ADN proviral,
libérant des extrémités 3’OH rentrantes.

- le transfert du brin : étape de transestérification permettant un clivage de I’ADN cellulaire et
ligation de I’ADN viral aux extrémités 5 phosphate générées dans I’ADN chromatinien.

- la dernicre étape de I’intégration est 1’élimination des nucléotides CA et la réparation de
I’ ADN par la machinerie cellulaire.

I1 a été démontré que le virus s’integre plus fréquemment en des sites spécifiques, souvent a I’intérieur

de genes qui eux-mémes sont régulés lors d’une infection par le VIH-1.

Tous les PIC n’aboutissent pas a une infection productive. I’ADN viral non intégré représente 99% de
I’ADN viral total [33]. Dans ce cas, il y a 3 scénarios possibles : la liaison des deux extrémités de
I’ADN pour former un cercle contenant les deux LTR, la recombinaison homologue du génome viral

formant un cercle avec un seul LTR et finalement, I’ADN viral demeure linéaire.
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Figure 13 : Intégration de I’ADN viral dans I’ADN cellulaire (Thése Gaelle Mercenne).
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2. La phase post-intégrative

a. L’expression génique

Aprées I’intégration, le provirus sert de matrice pour la synthése des ARN viraux qui vont
permettre 1’expression des protéines structurales, enzymatiques, régulatrices et accessoires. La
transcription est divisée en 2 étapes et reposent sur les interactions entre I’ADN viral, les facteurs de
transcription cellulaires et la protéine transactivatrice Tat. La région LTR en 5’ permet I’initiation de
la transcription et elle est composée de trois domaines fonctionnels : une région promotrice dans U3
(Unique, 3’end) qui contient une boite TATA, trois séquences consensus pour la liaison du facteur
cellulaire SP1 et deux régions pour NF-kb. Ces sites de liaison permettent également le recrutement de
I’ ADN polymérase lors de la transcription. La deuxieéme région est R (Repeated) qui contient la région
transactivatrice TAR impliquée dans 1’activation de la transcription suite a son liaison avec la protéine
Tat. Sans les facteurs de transcription cellulaires et la protéine Tat, le virus est incapable de produire
des ARNm et entre dans un état de latence. La derniére région du LTR est U5 (Unique 5’end) (Fig.
14).

| o W 4 W o p
Rl

USF UEP-1 LBP-1

NF1
ADN cellulaire

Domaine modulateur domaine core du
activateur promoteur

Figure 14 : Représentation du LTR 5’ sur I’ADN proviral intégré dans le génome de I'héte.

i.  La phase précoce

Pendant la premiére phase (phase précoce), le provirus est transcrit par I’ ARN polymérase 11
et produit des ARN courts non polyadénylés di a la faible efficacité d’¢longation de I’ ARN polll mais
persistant du fait de la présence de TAR formant une structure en tige boucle stable [34]. L’activation
de la cellule permet la relocalisation de NF-xf3 qui se fixe sur le domaine activateur du LTR 5’. Une
histone est alors activée et le domaine carboxy-terminal (CTD) de I’ARN polymérase II est
phosphorylé (29). Ceci entraine un remodelage de la chromatine conduisant a une augmentation du
taux d’initiation et d’élongation de la transcription, aboutissant a une production d’ARN viraux multi-
€pissés qui codent pour les protéines Tat, Rev, Nef. A ce stade, les protéines Tat et Rev sont
réimportées dans le noyau afin d’activer la transcription et permettre le transport des ARN génomiques

(ARNg) et mono- épissés, respectivement (Fig. 15).
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Figure 15 : Modele de l'action trans-activatrice de Tat. 1-Hypophosphorylation du domaine C-terminal de
I’ARN polymérase associée a des facteurs négatifs d’élongation de la transcription (NELF et DSIF) entrainant la
synthese de faible taux d’ARN messagers viraux ; 2- Tat se fixe sur la tige-boucle TAR en 5’ de ’ARNv et recrute
le complexe P-TEFb qui contient la cycline T1 et la kinase Cdk9 ; 3- Hyperphosphorylation du CTD de I’ARN
polymérase Il par Cdk9 ; 4- Acétylation de Tat et interaction entre Tat et PCAF (p300/CREB binding protein-
associated factor) entrainent la dissociation du complexe Tat-TAR-CyclineT1-Cdk9 et par la suite une activation
de la transcription et la production de protéines virales.

ii.  La phase tardive

Durant cette étape, les ARNm multi-épissés (2 Kb) seront exportés du noyau vers le
cytoplasme selon une voie endogene nucléaire tandis que les messagers viraux mono-épissés et non-
épissés seront exportés par un mécanisme impliquant la protéine Rev [35, 36]. Lorsque la
concentration de Rev est suffisante, elle se fixe au site RBE (Rev Binding Element) de la région RRE
de ces ARNm, ce qui entraine une oligomérisation recouvrant les régions RRE. Le complexe Rev-
RRE-ARN peut ainsi interagir avec la machinerie d’export nucléaire cellulaire. Les ARNm peuvent
ainsi étre traduits ou encapsidés , libérant Rev qui retourne dans le noyau grace a son NLS (Nuclear
Localization Signal). Les structures cristallographiques de la protéine Rev seule et en complexe avec

le domaine RRE de I’ARNm ont été résolus récemment [37, 38] (Fig. 16).
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Figure 16 : (a) Représentation d’'un monomere de Rev et des différents domaines fonctionnels [37]. (b)
Structure du dimeére de Rev en complexe avec I’ARN. L’ARN se situe entre la premiére molécule de Rev (bleu) et
la deuxieme (vert) [38].

b. La traduction

Une fois dans le cytoplasme, les ARNm viraux sont traduits par la machinerie cellulaire. Les
protéines virales Tat, Rev, Nef, Vif et Vpr sont produites selon le mode de traduction classique. La
synthese des précurseurs protéiques Gag et Gag-pol se fait a partir de I’ARN non-épissé du VIH-1
alors que la synthése des protéines d’enveloppe et Vpu se fait a partir de I’ARN mono-épissé mais
dans les deux cas la traduction a lieu a partir du méme transcrit. Cependant, la régulation de la

traduction dans les deux cas est différente :

- La synthese des protéines Env et Vpu est obtenue a partir d'un ARN bi-cistronique contenant
deux ORF qui se suivent et se chevauchent. La synthése de Env est permise grice a un événement de
« Leaky scanning » permettant au ribosome de passer au travers du codon initiateur de Vpu [39, 40].
Vpu entraine la dégradation des CD4 piégés avec gp160 au niveau du réticulum endoplasmique ce qui
permet le relargage des gp160 dans la membrane plasmique [41].

- La traduction de la polyprotéine Gag-pol implique un décalage du cadre de lecture en -1. La
présence d’une séquence de glissement (UUUUUUA) associée a une tige boucle permet un décalage
d’un nucléotide vers le 5° du cadre de lecture [42, 43]. Gag peut donc étre traduite seul ou en fusion
avec Pol sous forme de Gag-pol. Cet événement est vingt fois plus en faveur pour Gag seul, ce qui est

critique pour la propagation du virus [44].
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c. Assemblage

La formation d’une particule virale infecticuse requiert tout d’abord, le transport de Gag au
niveau de la membrane plasmique et son association avec différents partenaires viraux et cellulaires.
Suite a la synthese des protéines virales, 1’assemblage débute. II a été démontré que 1’assemblage de la
particule virale se fait au niveau de la membrane plasmique et les endosomes tardifs (MVB) chez les
macrophages [45, 46]. Par contre, il a ét¢ démontré que ce phénomene existait également chez les
lymphocytes T CD4+ [47]. Plusieurs études ont démontré que le VIH-1 bourgeonne sélectivement aux
radeaux lipidiques. En effet, la composition lipidique de 1’enveloppe virale est enrichie de cholestérol
et de sphingolipides [48]. De plus, il a été démontré que le cholestérol est important pour 1’entrée
virale et le bourgeonnement. L’acteur principal de 1’assemblage est le précurseur de Gag, Pr55% |
capable de s’auto-assembler et de former des particules virales non infectieuse en ’absence d’autres
protéines virales [49]. Pr55% code les protéines MA, CA, NC, p6 et les peptides intermédiaires p1 et

p2. Gag est composée de 3 domaines impliqués dans I’assemblage :

- Le domaine M (Membrane binding domain) situé a ’extrémité N-terminale est myristylé au
niveau de la futur protéine de matrice MA ce qui permet 1’ancrage du précurseur dans la membrane
plasmique [50, 51]. Aussi, MA facilite I’incorporation de la protéine Env durant 1’assemblage en
interagissant avec son domaine TM [52, 53].

- Le domaine d’interaction I composé¢ par les futures protéines CA et NC permet la
multimérisation de Gag, important pour I’assemblage [54].

- Le domaine L (Late domain) situé en C-terminal et contient le peptide p6 requis pour
I’encapsidation de la protéine Vpr [55, 56]. Une fois le virion mature, Vpr se lie a la NC [57].

Lors de I’assemblage du virus, deux copies homologues de d’ARN génomique doivent étre
encapsidées dans la particule virale sous forme dimérique. L’interaction spécifique entre le domaine
NC de Gag et la région leader ou domaine psi localisé en 5° de I’ARN viral déclenche 1’encapsidation
de ’ARN [58, 59]. Cette interaction permet aussi la multimérisation de Gag induisant par la suite un
changement de conformation de MA qui va exposer son groupement N-terminal myristylé [60]. Ce
groupement ainsi que la présence d’une région basique permettent 1’ancrage de Gag dans la bicouche
lipidique de la membrane plasmique cellulaire en interagissant avec le phosphatidylinositol (4,5)
bisphosphate [60].

Apres glycosylation dans le réticulum endoplasmique, la polyprotéine Env ou gp160 est clivée
en gpl20 et gp4l dans I’appareil de Golgi, qui restent associés de manieére non covalente a la
membrane. Gpl20 est bien ancrée a la membrane extracellulaire alors que gp4l reste
transmembranaire avec une partie cytoplasmique. La protéine cellulaire TIP47 (Tail-Interacting
protein of 47 KDa) sert d’adaptateur entre les protéines de I’enveloppe et Gag. TIP47 interagit avec le
domaine CT de la MA [61] et la partie cytoplasmique de gp41 au niveau de la membrane plasmique

afin de favoriser I’incorporation des protéines d’enveloppe dans les virions.
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d. Bourgeonnement et maturation (Fig. 17)

Le virus détourne la voie cellulaire pour 1’expulsion des exosomes, le systéme VPS (Vacuolar
Protein Sorting) afin de libérer les virions. Dans cette étape, Gag a pour fonction de recruter les
protéines cellulaires nécessaires a ce processus aux endosomes tardifs pour les rediriger ensuite vers la
membrane plasmique. Ce systeme est composé des complexes ESCRT-1, 2 et 3 (Endosomal Sorting
complex Recquired for Transport). Le bourgeonnement est initié par I’interaction entre le motif PTAP
du domaine p6 de Gag suite a son interaction avec Tsgl01 (Tumor Susceptibility gene 101) , une
protéine du complexe ESCRT-1 [62]. La liaison avec les autres complexes ESCRT serait assurée par

le contact entre Tsg101 et la protéine cellulaire Alix [63, 64] (Fig. 17).
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Figure 17 : Bourgeonnement de la particule virale de la membrane plasmique [65].

Lors de 1’assemblage, les interactions entre précurseurs Gag-pol entrainent le rapprochement
des domaines correspondant a la protéase qui vont dimériser pour former une protéase active (PR). PR
va cliver tout d’abord entre les domaines p2 et NC du précurseur Gag-pol, puis dans un deuxieme
temps entre MA et CA pour terminer avec le clivage entre CA-p2 et NC-pl libérant la NC et
entrainant la condensation de NC et du génome d’ARN en une forme conique entourée par CA. Ces

réarrangements sont nécessaires pour 1’infectivité des virus.

Des images de microscopie électronique montrent deux types de particules virales différentes (Fig.
18). La particule virale immature présente, sous la bicouche lipidique une surface sphérique dense aux

électrons.

22



INTRODUCTION

Figure 18 : (a) Représentation schématique de la maturation Pr55°% suivant un ordre régulé. (b) Coupe
transversale d’une particule virale immature (haut) et mature (bas) [66] .

C. Les traitements antirétroviraux

Actuellement, aucun traitement ne permet de guérir du SIDA. En 1987, ’AZT ou zidovudine
a été le premier antirétroviral a été approuvé par la FDA (Food and Drug Administration). Son action
porte sur I’inhibition de la RT virale. La plupart des antirétroviraux approuvés par FDA cible cette

protéine.

Plus tard, d’autres antirétroviraux ont été mis au point visant I’entrée et la fusion, I’intégration et la
maturation de la particule virale (Tableau 2). Le saquinavir est par exemple un inhibiteur de la
protéase. Le probleme majeur de ces antirétroviraux est 1’apparition constante et relativement rapide
de mutations de résistance du virus. Afin de limiter cet effet, ces médicaments sont administrés en
combinaison (inhibiteur de RT et protéase) dans le but de maximiser la suppression de la réplication
virale. Ce traitement est nommé HAARTS pour Highly active AntiRetroviral TherapieS et est le
traitement le plus utilisé aujourd’hui. Il permet de ralentir la prolifération du VIH chez les personnes
infectées. De plus, malgré le fait que les cellules infectées ne soient pas éradiquées par la prise
d’antirétroviraux, le systéme immunitaire réagira par une augmentation du nombre de cellules LT4 ce
qui permettra un contréle de la réplication du VIH-1, une reconstitution partielle de I’immunité ce qui
diminuera I’incidence des maladies opportunistes et du déces du patient. De plus en plus, les nouvelles

études visent les facteurs de restriction cellulaires comme la protéine APOBEC3G
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Inhibiteurs nucléosidiques Inhibiteurs non nucléosidiques

de la transcriptase inverse (NRTI) de la transcriptase inverse (NNRTI)
Retrovir(1987) Nevirapine (1996)
Videx(1991) Delaviridine(1997)
Hivid(1992) Efavirenz(1998)
Tenofovir(2001) Etravirine (2008)
Emtriva(2003) Rilpivirine (2011)

Protéase Intégrase Entrée Fusion

Saquinavir(1995)  Raltegravir(2009)  Maraviroc(2010)  Enfuvirtide(2003)
Indinavir(1996) Elvitegravir(2013)

Nelfinavir(1997) Dolutégravir(2014)

Darunavir(2006)

Tableau 2 : Liste des antirétroviraux approuvés par la FDA, I'année de mise sur le marché et leur catégorie
respective.

D. Stratégie vaccinale

Comme pour toutes les maladies infectieuses, la meilleure solution pour contrecarrer la
propagation du SIDA serait le développement d’un vaccin. Jusqu’a aujourd’hui, plus de 250 essais
cliniques ont été menés, la plupart en phase 1 et 2. Malgré toutes ces recherches et études cliniques
encourageantes, aucun vaccin anti-VIH n’a encore ét€¢ mis au point. La cause de cet échec est due aux

mutations rapides des protéines virales de surface reconnues par les anticorps.

A T’heure actuelle, les approches privilégiées ont toujours visé la stimulation de la réponse
immunitaire humorale [67]. Les vaccins induisant chez I’hote des anticorps contre les protéines virales
dont la gp120 comme le vaccin AidVax (Vax Gen) n’ont pas montré une protection efficace puisque
des domaines structuraux essentiels aux protéines virales échappent a ces anticorps [68, 69].
Récemment, un essai clinique phase 1 d’un anticorps monoclonal 3BNC117 contre le site de CD4

chez des individus infectés et non infectés par le VIH-1 a montré des résultats trés prometteurs [70].

D’autres études récentes ont recombiné un vaccin a ADN avec un virus de la vaccine recombinant
(rTV) et un vaccin exprimant gpl40. Ce vaccin a été testé sur des animaux et a montré qu’en

recombinant ces 3 cibles, la réponse immunitaire humorale est renforcée [71].
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La troisieéme stratégie appliquée dans ce domaine est I’induction d’immunité locale au niveau des
muqueuses. Premierement, cette réponse est trés rapide, se déclenchant apres a peine quelques minutes
ou heures et deuxiemement cette stratégie permet de bloquer I’entrée du virus dans les cellules avant la
primo-infection. Pour cela, un candidat-vaccin a été développé et testé sur des femelles macaque

rhésus ot il montre déja de bons résultats [72].

Aujourd’hui, les chercheurs s’intéressent de plus en plus a 'immunité innée, sachant qu’elle
représente la défense primaire contre I’infection [73]. Comprendre comment I’immunité innée régule
les réponses immunitaires adaptatives serait d’une grande importance pour 1’optimisation des
candidats-vaccins [74]. Récemment, une jeune fille née séropositive est en rémission depuis 12 ans,
alors qu’elle ne prend plus aucun traitement depuis ses 6 ans. L’explication a ce cas unique au monde
est qu’elle a un systéme immunitaire qui a trouvé les moyens de contréler son virus et d’éviter la
multiplication. Cette rémission ne doit toutefois pas €tre assimilée a une guérison mais c'est un cas

exceptionnel.

III. Immunité innée et facteurs de restriction virale

La réponse immunitaire innée est la premicre ligne de défense de 1’organisme. Ainsi, le
systeme adaptatif a le temps de développer une réponse effectrice. Cette réponse immunitaire innée est
non spécifique du virus, immédiate et locale. Elle est médiée par des cellules immunitaires telles que
les monocytes, macrophages, cellules dendritiques, et les cellules « Natural Killer » ainsi que des
molécules comme 1’interféron et les cytokines. Les stratégies et les techniques développées par les

virus pour contenir la défense innée sont tres variées.

En 2012, une analyse d’expression génique in vitro a montré qu’il existe 20,687 genes codant
des protéines dans le génome humain dont plusieurs centaines étant des ISG (interferon-stimulated
genes) qui sont surexprimés durant des infections virales [75, 76]. Malgré que la fonction antivirale de
certains ISG soit bien décrite, le role de la plupart d’eux durant les infections virales n’est pas encore
bien connu. Parmi ces protéines, on retrouve des IFN (Induced by Interferon 1) tel que TRIMS5a,
téthérine , APOBEC3G, qui sont des joueurs clés dans la réponse immunitaire innée et représentent la

premicre lignée de défense contre les lentivirus.
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A. Les facteurs de restrictions virales

1. TRIMS5a

a. Structure et fonction biologique

TRIMS5a est une protéine codée par le gene TRIMS et faisant partie de la famille des TRIM
(TRipartite Interaction Motif). Elle a été identifiée dans des cellules de mammiferes comme un facteur
de restriction antirétroviral. Elle est caractérisée par la présence d’un motif en trois parties appelé
RBCQC, il contient un domaine RING (R), un domaine B-Box2 (B) et un domaine Coil-Coiled (CC)
(Fig. 19a). Le domaine RING est un domaine de liaison au zinc impliqué dans I’interaction avec
d’autres protéines plus particuliérement les protéines du complexe E3 ubiquitine ligase. Le domaine
B-box est aussi un domaine de liaison au zinc médiant les interactions protéines—protéines. Le

domaine Coiled-coil est responsable de la multimérisation de ces protéines [77] (Fig. 19b)

La majorité des genes TRIM codent un domaine additionnel en C-terminal, le domaine SPRY,
responsable de la spécificité de TRIM et de son implication dans la défense immunitaire innée contre
le VIH-1 [78] Le géne TRIMS code pour plusieurs isoformes grace a un mécanisme d’épissage
alternatif permettant le raccourcissement du domaine SPRY. TRIMS5a est 1’isoforme possédant le

domaine SPRY le plus long capable d’interagir avec la CA du VIH-1 (Fig. 19¢).
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Figure 19 : (a) Représentation schématique des domaines de la protéine TRIM5a et leurs fonctions respectives
connues. (b) TRIM5alpha forme un dimere, stabilisé par le domaine « Coiled-Coil ». (c) La structure du
domaine SPRY de rhTRIM5a (orange) avec les interactions variables orientés vers la surface de la capside.

b. Action antirvirale de TRIM5a

On ne sait pas encore parfaitement comment TRIMS5a contrecarre la réplication du VIH-1
mais de nombreuses études ont pu identifier deux voies primordiales entrainant cet effet. Lorsque la
capside du VIH-1 pénetre dans le cytoplasme des cellules simiennes, TRIM5a reconnait la protéine de
capside et bloque la réplication du virus dans la cellule hote. Ceci entrainerait une décapsidation
précoce de la capside [77, 79]. La découverte de 2 protéines de fusion entre TRIMSa et CypA chez les
singes appuient I’idée que CypA intervient dans le mécanisme de restriction [80]. Mais, cette protéine
semblerait seulement inhiber la réplication virale dans les cellules simiennes, alors que dans les

cellules humaines , sa présence permet au virus d’effectuer un cycle viral normal [81].

Le domaine SPRY ou CypA de TRIMS5a et TRIMCyp se lient de facon directe avec la capside un
peu de temps suite a ’entrée du virus dans la cellule. Suite a cette interaction, le mécanisme de
décapsidation de la capside survient. Ceci requiert I’activité de la E3 ubiquitine ligase et la machinerie

de dégradation par le protéasome (Fig. 20).

27



INTRODUCTION

TRIMSa est capable aussi, par son domaine RING, de recruter le complexe E3 ubiquitine ligase ce qui
va activer la voie de signalisation de la réponse immunitaire innée par AP-1 et NF-kf, entrainant ainsi

une réponse inflammatoire a I’infection par le VIH-1.

Récemment, des études cliniques sur des macaques ont suggéré la thérapie génique comme approche
contre la réplication virale. Cette cohorte a consisté a introduire une version modifiée du gene
TRIMS5a dans les cellules des macaques capable d’inhiber la réplication virale chez les macaques

infectés par SIV [82].

—_——— —_—
E2 recruitment
TRIMS5a ubiquitylation
to the RING and removal
domain

Figure 20 : Modéle actuel du réle de TRIM5a sur la décapsidation précoce. D’abord, TRIM5a bloque la capside
selon le modeéle proposé par Ganser-Pornillos [83]. Le fait que le domaine RING est exposé a la surface de la
capside, les enzymes E2 seront recrutées ce qui va polyubiquitiner TRIM5a. Le détachement de TRIM5a
polyubiquitinilée de la surface de la capside pour sa dégradation entrainerait des dommages au niveau de la
capside et une décapsidation précoce immature [84].

2. Téthérine

La téthérine a été identifiée d’abord comme BST2, (Bone marrow STromal antigen2) protéine
responsable de la restriction du VIH-1 en absence de la protéine Vpu, en interférant avec le
détachement et le bourgeonnement des particules virales matures des membranes des cellules infectées
par le VIH-1 [85, 86]. En effet, Des mutations au niveau de Vpu entrainent une inhibition importante
de la charge virale [87]. Récemment, il est devenu plus clair que la téthérine induit aussi 1’expression
des genes proinflammatoire par la voie NF-kb-dépendante dans les cellules infectées par le virus [88].
La téthérine est une glycoprotéine transmembranaire de type Il formée d’un domaine N-terminal court
suivi par un site transmembranaire et un ectodomaine coiled-coil flexible ainsi qu’un site de clivage

pour I’addition d’une ancre GPI (Glycosyl-Phosphatidyllnositol) en C-terminal (Fig. 21). La téthérine
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partage cette topologie structurale particuliere et rare entre les protéines présentes chez mammiferes

avec une forme spéciale de la protéine prion qui est la ponticuline [89], Sm23 [90] et NcSRS2 [91].

Virion

( i 1| FEigure2l: Représentation de la dimérisation de la

S ‘ téthérine. La téthérine forme un pont entre les 2
g f 3 : membranes. Elle contient un domaine transmembranaire
en N-terminal et elle est ancrée a la membrane par un
Linker GPI en C-terminal. La téthérine dimérise di a la
structure parallele des domaines coiled-coil entre les
extrémités de la protéine. Cet ancrage aux deux
membranes entraine le blocage des particules virales et
empéchent leur libération [92].
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a. Action antivirale de la téthérine
La téthérine est exprimée dans différentes lignées cellulaires du fait qu’elle cible la bicouche

lipidique virale. Son expression est induite ou régulée par les interférons de type I et I [85].

En absence de Vpu, la téthérine entraine la rétention des virions complet et matures a la
surface des cellules infectées par le VIH-1 [86, 93]. Les virions s’accumulent a la surface cellulaire,
dont une fraction subit I’endocytose via un mécanisme Clathrine-dépendant et par la suite seront
dégradés [85]. Des études suggerent qu’une extrémité de la téthérine est ancrée dans la membrane
plasmique lipidique de la cellule et ’autre extrémité s’incorpore dans 1’enveloppe de la particule
virale, ce qui entraine 1’homodimérisation de la surface cellulaire de la téthérine avec la téthérine
associée au virion ; cette liaison est médiée par des ponts disulfide ou des régions coiled-coil dans le
domaine extracellulaire [94]. De cette fagon-la, les virions restent bloqués a la surface de la cellule

infectée et liés I’'un a 1’autre par la téthérine (Fig. 22).
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Figure 22: Restriction du VIH-1 par la téthérine. (a) Les virions VIH-1 s’assemblent a la surface cellulaire et
bourgeonnent de la membrane cellulaire. (b) La téthérine est localisée a I'extérieur de la surface cellulaire,
mais ancrée dans la membrane par ses deux extrémités. La téthérine s’attache au virion bourgeonnant en
s’ancrant a son enveloppe virale empéchant par la suite sa libération de la surface de la cellule. (c) La tétherine
se connecte a la machinerie cellulaire spécifique a I’endocytose par I'un de ces extrémités ce qui entraine
I’endocytose des virions matures dans la cellule infectée pour finalement étre dégradés par le systéme digestif
cellulaire [95].

b. Vpu contrecarre téthérine

Vpu (Viral Protein U) est une phosphoprotéine membranaire de classe I de 16 KDa exprimée
lors de la phase tardive du cycle rétroviral. Elle est absente chez le VIH-2 et les virus simiens ou elle
est remplacée par la protéine Nef concernant son activité anti-téthérine [96]. Vpu est composée d’un
domaine trans-membranaire TM en hélice a et d’'un domaine cytoplasmique (CT) dans lequel les 2
hélices a sont reliées par une boucle flexible.
Ces 2 protéines interagissent par leurs domaines transmembranaires. Vpu colocalise avec la téthérine
et réduit son expression sur la surface cellulaire en induisant sa dégradation [93]. Un rdle trés connu de
Vpu est la dégradation du récepteur CD4 du VIH-1 dans le réticulum endoplasmique. Apres formation
du complexe Vpu/CD4, Vpu recrute la protéine fTrcP (B-transducing repeat-containing protein) , une
sous-unité d’un complexe de la E3 ubiquitine ligase (SCF), ce qui va entrainer I’ubiquitination de CD4
et sa dégradation dans le cytoplasme par la voie du protéasome [97, 98]. Vpu est aussi capable de

détourner la téthérine de sa voie d’acheminement normal du RE vers le cytoplasme en passant par
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I’appareil de Golgi vers le compartiment intracellulaire par un mécanisme de séquestration [99]. Cette

séquestration intracellulaire est suivie d’une dégradation lysosomale partielle de la téthérine et Vpu.

3. SAMHDI

a. Généralités

SAMHDI1 (Sam and HD domain containing protein) est un facteur de restriction découvert
récemment [100]. Cette protéine est tres exprimée et fonctionnelle dans les cellules myéloides et
dendritiques. Cette protéine est impliquée dans le syndrome Aicardi-Goutieres (AGS) qui est une
encéphalopathie caractérisée par une production d’IFN et des conséquences telles qu'une infection
virale congénitale. Ceci peut €tre di a un rétrovirus endogene n’ayant pas pu étre inhibé par des
mutants de SAMHDI1 dans les cellules myéloides [101]. SAMHDI1 est la seule protéine humaine qui
posseéde un motif o (SAM) et un domaine HD en tandem. SAM est un domaine d’interaction protéine-
protéine mais pouvant aussi lier les ARN. Le domaine HD est caractérisé par un motif a double cations
coordonnant des résidus His et Asp. Ces domaines sont conservés durant 1’évolution et jouent des
roles cruciaux dans le métabolisme des acides nucléiques (Fig. 23). SAMHDI intervient dans 1’étape
précoce du cycle viral. Il a été décrit qu'une déplétion de SAMHDI entraine une accumulation de

I’ ADN viral entier ce qui suppose que SAMH1 pourrait avoir un role durant 1’étape de la transcription

inverse [100].

Mutations AGS * 254

Positionsdes 1 44 108 162 335 626
acides aminés 5 @
Domaine d’ interaction Phosphohydrolase

Protéine/protéine Métabolisme des acides nucléiques
Protéine/ARN

Figure 23 : Structure primaire de SAMHD1. SAMHD1 est une protéine de 626 acides aminés composée de deux
domaines SAM et HD en tandem. Le domaine HD posséde une activité phosphohydrolase. Les étoiles en violet
représentent les acides aminés mutés dans le cas de I’AGS. (Adapté de [102])
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b. L’action antivirale de SAMHD1

Contrairement aux autres facteurs de restriction, VIH-1 ne possede pas de moyen pour
contrecarrer SAMHDI1. Ce facteur de restriction a été identifié suite a des études montrant que
certaines souches de lentivirus comme le VIH-2 ou le SIV codant la protéine auxiliaires Vpx , (absente
dans le VIH-1) sont capables d’enlever le blocage de la réplication virale dans les cellules myéloides
résistants a 1’infection virale [103, 104]. Ainsi, Vpx a été utilisée pour identifier SAMHDI1 par
immuno-précipitation comme étant le facteur de restriction virale des cellules myéloides et
dendritiques [105]. L’activité antivirale de SAMHDI est liée a son activité phosphohydrolase, en
hydrolysant les dNTP en deoxynucléosides et triphosphate inorganique par la voie dGTP-dépendante.
Ce mécanisme va réduire la concentration cellulaire des dNTP sous le seuil nécessaire pour la
transcription inverse créant un environnement cellulaire non favorable a la syntheése de I’ADN viral
[100, 105, 106]. En effet, SAMHDI1 a ét¢ montrée active dans les cellules dendritiques et les
macrophages qui sont des cellules différenciées non divisibles ayant une concentration cellulaire de

dNTP faible par rapport aux cellules prolifératives ot SAMHD1 n’est pas efficace [107].

c. Vpx contrecarre SAMHDI1
Vpx est une protéine nucléaire comme SAMHDI1. Vpx du VIH-2 ou SIV est capable de

contrecarrer SAMHDI1 en induisant sa dégradation par le protéasome. Vpx stimule la formation du
complexe de I’E3 ubiquitine ligase composé de DCAF1, DDBI1, et CUL4. Ce complexe induira la
polyubiquitination de SAMHDI et sa dégradation par le protéasome [100, 105].

Dans le VIH-1, Vpr est exprimée et trés proche du niveau structural et fonctionnel de Vpx du VIH-2.
Une modélisation de ces 2 protéines montre une structure 3D trés similaire ainsi qu’une homologie de
séquences tres €levée. Vpr interagit aussi avec les sous unités du complexe de I’E3 ubiquitine ligase
mais n’induit pas la dégradation de SAMHDI. Par contre, cette interaction induit d’autres mécanismes
comme le blocage du cycle cellulaire a la transition G2/M, ce qui n’est pas le cas de Vpx [108]. Vpr
est aussi impliquée dans I’import nucléaire du complexe de préintégration viral et possede un impact
sur I’expression des genes viraux et cellulaires. Malgré le fait que Vpr ne dégrade pas SAMHDI, une
étude récente a montré que la protéine ancestrale Vpr était capable de neutraliser SAMHD]1 avant
qu’elle n’évolue en Vpx dans VIH-2. Cette capacité a induire la dégradation de SAMHDI1 a donc été

perdue chez la protéine Vpr actuelle du VIH-1 [109].

Ces dernieres années, les scientifiques ont approfondi leurs recherches sur les facteurs de
restriction virales contre le VIH-1. Plusieurs facteurs de restriction autres que ceux mentionnées ci-

dessus ont été découverts, bloquant différentes étapes de la réplication virale. Des études plus poussées
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sont importantes pour comprendre mieux le mécanisme d’action de ces facteurs et leur rdle in vivo

(Tableau 3).

Facteurs de restriction  Etape d’intervention Virus contrecarre Références

humains contre durant le cycle le facteur de

le VIH-1 viral restriction

IFITM Fusion Inconnu [110]

CNP Assemblage Inconnu [111]

Viperin bourgeonnement Inconnu [112]

MOV10 Transcription Inconnu [113, 114]
Inverse

MxB Intégration Inconnu [115]

RNaseLL ARN viral Inconnu [116]

ZAP Synthése dARNm viraux Inconnu [117]

SLFN11 Synthese des protéines Inconnu [118]

virales

Tableau 3 : Les différents facteurs de restriction contre le VIH-1 avec I'étape de la réplication virale a laquelle ils
interviennent, la présence d’un facteur qui contrecarre leur effet et les références respectives.

4. APOBEC3G et contre mesure virale

a. APOBEC3: Structures et fonctions

APOBEC3G (Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G)
appartient a la famille des APOBEC/AID composée de 11 membres dont le plus étudié est
APOBECI, responsable de 1’édition de ’ARNm de I’apolipoprotéine B (ApoB), essenticlle au
métabolisme des lipides. Au cours de 1’évolution, la famille des APOBEC a subit une expansion, la
plus récente chez les primates a formé la famille des APOBEC3 en réponse a des anciens rétrovirus
pathogeénes [119]. Chez I’homme, sept représentants de cette sous-famille, APOBEC3, ont été
identifiés: A3A, A3B, A3C, A3DE, A3F, A3G, A3H. Ces protéines représentent des facteurs de
restriction contre la réplication des rétroéléments [120]. La diversité des A3 constituerait un moyen de
réponse efficace a 1’évolution rapide de ces rétroéléments. La famille des A3 est capable d’inhiber la

réplication des rétrovirus comme le VIH-1 [121-124] et le virus de I’hépatite B [125].
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Tous les membres de la famille APOBEC3 présentent un ou deux domaines CDA (Cytidine
DeAminase). Seul le domaine C-terminal est catalytiquement actif, alors que le domaine N-terminal
est impliqué dans différentes fonctions tel que la liaison a I’ARN, la multimérisation ou
I’encapsidation (Fig. 24). A3B est une exception du fait qu’elle pourrait avoir deux domaines
catalytiques actifs [126, 127]. Ces deux domaines ont une similarité de séquences trés importante et
portent un motif CDA conservé composé des résidus His-X-Glu-X,3 ,5-Pro-Cys-X, 4-Cys capable de
coordonner le Zn** indispensable a D’activité catalytique de la protéine [128]. Ce domaine permet
I’activation d’une molécule d’eau afin de produire un résidu hydroxyle qui, par attaque nucléophile du

groupement amine de la désoxycytidine, pourra induire la réaction de désamination des cytidines.

Motif conservé du domaine Cytidine déaminase

A3A @ —c His-X-Glu-X,3.55-Pro-Cys-X, 4-Cys

A3B D) —C

A3C

@ Déamination
@ VvV —L @ Encapsidation

©
®

A3F () B¢ Yeecwr
XGLY D —c

A3H (D) —C

A3D

A3G

Figure 24 : Famille des APOBEC3 cytidines désaminases et leur organisation. La famille A3 est formée de un ou
deux domaines cytidines désaminases. Le N-terminal (NTD) est responsable de I'encapsidation et le C-terminal
(CTD) est responsable de I'activité de désamination. Les deux domaines sont capables de lier les acides
nucléiques et se caractérisent par un motif a doigts de zinc. Le site d’interaction d’APOBEC3 avec Vif se trouve
dans le NTD pour A3G et dans le CTD pour A3D et A3F.

APOBEC3G est une protéine de 46 KDa, composée de 384 acides aminés. A3G est
principalement exprimée dans les cellules hématopoiétiques (Lymphocytes T CD4+, monocytes,
macrophages, cellules dendritiques). Au niveau structural, on connait la structure tridimensionnelle
d’APOBEC?2 [129], la structure cristallographique d’APOBE3C [130], le CTD d’APOBEC3G obtenu
par RMN d’abord puis par cristallographie a 2.3 A de résolution constituée d’un feuillet f a 5 brins
entouré de 6 hélices a [131]. Récemment la structure du CTD d’APOBEC3F a aussi été résolue par
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cristallographie. Le probleme de solubilité de ce domaine a été résolue en remplacant une partie du
CTD d’A3F par une séquence du CTD d’A3G qui était soluble [132]. On ne connait pas encore les
structures des domaines entiers des protéines APOBEC3G et APOBEC3F. Les structures mentionnées

ci-dessus sont représentées dans la (Fig. 25).

Récemment, la structure en solution d’un variant du domaine CD1 d’APOBEC3G a été également

déterminée par RMN [133] (Fig. 26).

Full Length A3C CD2 de A3G CD2 de A3F
(PDB 3VOW) (PDB 3E1U ) (PDB 410U)

Figure 25 : Structures cristallographiques de la protéine compléte APOBEC3C, des domaines CD2 d’APOBEC3G
et APOBEC3F. Les hélices a sont représentées en rose et les brins B en cyan. Le zinc est représenté en sphere
grise.

Figure 26 : Structure en solution déterminée par RMN d’un
variant du domaine N-terminal d’A3G responsable de
I'interaction avec Vif (2MZZ2).
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b. Role d’APOBEC3G/F dans la restriction virale

i.  Activité désaminase dépendante
A3G est encapsidée dans les particules virales et agit comme facteur de restriction viral au
niveau du cycle réplicatif suivant. Il a ét€ montré par la suite que A3F possede lui aussi un réle dans la
restriction de la réplication virale [128]. L activité d’A3F est indépendante d’ A3G et cette protéine est
exprimée dans plusieurs tissus humains. Cependant, A3G est la protéine de la famille des APOBEC3

ayant le pouvoir de restriction du VIH-1 le plus puissant [134].

En absence de Vif, A3G/A3F sont encapsidées dans les virions suite a leur interaction avec Gag et
I’ARN. Parmi ces ARN on retrouve I’ARN7SL (qui fait partie du complexe de reconnaissance du
peptide signal lors de la synthése des protéines), 'ARN Y1 (petit ARN cytoplasmique) et I’ARN
génomique. L’interaction avec I’ARN nécessite le domaine NC de Gag et I'importance de la liaison
avec ’ARN a ¢été montrée dans plusieurs études montrant la sensibilité des complexes Gag-A3 au
traitement a la RNaseA [135]. Apres que le virus soit entré dans la prochaine cellule cible, A3G/F
interviennent dans la transcription inverse. Bien que A3G/F soient localisées dans le cytoplasme, une
étape d’encapsidation est nécessaire pour la restriction du virus car elles ne sont pas capables
d’atteindre le brin négatif de I’ADN viral d’un virus incomplet [136]. Ceci est probablement di a la
structure de la capside du VIH-1 ou au fait que les protéines A3 sont localisées dans des régions
d’ « ARN processing » comme les granules de stress ou P-bodies ou elles ont un role dans la
séquestration de I’ARN rétrotransposon humain pour empécher la transposition [137]. Une fois dans la
particule virale, A3G/F va induire des mutations dans I’ADN viral. Elle va transformer les cytosines
en uraciles sur le premier brin d’ADN viral négatif lors de 1’étape de la transcription inverse.
L’hypothése de base était que les uraciles sont alors reconnues et excisées par des enzymes cellulaires
de réparation de I’ADN (UDG), générant des sites abasiques qui vont conduire a la coupure, puis a la
dégradation de 1I’ADN viral [138], mais une étude récente a montré I’improbabilité de cette hypothése
, puisqu’une diminution du taux de I’ADNCc viral est toujours observé méme en absence d’UDG [139].
D’autre part, cette substitution dG>dA dans le génome viral pourrait aboutir & une accumulation
d’hypermutations ce qui représente un effet négatif sur la réplication du VIH-1 en altérant les cadres
ouverts de lecture et/ou introduisant des codons stop prématurés, conduisant a la synthese de protéines
aberrantes [138, 140]. Le provirus n’est alors plus capable de coder pour des virions infectieux (Fig.

27).
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ii.  Activité désaminase indépendante

Principalement, A3G inhibe la réplication du VIH-1 par son activité désaminase. Pourtant,
plusieurs études ont montré la capacité d’A3G d’inhiber d’autres processus comme la transcription
inverse [139, 142] ou l’intégration de ’AND proviral (116). En effet, I’expression du domaine N-
terminal qui est catalytiquement inactif seul ou bien ’expression des mutants de A3G délétés du
domaine catalytiquement actif est suffisante pour contrecarrer la réplication virale [143]. Le
mécanisme initial proposé était qu’A3G interagit avec I’ARN génomique viral , empéchant la RT de
s’y lier [142]. Mais ce mécanisme est improbable vu que seulement 3-11 molécules d’A3G sont
encapsidées alors qu’il y a approximativement 100 molécules de RT, ce qui suggere que ces
observations d’inhibition de la réplication virale par ’activité désaminase indépendante d’A3G ne sont
que des artefacts. En effet, une seule molécule d’A3G inactive un provirus du VIH-1 par son activité
cytosine désaminase alors que le mécanisme désaminase indépendant dépend beaucoup plus de la
concentration d’A3G [144]. Plusieurs études ont montré plus tard I’importance de cette activité dans la

réplication du VIH-1 [139, 145] indépendamment de I’activité désaminase dépendante.
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c. Role de la famille des APOBEC3 dans d’autres rétrovirus

Les effets antiviraux d’APOBEC3G ne sont pas limités au VIH-1 mais ciblent également
d’autres rétrovirus tel que le MLV (Murine Leukemia Virus), le MMTV (Mouse Mammary Tumor
Virus), le SIV et le EIAV [122, 146, 147] (Tableau 4). De plus, I’expression d’A3G bloque la
réplication du virus de I’hépatite B, un hepadnavirus dont le cycle de vie implique la rétrotranscription
d’un ARN prégénomique [148]. L’encapsidation d’APOBEC3G dans de tels virus différents et

distincts suggere que son encapsidation dans les virus est probablement un processus non spécifique

ou bien qu’elle utilise des signaux partagés par ces virus.

Rétrovirus Rétrotransposons Autres
APOBEC
APO1 Non Non Oui
APO2 Non Non
APO3A Non Non Oui Oui
APO3B Oui Oui Oui Oui Oui Oui
APO3C Faible | Oui Non Oui Oui Oui Oui
Faible Faible
APO3DE | Oui Oui Non
APO3F Oui Oui Non Oui Oui Oui/ Oui
Faible Non
APO3G Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non Oui
Faible
APO3H Non/ |[Non | Non Non
oui
APO4 Non
AID Non Non | Non Oui

Tableau 4 : Action des protéines de la famille APOBEC contre les rétroéléments. « Oui » indique une inhibition
de la réplication du rétroélément, « Non » correspond a une non inhibition, «Oui/non » représente des
données dans des références différentes, « Faible » indique une inhibition modérée, les cases vides
correspondent a une information non déterminée. Pour les virus VIH-1 et SIV, I'inhibition est en plus qualifiée

comme sensible a Vif (rouge) et insensible a Vif (Bleu).
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d. La protéine virale Vif contrecarre APOBEC

i.  Caractéristiques générales

Vif (Virion Infectivity Factor) est une petite protéine de 192 acides aminés (23 KDa)
hautement basique (pI=10,7), exprimée en grande quantité dans la phase tardive du cycle viral a partir
d’un ARNm monoépissé. Elle est conservée chez tous les lentivirus, excepté chez le virus de I’anémie
infectieuse du cheval (EIAV) [149] . La protéine de Vif des différentes souches proches du VIH-1 est
trés conservée (89% d’identité entre les isolats HXB2 et NL4-3 du VIH-1). Méme entre les souches un
peu plus éloignées comme le VIH-1 et SIV, on retrouve un maximum de 30% de différence entre les
séquences [150]. L alignement de séquences de Vif entre le VIH-1, VIH-2 et SIV montre des motifs
tres conservés comme le N-terminal riche en tryptophane, le motif HCCH, ainsi que le motif SOCS-

box.

La protéine Vif joue un réle important dans le cycle viral. Elle est encapsidée dans les virions grace a
son interaction avec ’ARN génomique viral et le domaine NC du précurseur Gag et contrecarre
I’action antivirale des protéines APOBEC3G/F d’une fagon qui sera détaillée par la suite. L interaction
Vif-Gag requiert le domaine C-terminal de Vif [151] alors que la liaison a I’ARN se fait grace a son
domaine N-terminal. Vif se lie a ’ARN génomique du VIH-1 dans le cytoplasme des cellules
infectées via son domaine N-terminal [152]. Au laboratoire nous avons montré que cette interaction a
lieu préférentiellement sur la partie 5° de I’ARN génomique et il existe des sites primaires de forte
affinité a Vif. Parmi ces sites, on retrouve DIS (Dimerisation Iniation Site) et TAR ( TransActivation
Responsive region), deux régions treés conservées formant des tige-boucles, respectivement au milieu
et a extrémité de la région 5’ non traduite (5’UTR) de ’ARN génomique du VIH-1 [153, 154].
(Article joint).

Deux autres domaines sont aussi importants: le domaine de liaison a la CullinS qui posséde un motif
HCCH de coordination du zinc, ainsi que le domaine SOCS qui renferme a la fois un motif de liaison a
I’ElonginC et un motif PPLP de dimérisation [149]. Le domaine N-terminal de Vif est responsable de

I’interaction avec les protéines A3G/F (Fig. 28).
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Figure 28 : Représentation schématique des différents domaines d’interaction de Vif du VIH-1 et leurs motifs
d’interactions avec les différentes protéines.

ii.  La structure 3D de Vif dans le complexe E3 ubiquitine ligase
Pendant longtemps, la structure de Vif était encore inconnue, essentiellement du fait de sa
faible solubilité qui la rendait difficile a purifier en conditions natives [155]. En 2012, il a été
découvert que Vif interagit avec le cofacteur CBFf afin de la stabiliser dans les cellules [156—158].
Cette interaction avec CBFpP est médiée par les acides aminés *GxSIEW® et 'LADQLI'"” de Vif
[159]. Le complexe Vif/CBFp est indispensable pour une meilleur stabilité in vitro de Vif et permet
donc I’expression recombinante de Vif soluble en large quantité dans E.coli qui peut étre purifiée par

la suite pour des études biochimiques [158].

Afin d’inhiber D’activit¢ ’APOBEC3G/F, Vif interagit directement avec APOBEC3 et recrute
le complexe E3 ubiquitine ligase composé de CBFf, EloB, EloC, Culline5-Rbx2. Vif interagit avec
I’Elongin C (EloC) qui forme un hétérodimere avec 1’Elongin B (EloB) et la cullin5 (Cul5) [160, 161].
L’interaction de Vif avec CBF[3 augmente la stabilité de Vif dans les cellules et in vitro ainsi qu’elle
promeut la recrutement d’EloB/EloC [159]. Le motif SLQ présent dans Vif est responsable de
I’interaction avec EloC. Le motif 'HCCH'” est composé de deux His-Cys conservés au sein d’une
hélice o formée d’un groupe de résidus hydrophobes conservés et se lie au zinc. Il a été observé que
les mutants F115A, 1120S et AL123/124SS ne peuvent plus interagir avec la CullinS ce qui suggere
I’importance de ce motif dans I’interaction avec la Cullin5 (133). Le complexe Vif/CBFB/ELoB/EloC
subit un changement conformationnel qui promeut I’interaction a la Cul5 ce qui suggere un ordre bien

particulier dans I’assemblage du complexe de la E3 CRLS5 ligase [162].
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Récemment, la structure cristallographique de Vif au sein du complexe E3 ubiquitine ligase
(CBFB/EloB/EloC/Cul5) a été résolue [163] (Fig. 29). Elle montre que Vif posseéde une structure
conique allongée et contient deux domaines avec un motif a doigt de zinc dans le centre des deux
domaines. CBFf se lie au domaine a-f en N-terminal et EloC et Cul5 se lient au domaine o du C-
terminal de Vif. EloC ainsi que la Cul5 interagissent avec les interfaces hydrophobes de Vif dans des
hélices a distinctes. La structure cristallographique montre la stabilité de I’interaction entre Vif et
CBFp puisque I’aire de la surface d’interaction totale est de 4797 A® et forment un feuillet B
antiparallele avec un brin f de chaque protéine. CBFf se lie a Vif avec la méme face d’interaction que
lorsqu’il se lie au facteur de transcription RUNXI, son partenaire naturel suggérant une liaison
mutuelle exclusive , bien que plusieurs études avaient suggéré que CBFp lie Vif et RUNX1 sur deux
surfaces distinctes [164, 165]. La région hydrophobe du domaine a-f de Vif est responsable de
I’interaction avec CBFP mais la région exposée est trés positivement chargée et pourrait Etre
responsable de ’interaction avec les protéines APOBEC3. La structure du complexe avec la protéine
APOBEC n’est pas encore connue et ceci représente un objet d’é¢tude principale et important du point

de vue pharmacologique et thérapeutique.

a b

~

ASFICID /
, WWQXDRMRT |~
Vif - : ,
a/B-domain
EloC
15| QYLAM '\\ 7‘
\ ‘“H( )‘ ‘
1%

G
@
a-domain = mc—% ‘%m, %iﬁw

ot G
/ \Zulﬁ

120|Ryx| 124

Figure 29 : (a) La structure cristallographique de Vif (PDB : 4N9F) montre qu’elle a deux domaines des deux
cOtés du Zinc (bleu). Le N-terminal est composé de cinq feuillets B, un brin B discontinu et trois hélices a. Ce
domaine a-B comporte 'interface de liaison a CBFp et les protéines A3. Le C-terminal de vif est structuré en
deux hélices a responsables de I'interaction avec EloC( vert) et Cul5 (vert). (b) Structure de Vif en complexe
avec CBFp (cyan), EloC (jaune), le domaine N-terminal de la Cul5 (orange). EloB (magenta) dimérise avec EloC
[166].
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iii.  Vif et contre mesure virale
Vif diminue de maniere considérable le niveau de A3G et de A3F dans les particules virales ,
limitant ainsi leur action antivirale [138]. La diminution du taux d’APOBEC3G en présence de Vif a
été démontrée par cytométrie de flux sur des cellules exprimant une protéine de fusion APOBEC3G-
GFP (Green fluorescent Protein) et d’autres techniques biochimiques [167]. A I’heure actuelle, deux

mécanismes sont proposés :

o Dégradation d’APOBEC3G dépendante du protéasome

L’activité antivirale d’APOBEC3G est inhibée par Vif permettant au virus de se répliquer
dans la cellule hote. Vif cible également d’autres APOBEC malgré la différence dans leur sensibilité a
Vif et il existe une spécificité significative liée a 1’espece qui permet a Vif provenant d’un certain
virus d’attaquer APOBEC d’une espece hote particuliere et non pas une autre (Fig. 30). Les différentes
relations entre Vif et APOBEC sont toujours sujettes a différentes hypotheses mais il y a un accord
général que I’inhibition de I’activité antivirale d’ APOBEC3G par Vif est médiée par une interaction
physique avec APOBEC3G qui résulte de I’exclusion de la désaminase des virions. Les motifs
d’interaction de Vif dans différentes APOBEC sont résumés dans le tableau 5. Cet effet de Vif est
accompagné d’une réduction du taux d’APOBEC3G dans les cellules T infectées par le VIH-1 alors
que le taux de son messager n’est pas affecté. APOBEC3G est une protéine stable, sa demi-vie est
estimée a plus que huit heures dans des cellules HeLLa ou 293T transfectées et Vif réduit sa demi-vie
entre Smin et 4 heures suivant le protocole expérimental utilisé. Ce changement au niveau de la
stabilit¢ d’APOBEC3G a été attribué¢ a sa dégradation par la machinerie du protéasome ubiquitine-
dépendante [167—-170]. Ceci est confirmé par le fait que des inhibiteurs de protéasome (MG132 ou
lactacystine) stabilisent le niveau intracellulaire de hA3G et augmentent son effet antiviral [170, 171].
Ce mécanisme a été largement étudié et il est relativement bien compris aujourd’hui (Fig. 30).
Plusieurs domaines dans Vif sont impliqués dans le recrutement du complexe de I’E3 ubiquitine ligase
et ont été détaillés en haut (Fig. 29). Des études ont suggéré que Dinteraction de Vif-
Cullin5/EloB/EloC/Rbx1 en complexe avec APOBEC3G accélere la polyubiquitination de la
désaminase et conduit a sa destruction par le protéasome 26S [168—170, 172]. La capacité de Vif
d’induire la polyubiquitination d’APOBEC3G a été prouvée par des études in vitro dans lesquels Vif,
coexprimée avec la Cullin5, EloB, EloC et Rbx1 s’assemblent tous ensemble en un complexe E3
ubiquitine ligase fonctionnel et induit la polyubiquitination de la protéine APOBEC3G
immunopurifiée in vitro [173]. D’un autre coté, Vif est une protéine instable (30 minutes) et est elle-
méme aussi dégradée par des protéasomes cellulaires mais, il a été observé que les délétions des
motifs SLQ et HCCH impliqués dans les interactions avec les protéines de la E3 ubiquitine ligase

induisent la dégradation d’APOBEC3G mais n’augmentent pas la stabilité de Vif ou empéchent sa
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polyubiquitination (144,147). Ces résultats suggerent que Vif n’est pas dégradée via le complexe de
la Cullin5 E3 ubiquitine ligase comme APOBEC3G ce qui élimine I’hypothése que Vif et
APOBEC3G soient co-dégradées par ce systeme. Le mécanisme de dégradation de Vif est toujours

inconnu.

Protéasome Dégradation d 'A3G

Figure 30 : Polyubiquitination et dégradation d’APOBEC3 par la protéine Vif . Représentation schématique de
tous les composants de ce mécanisme de dégradation d’A3G. Il y a une interaction directe entre CUL5 et EloC
ainsi qu’entre CUL5 et Rbx2. Vif s’associe au complexe CUL5-ELoB-ELoC-Ebx2-E2 par une interaction directe
entre son motif HCCH et la Cul5 et entre le motif SOCS box et EloC. A3G est recrutée a ce complexe par Vif, par
la suite A3G est polyubiquitinée et dégradée dans le protéasome 26S. CBFB, un cofacteur de Vif, a été
démontré important pour stabiliser les interactions Vif-Cul5 et inhiber I'activité antivirale d’A3G dans I'infection
par le VIH-1

APOBEC3 Motifs d’interaction avec Références

Vif

75 81 106 107

APOBEC3C 172, FCxxiLs , Y86, EF , [130]

H111, P129, E141
A3D-CTD 1268, Fc””, *"Is” vaga,  [130]

302 303

EF ,H307, E337
258 259

A3F-CTD L255,  EC , S264, Y269, (105, 139,140)

F290,H294, E286, E289,
E316, S320, E324

A3G-NTD opptt [176-179]

A3H haplotype Il E121 [180, 181]

Tableau 5 : Les motifs d’interaction de la protéine Vif dans les différents APOBEC3.
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e Inhibition A’APOBEC3G indépendante de la dégradation

D’autres mécanismes ne mettant pas en jeu le protéasome existent pour inhiber I’activité
antivirale ’APOBEC3G. L’identification d’une forme d’APOBEC3G résistante a la dégradation a pu
confirmer cette hypothese [182]. Malgré son caractere résistant a la dégradation, cette forme
d’APOBEC3G a bien été encapsidée dans des virions de VIH-1 déficient en Vif et possédait des
propriétés antivirales. Mais, Vif empéchait I’encapsidation de ce variant d’APOBEC3G et restaurait
I’infectivité virale. Hormis la dégradation dépendante du protéasome, plusieurs mécanismes peuvent
avoir lieu pour inhiber APOBEC3G. Ainsi, Vif associée au RNP viral (RiboNucléoProtéin), interagit
avec A3G et empéche son encapsidation dans les virions [140]. Vif inhibe également 1’activité d’A3G
dans les virions et ceci est 1ié a la capacité de Vif a s’associer aux acides nucléiques au cours de

I’étape de rétrotranscription, inhibant ainsi 1’activité désaminase de hA3G en limitant son acces au

brin d’ADN viral nouvellement synthétisé [151].

Enfin, Vif pourrait inhiber la synthése d’A3G au niveau traductionnel. L’équipe de Jean Christophe
Paillart et Roland Marquet dans notre laboratoire a pu démontrer que Vif se lie 8 ’ARNm d’A3G et
inhibe sa traduction in vitro [183]. En effet, des expériences de rétention sur filtre et de fluorescence
ont pu montrer que Vif se lie a ’ARNm d’A3G avec une forte affinité (Kd=120 +10nM). L’affinité de
Vif pour le 3°UTR est plus importante que pour le 5’UTR.

e. Roéle ’APOBEC3G/Vif dans le traitement antirétroviral

La résistance aux traitements contre le VIH est un déterminant majeur dans I’évolution virale
durant la maladie. A ce jour, une centaine de sites de mutations impliqués dans la résistance aux
traitements a été identifiée dans le génome du VIH [184]. Ces sites de mutations fonctionnent
directement en modifiant les cibles des antirétroviraux ou indirectement en modifiant les voies ce qui
contribue a cette résistance. Plusieurs de ces mutations ont été trouvés dans des cibles potentielles a

I’activité d’A3G.

Une étude bioinformatique a évalué la probabilité des mutations causées par A3G au niveau
des sites connus dans la résistance aux inhibiteurs, prenant en considération les mutations induites par
A3G dans tout le génome viral, sur les deux brins d’ADN. Sur les 52,000 mutations de G en A,
seulement 695 (1.3%) sont localisées au niveau d’un site de résistance aux inhibiteurs [185]. Dans ce
contexte, les investigateurs ont conclu qu’il existe une corrélation relativement modeste entre 1’activité
d’A3G et la génération des mutations aux antirétroviraux si on prend en compte I’effet global d’A3G
sur le génome viral [185, 186]. Néanmoins, des évidences expérimentales récentes montrent
I’implication d’A3G dans la génération de ces mutations. Par exemple, la mutation trés commune

M1841(V) dans la RT causant la résistance aux inhibiteurs 3TC, ABC et DDI est localisée au niveau
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d’une cible d’A3G (TCCAT en TCUAT) et est produite par A3G in vitro durant la réplication du VIH-
1 dans des systemes de culture cellulaire [187]. Ceci représente un exemple du role parallele d’A3G en
aidant simultanément ’hote et le virus : de la méme maniere avec laquelle il agit comme facteur
d’immunité innée préexistant qui fortifie la défense de I’hote apres exposition virale, A3G augmente la

capacité inhérente du VIH-1 a acquérir la résistance méme avant traitement aux inhibiteurs.

Plusieurs pistes ont été suggérées a ce jour et/ou poursuivies vers une exploitation d’A3G en
tant que thérapie antivirale. Une de ces approches serait le développement de petites molécules qui
inhibent I’interaction entre Vif et A3G et/ou inhibent I’interaction avec les facteurs cellulaires qui
agissent apres le recrutement de Vif. La molécule RN-18, identifiée en 2008, inhibe I’interaction A3-
Vif. RN-18 réduit le taux de Vif et donc augmente le taux des différents A3 quand Vif et les protéines
A3 sont présentes ensembles [188]. L’identification de la voie de dégradation d’A3G par le
protéasome et la détermination de la structure tridimensionnelle du complexe de 1’ubiquitine ligase
ouvrent la porte a des stratégies potentielles de blocage de la réplication virale en visant cette voie. Par
exemple, la petite molécule (VEC-5) a été identifiée en 2012 ciblant I’interaction de Vif avec la

machinerie du protéasome, spécifiquement 1I’ElonginC..

Il a également été démontré récemment que la protéine ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1)
se lie a Vif pour bloquer son interaction avec les composants du complexe de 1’ubiquitine ligase,
induisant une stabilisation d’A3G et une réactivation de I’activité¢ de défense médiée par A3G. Des
cellules surexprimant ASK1 montrent une restauration de ’activité antivirale d’A3G et forment tres
peu de particules virales infectieuses dans D’infection secondaire [189]. Pour augmenter la
concentration d’ASK1, exprimée en faibles taux dans certains cellules et tissus, dont les LT, cette
étude a montré que des concentrations physiologiques d’AZT stimule I’expression d’ASK1 dans les

cellules T, d’ou I’inhibition de capacité de Vif a neutraliser A3G (Fig. 31).
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Figure 31 : Modele proposé suggérant le mode d’action d’ASK1 et son effet sur la restauration de I'activité
antivirale d’A3G. Des agents externes tel I'AZT pourrait induire |'expression d’ASK1. ASK1 interagit
physiquement avec Vif et interfere avec la formation du complexe Vif-E3 ubiquitine ligase. En conséquence,
I'activité antivirale d’A3G est restaurée et la réplication du virus est inhibée (adapté de [189]).

Il n’existe jusqu’a ce jour aucune molécule agissant sur ces interactions testées en phase
préclinique ou clinique. Malgré le fait que le développement de petites molécules semble étre le
domaine le plus prometteur, les progres effectués dans la thérapie génique anti-VIH-1 suggerent que
les stratégies basées sur A3 pourraient étre inclus dans les thérapies géniques anti-VIH-1 actuelles
[190, 191]. En plus, ces approches suggérent 1’augmentation de taux d’A3G par un traitement aux
interférons ou par thérapie génique en livrant du A3G avec le facteur de restriction TRIMS5a [192,
193]. Ces stratégies reposent sur 1’utilisation des variantes d’A3 résistantes a la dégradation médiée
par Vif. Par exemple, le mutant naturel A3G D128K trouvé chez les singes verts africains ne permet
pas l'interaction a Vif et donc sa dégradation par le protéasome [194]. Ce variant pourrait représenter

la base des nouvelles stratégies de thérapies géniques anti-VIH-1.
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IV. Systéme d’expression par le virus de la vaccine

A. Définition du virus de la vaccine

Le virus de la vaccine appartient a la famille des Poxviridae, il fait partie des virus les plus
grands et les plus complexes connus qui infectent des mammiféres. La vaccine est transmissible a
I’homme, pour qui elle est le plus souvent bénigne, sauf pour les personnes immunodéprimées. La
constatation par Edward Jenner que la vaccine bénigne (ou cowpox) protégeait ceux qui étaient
infectés de la variole, maladie grave, par immunité croisée, a conduit a l’utiliser dans la prévention de
la variole, et donc en vaccination [195]. Le virus de la vaccine mesure entre 300 et 400 nm avec des
membranes lipoprotéiques qui entourent un corps central a structure complexe contenant une molécule
d’ ADN bicaténaire, et linéaire de 200 Kbps (Fig. 32). Ce virus se réplique dans le cytoplasme de facon
relativement indépendante des fonctions cellulaires [196]. La réplication de I’ADN et la transcription
de la cellule se passant normalement & I’intérieur du noyau, ces virus ont par conséquent besoin d’un
génome de grande taille, permettant de coder les enzymes et les protéines nécessaires aux étapes de

réplication du virus.

Corps central — .

Noyau

ADN génomique ¢

Enzymes
virales

Figure 32 : Morphologie du virus de la vaccine.

B. La réplication du virus de la vaccine

La premiere étape apres 1’adsorption du virus a la membrane de la cellule hote est la fusion de
sa membrane a la membrane cellulaire ce qui aboutit a 1’injection du corps central viral dans le

cytoplasme (premiere décapsidation). Cette premicre étape peut aussi de dérouler apres internalisation
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du virus dans une vésicule d’endocytose. Puis, les transcrits précoces sont synthétisés et sortent de la
particule virale (sans nécessité de synthese de protéines). La majorité des protéines précoces ayant une
fonction connue sont liées a la synthese de ’ADN ou I’ARN. Les protéines associées aux corps
centraux infectant sont éliminées (décapsidation secondaire, ’ADN parental devient sensible a la
DNase). Cette décapsidation requiert la syntheése des protéines mais ce mécanisme n’est pas encore
bien connu. Aussi, au premier stade de I’infection, le télomere de I’ADN viral est clivé par une
endonucléase spécifique et la réplication virale démarre ainsi, dans des régions précises du cytoplasme
appelés virosomes. Les virosomes sont des régions denses du cytoplasme visibles par microscopie
électronique ou photonique apres marquage fluorescent de I’ADN ou des protéines virales. Le modele
actuel de la réplication de I’ADN des poxvirus implique la formation de concatémeres suivi par
I’élongation de I’ADN par I’ADN polymérase du virus de la vaccine débutant du terminus 3’OH
[197]. La répétition inversée peut alors se replier et poursuivre la synthese de I’ADN ce qui entrainera
la formation d’intermédiaire de concatémeres. Ces concatémeres sont par la suite transformés en des
molécules d’ADN matures, incorporées dans les particules virales dans les étapes tardives de

I’infection [198] (Fig. 33).
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Figure 33 : Le cycle infectieux du virus de la vaccine (Moss, B. (1996) in Poxviridae: The Viruses and Their
Replication)
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C. Application dans I’expression des protéines

Le virus de la vaccine, utilis€ comme vaccin pour protéger de la variole pendant les deux
derniers siecles a permis I’éradication de cette maladie en 1980. Depuis, le virus de la vaccine a été
utilisé comme vecteur efficace pour la vaccination et pour 1’expression des protéines [199, 200]. Un
grand nombre d’études ont montré la capacité des virus de vaccine recombinant codant des protéines
étrangeres a induire des niveaux significatifs d’expression a la fois in vivo et in vitro. En effet, le
génome viral est capable d’intégrer de grands fragments d’ADN (au moins 25 Kbps) et possede des
sites multiples d’insertion de I’ADN étranger (Fig. 34). Ces caractéristiques du virus de la vaccine
permettent 1’intégration simultanée de plusieurs séquences codantes différentes. En plus, le virus de la
vaccine est capable d’infecter une variété d’espeéces animales et de lignées cellulaires in vitro
provenant de différentes especes, donc des protéines peuvent étre spécifiquement produites dans la

lignée cellulaire hote appropriée.

Les premieres investigations faisant appel au virus de la vaccine comme systéme d’expression ont
exploité la machinerie de transcription du virus en intégrant des genes d’intéréts apres les promoteurs
viraux [199-201]. Un développement majeur dans 1’expression de protéines par le virus de la vaccine
a été réalisé en intégrant le gene de I’ARN polymérase du bactériophage T7dans le génome du virus
de la vaccine derriere un promoteur du méme virus et le gene d’intérét en aval d’un promoteur du
bactériophage T7 au sein du méme génome viral [202]. Suite a I'infection virale, la T7 RNA
polymérase est synthétisée et va transcrire ’ADN en ARNm a partir du promoteur T7. Cette
transcription est tellement efficace qu’elle interfere avec la transcription et la réplication du virus de la
vaccine. La régulation de la transcription et de la traduction est assurée par des éléments de control
bactériophage, 1’opéron lactose de E.coli et I’EMC (encephalomyocarditis virus leader)
respectivement. L’expression des protéines est alors induite par I’ajout de I’IPTG, un analogue du

lactose.

Pour éviter les risques et dangers liés a la manipulation d’une souche de virus de la vaccine (Western
Reserve) pathogéne pour les souris et potentiellement dangereuse pour les personnes
immunodéprimées et donc nécessitant le travail dans un laboratoire de niveau de sécurité 2, une équipe
a 'IGBMC a transféré le systéme d’expression par ’ARN polymérase du bactériophage T7 dans le
génome de la souche d’un virus de la vaccine entiérement sure appelé MVA : Modified Vaccinia
Ankara. Le virus de la vaccine utilisé dans cette stratégie est un virus Ankara modifié (MVA). De
cette maniere la production de protéines dans cette souche peut étre réalisée dans des conditions de
laboratoire standard parce que ce virus ne représente pas de risque d’infection pour ’homme. Cette
souche peut désormais €tre utilisée sous les conditions de sécurité de premier niveau [203]. Il s’est

avéré plus tard que ce nouveau systeme d’expression est quatre fois plus efficace que le précédent et il
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a été utilisé pour exprimer une variété de protéines ayant un role trés important dans la régulation de la
transcription chez des cellules humaines (estrogen receptor-a, steroid-receptor coactivator-1,
coactivator-associated arginine methyltransferase-1), et des membres de familles de protéines affectés
dans le cancer comme la tubulin tyrosine ligase. Plusieurs protéines exprimées par le biais de ce

nouveau vecteur ont été purifiées pour des études structurales.

c NMK F E POI 6 LJ H D A B
(N 1 I S S N I .

I
CﬁéLj \JNJ-\ \ . A/SIR-A\SSR ézo;\ Zzsn-ag
©L8 16L-12) 48 1L-K1L Hind 1T map

(03.5) (00.8) (b1.8)
(03.6) (v2.8)

Figure 34 : Génome de la souche du virus de la vaccine modifié Ankara avec les différentes délétions au niveau
des six régions non essentielles au génome viral (la délétion a I'extrémité gauche est dupliquée a I'extrémité
droite).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Depuis la découverte du facteur de restriction virale A3G, de nombreux laboratoires ont
essay¢ de 1’étudier plus profondément et ont tenté d’élucider la maniere dont A3G inhibe I’infectivité
virale ainsi que les mécanismes d’actions de Vif afin de contrecarrer son effet. La protéine Vif du
VIH-1 permet la production d’infection dans des cellules non-permissives, (dont les cellules cibles
naturelles du VIH-1) en contrecarrant des cytidines désaminases cellulaires A3G et A3F et par la suite
empéchant leur incorporation dans les particules virales. Vif inhibe A3G/F par deux mécanismes
principaux : 1) Vif entraine la dégradation d’A3G/F par le protéasome et 2) Vif induit I’inhibition de
la traduction d’A3G/F. Notre équipe s’intéresse au premier mécanisme, qui représente la cause

principale de la réduction du taux des APOBEC3 dans les particules virales.

Pendant de nombreuses années, les données structurales permettant de comprendre les
différentes interactions entre Vif et A3G ainsi qu’entre Vif et ses partenaires du complexe de I’E3
ubiquitine ligase €taient inconnues. Malgré le nombre important d’études biochimiques et structurales
réalisées sur les protéines Vif et APOBEC, la structure tridimensionnelle caractérisant 1’interaction
entre ces deux protéines n’est pas encore connue a ce jour et aucune structure n’était encore
disponible au début de ma these. L’élucidation de la structure du complexe représente une étape

essentielle dans la recherche d’inhibiteurs de ces interactions.

La difficulté majeure dans I’obtention de ce type de structure est avant tout la production en
grande quantité et dans de bonnes conditions de solubilité, de chacune de ces protéines ainsi que le
complexe de I’E3 ubiquitine ligase. Le but de mon projet de these était de pouvoir obtenir les protéines
Vif et APOBEC3G/F individuellement ou au sein du complexe de I’E3 ubiquitine ligase, caractériser
ces protéines avec des techniques physico-chimiques et de vérifier leur bon repliement et leur pureté,
tester la fonctionnalité de ces protéines par des tests d’activité pour finalement cristalliser le complexe

et déterminer la structure tridimensionnelle.
Cette tache s’est avérée compliquée du fait des problemes de solubilité des protéines d’une

part et des problemes de dissociation du complexe durant la purification d’autre part. Durant la

premigére partie, je me suis intéressée a la protéine Vif seule, sa production et I’étude de son interaction
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avec I’ARN génomique viral, plus spécifiquement les régions DIS et TAR et ceci en utilisant la

technique ITC (Isothermal Titration Calorimetry) disponible au laboratoire.

Dans la deuxieme partie de mon travail de these, le facteur CBFf cofacteur de la protéine Vif
et qui aide a sa solubilisation a été découvert. Mon projet a été orienté par la suite vers la co-
expression de Vif avec CBFp ainsi que les autres composants de I’E3 ubiquitine ligase dans le systéme
procaryotique en exprimant les protéines dans les cellules E. coli. Le but de ces co-expressions était
d’obtenir la protéine Vif soluble et bien repli¢e pour des caractérisations biophysiques et des tests de
cristallisation. Ce travail a été effectué en collaboration avec le Dr. Christophe Romier a I’'lGBMC qui

nous a donné les plasmides et la stratégie de co-expression, tous les deux développés par lui-méme.

La troisieme partie de ma these a été réalisée en collaboration avec Dr. Marc Ruff a I'IGBMC
et le travail quotidien expérimental était effectué sous 1’encadrement et I’aide du Dr. Robert Drillien.
Cette partie consiste en I’expression de la protéine APOBEC3G seule en ou forme de polyprotéine
avec Vif et les autres composants de I’E3 ubiquitine ligase dans le systeme eucaryotique et ceci en
utilisant comme vecteur viral, le virus de la vaccine et les cellules BHK21 de hamster pour
I’expression. Cette technique nous permettra de reconstituer le complexe in vivo, directement dans les

cellules ce qui pourrait favoriser le bon repliement et la solubilisation des protéines.
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Notre but est de caractériser structuralement et fonctionnellement les différentes protéines et
complexes que nous étudions. Ceci nécessite la mise en place d’un large éventail de techniques
recouvrant la biologie moléculaire, la production, et la purification de protéines recombinantes,la
caractérisation biophysique, la caractérisation fonctionnelle et structurale des protéines et complexes
étudiés. Ma thése a porté sur deux systemes d’expression, le premier procaryotique en exprimant dans
les bactéries E. coli et le deuxieme eucaryotique dans des cellules de mammiferes et plus
particulierement les cellules de hamster BHK21. Nous avons essayé par ces deux biais de produire la
protéine APOBEC3G ainsi que le complexe Vif-CBFp-EloB-EloC-APOBEC3G de facon soluble. Une
fois I’optimisation des techniques de production et de purification achevées, des caractérisations
fonctionnelles sont alors envisagées afin de comprendre leurs roles. Cependant, le processus qui mene
a la cristallisation des protéines n’est pas linéaire et nécessite un grand nombre d’essais. Cette partie

décrit les principales techniques qui ont été utilisées au cours de cette these.

I. Biologie moléculaire-Biochimie
A. Techniques de biologie moléculaire

1. Cellules et virus

a. Systeme bactérien
Durant ce travail de these quatre souches de bactéries E.coli ont été utilisées :

- La souche DH5a est utilisée pour Iamplification de tous les vecteurs excepté ceux qui
contiennent le gene ccdB, et pour les étapes de clonage nécessaire au projet.

- La souche DB3.1 est utilisée pour amplifier les vecteurs contenant le géne ccdB qui bloque la
croissance bactérienne d’E.coli en produisant une protéine interférant avec la gyrase d’E.coli. en effet,
la souche DB3.1 contient I’allele de la gyrA462 qui rend la souche résistante aux effets toxiques du
gene ccdB.

- Les souches BL21(DE3RIL) et BL21 (DE3 Rosetta2) ont permis 1’expression des différentes
protéines nécessaires au projet. Les deux souches utilisées ont des caractéristiques communes décrites

ci-dessous.
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DE3 signifie que cette souche a intégré le lysogéne du bactériophage ADE3 qui contient le
gene codant I’ARN polymérase du bactériophage T7 sous contréle du promoteur lacUVS inductible a
I’IPTG. De plus ces souches sont déficientes pour deux principales protéases responsables de la
dégradation des protéines recombinantes exprimées : les protéases lon et ompT. Ces deux protéases, si
elles étaient présentes pourraient dégrader les protéines recombinantes exprimées. La souche BL21
(Rosetta2) est utilisée pour augmenter 1’expression des protéines recombinantes d’origine eucaryote
dont les genes correspondant contiennent des codons rarement utilisés chez E. coli. Cette souche
contient un plasmide pRARE2 fournissant les ARNt correspondant a 6 codons rares : (AGG, AGA,
AUA, CUA, CCC, GGA), en plus d’une résistance au chloramphénicol.
- La souche ArcticExpress est utilisée pour 1’expression des protéines insolubles en activant leur
repliement et leur solubilité par 1’expression de chaperones d’Oleispira antarctica. Cette souche

pousse a température basse.

Composition LB liquide LB solide
10g 10g

Bacto-tryptone ou Peptone

Extrait de levure Sg S5¢g
NaCl S5¢g Sg
Bacto-agar / 15¢g

Eau Millipore 1 litre gsp 1 litre qsp

Tableau 6 : Composition du milieu LB.

b. Systeme mammiferes

- BHK-21 [C-13] ATCC ® CCL-10™ Mesocricetus auratus : ce sont des cellules de reins de
hamster doré, créés en 1966 par I.A Macpherson et M.G.P Stoker. Cette lignée cellulaire a été utilisée
pour l’infection virale avec le virus de la vaccine pour surexprimer des protéines humaines
recombinantes. Les cellules BHK21 étaient cultivés dans le milieu GMEM contenant 10% FCS, 1.5
mg/ml bacto-tryptose phosphate, 100 Unités/ml pénicilline et 100 pg/ml Streptomycine a 37°C. Pour
le décollement cellulaire, les cellules sont lavées avec le PBS et trypsinisées pour 10 min.

- BHK-21 : lignée en suspension

- Virus de la vaccine modifié souche Ankara MV A-Koom (Fig. 35) (Pradeau-Aubreton, article
en préparation). Ce virus est utilisé pour infecter les cellules BHK-21. Il est trés fortement atténué par
des passages successifs sur cellules d’embryons de poulet, et permet de travailler dans des conditions
standard de laboratoire. Le virus MV A ne se multiplie pas dans la plupart des lignées de cellules de

mammiferes (sauf les cellules de hamster BHK-21 et les cellules de singe MA104). Certains éléments
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de I’opéron lactose (répresseur I et opérateur Lac O) ont ét¢ introduits dans le génome de ce virus ainsi
que le géne de I’ARN polymérase du phage T7 (Tableau 7).

- Glasgow’s Minimum Essential Medium (GMEM) de Life technologies (21710-082), milieu de
culture pour les cellules BHK21. Ce milieu a été développé comme étant une modification du milieu
« Eagle ». C’est un milieu MEM modifié en rajoutant du L-glutamine et Phenol Red, sans Tryptose
phosphate broth et HEPES.

- Serum bovin feetal de Fisher Scientific (11550356).

5.1 Kps
T7gene 1 Lac O 11 P75 Llacl GFP pS
A < O o s c——C—Ia
\ X ' s 1.9Kps <_MVA} PCR
c NMK F E POI & LJT H > A T HAN B
Hind/III ; -
indIII map DER e
0.7 Kps
B I 1 >
Neo mCherry Gyrase PKR
(Ga18)

Figure 35 : Représentation schématique du virus de la vaccine (Pradeau-Aubreton, article en préparation). Le
génome du virus de la vaccine est représenté en ligne horizontale épaisse avec la taille et la position relative
des fragments de restriction Hind Il produits pour la souche MVA. Les positions des sites d’insertion TK et HA
ciblé par les plasmides A et B respectivement sont indiqués par des fleches. Le génome du MVA comporte des
génes importants pour la transcription et traduction des protéines d’intérét ainsi que pour la sélection des virus
recombinants (Tableau 7).
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Geéne Protéine/Fonction

T7 T7 RNA polymérase
lacl Répresseur lac
LacO Opérateur : cible de lac I (régulation de la
transcription
GFP Protéine fluorescente verte
mCherry Protéine fluorescente rouge
Neo Résistance a la Néomycine
Gyrase Domaine de dimérisation de la gyrase d’E. coli
PKR Domaine actif de la protéine kinase ARN
dépendante des cellules eucaryotes

Tableau 7 : Les différentes séquences intégrées dans le virus de la vaccine par recombinaison homologue.

2. Amplification de ’ADN

a. PCR

L’amplification du gene a partir d’un génome ou d’un vecteur de départ est réalisée par
réaction de polymérisation en chaine. Cette réaction est catalysée par une polymérase, I’enzyme Taq
polymérase, qui va ajouter des dNTP par complémentarité a la matrice a partir des amorces sens et
anti-sens. La composition du milieu réactionnel est présentée dans le tableau 8. Cette réaction est
réalisée dans un thermocycleur. Le produit de la réaction est ensuite déposé sur gel d’agarose, les
bandes correspondantes au produit de 1’amplification sont découpées et I’ADN est extrait du gel a

I’aide du kit Nucleospin® Extract II (Macherey Nagel).

La réaction de PCR a été réalisée pour amplifier les différents genes et en insérant en méme temps les
sites de restriction nécessaires pour leur clonage ensuite dans les vecteurs d’expression et leur

concaténation.
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Volume Concentration ou quantité
Composant
Matrice 10 ng 10 ng
Tampon Taq pol (10x) 10 pl 1X
Primer 5’ (10 pM) 1l 10 pmol
Primer 3’ (10 pM) 1l 10 pmol
dNTPs (10 mM) 4 pL
Taq DNA polymérase 0.2 pL. 04U
Uu/nl)
H20 MQ 100 gsp 100 gsp

Tableau 8 : Composition du mélange réactionnel pour la réaction de PCR

b. Clonage par restriction/ligation

Apres la PCR et la purification des fragments, ces derniers sont digérés avec les enzymes de
restriction dont les sites de reconnaissance ont été placés sur les amorces sens et anti-sens. La
digestion se produit sur 1pug d’ADN dans 20 pLL de volume total et en rajoutant 1 unité de chaque
enzyme. La réaction de déroule a 37°C pendant 4 heures. Apres une nouvelle purification sur colonne
Nucleospin® Extract pour éliminer les sels et enzymes présentes, une réaction de ligation est réalisée.
50 ng de plasmide est mélangé a une quantité d’insert suivant la réaction : m= taille insert/taille
plasmide x 50. A ce mélange est rajouté la T4 ADN ligase de Thermo Scientific ainsi que son
tampon. Cette réaction est laissée a 18°C sur la nuit puis transformée dans les bactéries DHS5a. Le
lendemain , des colonies auront poussé sur les boites LB agar ; certaines seront choisies et mises en
culture dans 2 mL de milieu LB contenant 1’antibiotique convenable dilué au 1000°™ et mises sous
agitation a 37°C pendant 16h. Le lendemain, les plasmides contenus dans ces bactéries sont extraits a
I’aide du kit Nucleospin Plasmid QuickPure (Macherey-Nagel). La présence de I’insert est vérifiée par

digestion du vecteur avec les enzymes de restriction utilisées lors du clonage et 1’insert est séquencé.

c. Transformation bactérienne
Une fraction aliquote de bactéries chimio-compétentes (50 ul) est mélangée a 1’ADN
plasmidique (50 ng) et le mélangée est laissé 30 min sur la glace. Un choc thermique est réalisé a 42°C
pendant 1 min. Ensuite, le mélange est laissé dans la glace pendant 5 min pour apres rajouter 100 pl de
milieu LB. La réaction est placée a 37°C pendant une heure. Finalement, ce mélange sera étalé sur une

boite LB agar supplémenté de I’antibiotique adéquat.
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3. Générations des vecteurs d’expression bactériens

Généralement, les premiers tests d’expression sont réalisés dans le systeme bactérien pour
différentes raisons. D’abord, I’expression de protéines en bactéries permet d’obtenir a tres faible coft
de grandes quantités de protéines utilisables pour des études structurales. De plus, 1’utilisation d’hotes
bactériens permet de tester facilement et treés rapidement la solubilité de constructions différentes des

protéines d’intérét, surtout quand il s’agit de complexes protéiques.

Dans cette partie, plusieurs constructions ont été testées en expression ainsi qu’en co-expression. Cette
phase a donc necesité un important travail de clonage compte tenu du nombre de génes mis en jeu et
des différentes combinaisons possibles. Les génes doivent d’abord étre amplifiés par PCR avant de
rajouter les sites de restriction en N et C-terminal nécessaire pour leur passage ultérieur dans les

vecteurs d’expression.

a. Clonage en vecteurs d’expression bactériens
Une fois que ’insert est obtenu et vérifié par séquencage, le géne codant pour la protéine
d’intérét peut étre inséré dans un vecteur d’expression par restriction/ligation. Les vecteurs
d’expression utilisés dans le systéeme d’expression en bactéries vont permettre d’introduire en amont
de la protéine un site de fixation de la polymérase T7 qui va transcrire le géne, un site de fixation des
ribosomes qui vont traduire ’ARN messager produit au cours de la transcription ainsi qu’une
séquence codant pour une étiquette de purification et un site de coupure par une protéase. Des codons

stop et un terminateur se trouvent en aval du geéne pour arréter la traduction et la transcription.

i.  Lesvecteurs d’expression bactériens de la suite pET-MCN

pET-MCN de « pET-Multi Cloning and expressioN » [204], ces vecteurs utilisés pour cette
partie sont construits par le C. Romier. Cette série de vecteurs permettent de tester différentes
étiquettes de purifications sur les deux extrémités du gene ainsi que des sites de clivage différents. La
caractéristique particuliére de cette suite de vecteurs est qu’elle permet de réaliser des co-expressions
puisque chacun de ces vecteurs porte des geénes de résistance a un antibiotique et des origines de
réplication différentes. Une autre particularité de ces vecteurs est la possibilité de concaténer plusieurs
geénes sur un méme vecteur grace a des sites de restriction spécifiques. Pour les co-expressions, les
vecteurs utilisés étaient : le vecteur pnEA-tH qui porte une étiquette de purification (6xHis) suivi d’un
site de coupure par la thrombine au c6té N-terminal en plus de la présence d’un géne de résistance a
I’ampicilline, ainsi que le vecteur pnCS qui ne porte pas d’étiquette de purification et qui sert a

I’expression des protéines natives. Il porte un géne de résistance a la spectinomycine. Ces vecteurs

possedent également un promoteur T7 inductible par I'I[PTG.
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Un autre vecteur de type pET-MCN qui a été utilisé pour I’expression du complexe EloB-EloC est le
vecteur pnEA-vH, qui est un vecteur codant pour 1’étiquette 6xHis du coté C-terminal de la protéine et
ayant un site de clivage a la TEV.

Le clonage des séquences codantes d’intérét a été réalisé en utilisant des sites de restriction Ndel (5°-
CATATG-3’) et BamHI (5’-GGATCC-3). Ndel est le premier site de restriction de la cassette de

clonage et la présence de ce site rajoute deux acides aminés supplémentaires en amont de la protéine.

Abréviation Base Promoteur | Résistance Tag Protéase
pETMCN- pET15b T7 Amp His(Nt) Thrombin
pneaTH
EATNH
pETMCN- pET15b T7 Amp His(Ct) TEV
pneavH
EAVCH
pETMCN- pnCS pCDF- T7 Spec - -
CS DuET

Tableau 9 : Différentes caractéristiques des vecteurs utilisés pour I'expression et la co-expression des
protéines Vif/CBF[3/EloB/EloC/APOBEC.

e Stratégie de co-expression sur des vecteurs différents

Les vecteurs d’expression bactériens qui vont permettre 1’expression des protéines d’intérét dans les
bactéries ont été développés par Christophe Romier a 'IGBMC [205] . Pour cela, les séquences
nécessaires a la production de la protéine dans cet hote sont placées sur le vecteur d’expression de part
et d’autre de la cassette de clonage. En amont du géne, le promoteur de la polymérase T7 est placé afin
d’assurer la transcription du géne, ainsi qu’un site de fixation des ribosomes qui permet la traduction
de la protéine. En aval du géne, des codons stop vont permettre I’arrét de la traduction et une séquence

terminatrice qui va servir au décrochage de la polymérase T7.

Les deux vecteurs présentés dans la Fig. 37 ont principalement été utilisés pour cette partie de la these
(expression en cellules de bactéries). Ces vecteurs permettent la co-expression de complexes
protéiques, le vecteur pnEA-X permettant la production d’une protéine portant une étiquette de
purification et le vecteur pnCS permettant 1’expression d’une protéine native. De plus, les sites de
restriction qui entourent 1’insert et qui sont présents dans ce vecteur permettent la concaténation des

genes qu’ils contiennent.
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Figure 37 : Carte des deux principaux vecteurs d’expression bactériens utilisés.

e Concaténation des vecteurs pour I’expression de complexes bactériens

Les vecteurs ont été concus de maniere a pouvoir aligner plusieurs séquences codantes au sein d’un
méme vecteur de facon directe et rapide et en utilisant les sites de restrictions. L’avantage de cette
stratégie par rapport a la co-expression par plusieurs vecteurs est la simplification de 1’étape de
transformation bactérienne ainsi que la diminution du nombre d’antibiotiques qui limite la croissance
bactérienne s’il est élevé. Ces avantages sont importants surtout quand on passe a des complexes de
plus de deux protéines, comme dans notre cas. La concaténation va utiliser les sites de restriction en
amont et en aval du gene (Fig. 38). Le vecteur receveur sera digéré par BgllI et Spel ce qui entrainerait
I’¢limination de son promoteur et la conservation de son ossature ; le vecteur donneur sera digéré par
Bglll et Xbal, le promoteur ainsi que I’insert seront conservés a la suite de cette digestion. L’insert est
ligué dans le vecteur et les sites Spel et Xbal sont ligués ensemble du fait de la compatibilité de
ligation de ces deux sites. La concaténation de ces deux fragments va recréer un vecteur comportant
un seul promoteur qui controle I’expression de deux geénes. Cette étape de « couper-coller » sera
répétée pour mettre jusqu’a 5 a 6 différents génes sur un méme vecteur. Avant chaque gene, il y a un
RBS (Ribosome Binding Site) ce qui permettra la transcription et traduction de chaque geéne

indécemment des autres.

60



MATERIELS ET METHODES

Acceptor -ov- y—I T -—_- -Y- *—mﬂy—-— Donor
Spel

Xbal BqlI1 Spel Xbal

Ligation

N T e— T -——-

BgIIT  Spel Xbal/Spel Xbal

!- Y—Imﬁ-'—- Acceptor

Donor -+ —
BlII Spel Xbal BqlII Spel Xbal
Ligation
~—a
BgIII Spel Xbal/Spel Xbal
M T7 promoter lacO B rbs tag MM T7 terminator V cut with restriction enzyme

Figure 38 : Stratégie utilisée pour la co-expression du complexe chez E. coli [204].

ii.  Levecteur pGEx
Dans le cadre de la réalisation des tests de GST pulldown pour la protéine APOBEC3G, les
protéines ont été produites avec une étiquette de purification GST a leur extrémité N-terminale et par
un site de clivage a la protéase PreScission permettant de détacher la GST. APOBEC3G a été inséré
entre les sites de restriction Ndel et Xhol. Ce vecteur ne peut pas étre utilisé pour les co-expressions
ou les concaténations. Comme les autres vecteurs utilisés pour I’expression, la transcription est

réalisée par la polymérase T7 et induite par I'IPTG.

4. Optimisation des codons

La bactérie E. coli est le premier choix en tant qu’organisme hote pour 1’expression de
protéines recombinantes parce que sa culutre est rapide, simple, a haute densité et a faible cofit, sa
génétique est tres bien connue. De plus, de nombreux outils sont compatibles avec son utilisation, tels

que des souches mutées, des partenaires de fusion et des plasmides recombinants [206, 207]. Pourtant,
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tous les geénes ne peuvent €tre efficacement exprimé dans E. coli, probablement di a la structure
unique du géne d’intérét, la faible stabilité et traduction de I’ARNm, le repliement difficile des
protéines, la dégradation de la protéine cible par les protéases de E .coli, la différence d’usage des
codons entre I’organisme du geéne et E. coli native, ou la toxicité de la protéine cible exprimée [208]. 1
a été montré que les codons rares causent des problémes d’expression dans E. coli ou d’autres
organismes, plutdt au niveau traductionnel que transcriptionnel [209-211]. Les problemes principaux

causés par les codons rares sont :

— Les codons rares réduisent le taux de traduction du gene d’intérét.

— Le taux d’expression de la protéine d’intérét est faible ou pas détectable.

— Les acides aminés sont mal incorporés dans la protéine

— Des peptides ou des protéines tronqués ou délétés d’acides aminés pourraient étre synthétisés.
— Des peptides ou des protéines ayant un décalage du cadre de lecture pourraient étre

synthétisés.

Un codon rare est un codon synonyme qui n’est pas seulement utilisé rarement, mais est aussi codé par
un ARNt non abondant (ARNt rare).

L’usage des codons a été défini comme étant le nombre de fois ou la fréquence avec laquelle un codon
est traduit par unité de temps dans la cellule d’un organisme [212]. L’usage des codons n’est pas le
méme chez tous les organismes ; dans les organismes unicellulaires comme E. coli, les codons traduits
par les ARNt les plus abondants sont les plus fréquemment utilisés. D’ou 1’idée de modifier les codons
favorisant les codons synonymes ayant le géne d’ARNt avec un nombre de copie élevé pour améliorer
I’expression.

Certains genes ont été optimisés pour améliorer I’expression dans E. coli ; les codons rares ont été
substitués par des codons utilisés plus fréquemment dans E. coli tout en conservant la méme séquence

protéique (mutations silencieuses).

5. Harmonisation des codons (Annexe)

La substitution des codons synonymes peut améliorer 1’expression de la protéine. Mais le fait
de changer des codons non fréquents pour des codons fréquents dans des régions ou la traduction du
messager doit étre lente peut affecter le repliement correct de la protéine. En effet, les substitutions des
codons synonymes ne sont pas toujours silencieuses et changer la fréquence d’usage des codons peut
affecter la structure de la protéine ainsi que sa fonction. L’harmonisation des codons repose sur le
principe d’ajuster la disponibilité de I’isoaccepteur de I’ARNt trouvé dans I’hote naturel a celle de

I’hote d’expression ; ceci est important pour obtenir des cinétiques de traduction optimales dans I’hote
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d’expression. Le concept de I’harmonisation des codons provient d’observations observées dans E.
coli ou il a été montré que les codons rares se regroupent dans des régions de I’ARNm qui codent pour
des boucles ou des régions qui séparent des éléments a structure trés ordonnée. Ces segments sont
formés d’une quinzaine de résidus et sont codés par des clusters de codons rares. Ralentir le temps de
transit du ribosome dans ces régions permet 1’acquisition d’une structure correcte pour certains
domaines [213, 214]. Dans ce contexte, le gene VifHXB2 a été synthétisé apreés harmonisation des
codons dans sa séquence (annexe) et cette séquence harmonisée a été testée dans différentes

expériences de co-expression.

CBFpB EloB EloC Cul5

Non

optimisé

Optimisé

Harmonisé

Tableau 10 : Les génes utilisés pour les tests d’expression/co-expression, originaux, optimisés ou harmonisés.

6. Génération de vecteurs d’expression en cellules de mammifere

Le but final pour pouvoir exprimer les protéines dans les cellules BHK21 est de les insérer
dans le vecteur d’expression pVoteOGW en réalisant une réaction LR Gateway entre le vecteur final

pEntr_BB-TEV et le pVote.

Une série d’étapes de clonage est nécessaire au préalable :

a. Les clonages Biobrick
Les plasmides pUB_BB sont des vecteurs BioBrick construits par Karine Pradeau-Aubreton a
I’IGBMC [215], contenant une région de réplication bactérienne, les sites de restriction BioBrick, 2
sites consécutifs de clivage a la TEV et le gene AmpR. Les pUC_BB utilisés dans ce systeme portent
soit une étiquette Flag-Histidine (pUC_BBFHI10P), soit un double Strep appelé également « Twin
Strep » (pUC_BBRRP).
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Insert Vector
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Figure 39 : Clonage Biobrick. Les plasmides possédent les sites de restriction EcoRI, Xbal, Spel et Pstl. Les inserts
sont flanqués des sites EcoRI / Xbal en 5’ et des sites Spel / Pstl en 3. Le plasmide vecteur (vert) est digéré par
Spel / Pstl et I'insert (rouge) par Xbal/pstl ; I'insertion se fait en « suffixe » dans le plasmide vecteur grace a la
compatibilité des sites Xbal et Spel qui disparaissent donc aprés la ligation. Les sites BioBrick uniques dans le
plasmide sont utilisés pour répéter cette étape et insérer d’autres séquences d’ADN.

i.  Clonage en pUC19
Pour effectuer les clonages en BioBrick une série de sites de restriction est indispensable des
cotés 5 et 3’ de I’ADN codant chaque protéine. Pour cela, chaque géne sera cloné en premier lieu

dans le plasmide pUC19 tout en insérant ces sites par PCR a partir des amorces spécifiques.

5 EcoR1-Not1-Xbal |5’ GGAATTCGCGGCCGCTTCTAGA 3°
¥ 5> AACTGCAGCGGCCGCTACTAGT 3’
Reverse Complement Spel-Not1-Pstl 57 A ZTAGTAGCGr iICCGCTGCAGTT 3

Tableau 11 : Les sites de restrictions utilisés pour les clonages BioBrick en 5’ et 3’ de I’ADN.
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Geéne

GGAATTCGCGGCCGCTTCTAGA

Primer Forward (5°-3”) Primer Reverse (5°-3°)

AACTGCAGCGGCCGCTACTAGT

ATGGAGAACCGGTGGCAG GTGTCCATTCATTGTATGG
GGAATTCGCGGCCGCTTCTAGA AACTGCAGCGGCCGCTACTAGT
ATGCCGCGCGTCGTGCC ACGAAGTTTGAGGTCATCACCAC
GGAATTCGCGGCCGCTTCTAGA AACTGCAGCGGCCGCTACTAGT
ATGGACGTGTTCCTCATGAT CCAATGAACAAGCCGTGCAG

5’GGAATTCGCGGCCGCTTCTAGA
ATGTATGTCAAATTGATATCAT

GGAATTCGCGGCCGCTTCTAGA
ATGAAGCCTCACTTCAGAAA

AACTGCAGCGGCCGCTACTAGT
TGGCTGCGAACTTCTTAGATTGT

AACTGCAGCGGCCGCTACTAGT
ATTCTCCAGAATCAGGAAAA

Tableau 12 : Les amorces en Forward et Reverse Utilisées pour le clonage dans pUC19

ii.  Passage en pUC_BB

e Protocole

1 pg d’ADN est digéré par 1U de chaque enzyme de restriction : Xbal / Pstl pour les inserts
dans pUCI19 et Spel / PstI pour les vecteurs plasmidiques pUC_BB. La réaction est menée 1h a 37 °C
dans un tampon NEB3 1X, additionné de BSA 1X (NEB), dans un volume final de 20 pL. Un
traitement a la phosphatase alcaline est réalisé pour les vecteurs plasmidiques pendant 10 min a 37 °C
et la réaction est interrompue par chauffage a 70°C pendant 5 min. Les 20 puL de produits de ligation,
additionnés de 5 pL de bleu de dépot (glycérol 40 %, xyleéne cyanol 0,05 %, bleu de bromophénol 0,05
%), sont migrés sur gel d’agarose 1,2 % supplémenté de BET (Roth) a 0,5 pg/uL, dans un tampon
TBE 1X (Euromedex) pendant 45 min a 100 V (systeme Mupid, Advance). Les fragments sont
visualisés sous UV dans le Gel Doc EZ Imager (Biorad) puis purifiés a partir du gel grace au kit
Nucleospin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Les ADN sont élués dans un volume final de
20 uL et la concentration massique est directement obtenue aprées lecture de 1’absorbance a 260 nm au

NanoDrop.

50 ng de plasmide vecteur sont mélangés a 1’insert, avec un rapport vecteur/insert entre %2 et 1/10, dans
un tampon T4 ADN ligase 1X (Thermo Scientific) additionné d’ATP 10 mM dans un volume final de
20 pL. La ligation est réalisée par la T4 ADN ligase 1 h a 22 °C.
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o Vecteurs utilisés

pUC_BB Tag Gene

T1 Flag10His APOBEC3G
TwinStrep

T2 Flag10His CBFp
TwinStrep

T3 - Vif

T4 = EloB

T5 - EloC

Tableau 13 : Les différents plasmides pUC_BB utilisés dans ce projet et les genes insérés respectivement ainsi
que leurs étiquettes de purification. Chaque gene a été inséré dans un pUB_BB selon |'ordre prévu pour la
polyprotéine. La différence entre les différents pUC_BB, autres que le tag, est le site de clivage a la TEV.

iii.  Concaténation des génes en polyprotéine.

Le méme protocole sera réalisé pour les digestions des inserts et plasmides afin de concaténer

premierement deux a deux les génes, puis les quatre sur le méme pUB_BB.

Une fois tous les clonages dans pUC_BB réalisés, chacun de ces clones ainsi que le géne codant la

polyprotéine sont digérés par Xbal/Pstl et inséré dans le plasmide pEntr_ BB-TEV-YFP.

Spel Pstl

PENTR_BB-TEV-T8eYFP
3779 bp
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Figure 40 : Le plasmide pEntr_BB-TEV-YFP
et ses caractéristiques. Les protéines
seront insérées entre les sites Spel/Pstl du
pEntr résistant a la Kanamycine. Ce
plasmide code pour la protéine TEV en N-
terminal, protéase qui va cliver entre les
différents genes de la polyprotéine au
niveau du site de clivage a la TEV. En C-
terminal, le géne codant pour la YFP est
présent. La YFP servira comme marqueur
de sélection en suivant la coloration jaune
des virus recombinants apres induction a
I'IPTG.Ce plasmide comporte aussi les sites
attLl et attL2, spécifiques pour la réaction
LR Gateway avec le plasmide d’expression
pVote.
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b. Clonage LR Gateway®

Apres avoir inséré les genes codant des protéines individuelles ou un gene codant la
polyprotéine dans le vecteur pEntr, une réaction LR gateway entre ce vecteur et le vecteur
d’expression pVote va pouvoir créer un plasmide d’expression pVoteOGW prét a étre transfécter dans

les cellules BHK?21 préalablement infectées par le virus de la vaccine.
e Le vecteur d’expression pVoteOGW

pVote correspond a (Vaccinia virus /lac operon/T7 RNA polymerase/EMC), et OGW signifie
I’absence d’une étiquette de purification présente dans son génome (I’¢tiquette est déja inséré dans les
PUB BB). Il est couramment utilisé¢ dans le systéme d’expression en cellules de mammiferes. Ce
plasmide comporte dans son génome plusieurs séquences essentielles a la réplication des virus et a

I’expression des protéines d’intérét :

Les séquences « HA-R » et « HA-L » essentielles pour la recombinaison homologue entre le

génome viral et le plasmide pVote pour la formation du virus recombinant.

— Un promoteur « T7-lacO » inductible, important pour la transcription.

— Un Terminateur T7 pour arréter la transcription.

— La séquence « EMCI1 » ( Encephalomyocarditis) est une séquence non codante qui va
renforcer la stabilité et la traduction des transcrits T7 non coiffés produits par le virus de la
vaccine.

— Lessites « attR1 » et « attR2 », pour la réaction de LR Gateway avec pEntr.

— La cassette Gateway (Un gene de résistance au Chloramphénicol « Cm( R) » et un geéne 1étal
« ccdB » entourés par les sites attR1 et attR2). La présence de ces genes permettra la sélection
des colonies ayant bien effectué la réaction de Gateway et donc qui ont perdu cette cassette de
Gateway en la remplacant par la séquence codante dans pEntr. En plus, le « ccdB » est un
gene 1étal pour la souche DH5a.

— Un gene de résistance a I’ampicilline « Amp( R) » qui servira aussi a la sélection des colonies
positives.

— Le géne « gpt » codant pour la protéine guanine phosphoribosyltransférase. Il sera utilisé pour

la sélection positive des virus recombinants.
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Figure 50 : Le plasmide pVoteOGW
et ses caractéristiques.

pVoteOGW
8055 bp

e  Principe de la réaction LR Gateway

Le clonage Gateway est un systeme de clonage par recombinaison homologue proposé et
commercialisé par Invitrogen™. C’est un procédé basé sur la recombinaison homologue a spécificité
de site du phage A que ce dernier utilise pour s’intégrer dans le génome d’E.coli, et donc de passer

d’un cycle lytique a un cycle lysogénique. Le principe de la méthode est présenté dans la Fig. 51 :

La technique de clonage Gateway permet le transfert de fragments d’ADN entre différentes vecteurs
tout en gardant la bonne ORF. Pour développer un clone d’entrée Gateway, le systéme requiert
I’insertion d’un fragment d’ADN dans un plasmide avec 2 séquences flanquantes appelés « attLL1 » et

« attL2 ».
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Figure 51 : Principe de la technologue Gateway®.

Le gene ccdB permet la sélection négative des vecteurs de destination et donneur et surtout
une sélection positive des vecteurs d’entrée et d’expression ayant intégré le géne d’intérét aprés une
recombinaison homologue et une transformation. Les produits secondaires et les plasmides n’ayant
pas subi la réaction LR, expriment la protéine CcdB qui interfére avec ’ADN gyrase d’E.coli en
inhibant la croissance des bactéries [216]. L’enzyme LR clonase va catalyser 1’échange des deux

brins, permettant le transfert du géne dans le vecteur d’expression.

e Protocole de la réaction

Concentration Volume
Clone d’entrée (pEntr) 50-150 ng 1-7 ul
Vecteur de destination (pVote) 150 ng/ul 1wl
Tampon TE , pH 8.0 8l
LR Clonase™ II 2ul

Tableau 14 : Composition du mélange réactionnel de la réaction LR.

Incuber la réaction pour une heure a 25°C puis rajouter 1 ul de la protéinase K pour arréter
la réaction. Incuber 10 minutes a 37°C puis transformer dans des cellules compétentes.
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Figure 52 : Schéma simplifié des étapes de clonages effectuées pour I'expression de la protéine A3G et de la

Gatewayl pVote

pVoteTEV_A3G_YFP
pVoteTEV_Vif-CBFB-EloB-EloC-A3G_YFP

polyprotéine Vif-CBF[3-EloB-EloC-A3G dans le systeme mammifere.

1-Clonage des différents génes dans le pUC19 entre EcoRI/Pstl avec insertion par PCR des sites de restriction
nécessaires pour la suite et pour la concaténation. 2- Passages des génes dans les vecteurs pUC_BB possédant
ou pas des étiquettes en N-terminal. 2’- Concaténation des genes un par un, puis deux par deux, et enfin
addition d’A3G a la fin de la séquence. 3- Passage des génes dans pEntr codant pour la TEV et YFP. 4- La
derniere étape des clonages consiste en un Gateway entre pEntr et pVote afin de transférer la séquence

codante dans un plasmide d’expression.
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B. BHK21/ systéme d’expression par le virus de la vaccine

1. Principe et stratégie

Le plasmide contenant la séquence d’intérét flanquée de régions homologues a un locus du
génome viral est intégré dans une cellule de mammifere préalablement infectée par un viurs de la
vaccine (MVA-Koom). Par un mécanisme de recombinaison homologue, la séquence d’intérét est
transmise au génome viral. Les virus recombinants obtenus sont isolés et utilisés pour réinfecter de
nouvelles cellules. L expression de I’ARN T7 polymérase, contr6lée par 1’opérateur LacO de I’opéron
lactose, est induite par I’'IPTG. Les génes d’intéréts sous la dépendance d’un promoteur T7 seront

transcrits et les protéines produites avec la machinerie eucaryote.

I Eeeearame rg DA Gene ofinterest

1 in HR _/"/ Eelective markers;
Mycophensils acld
? Gatd
- e

R combinan plasmid

Transfection

Hemoelogous recombmation
In mammalian cells 3

Yietd

Figure 53 : Principe de I'infection des cellules BHK21 par le MVA. (Avec permission Drillien).

a. Recombinaison homologue :

Les procédures des modifications génétiques des poxvirus sont lies a plusieurs aspects de leur
biologie, en particulier, la taille du génome viral et le fait que I’ADN viral ne soit pas infectieux. En

regle générale, les virus de la vaccine recombinants sont générés dans les cellules par recombinaison
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homologue entre I’ADN génomique viral et le plasmide transfecté [217-220]. De fagon alternative, la

ligation in vitro peut €tre tout de mé€me utilisée afin de générer des génomes de vaccine recombinants

[221, 222].

En général, dans la recombinaison in vivo, et pour faciliter la bonne insertion de I’ADN dans une
position précise du génome, des séquences virales sont insérées dans I’ADN transfecté. Dans notre
systeme, les sites de recombinaison homologue HA (gene viral non essentiel codant une
hémagglutinine du virus) ont été employés pour assurer la recombinaison homologue entre le plasmide
d’expression et I’ADN viral parental (Fig. 53). Le résultat de cette recombinaison est la formation
d’un génome viral modifié¢ ayant intégré les séquences situées entre HA-R et HA-L du plasmide
d’expression. Le génome viral modifié permet I’expression constitutive de la GFP et ’ARN T7
polymérase dont les geénes sont sous la dépendance du promoteur du virus et I’expression du gene

d’intérét ainsi que I’YFP sous la dépendance du promoteur T7 bactériophage.

LacO
T7 RNA pol pi1 P75 lacl  cep

I >

mCherry Gyrase PKR

Neo
(Ga18)

Lac O
T7 RNA pol pll p75 Lacl GFP Géne X

ADN viral recombinant

Figure 54 : Recombinaison homologue entre le génome viral de la vaccine et le plasmide d’expression pVote.
HA-R : portion droite du gene de I’"hémagglutinine, HA-L : portion gauche du géne de I’'hémagglutinine.
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b. Isolement et purification des virus recombinants

Dans une expérience typique d’infection/transfection, les virus recombinants ne représentent
qu’une trés faible proportion (10”2 10 du virus produit. Pour cela, des marqueurs génétiques sont
souvent rajoutés dans le plasmide transfecté pour faciliter la sélection des virus recombinants [223].
Dans ce systeme utilisé, il existe deux procédures de sélection différentes : la premicre est une
sélection positive pour les virus recombinants repose sur la résistance a I’antibiotique en utilisant le
geéne de la xanthine-guanine phosphoribosyl transférase d’E.coli (gpt) [224] ; 1a deuxieme sélection est
une sélection négative contre le virus parental basée sur la résistance a la coumermycine en utilisant

les geénes de fusion Gyrase-PKR [225].

Une considération importante est la différence entre les marqueurs dont le but est de détecter les virus
recombinants et les marqueurs de sélection qui permettent une vraie sélection des virus recombinants.
Dans les deux cas, I’isolement des virus recombinants peut étre accompli par la reprise répétée de
plages individuelles du virus, mais généralement, les systemes de sélection permettent des procédures

d’isolement plus rapides et plus efficaces.

i.  Marqueurs de séléction

o Sélection a I’acide mycophénolique

L’acide mycophénolique est un puissant inhibiteur sélectif, non compétitif de 1’inosine
monophosphate déshydrogénase ; il inhibe donc sans étre incorporé a I’ADN, la syntheése de novo des
nucléotides guanine. Il a été montré qu’il bloque la réplication du virus de la vaccine dans des lignées
cellulaires normales. Cette observation a entrainé le développement d’une étape de sélection basée sur
I’expression du géne gpt d’E. coli pour I’isolement du virus recombinant de vaccine. La synthése de
la xanthine-guanine phosphoribosyltransférase permet uniquement au virus recombinant de former des
plaques larges dans un milieu sélectif contenant 1’acide mycophénolique, la xanthine et

I’hypoxanthine.
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Figure 55 : Voie de synthése des purines. La gpt est utilisée comme marqueur de sélection positive. Elle assure
la conversion de la xanthine ou la guanine en XMP ou GMP. En présence de I'acide mycophénolique, la voie de
synthese des purines est inhibée mais I’enzyme gpt peut compenser cette inhibition en permettant la synthese
de XMP, et le cycle de synthése des purines est de nouveau établi.

o Sélection a la coumermycine

La protéine de fusion GyrB-PKR est constituée de la sous-unité B, domaine de dimérisation de la
protéine gyrase d’E.coli fusionnée au domaine catalytique de la protéine humaine PKR. Le domaine
de dimérisation de la gyrase est dépendant de la coumermycine. En présence de coumermycine, GyrB
dimérise ce qui active PKR et par la suite entraine la phosphorylation du facteur d’initiation de la
traduction elF2a. La phosphorylation de ce facteur inhibe la synthése protéique et par la suite inhibe la
réplication virale. En présence de coumermycine, les recombinants sont isolés du fait qu’ils ont perdu

le geéne qui confere une sensibilité a la coumermycine par la recombinaison homologue.
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GyrB-DD PKR-DC

Figure 56 : Représentation du systeme de la
coumermycine/GyrB-PKR comme marqueur de
sélection négatif pour Ilisolement des
recombinants du MVA. GyrB-DD : Domaine de

+ coumermycine .

dimérisation de la sous-unité B de la gyrase.
GyrB-DD PKR-DC PKR-DC : Domaine catalytique de la PKR
[
GyrB-DD PKR-DC
elF2a-P

1

Synthése protéique

e  Marqueur de sélection fluorescent

La détection des virus recombinants sera suivie d’apres la fluorescence a partir des deux genes GFP et
mCherry. Un virus recombinant doit perdre sa fluorescence rouge parce que, suite a la recombinaison,
le géne codant pour la mCherry n’appartient plus a I’ADN recombinant. Ce n’est pas le cas pour le
gene codant la protéine fluorescente verte GFP, qui est située dans le génome viral a proximité du
géne codant I’ARN polymérase du phage T7. Au fur et a mesure des étapes de sélections aux
antibiotiques, un virus recombinant sera reconnu par la perte de sa fluorescence rouge tout en

conservant la fluorescence verte.

2. Protocole

a. Transfection de cellules BHK21 infectées par le virus

Des plaques 6 puits de 35 mm” contenant entre 0,5x106 et 106 cellules BHK21 / puits sont
incubées a 37 °C sous une atmosphere comportant 5 % de CO2 pendant 24 h. Les cellules sont

infectées par 1 mL de virus a une concentration telle qu’on aura 0,1 PFU/cellule, puis sont incubées 1

75



MATERIELS ET METHODES

h a 37 °C, 5 % CO2. Pour le mélange de transfection, 1pg d’ADN est ajouté a 5 pL. d’un agent de
transfection, la lipofectamine, dilué dans 100 pL de milieu sans sérum Opti-MEM (milieu optimisé
pour les transfections). Apres 15 minutes, 200 pL. du mélange sont ajoutés aux cellules dans chaque

puits, contenant 800 uL de nouveau milieu. Les plaques sont incubées une nuit a 37 °C, 5 % CO2.

b. Sélection des virus recombinants

Apres observation des plages de lyse, 3 étapes de congélation / décongélation sont effectuées
pour lyser les cellules et libérer les virus dans le milieu. Des dilutions en cascade 10-1, 10-2 et 10-3
sont réalisées a partir des suspensions pour obtenir des concentrations finales différentes de virus. 200
uL de chaque dilution sont mélangés a 1,8 mL de milieu G-MEM, 2 % SVF (Fisher Scientific). 1 mL
de chaque dilution est transféré sur des cellules, préparées la veille en flasque T75, et la plaque 6 puits
est placée lh a 37 °C, 5 % CO2. Pour la sélection a I’acide mycophénolique, 1 mL de milieu G-MEM,
2 % SVF contenant de la xanthine (0,5 mg/mL), de I’hypoxanthine (1,5 mg/mL) et de l’acide
mycophénolique (50 pg/mL) est ajouté au 1 mL de virus. Pour la sélection a la coumermycine, 1 mL
de milieu G-MEM 2 % SVF contenant de la coumermycine (400 ng/mL) est ajouté au 1 mL de virus.
Les plaques sont incubées 2 jours a 37 °C, 5 % CO2 et les cellules sont observées au microscope
optique a épifluorescence EVOS® FL (Life Technologies) pour visualiser la fluorescence verte (GFP)

et rouge (mCherry) des plages de lyse.

c. Amplification des virus recombinants
La dilution adéquate de lysat de cellules infectées est centrifugée a 3000 g, 5 minutes pour
éliminer les débris cellulaires. Le surnageant est déposé sur des cellules préparées la veille en flasque
T75, préalablement additionnées de 10 mL de milieu sans sérum. La flasque est placée environ 45
minutes a 37 °C, 5 % CO2. Puis 10 mL de milieu GMEM 4 % SVF, additionné de coumermycine a
une concentration finale de 50 ug/mL, sont ajoutés. Pour une bonne amplification, la flasque est

incubée a 37 °C entre 2 et 3 jours.

C. Techniques de Biochimie

1. Tests d’expression

Les tests d’expression vont permettre de tester de facon rapide et directe les différentes
constructions testées et déterminer les conditions optimales d’expression et de purification des
protéines. A partir de ces tests, on pourra identifier la solubilité de la protéine en fonction de la

température d’induction, le tampon, la concentration en sel et plusieurs autres facteurs. Ces tests ont
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été réalisés dans la bactérie et dans les cellules de mammiferes BHK21. Ces tests serviront aussi a
identifier les protéines interagissant ensemble dans une co-expression. Les tests d’expression
consistent a produire la protéine dans un petit volume. Une mini-purification est ensuite réalisée sur

une résine en batch. Les protéines sont éluées et déposées sur gel acrylamide dénaturant.

a. Principe de I’expression induite par I'IPTG

Les deux systémes d’expression utilisés dans ce projet sont adaptés a régulation de
I’expression par I'I[PTG. L’IPTG est un analogue du lactose non métabolisable par E. coli utilisé
comme inducteur de [’opéron lactose. La concentration d’IPTG reste constante ainsi le taux
d’expression des geénes sous la dépendance de I’opéron lactose ne varie pas. En absence d’inducteur, le
répresseur produit par le géne lacl se fixe spécifiquement sur le site de I’opérateur Lac ce qui empéche
I’ARN polymérase de se fixer au promoteur Lac, réprimant la transcription/traduction de 1’ensemble
des genes. L’IPTG induit un changement conformationnel du répresseur Lacl qui devient incapable de
se fixer sur le site opérateur Lac. L’ARN polymérase T7 peut alors se fixer sur le promoteur T7

présent sur le vecteur et le géne cible est exprimé.

i.  Test d’expression en bactéries

Apres transformation de bactéries E. coli BL21(DE3) RIL ou Rosetta2 par le plasmide
d’intérét, 2mL de LB supplémenté de(s) antibiotiques approprié(s) par une colonie isolée est incubé
pendant 6 heures a 37°C sous agitation. Cette pré-culture est ensuite utilisée pour inoculer une culture
liquide de 50 mL de LB. Lorsque les cellules atteignent une densité entre 0.6 et 0.8 a 600 nm, la
température modifiée ou non selon la ou les protéines en question, puis I’expression est induite en
rajoutant 0.5 mM d’IPTG et les cultures sont laissées sous agitation quelques heures selon la
température. Les tests d’expression permettent également de tester plusieurs tampons différents et
différentes concentrations salines pour trouver les conditions optimales. Une fois 1’optimisation

effectuée, on peut passer a I’expression dans des plus grands volumes.

ii.  Tests de co-expression en bactéries

Les tests de co-expression vont permettre de vérifier la formation d’un complexe et de définir
les zones d’interaction en testant différentes régions de chacune des protéines. La co-expression
présente plusieurs d’avantages pour les complexes protéiques. En effet, parfois des protéines
insolubles dans E. coli se rendent solubles en leur ajoutant leur partenaire ce qui améliore leur
repliement. La co-expression consiste en [’expression de deux ou plus protéines dans une méme
bactérie ce qui permet leur co-solubilisation. Trouver les conditions optimales est une étape cruciale
dans la co-expression puisque chaque protéine mise en jeu a des caractéristiques différentes. Comme

dans I’expression de protéines seules, des tests d’expression sont nécessaires dans la co-expression
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surtout pour tester les concentrations salines qui influencent beaucoup la formation de complexes.
Deux concentrations salines sont testées au minimum. Un autre point important dans la co-expression
est le type de I’étiquette de purification et sa position. En effet, 1’étiquette peut masquer le site
d’interaction de la protéine avec son partenaire. Il est donc souvent nécessaire de tester des

combinaisons différentes d’étiquette et de varier leurs positions.

2. Expression a grande échelle

a. Expression en bactéries
Les étapes de transformation bactérienne sont similaires au test de co-expression. Par contre,
la préculture se fait pendant la nuit dans un volume de 100 ml de culture supplémenté de 1’antibiotique
approprié en agitation a 37 °C. Le lendemain, la culture de 1 litre se fait dans une fiole de 5 litres pour
une meilleure oxygénation des cellules dans les mémes conditions. Le volume d’ensemencement est
calculé pour obtenir une DO a 600nm finale de 0.1 dans le milieu de culture. Quand la DO atteint
entre 0.4 et 0.6 la température est réglée suivant les besoins de la protéine. L’IPTG est ensuite ajouté a

une concentration finale de 0.5 mM ; la phase de production commence alors.

b. Expression en BHK21

Une préculture de cellules BHK21 est infectée a une concentration initiale de virus de 0,1
PFU/cellule et la préculture est incubée 2 jours a 37 °C, 5 % CO2. Une culture de cellules BHK21 a
une concentration de cellules d’environ 10° — 1,5x10° cellules/mL est ensuite infectée par la préculture
a raison de 1/10¢éme du volume final et incubée 1 h a 37 °C, 5 % CO2. L’expression est induite a 1
mM d’IPTG pendant 24 h a 37 °C, 5 % CO2 sous agitation. Des fractions aliquantes de cellules sont
prélevées et déposées dans des plaques 6 puits pour visualiser I’expression avant et aprés induction. La
fluorescence jaune de la protéine eYFP est un marqueur visible d’une expression effective de la

polyprotéine.

Les cellules sont culottées par une centrifugation de 20 min a 3000 rpm a 4 °C et le culot est
lavé par du PBS (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,8 mM, Tween 80 0,02
%) stérile. Apres une nouvelle centrifugation et élimination du surnageant, le culot est congelé dans de

la carboglace et conservé a — 80 °C.
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3. Les différentes stratégies de formation de complexe

La formation d’un complexe in vivo et/ou in vitro est basée sur la stabilisation des protéines
par leurs partenaires. Par cette méthode, on évite les techniques de solubilisation artificielle a 1’aide de
détergents ou des protéines de fusion telles que la GST ou la MBP qui solubilisent parfois les
protéines en formant des agrégats solubles, ce qui est nuisible a la cristallisation. Nous avons ici
cherché a former le complexe Vif-CBFp-EloB-EloC-Cul5-A3G/F de manicre a s’approcher au plus
pres des conditions naturelles d’association de ces protéines. Plusieurs stratégies de formation de
complexe ont été envisagées : par co-expression, par co-broyage, par co-purification. Compte tenu du
nombre important de combinaisons possibles, il n’était pas réalisable de tester 1’ensemble des
constructions, ce qui m’a poussé a chercher la plus forte probabilité d’obtenir des résultats rapidement

en se focalisant sur les différents tests effectués.
a. La formation de complexe par co-expression

i.  Formation d’'un ARNm polycistronique
Cette partie a été expliquée en détails dans les paragraphes précédents. Bricvement, cette
stratégie a été tentée dans le cas de 1’expression du complexe dans I’organisme E. coli et consiste en
I’expression des différents partenaires du complexe a partir d’'un méme vecteur ou de différents
vecteurs exprimant séparément les protéines du complexe dans 1’expectative que le complexe se forme
au sein de la bactérie. Ces vecteurs de co-expression possedent un « RBS» (Ribosome Binding Site)
avant chaque phase codante ainsi qu’un codon start et codon stop pour chaque protéine. Il ne s’agit pas

ici d’une polyprotéine mais de différentes protéines traduites indépendamment 1’une de ’autre.

Différentes conditions ont été testées (tampon, sels, tag, position du tag, ordre des geénes, température
d’induction, souche d’E. coli, etc) pour arriver a obtenir le complexe entier mais toutes les tentatives

se sont avérées peu prometteuses a cause de 1’insolubilité d’A3F dans le systéme procaryotique.

ii.  Formation d’une polyprotéine

Cette méthode a été appliquée dans le cas de I’expression du complexe en cellules de
mammiferes et a été détaillée précédemment. Contrairement a la méthode utilisée pour la co-
expression dans E.coli, ici tous les génes codants pour les différentes protéines seront concaténés 1’un
a la suite de I’autre mais la transcription et la traduction seront régulées de la méme fagon pour les
différentes protéines. Le plasmide d’expression comporte un seul codon d’initiation au début de la
phase codante et un seul codon stop apres le dernier gene. De cette facon, une polyprotéine sera
formée puis clivée in vivo au niveau des sites de clivage a la protéase TEV présents entres les génes, la

protéase étant exprimée en premier. Apres individualisation des protéines dans la cellule, le complexe
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sera formé in vivo, ce qui aide a la structuration et au bon repliement du complexe, donc a sa

solubilisation.

b. La formation de complexe par co-broyage
Cette technique consiste a produire séparément les différents partenaires du complexe dans E.
coli. Compte tenu des conditions optimales d’expression de chaque protéine, comme par exemple la
température d’induction, temps d’induction, concentration en IPTG, il peut &tre avantageux
d’exprimer les protéines séparément puis de les mélanger pour la lyse cellulaire.
Les cellules sont mélangées et lysées dans des proportions adéquates en fonction de la steechiométrie
du complexe et du taux d’expression lors de la production.
La limitation de cette technique est le manque de reproductibilité ; les quantités de protéines varient
entre chaque préparation, ce qui nécessite une mise au point pour chaque nouvelle production et pour

chaque protéine du complexe.

c. La formation du complexe in vitro
Plus le complexe contient de protéines différentes, plus le nombre de plasmides utilisés dans la
co-expression augmente. Les transformations bactériennes seront donc plus difficiles a cause des
différents antibiotiques utilisés dans la sélection des colonies recombinantes. Dans ce cas, il est
intéressant de combiner I’expression et la co-expression. Par exemple, dans le cas du complexe Vif-

CBFpB-EloB-EloC/Cul5/A3Fct.

4. Purification des protéines et du complexe

La purification des protéines est réalisée a partir des cultures réalisées précédemment. La
purification commence par une étape de lyse cellulaire. Parmi les moyens diversifiés qui existent pour
la lyse, nous avons choisi deux systémes : la French Press pour les cellules E. coli et 1a sonication pour
les cellules BHK21. Aprés 1’étape de lyse, une purification sur une colonne d’affinité pour les
étiquettes 6xHis, Strep et GST est d’abord réalisée. Apres cette étape, une purification par tamis

moléculaire est nécessaire pour augmenter la pureté.
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a. Lalyse des cellules

i.  French Press
Les culots bactériens provenant d’un litre de culture d ’E. coli sont suspendus avec 25 mL de
tampon de lyse défini au cours des tests d’expression. La French Press est un appareil qui va casser la
membrane plasmique des cellules suite a leurs passages dans une valve a haute pression (1,6 mPa).
Elle utilise une pompe hydraulique extérieure qui poussera un piston dans un large cylindre contenant
I’échantillon liquide, ce dernier sera soumis a une pression tres élevée, les cellules passeront dans un

espace plus petit qu’elles, ce qui déchire leurs membranes.

ii.  Lasonication
Les culots des cellules BHK21 seront resuspendus dans 25 mL de tampon de lyse adéquat
additionné de DNase (2.5 ug/mL) et d’inhibiteurs de protéase 1X (Halt Protease inhibitor Cocktail 100
x, Thermo Scientific). La lyse s’effectue a 1’aide d’un sonicateur équipé d’une sonde de diametre
varié, durant 1 min de temps effectif par des impulsions d’ultra-sons toutes les 3 sec a 40 %
d’amplitude a 4°C. La sonication dégage de la chaleur, afin d’éviter la détérioration de la protéine,

I’échantillon doit rester au froid. En fin de lyse, 1’aspect général du lysat doit étre homogene et fluide.

Apres la lyse des cellules, les débris bactériens seront culotés par ultracentrifugation pendant
une heure a 45000 g a 4°C. Le surnageant contenant I’extrait soluble est récupéré, et immédiatement

injecté sur la colonne d’affinité.

b. Chromatographie par affinité

La chromatographie d’affinité est basée sur I’interaction réversible entre une protéine (ou un
complexe) et un ligand spécifique couplé a une matrice de la résine. Ce ligand doit étre spécifique du
tag d’affinité fusionné a la protéine d’intérét. La protéine sera retenue grace a son tag puis éluée
spécifiquement par un ligand libre compétitif. Cette technique permet de séparer sélectivement la
protéine d’intérét des protéines bactériennes. Les trois types de tag utilisés pour les purifications sont
les étiquettes Histidines (6X) et (10X) ou Flag-His, le Twin-strep (RRP) et la Gluthation S-Transférase
(GST).
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TAG Séquence Ligand couplé a la Ligand
matrice Compétiteur
Flag-Histidine DYKDDDDK Cations métalliques Imidazole
(FH10P) HHHHHHHHHH divalents pH
Ni**,Co**, Zn*
Twin- SAWSHPQFEK(GGGS)2GGSA Strep-tactin Desthiobiotine
Strep (RRP) WSHPQFEK
Gluthation S- Protéine GST de 211 acides Gluthation Gluthation
Transférase aminés (26KDa) réduit
(GST)

Tableau 15 : Les différentes étiquettes utilisées pour la purification des protéines et leurs caractéristiques.

i.  La Gluthation S-transférase (GST)

La GST est une protéine de fusion de 26000 Da qui, exprimée dans E. coli, conserve I’activité
enzymatique et la capacité de dimériser. Le glutathion immobilisé sur une matrice de sépharose est

utilisé comme colonne d’affinité pour purifier le lysat bactérien. L’¢élution de la protéine se fait avec

du glutathion réduit (50 mM), qui va prendre la place de 1a GST sur la résine de glutathion.

La GST se replie rapidement en une protéine stable et trés soluble aprés sa traduction, ce qui peut

permettre d’améliorer I’expression et la solubilité de certaines protéines difficiles a replier. La GST est

utilisée comme étiquette de purification dans le cas des protéines insolubles.

Cette méthode de purification a été utilisée pour 1’expression des protéines APOBEC3G/3F (complet

ou en domaines séparés).
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Etapes de purification de CD2- Tampons
A3G

Lyse 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH7
100 mM NacCl
1 mM DTT

Elution de la colonne Glutathion 50 mM TrisHCI pH7
10 mM Gluthation réduit
10 mM DTT

Tampon PreScission 20 mM TrisHCI pH7
150 mM NaCl

1 mM DTT
0.5 mM EDTA

Tampon de stockage de CD2-A3G 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7.5
100 mM NaCl
1 mM DTT

Tampon de régénération des billes de 2V guanidine hydrochloride
Glutathion 5V PBS
4V EtOH 70 %
5V PBS
5V EtOH 20%

Tampon de test d’activité 20 mM Tris pH 7.5

30 mM NaCl
SmM DTT

10 uM ZnCl,

Tableau 16 : Les différentes compositions de tampons utilisés durant les étapes de purification du domaine C-
terminal d’A3G.

ii.  Chromatographie d’affinité par Niz+
Ce type de chromatographie permet la purification des protéines portant un tag polyhistidine.
Le cation métallique Ni** (ou autre) est immobilisé par des groupements imido-diacétique greffés via

un espaceur de sept atomes sur une matrice de type sépharose. Le Nickel interagit avec les Histidines
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de la protéine purifiée. Des étapes de lavages avec de faibles concentrations en imidazole permettent
ensuite de purifier la protéine et d’éliminer les protéines se liant non spécifiquement a la résine.
L’élution se fait & une concentration plus ¢levée (200-400 mM Imidazole) et suffisante pour séparer la
protéine des cations divalents. Si I’on ne connait pas la concentration d’élution a I’imidazole et pour

optimiser la purification, une élution par gradient d’imidazole est réalisée.

iii.  Strep-tag®-Strep-tactin®

Ce systeme développé par IBA repose sur le principe de I’interaction biotine-streptavidine. Le
strep-tag® est capable de se lier a la streptavidine au site d’interaction de la biotine. Le Strep-tag® est
un petit peptide dont ni la longueur ni la séquence n’affecte la protéine recombinante. Il n’interfére pas
non plus avec le repliement ou D’activité de la protéine. La strep-tactin® a été congue comme
alternative a la streptavidine. Elle posséde 100 fois plus d’affinité pour le Strep-tag que la
streptavidine. Apres des étapes de lavages, 1’élution de la protéine recombinante purifiée se fait par
addition de la desthibiotine (2.5 mM) au tampon. La desthiobiotine est un analogue réversible a la

biotine, stable et de faible cofit.

recombinant
protein

Strep-Tactin®

resin

v
/Y
host proteins
> /
Strep-tag Il

Figure 57 : Chromatographie d’affinité Strep-tag®-Strep-tactin®
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c. Chromatographie d’exclusion de taille

Cette technique provient en deuxiéme étape apres la purification sur une colonne d’affinité.
Elle permet de séparer les protéines en fonction de leur taille et leur forme. Elle a également été
utilisée au cours de ma these pour le dessalage d’échantillons protéiques et I’élimination des agrégats.
Au laboratoire, on utilise les colonnes Superdex 75 et 200 de GE Healthcare selon la taille des
protéines ou complexes d’intérét. Les protéines sont ¢luées dans 1’ordre décroissant de leur poids
moléculaire dans la gamme de résolution de la colonne. Les protéines trés encombrées ou tres grosses
passeront a 1’extérieur du tamis de la résine constituée d’une matrice de dextrane et d’agarose formant
des granules poreux et donc sortiront les premieres de la colonne. Les molécules plus petites passeront

a travers les pores et seront retardées.

5. Purification des acides nucléiques

La colonne échangeuse d’ions DNA-PAC100 (Dionex, Thermo Fisher Science) a été utilisée
dans le cadre de la purification des acides nucléiques : (1) les ARN étudiés lors des expériences d’ITC
effectués entre les différentes régions de I’ARN viral et la protéine Vif, (2) les ADN purifiés afin de
mettre en évidence l’activité des protéines APOBEC3G produits. Les acides nucl€iques ont été
purifiés dans des conditions dénaturantes. Deux tampons sont utilisés pour appliquer un gradient de
sels : un tampon A contenant 20 mM MES pH 6.5 et 4M urée et un tampon B contenant 400 mM
NaClO4, 20 mM MES pH 6.5 et 4 mM urée. La purification est effectuée avec un systtme HPLC, a un
débit de 0.5 mL/min et les acides nucléiques sont élués a un gradient de 40% a 50 % de tampon B
pendant 30 min. Pour les ARN, les fractions purifiées sont par la suite lavées et reconcentrées sur un
centricon 10 K (Millipore) pour enlever toute trace de sel, puis placées dans un tampon identique a

celui de la protéine Vif pour les expériences d’ITC (détails dans la partie 1 des Résultats).

Pour les ADN, les expériences étaient purement analytique pour vérifier que I’ADN a été bien clivé :

test d’activité détaillé dans (paragraphe 5.f ci-dessous).
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II. Caractérisation physico-chimique et fonctionnelle des

protéines

Différents parametres physico-chimiques vont permettre de caractériser I’échantillon avant de
réaliser les tests de cristallisation. Parmi ces tests, la technique la plus souvent utilisée durant ma these
pour caractériser ’homogénéité et la monodispersité de 1’échantillon est la DLS. L’identification des
protéines et la détermination de la steechiométrie d’un complexe est effectué par la spectrométrie de
masse. Le repliement des protéines est étudié par dichroisme circulaire et les activités des protéines
ont été vérifides par ITC ou par des tests d’activités spécifiques aux protéines. Une fois les protéines
bien caractérisées et fonctionnelles, des tests de cristallisation sont menés afin d’obtenir des cristaux

en vue de déterminer la structure tridimensionnelle.

A. Analyse SDS-PAGE

L’analyse s’effectue par électrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-
PAGE). Pour chaque construction ou combinaison de vecteurs testés, plusieurs dépdts sont effectués :
- Le témoin avant induction (Al) qui permet de vérifier qu’il n’y a pas de fuite du vecteur et de
comparer contre le témoin apres induction.

- Le témoin apres induction (Post-induction PI) en fin de culture permet d’évaluer 1’expression
des protéines.

- L’extrait brut (EB) permet d’évaluer la solubilité en comparant contre le surnageant (partie
soluble).

- Le culot (C) permet d’identifier la partie non soluble qui forme des corps d’inclusions dans le
culot.

- Le surnageant (S) est I’extrait soluble et permet d’évaluer la solubilité des protéines par
comparaison contre 1’extrait brut.

- Le Flow-Through (FT) représente ce qui passe a travers les colonnes d’affinité utilisés au
cours de ce projet et permet d’évaluer le repliement des protéines ainsi que la formation du complexe.
- Les lavages (Wash W) représente les protéines se décrochant des colonnes dans des conditions
de sels plus élevées et permet d’évaluer la pureté de 1’échantillon.

- L’Elution (E) représente les ¢lutions des colonnes d’affinité.
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B. La diffusion dynamique de lumiere (DLS)

Les coefficients de diffusion sont mesurés avec ’appareil Zetasizer Nano S (Malvern). Apres
ultracentrifugation, la protéine est disposée dans une cuvette trUView de Biorad puis irradiée par un

faisceau laser a une longueur d’onde de 780 nm.

Lors d’une expérience de DLS (Dynamic Light Scattering), on observe la fluctuation de I’intensité de
la lumiere monochromatique diffusée par les particules en solution sujettes au mouvement brownien
au cours du temps. Cette fluctuation de I’intensité lumineuse peut étre ensuite transformée en une
fonction d’autocorrélation qui permet de déterminer le coefficient de diffusion (D). En faisant
I’hypothese que les particules en solution ont une forme sphérique, ce dernier est reli¢ au rayon

hydrodynamique (Rh) des particules diffusantes a travers 1’équation de Stockes-Einstein :

KT
o 6TTURK

Pour une viscosité et une température données, les particules de petite taille se déplacant plus
rapidement que celles de grande taille. Enfin, une distribution de tailles pour les particules en solution
est calculée. Une solution propice a la cristallisation et aux études biophysiques doit étre
monodisperse, sans présenter d’agrégation. La mesure du rayon hydrodynamique permet une
estimation de la masse moléculaire du multimere. Toutes les données sont corrigées en tenant compte

de la viscosité du solvant et de I’indice de réfraction.

C. Dichroisme circulaire

Une analyse de la structure secondaire de la protéine Vif permet d’évaluer si le protocole de
renaturation conduit bien a une protéine correctement structurée. Le CD est une spectroscopie
d’absorption dans I’UV proche et lointain qui donne des informations sur la structure secondaire dans
les macromolécules biologiques en solution. Le CD se base sur le principe qu’une molécule chirale
absorbe différemment une onde polarisée circulaire gauche et une onde polarisée circulaire droite.
Cette différence d’absorption sera ensuite mesurée et le spectre CD obtenu varie suivant le contenu de
la protéine en hélices a, feuillet B, coudes et en régions non structurées. Ces spectres sont obtenus en

utilisant des longueurs d’onde variant généralement entre 260 et 190 nm. Une analyse par

déconvolution des spectres de CD permet de quantifier la répartition en éléments de structure
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secondaire de la protéine. Le spectrometre JASCO J815 CD disponible a I’Ecole Supérieure de

Biotechnologies de Strasbourg (ESBS) a permis une étude de la structure secondaire de Vif.
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D. Western Blot

Cette technique a été uniquement utilisée dans le cadre de 1’identification des protéines apres

leur production dans le systeme eucaryotes a partir des cellules BHK21.

Les protéines, migrées sur gel dénaturant SDS-PAGE, sont transférées en 10 min sur une membrane
commerciale de nitrocellulose ou PVDF (Biorad) a 1’aide de I’appareil Trans-Blot Turbo Transfer
System (Biorad). La membrane est ensuite saturée par une solution de lait 5 % dilué dans du TBST
(Tris HCI pH 7,5 50 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,02 %) pendant 1 h a 4 °C sous agitation. La
membrane est incubée avec un anticorps primaire de souris dilué dans du lait 5 % - TBST (anti-Vif
1/10000eme ; anti-Flag 1/1000eéme) pendant une nuit a 4 °C sous agitation. La membrane est ensuite
lavée deux fois 5 min avec du TBST puis mise en présence, pendant 2 h a 4 °C sous agitation, d’un
anticorps secondaire anti-souris couplé a la péroxydase HRP, dilué au 1/10000e¢me dans du TBST. La

membrane est finalement lavée deux fois 5 min dans du TBST puis de méme dans du TBS. Les
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protéines sont révélées par chemiluminescence apres incubation de la membrane dans la solution

d’ECL (Biorad) et exposition sur film photographique.

E. Spectrométrie de masse

Les protéines produites individuellement ou en complexe ont été identifiées tout au long de ce

projet par la spectrométrie de masse a la plateforme de ’IBMC.

Trois méthodes ont été principalement utilisées : (i) I’identification des protéines a partir de bandes de
gel SDS-PAGE en MALDI-TOF, (ii) I’identification des protéines en solution en LC-MS/MS, (iii)

I’identification des protéines a partir de la masse enticre.

1. Analyse des bandes de gel en MALDI-TOF

J’ai réalisé le dessalage des échantillons, isolés sur gel SDS-PAGE, par des bains successifs de
bicarbonate d’ammonium 25 mM et d’acétonitrile 50 %. Des étapes de lavages de 15 minutes a
température ambiante et sous agitation ont été répétées deux fois et le liquide est enlevé completement
avant I’addition du solvant. Apres les lavages, les bandes sont séchées 20 minutes avant réduction (10
mM DTT/25 mM NH/HCO; a 56°C pour 45 minutes) et alkylation (25 mM iodoacétamide/25 mM
NH,4COs, 45 minutes) a température ambiante. Apres encore trois autres étapes de lavage, le gel est
séché sous vide pendant 20 minutes et puis réhydraté par une solution de trypsine (Promega, V5111) a
une concentration finale de 10 ng/uL et incubé sur la nuit a température ambiante. Les peptides
trypsiques sont extraits du gel par des agitations de 30 minutes avec 30 pL de

35%H20/60%CAN/5%HCOOQOH puis par une sonication de 15 minute & 180 W.

Pour une analyse MALDI, 1uL du surnageant de digestion et 4uL de 0.1% TFA (Trifluoroacetic acid)
est déposé sur une cible Anchorchip (Format spots 96 de Bruker) sur laquelle a déja été apposée de la
matrice HCCA (acide a-cyano-4-hydroxycinnamique) et d’un calibrant standard (Bradykinin (1-7)
m/z = 757,39916 CACTH-clip (7-38) m/z = 3617,92890). Les peptides co-cristallisent avec la matrice
resolubilisée par le 0,1% TFA. Grace au coeur hydrophobe des emplacements de la cible Anchorchip,
I’échantillon est plus concentré au centre de chaque dépdt lors de I’analyse. Ce type de plaque est
propice a I’identification des protéines. L’ -HCCA, matrice utilisée en routine, est préconisée pour les

analyses de peptides sur une assez large gamme de masse. Elle permet d’effectuer des mesures de
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masse sans discriminer les plus petits peptides des plus gros. La cible est ensuite insérée ensuite dans

le spectrometre de masse de type MALDI-TOF/TOF (UltraflexIl, Bruker Daltonics).

2. Analyse en solution en LC-MS/MS

a. En conditions dénaturantes
Pour les échantillons liquides, les analyses ont été réalisées en LC-ESI-TOF par 1’équipe de la
plateforme. Pour la digestion trypsique, 1’échantillon est précipité avec 0.1 M acétate d’ammonium
dans 100 % méthanol et les protéines suspendues dans 50 mM de bicarbonate d’ammonium. Apres
une étape de réduction-alkylation, les protéines seront digérées sur la nuit avec 1/25 (W/W) de

trypsine.

Apres la digestion, les peptides sont resuspendus dans 15 pL de solvant composé d’eau et de 0.1 %
FA. Le mélange de peptides est analysé en utilisant un systeme NanoL.C-2DPlus (ABSciex, Concord,

Ontario, Canada) couplé a un spectrometre de masse TripleTOF de ABSciex

L’interrogation de la banque de données Mascott a permis I’identification des protéines par

comparaison avec les mesures des masses des fragments trypsiques obtenues.

b. En conditions natives
En conditions non dénaturantes, les mesures de la masse du complexe protéique non digéré a
la trypsine sont réalisées dans 50 mM d’acétate d’ammonium avec 10% d’alcool isopropylique pour

conserver la conformation native. Le complexe est injecté a 2 uM.

F. Meéthylation des Lysines

Les modifications chimiques peuvent faciliter la cristallisation des protéines ou de domaines
solubles ou désordonnées. La méthylation des lysines affecte les propriétés physico-chimiques de la
protéine et diminue sa solubilité [226]. Seules les lysines exposées au solvant vont étre modifiées.
Cette approche a été testé afin d’essayer de cristalliser le complexe Vitf/CBFp/EloB/EloC en utilisant
un kit de méthylation (JBS Methylation Kits).
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alkylation
R_NHQ + HzC=O _— R—N=CH2 + |"‘le
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CHs
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RN(CH:z )2 ()

R = lysine or a N-terminal amino acid residue

Figure 59 : Réaction de méthylation de lysines. (1) La premiere étape de la réaction consiste en une formation
de base Schiff entre le groupement amine de la lysine et le formaldéhyde, réduit apres en une amine
secondaire. (2) la lysine monométhylée réagit rapidement avec le formaldéhyde du fait que le son pKa est
légerement inférieur a celui de la lysine méme (JBS Methylation Kit).

Le protocole de la méthylation des lysines consiste a dialyser les protéines contre un tampon 50 mM
HEPES pH 7,5, 250 mM NaCl. Les tampons contenant des groupements amines ne peuvent pas étre
utilisés. On ajoute a la protéine concentrée 20 a 100 pL de réactif A (1 M Diméthyl borane complex)
et 40 a 200 pL de réactif B (1 M formaldéhyde). La réaction se déroule pendant 24 heures. Apres,
I’échantillon est centrifugé pour éliminer les agrégats causés par la réaction de méthylation, puis
chargée sur une colonne de tamis moléculaire. Les fractions qui correspondent a la bonne taille du
complexe seront collectées et concentrées. La méthylation de toutes les lysines est vérifiée par

spectrométrie de masse en native.

G. Microcalorimétrie isotherme (ITC)

La microcalorimétrie ITC (Isothermal Titration Calorimetry) est une technique qui permet
d’obtenir en une seule mesure I’ensemble des parametres thermodynamiques d’une interaction entre
deux molécules : steechiométrie (n), constante d’affinité (Ka), variation d’enthalpie (AH) et variation
d’entropie (AS). Contrairement a d’autres approches comme la fluorescence ou la résonance
plasmonique de surface, elle ne nécessite ni marquage des protéines (ou acides nucléiques), ni fixation

sur une surface solide.
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L’appareil d’lITC est composé d’une enceinte adiabatique contenant deux cellules: une cellule
contenant 1’échantillon et une cellule de référence qui servira comme standard interne. Le ligand est
placé dans la seringue. Une différence de température constante AT est maintenue entre la cellule de
I’échantillon et la cellule de référence (calorimetre a compensation).L’appareil utilisé dans ce projet

est I’ITC-200 de Microcal disponible au laboratoire.

| Seringue
I

Cellule de
I’échantillon

Cellule de
référence

Figure 60 : Montage d’une expérience de microcalorimétrie

Le but de cette expérience est de quantifier le dégagement ou I’absorption de chaleur causé par
I’injection du ligand dans I’échantillon en fonction du temps. Lorsque 1’échantillon est saturé par le
ligand, un plateau apparaitra du fait d’une simple dilution du ligand..Ces valeurs sont ensuite ramenées
au ratio molaire de ligand injecté par rapport a la quantité de protéines dans la cellule, ce qui permet
d’obtenir une courbe isotherme. Suite a chaque injection de ligand dans la cellule, 1’appareil va
mesurer la chaleur a absorber ou fournir afin que la différence AT entre cellule de mesure et de

référence reste constante.
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Figure 61 : Résultats typiques d’une expérience de microcalorimétrie

L’ITC a été utilisée pour évaluer les parametres thermodynamiques d’interaction entre la protéine Vif

et les différents domaines DIS et TAR de I’ARN génomique viral (Article joint, « Résultats Partie 1)

H. Test d’activité ’APOBEC

Ce test d’activité a été réalisé sur les protéines APOBEC produits dans les deux systémes,
bactérien et en cellules de mammiferes, afin de vérifier I’activité de désamination d’APOBEC. Ce test
consiste a mettre la protéine A3G produite (10 uM) en présence d’un ADN substrat simple brin (entre
10 et 40 uM), de 39 nucléotides possédant le motif CCC de désamination d’A3G, dans un tampon
contenant du zinc (20 mM Tris HCI pH 7,5, 30 mM NaCl, 10 uM MgCl12, 5 mM DTT) et le tout est
incubé 2 h a 37 °C. Une extraction phénol-chloroforme est effectuée suivi d’une précipitation a
1’éthanol pour ne récupérer que I’ADN, qui sera repris dans 20,5 pL de tampon zinc. 10 U d’uracile
ADN glycosylase (NEB) et 2,5 uLL de tampon uracile ADN glycosylase ou UDG (NEB) sont ajoutés,
et le milieu réactionnel de 25 uL est incubé 2 h a 37 °C. Finalement, une hydrolyse alcaline est
réalisée par un chauffage 20 min a 95 °C en présence de 0,2 M de NaOH, afin de cliver le brin d’ADN
au niveau du site abasique crée par ’action de I’'UDG. En parallé¢le, des contrdles sont réalisés :
I’ ADN substrat non soumis a la réaction de désamination, utilis¢ comme contrdle négatif, et un ADN
produit possédant déja le motif final CCU, utilis€ comme contrdle positif, sont incubés dans les

mémes conditions avec de I’'UDG et soumis a I’hydrolyse alcaline.
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Les échantillons sont injectés sur une colonne échangeuse d’anions Nucleopac PA-100 (Dionex)
chauffée a 75 °C et ’ADN retenu sur la colonne sera élué par un gradient de sel de 0 % a 80 % de
tampon B, effectué par un mélange des tampons A (20 mM MES pH 6,2 et 4 M urée) et B (20 mM
MES pH 6,2, 4 M urée et 400 mM NaClO4).

ADN substrat : 5’-AAAGAAAAGAGAAACCCAAAGAGGAAAGGTGAGGAGGA-3’
ADN produit : 5’-AAAGAGAAAGAGAAACCUAAAGAGGAA AGGTGAGGAGGA-3’

I. Tests de cristallisation

La résolution de la structure d’une macromolécule permet de mieux comprendre son mode
d’action au niveau moléculaire. Pour déterminer la structure tridimensionnelle des molécules

microbiologiques, notre laboratoire utilise la cristallographie comme technique structurale.

La cristallographie requiert I’obtention de protéines en grandes quantités et de bonnes qualités (pures,

monodisperses, etc) pour I’obtention de cristaux.

La cristallisation de la protéine a pour but de passer d’un état liquide a un état solide ordonné selon un
diagramme de phase qui comprend autant de dimensions que de parametres testés. Cet état est obtenu
suite a I’addition d’agents de cristallisation qui vont diminuer la solubilité de la protéine. D’autres
facteurs jouent aussi un rdle important dans la cristallisation des protéines, tels que la concentration de
la protéine, son pH, la température, la pureté et ’homogénéité de 1’échantillon ainsi que la présence

d’additifs tel que des petites molécules molécules ou des ligands de la protéine.

Les conditions initiales de cristallisation sont déterminées par un criblage de conditions en utilisant des
kits commerciaux (Hampton Research) qui rassemblent des compostions variées en agents
cristallisants, en sels, pH et tampons. Le criblage est réalisé par diffusion de vapeur en gouttes assises
d’un volume de 100 a 300 nL dans des plaques de 96 puits. On utilise pour cela le robot de
cristallisation disponible au laboratoire (Mosquito®, TTP Lab Tech Inc.). Les plaques seront aussi

incubées a des températures différentes (4°C, 25°C, 37°C).
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Figure 62 : Robot de cristallisation type Mosquito®. Matériel utilisé pour le criblage des conditions de
cristallisation.

ITI. Criblage haut-débit « ESPRIT »

De nombreuses approches biophysiques sont limitées par le besoin de grandes quantités de
protéines. Pour améliorer le rendement d’expression et la solubilité d’une protéine, il est fréquent de
rechercher des constructions plus courtes qui correspondent a des assemblages de domaines ou des
domaines isolés. La technologie ESPRIT (Expression of Soluble Proteins by Random Incremental
Truncation), développée a ’EMBL de Grenoble par Darren Hart, permet la recherche rapide et
hautement automatisée de constructions solubles par criblage sur des cibles particulierement difficiles.
La stratégie ESPRIT se compose de trois étapes (Fig. 63) : (1) construction d’une bibliotheque
aléatoire de plasmides par troncation (en 5’ et/ou en 3”) avec une exonucléase ; cette étape va générer
des milliers de colonies apres transformation dans E.coli ; (2) expression des protéines sur une matrice
de colonies a haute densité (jusqu’a 56 000 colonies, généralement 28 000 en duplicata), chaque
colonie exprimant une seule construction ; cette étape permet un premier crible des constructions
solubles ; (3) au cours de la dernicre étape, les protéines apparemment solubles a 1’étape précédente
sont exprimées a petite échelle et purifiées. Les clones correspondant aux constructions sélectionnées

sont séquencés.
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Figure 63: Schéma de la stratégie
ESPRIT. (a) Linsert est bordé d’une
étiquette histidine et d'un site
protéase TEV d’une part, et d’un site
peptide accepteur de biotine (BAP)
d’autre part. Une troncation 5 >3’
et/ou 3’>5" du vecteur est réalisée
en utilisant I'exonucléase Il du
haricot Mungo. Deux paires de sites
de restriction (Aatll et Ascl, Notl et
Nsil) permettent des réactions
unidirectionnelles séquentielles,
générant la librairie de constructions.
(b) Les vecteurs qui contiennent la
librairie d’'inserts de la taille désirée
sont excisés d’un gel d’agarose (afin
d’éviter la recherche de constructions
de taille aberrantes). (c) Dans la
matrice de colonies, les protéines
solubles sont mieux biotinylées que
les protéines insolubles ou agrégées.
Une streptavidine fluorescente
interagit avec le peptide signal BAP et
permet une détection aisée des
protéines biotinylées. (d) Exemple
d’expression de protéine a l'aide
d’une librairie de 26,880
constructions aléatoires. Adapté de
[227, 228]

L’efficacité de la stratégiec ESPRIT a déja été prouvée sur la polymérase du virus de la grippe [228,
229] et pourrait faciliter I’identification de domaines solubles d’APOBECS3.
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Figure 64 : Schéma récapitulatif de la stratégie utilisée au laboratoire pour aller du gene a la structure.
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RESULTATS PARTIE 1 : IDENTIFICATION DES
DETERMINANTS STRUCTURAUX ET DE SEQUENCE
IMPLIQUES DANS L’ INTERACTION ENTRE LE FACTEUR
D’INFECTIVITE VIRALE VIF ET LES ARN TAR ET DIS DU
VIH-1

Grace aux grandes quantités de protéine Vif de bonne qualité que nous avons pu produire par
dialyses successives dans un tampon dénaturant, nous avons caractérisé les interactions Vif/ARN viral
par microcalorimétrie ITC. L’équipe de R. Marquet dans notre UPR avait montré précédemment que
Vif interagit spécifiquement avec plusieurs structures localisées dans la région 5’ non-traduite du
génome viral, en particulier avec les séquences TAR et DIS [151, 153, 230]. Afin de disséquer les
interactions entre Vif et ces deux séquences, nous avons utilis¢ des fragments d’ARN viral qui

correspondent a ces deux tiges-boucles et entamé une étude par ITC.

Tout d’abord, il était primordial de vérifier la monodispersité et le bon repliement de la
protéine Vif produite. Apres une identification de Vif par spectrométrie de masse, des analyses en
DLS (Dynamic Light Scattering) ont montré que Vif est bien monodisperse (indice de polydispersité
de 16%) avec un rayon hydrodynamique de 12 nm en faveur d’une oligomérisation de la protéine.
Afin d’analyser la structure secondaire de Vif, j’ai réalisé des mesures en dichroisme circulaire dans
I’UV lointain. Les résultats obtenus entre 186 et 260 nm montrent que la protéine Vif produite est
partiellement structurée , composée de 20 % d’hélices a, 26 % de brins 3, 23% de boucles et 30 % de
structures désordonnées, ce qui est en accord d’autres données de la littérature [230, 231]. Ces
observations nous permettent de mener les expériences prévues en ITC entre Vif et ’ARN génomique

viral étant donné que la protéine est en bonne qualité.

Nous avons pu observer une interaction spécifique de Vif avec les séquences TAR et DIS,
mais aucune interaction avec un ARN correspondant a la boucle de la Sarcine-Ricine de ’ARN 23 S
qui a servi de témoin négatif. Des expériences ITC entre Vif et TAR ont montré une interaction

exothermique de forte affinité (Kd=159 nM a 30°C dans nos conditions expérimentales) et spécifiques
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(steechiométrie 1 :1). En utilisant différents ARN mutants de la séquence TAR, nous avons pu montrer
que la boucle latérale UCU de TAR est essentielle a I’interaction avec Vif car sa suppression abolit
I’interaction spécifique de Vif avec TAR. La mutation de la boucle apicale de TAR n’a qu’un effet
modéré sur ’interaction Vif/TAR. Cette boucle UCU étant le site d’interaction bien connu d’une autre
protéine régulatrice de HIV-1, Tat, notre résultat suggere que des inhibiteurs connus de Tat/TAR qui
ciblent la boucle UCU pourraient inhiber également I’interaction Vif/TAR et réduire I’encapsidation

de Vif [232-234].

Des expériences ITC entre Vif et DIS ont montré une interaction exothermique (Kd=61 nM a
30°C). Cette interaction est spécifique mais de plus faible affinité en comparant avec I’interaction de
Vif avec TAR. En procédant de la méme maniere avec différents mutants de la séquence DIS, nous
avons pu montrer que la boucle latérale de DIS n’est pas reconnue par Vif, tandis que la boucle apicale
joue un rdle important, probablement via des interactions hydrophobes car I’interaction est peu
affectée par une augmentation de la concentration en sels. La tige adjacente de la boucle apicale du
DIS semble également reconnue par Vif. Cette région du DIS ayant également été identifiée comme
site d’interaction d’APOBEC3G, notre étude suggere que I’interaction de Vif avec le DIS pourrait
participer a 1’exclusion d’APOBEC3 des particules virales en I’empéchant d’interagir avec I’ARN

viral afin d’étre encapsidé. Un manuscrit décrivant ces résultats sur les interactions Vif/TAR et

Vif/DIS a été€ publié dans la revue RNA Biology [154].
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The HIV-1 Vif protein plays an essential role in the regulation of the infectivity of HIV-1 virion and in vivo pathogenesis. Vif
neutralizes the human DNA-editing enzyme APOBEC3 protein, an antiretroviral cellular factor from the innate immune
system, allowing the virus to escape the host defense system. It was shown that Vif is packaged into viral particles through
specific interactions with the viral genomic RNA. Conserved and structured sequences from the 5-noncoding region,
such as the Tat-responsive element (TAR) or the genomic RNA dimerization initiation site (DIS), are primary binding sites
for Vif. In the present study we used isothermal titration calorimetry to investigate sequence and structure determinants
important for Vif binding to short viral RNA corresponding to TAR and DIS stem-loops. We showed that Vif specifically
binds TAR and DIS in the low nanomolar range. In addition, Vif primarily binds the TAR UCU bulge, but not the apical loop.
Determinants for Vif binding to the DIS loop-loop complex are likely more complex and involve the self-complementary
loop together with the upper part of the stem. These results suggest that Tat-TAR inhibitors or DIS small molecule binders
might be also effective to disturb Vif-TAR and Vif-DIS binding in order to reduce Vif packaging into virions.

Introduction

The HIV-1 Virion Infectivity Factor (Vif) is a small basic protein
of 192 amino acids (23 KDa, pI = 10.7). It has been known for
a long time to be essential for viral replication in some, but not
all, cell lines." In absence of Vif, human antiviral proteins from
the APOBEC3 cytidine deaminase family are packaged into viri-
ons and exhibit anti-HIV-1 activity mostly by two mechanisms:
(1) deamination of cytidines in the minus strand of the proviral
DNA,*# and (2) inhibition of the reverse transcription through
a deaminase-independent mechanism.”"" APOBEC3G, formerly
known as CEMI5, was first identified as a potent endogenous
inhibitor for replication of several retroviruses, including HIV-
1.81213 Later on, other members of the APOBEC3 family have
been identified as HIV-1 restriction factors: APOBEC3E,21415
APOBEC3B,'>!® APOBEC3DE" and APOBEC3H.!" The anti-
retroviral activity of APOBEC3DE" and APOBEC3H" is how-
ever still controversial and, with the exception of APOBEC3E,
these proteins are poorly expressed in human lymphoid tissues
and only lead to a moderate effect on HIV-1 infection.

To bypass the host defense system and counteract APOBEC3
action, Vif dramatically reduces APOBEC3G incorpora-
tion into the virion using several pathways (for a review on
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Vif-APOBEC3 interactions see ref. 21-23). First, Vif inter-
acts with APOBEC3F/G and hijacks the human E3 ubiquitin
ligase complex consisting of Cullin5, ElonginB, ElonginC and
a zinc RING finger protein (Rbx), leading to a polyubiquitina-
tion of APOBEC3F/G and to its degradation by the 26 S pro-
teasome.?? It was recently shown that, in addition to the E3
ubiquitin ligase complex, the transcription cofactor CBF-f is also
recruited by Vif and is required for the APOBEC3G degrada-
tion.”?! Interestingly, APOBEC3B! and APOBEC3H" have
been reported to escape this Vif-mediated degradation. Besides
APOBEC3 degradation, Vif negatively regulates APOBEC3G
transcription through binding to 5-UTR of APOBEC3G
mRNA.?323 Finally, Vif also reduces APOBEC3G packaging
into the virion by competing for the same Gag and viral RNA
binding sites, thus leading to a physical exclusion of APOBEC3G
from the budding virion.?”*3%% It was indeed shown by several
studies that Vif is an RNA-binding protein that specifically rec-
ognizes the viral RNA in vitro and in infected cells.?*%*

Several conserved domains have been identified in Vif:% (1)
a tryptophan-rich N-terminal domain responsible for RNA and
APOBECS3 binding, (2) a HCCH motif that coordinates a Zn**
ion and which is responsible for the binding with Cullin5, (3)
an "SLQ(Y/F) LA™ motif, named “SOCS-box”, responsible for
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the interaction with Elongin B/C, (4) a proline-rich region con-
taining a '“'PPLP'** motif involved into Vif multimerization and
(5) a C-terminal domain interacting with Gag and the cellular
membrane (Fig. 1A).

Using RNase-T'1 footprinting, an enzyme that cleaves after
a guanine residue accessible to solvent, preferential Vif RNA
binding sites have been mapped in the 5'-region of the genomic
RNA.374 The strongest affinity was observed for the apical part
of the TAR stem-loop, the poly(A) stem and a short region in
gag, whereas the primer-binding site (PBS), the SL1 and SL2
stem-loops, as well as a purine-rich single-stranded region adja-
cent to the Gag start codon have been identified as lower-affinity
Vif-binding sites.”” Binding to the upper part of the TAR stem-
loop was subsequently confirmed on short RNA fragments using
steady-state fluorescence spectroscopy.®#2

In the present work, we used Isothermal Titration Calorimetry
(ITC) to study the binding thermodynamics of Vif binding to
the HIV-1 genomic RNA TAR and Dimerization Initiation Site
(DIS) stem-loops (Fig. 1B). Using various mutants of TAR and
DIS mutants (Fig. 1C), we could define the sequence and struc-
ture requirements for the Vif specific binding to these regions of
the viral RNA. Our results show that Vif specifically and tightly
binds both TAR and DIS sequences in the low nanomolar range.
Vif primarily binds the UCU lateral bulge of the TAR, and sec-
ondarily the apical loop. Regarding binding to the DIS loop-loop
complex, we found that mutations of the DIS loop preventing
DIS dimerization also affect Vif binding, whereas the purine-
rich internal loop of the DIS stem is clearly dispensable. Our
data also indicate that the upper part of the DIS stem might be
important for protein binding. Taken together, these results open
the perspective of developing drugs that would prevent Vif bind-
ing to the TAR and DIS stem-loops and, consequently, reduce
Vif packaging. They also suggest that Vif might compete with
APOBEC3G for binding the DIS stem-loop, leading to an exclu-

sion of the restriction factor from the viral particle.
Results

Biophysical characterization of the full-length HIV-1 Vif pro-
tein. It has been shown that Vif monomers self-associate into
multimers both in vitro and in infected cells.**#* The '*'PPLP'¢*
motif is important for this Vif oligomerization, for viral infec-
tivity,*>*% and was also reported to interact with Elongin B.#¢
Mutation of the PPLP motif into AALA reduces, but does not
abolish, oligomerization.” This strong tendency of Vif to self-
associate and aggregate’#>#*° has also thwarted attempts to
obtain large quantities of high-quality and homogenous pro-
tein. Here, we successfully expressed and purified milligrams of
recombinant full-length wild-type Vif, typically about 13 mg of
purified protein per liter of cell culture, thus allowing detailed
ITC analysis of Vif/RNA interaction. Because the recombi-
nant protein was always found insoluble when expressed in E.
coli, 4142951 Vif was solubilized using guanidine hydrochlo-
ride and subsequently refolded by dialysis. The proper folding
of the protein was assessed using far-UV circular dichroism
(CD). Secondary structure calculations from the CD spectra
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yielded 20% a-helix, 26% B-strands, 23% turns and 30% of
disordered structure (which was expected in the Gag/Membrane
and Elongin B/C binding domains in absence of their partners),
with good agreement between calculated and experimental data
(Fig. 2A). This result shows that the produced protein is correctly
folded after denaturation/renaturation and observed secondary
structure is approximately in agreement with recently published
Vif CD data.***>? However, a significant increase in o-helix and
decrease in 3-strands contents is noticeable compared with previ-
ous reports (Table 1). This difference might be responsible for
the increased solubility of our Vif sample, in line with a previous
study showing that formation of B-sheets might be responsible
for Vif aggregates.”

We next analyzed the homogeneity of Vif using Dynamic
Light Scattering (DLS) to ensure that our sample was monodis-
perse and free of aggregates, two necessary conditions required
for reliable and good quality ITC analysis. Based on DLS mea-
surements performed at various protein concentrations (4 to 200
wM), we found that the protein sample was highly monodisperse
with a polydispersity index of 16.3% and a hydrodynamic radius
of 7 nm (Fig. 2B). This is in good agreement with the recent
report of Bernacchi et al.*? but quite different from Gallerano et
al. who obtained a hydrodynamic radius of 24 nm with a poly-
dispersity index of 51%. Our DLS measurements performed at
10%, 5% and 2.5% glycerol concentrations did not show any
significant variations down to 2.5% of glycerol, whereas massive
aggregation was observed in absence of glycerol (not shown).
To investigate the oligomerization state of our Vif construct,
the average molecular weight of the sample was evaluated using
Static Light Scattering (SLS). In a buffer containing 5% glyc-
erol, we observed an average molecular weight of 270 kDa, which
corresponds to multimers containing 10 to 11 Vif proteins and
is in agreement with a recent similar study based on both size
exclusion chromatography and DLS.** We concluded from these
experiments that, even in absence of the co-factor CBF-f3, the
produced wild-type Vif protein can be obtained under a soluble,
homogenous and stable form at concentrations up to 400 wM,
and is therefore suitable for ITC measurements.

Vif binding to HIV-1 TAR RNA stem-loop. In a further step,
isothermal titration calorimetry (ITC) was used to characterize
Vif binding to the TAR stem-loop. ITC is a true in-solution tech-
nique and is considered the “gold standard” assay for binding
since it directly provides, in one single experiment, the complete
binding profile between two molecules, without any labeling
requirement (reviewed in ref. 54-56). Typically, the ligand solu-
tion is repetitively injected in small aliquots from an automatic
syringe into a thermally isolated stirred cell containing the pro-
tein. In an ITC experiment, one physically measures the heat
generated or absorbed during a binding reaction. A direct mea-
surement of the binding thermodynamics allows determination
of the binding affinity (K ), enthalpy and entropy changes (AH
and AS) and stoichiometry (N) between two molecules.

Several Vif aliquots (1.5 to 2.0 wl at a ~200 wM concentra-
tion) were injected into 15 wM TAR RNA. This protocol was
used since the reverse titration (injections of concentrated TAR
aliquots into diluted Vif protein) systematically led to aggregation
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Figure 1. (A) Schematic representation of identified Vif functional regions. (B) Secondary structure of the 5'-untranslated region of the HIV-1 RNA
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Figure 2. Biophysical characterization of purified Vif protein. (A) Far-UV spectra of the Vif protein and reconstructed data. (B) Dynamic light scattering

profiles of the HIV-1 Vif showing a mean diameter of 14 nm.

of the protein/RNA complex in the ITC cell as judged by an
abnormally high exothermic signal and baseline drift. In addi-
tion, most of our data were acquired at 30°C since baselines were
more stable at this temperature. Some data were nevertheless

obtained at 25°C, providing access to a temperature dependence
of the binding enthalpy (see Sup. data). In our experimen-
tal conditions and in presence of 200 mM KCI, we observed a
specific Vif binding to the TAR27 RNA (Figs. 1C and 3). The
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observed dissociation constant (K, - 160 nM) is associated with
a rather large negative enthalpy variation (AH = -10.6 kcal/mol,
corresponding to an exothermic process) and a slightly negative
entropy variation (Fig. 3 and Table 2). The specificity of the
protein/RNA binding is assessed by the 1:1 observed stoichiom-
etry. This implies either that each Vif protein within a multi-
mer is able to bind independently one TAR RNA, or that Vif
multimers dissociate upon TAR binding. In a previous report
it was found that, upon Vif binding to short RNA constructs,
the mean hydrodynamic radius of resulting Vif/RNA complexes
significantly increased compared with the free protein.* This
observation therefore suggests that RNA binding does not pro-
mote Vif multimer dissociation. An increase of monovalent salt
concentration to 300 mM, in order to reduce potential unspe-
cific electrostatic Vif/RNA interactions, only led to a moderate
decrease of the dissociation constant (1.8-fold). This suggests a
significant contribution of hydrophobic interactions in the Vif/
TAR interaction, likely through the tryptophan-rich RNA bind-
ing region (Trp5, Trpll, Trp21, Trp38, Trp79 and Trp89).

To further confirm the specificity of the Vif/TAR interaction,
we used the E. coli 23 S RNA sarcin-ricin loop (SRL), a highly
structured RNA stem-loop similar in size, but unrelated to TAR
(Fig. 1C), as a control for unspecific RNA binding. Mixing of
Vif into SRL RNA only led to a weak endothermic signal (AH =
~5.0 kcal/mol), that could not be fitted using a single site binding
model (Fig. 4 and left). Furthermore, increasing the salt concen-
tration to 300 mM led to a complete loss of interaction (Fig. 4
and right).

In order to define structure and sequence determinants for
Vif binding to TAR RNA, we next used two TAR mutants
(Fig. 1C): TAR-GAGA, where the wild-type five nucleotide
apical loop was replaced by a GAGA tetraloop (a member of
thermostable GNRA tetraloops), and TAR-AUCU, where the
apical three nucleotide lateral bulge was deleted (Fig. 1C). ITC
data obtained on the TAR-GAGA (in 200 mM KCI) mutant did
not reveal any significant change in Vif binding. The observed
stoichiometry (n = 0.7) was still close to 1.0 and both the dis-
sociation constant (1.2-fold decrease) and the enthalpy varia-
tion (AH = -8.9 kcal/mol) were only moderately affected (Fig.
3 and Table 2). Notably, the small decrease in the enthalpic
component is compensated by a slightly positive entropic term.
Likewise, the protein binding to this mutant TAR sequence was
only poorly affected in a buffer containing 300 mM KCl: the
affinity decreased -2-fold compared with binding to the TAR27
in the same conditions, together with a slight decrease of AH
(Fig. 3 and Table 2).

On the contrary to the mutation of the apical loop, dele-
tion of the UCU lateral bulge severely affected Vif binding as
revealed by ITC data obtained with the TAR-AUCU sequence.
In conditions with 200 mM KCI, the stoichiometry significantly
increases to n = 2.0 and the K decreased to about 1 M, which
represents a 6.7-fold loss compared with wild-type sequence. In a
buffer with 300 mM KCl, no Vif binding could be detected any-
more (Fig. 3 and Table 2). We conclude from this set of experi-
ments that Vif likely binds primarily the UCU lateral bulge of
TAR through specific hydrophobic interactions. This interaction
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Table 1. Comparison of Vif secondary structure composition derived
from CD data

Reference o-helix B-strands turns disordered
33 6.5% 41.5% 12% 40%
49 1% 33% 28% 28%
52 6% 32% 62%

This work 20% 26% 23% 30%

Our data and those from references 33 and 49 were obtained using the
same CDSSTR algorithm and reference set database, thus ruling out any
influence of the data processing.

might be reinforced by subsequent (mostly electrostatic) interac-
tions with the TAR apical loop.

Vif binding to HIV-1 DIS RNA kissing-loop. We next
investigated the Vif binding to the DIS stem-loop. Because of
the self-complementarity in the loop, the wild-type 35-mer DIS
monomer forms DIS loop-loop dimers (also called kissing-loop)
in native conditions (reviewed in ref. 57 and 58). Alternatively,
an extended duplex dimeric form can also be obtained in vitro
depending on RNA folding conditions. In this study, care was
taken to use folding conditions leading essentially to DIS loop-
loop complexes (see materiel and methods). To define RNA
determinants for the protein binding, two mutants were designed
(Fig. 1C): (1) the DIS-A mutant, where the internal purine-rich
loop was deleted. It was shown that this internal loop is impor-
tant for viral infectivity’® and might be involved into binding of
the NCp7 nucleocapsid protein;® (2) the DIS-GAGA mutant
containing a GAGA tetraloop instead of the nine nucleotide api-
cal loop. As a consequence for this mutation, the DIS-GAGA
mutant was not able to form dimers in vitro in our conditions as
evaluated by native polyacrylamide gels (not shown).

ITC data performed in presence of 200 mM KCl on the wild-
type DIS 35-mer showed that Vif specifically and tightly (K, = 63
nM) binds the DIS loop-loop complex with a 1:1 stoichiometry
(one Vif binding per DIS stem-loop monomer, Fig. 5 and Table
2). As seen previously for TAR binding, the Vif/DIS interac-
tion is exothermic and mostly driven by enthalpic contributions
(AH = -9.1 kcal/mol, -TAS = -0.9 kcal/mol). An increase of the
monovalent salt concentration to 300 mM KCl led to a 2.8-fold
loss in affinity (K, = 177 nM) but still preserved the specificity
of the interaction (n = 0.8). Deletion of the purine-rich internal
loop of the DIS (sequence DIS-A, Fig. 1C) does not significantly
affects Vif binding, neither in 200 mM KCl, nor in 300 mM
KCI. The affinity of Vif for this DIS mutant only drops about
1.2-fold compared with the wild-type DIS and the stoichiom-
etry remains close to 1:1 (Fig. 5 and Table 2). As seen previ-
ously for the TAR-GAGA mutant, a loss in the negative binding
enthalpy is compensated by a positive entropic contribution for
this DIS-A sequence. Experiments performed on the DIS-GAGA
sequence revealed more significant differences in Vif binding.
In conditions based on 200 mM KCl, a 2-fold loss in affinity
was observed. In higher salt concentration, it was not possible to
properly fit ITC corrected injection heats using a single site bind-
ing model used for all other ITC data (Fig. 5), suggesting a more
complex protein binding.
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Figure 3. ITC profiles for the titration of HIV-1 Vif on the HIV-1 TAR27 stem-loop and mutant TAR sequences at 30°C and in presence of 200 or 300 mM
of KCl. Each heat burst curve is the result of a 1.5 or 2.0 pl injection of 200 wM Vif in a 15 wM RNA solution. The corrected injection heats were derived
by integration of the ITC profiles and were fitted with a one site binding model. “n.a.” denotes “not applicable” since no binding was observed.

Table 2. Summary of binding parameters derived from ITC measurements for Vif binding to HIV-1 TAR and DIS wild-type and mutant sequences

Somwka OIS
N 1.1 0.8
AH (kcal/mol) 9101 771%0.1
AS (cal/mol/deg) 2.9 74
K, (nM) 633  177+21

DIS-A

1.0

-8.0+
0.1

6.3

75+9

DIs-

N.d. denotes “not determinable” since accurate values could not be obtained.

GAGA TAR-WT
0.7 1.1 n.d. 0.8
71+ -10.6
-59+0.1 01 n.d. 0.2
11.0 8.3 n.d. -3.8
20t16 21t L4 1s9:20
10
RNA Biology

0.9

-8.4

+0.1

2.2

286

+22

TAR- TAR-
GAGA AUCU
0.7 1.4 2.0 n.d.
-8.9+ 7.2+
0.1 -71+£0.2 0.2 n.d.
1.3 5.2 3.5 n.d.
1070 +
198 £ 13 606 + 81 122 n.d.
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In order to understand the role of the DIS E.coli 23S rRNA
loop dimerization in Vif binding, we tested Sarcin/Ricin loop (SRL)
the protein interaction on a DIS loop mutant
with a U275C mutation that prevents self- Time (min) Time(min)
dimerization (sequence DIS 23 U275C, Fig. ? 0 i 2 hd T B
1C). In addition, this mutant is deprived of 0104 T oood ]
the lower part of the DIS stem, including 000 '\F‘JLL \ ] - ]
the purine-rich internal loop that is dispens- 8 8
able for Vif binding as shown previously. In 7 0101 KCl 200mM 3 0% ]
conditions with 200 mM KCl, the obtained = ol 30°C 1 = 0064 i
ITC binding profile is quite similar to the ' -0.08 .
one observed with the DIS-GAGA mutant: a R e o0l
slight increase in the stoichiometry (n = 1.2) y ' L
together with a ~2-fold drop of the affinity g - 5 . Kl 30°0mM
constant (Fig. S1 and top). In presence of 300 -t mEEmARREaNe s E' pEes 30°C
mM KCI, the affinity decreased to 1.3 pM, “2 "00: - == " -
highlighting the role of electrostatic interac- E 500+ 1 £ 2004 ™ L '_"-.' .
tions in the Vif/DIS U275C interaction. We § S
also noticed that ITC data collected with 10,00 Ay =
this DIS mutant were rather noisy (Fig. S1 000 1-|§jlola:'.5Ratizo 2 e o0 05 1o 15 _210 25 30
and top), which might suggest some aggrega- Molar Ratio
tion of protein/RNA complexes. Finally, to
evaluate a possible binding of Vif to the DIS Figure 4. ITC profiles for the titration of HIV-1 Vif on the E. coli 23 S rRNA Sarcin/Ricin Loop at
stem, we used a DIS A272U/AG273 mutant 30°C and in presence of 200 or 300 mM of KCI. Each heat burst curve is the result of a 1.5 or 2.0
(Fig. 1C). Because of the perfect Comple— el inje;tion (?f 200 p,M Yifin a 15 .M RNA solutif)n. Data could not be ﬁt.ted l.Jsing bir?dirTg mod-
mentarity of the eight-nucleotide loop, this els available in the Origin ITC software and are likely relevant of unspecific Vif/RNA binding.

sequence forms a 22 base-pairs duplex in vitro

instead of a loop-loop complex (Fig. S1). In a buffer containing
200 mM KCI, Vif binds rather tightly to this sequence since we
observed only a ~2-fold loss in affinity compared with wild-type
DIS, however with a substantial increase in the stoichiometry
(n = 1.6). As observed previously for the DIS U275C mutant,
the Vif affinity for the DIS A272U/AG273 mutant was severely
affected in presence of 300 mM KClI (K, = 0.7 pM).

It thus appears that Vif behaves quite similarly with DIS
A272U/AG273 and DIS U275C, i.e., in DIS sequences where the
7-base-pair upper part of the stem is preserved. A detailed look in
the binding thermodynamics of the Vif-DIS A272U/AG273 and
Vif-DIS U275C interactions in 200 mM KCl (Fig. S1) reveals an
important loss in the binding enthalpy (AH = -5.0 and -4.3 kcal/
mol, respectively) compensated by an important gain in binding
entropy (AS = 15.4 and 17.1 cal/mol/K, respectively) compared
with binding to the wild-type DIS kissing-loop complex. This
suggests that Vif binds the wild-type DIS and mutant sequences
using slightly different binding mechanisms, likely mixed hydro-
phobic and electrostatic interactions on the wild-type DIS, but
mostly electrostatic interactions in DIS loop mutants since bind-
ing is more sensitive to monovalent salt concentration.

We therefore conclude from this series of Vif/DIS experi-
ments that Vif interacts both with the DIS loop-loop helix
and the 7-base-pair stem adjacent to the loop, but not with the
purine-rich internal loop. An increase in salt concentration only
moderately affects Vif binding to the DIS wild-type and DIS-A
sequences, but more severely the binding to DIS-GAGA, DIS
UC275 and DIS A272U/AG273 mutants, i.e., all sequences
affecting the loop-loop complex integrity but preserving the
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7-base-pair stem (Fig. 5 and Table 2). As a consequence, Vif
likely binds the DIS kissing-loop mostly through hydrophobic
interactions and the 7-base-pair stem through electrostatic inter-
actions. Because A272 and G273 are observed in an extrahelical
conformation in crystal structures of the DIS kissing-loop com-
plex,®? we can hypothesize that they are involved into stacking
interactions with some Vif tryptophan residues. Furthermore,
because of structural similarities between the DIS kissing-loop
complex and DIS extended duplex forms,® %4 which is putatively
present in mature virions and obtained after isomerization by the
NCp7 protein,®¢°
cally interact with this form of the DIS dimer.

we can anticipate that Vif should also specifi-

Discussion

Here we show using Isothermal Titration Calorimetry that Vif
specifically binds HIV-1 TAR stem-loop and DIS kissing-loop
complex. Using a set of TAR and DIS mutants, we elucidated
RNA determinants of Vif interaction to both sequences.

We found that Vif primarily recognizes the TAR UCU lateral
bulge, which appears to be essential for the protein binding. The
TAR apical loop might play a secondary role in the Vif binding
since it contributes positively, but moderately, to the interaction.
Interestingly, it is well-established that the TAR UCU lateral
bulge is recognized by an arginine-rich RNA-binding motif of
the HIV-1 Tat protein,8 another small regulatory basic pro-
tein. This Tat/TAR interaction is essential for Tat-dependent
transcriptional activation.” Several low molecular-weight com-
pounds have been reported to block the Tat/TAR interaction in
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be obtained using a single site binding model.

Figure 5. ITC profiles for the titration of HIV-1 Vif on the HIV-1 DIS loop-loop complex and mutant DIS sequences at 30°C and in presence of 200 or
300 mM of KCI. Each heat burst curve is the result of a 1.5 or 2.0 pl injection of 200 M Vif in a 15 uM RNA solution. The corrected injection heats were
derived by integration of the ITC profiles and were fitted with a one site binding model. N/A. denotes “not applicable” since accurate values could not

vitro and in infected cells with inhibition constants in the low
nanomolar-range by competing with Tat for binding to the TAR
UCU bulge.”*”® We can therefore postulate that such compounds
should also interfere with the binding of Vif to TAR (Fig. 6A).
This hypothesis however remains to be tested.

Regarding the DIS RNA, our results show that Vif interacts
both with the loop-loop helix and the 7-base-pair stem adjacent
to the apical loop. Interestingly, it was shown that this stem is
important for APOBEC3G binding to the viral RNA* An
attractive hypothesis is therefore that Vif could compete with
APOBEC3G for binding the DIS, thus physically excluding
the antiviral factor from packaging (Fig. 6B). Finally, we have
previously shown that some 4,5-disubstituted aminoglycoside
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antibiotics specifically and tightly bind DIS dimers through
interactions with the loop-loop helix and stem.””>78 We therefore
plan in a next future to investigate a putative interference of such
aminoglycosides on the Vif/DIS interaction.

Materials and Methods

Expression and purification of recombinant Vif. A polymerase
chain reaction (PCR) on the pcDNA-HVif vector encoding
the full-length HIV-1 NL4-3 Vif protein” was used to amplify
the Vif gene and to insert Ndel and BamHI restriction sites at
the extremities. The digested PCR product was then inserted
between Ndel and BamHI sites into the bacterial expression
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plasmid pnEAtH®* encoding a 6-His tag followed by a
thrombin cleavage site, leading to a Vif construct contain-
ing a histidine tag and a protease cleavage site fused with
the Vif N terminus (MGS SHH HHH HSS GTG SGL
VPR GSH-Vif). The sequence of the Vif protein used is
shown on Supplemental Figures. These plasmids pnEAtH-
Vif were used to chemically transform E. coli Rosetta 2
strains. Production of Vif proteins was induced in LB liquid
medium by addition of 0.5 mM IPTG to log phase bacterial
culture (OD 600 nm = 0.5-0.6). After 4 h at 37°C bacteria
were harvested by centrifugation at 4,000 g during 15 min
and and lysed by an overnight stirring at room temperature
in the denaturing buffer (6 M guanidine Hydrochloride,
100 mM sodium phosphate, 50 mM Tris, pH 8.0). Cellular
debris were separated by centrifugation at 100,000 g during
1 h at 4°C and the cleared lysate was loaded onto a Ni-NTA
agarose column. The column was washed with the lysis
buffer and elution was performed by applying 25 ml of the
same solution at decreasing pH values (pH 6.5, pH 6.0, pH
5.8, pH 5.5 and pH 5.0). The Vif containing fractions were
identified on a 12% SDS-PAGE, pooled and the volume
was completed to 50 ml (-0.3 mg ml" of Vif) using elution
buffer. The protein was renaturated by successive dialysis
for 1 h at 4°C against 500 ml of a buffer containing 50
mM MOPS pH 6.5, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM
dithiothreitol and decreasing guanidium chloride concen-
trations (3.0 M, 1.5 M, 0.75 M, 0.42 M, 0.21 M and finally
0 M). The protein was then concentrated to ~5 mg ml"' on
an Amicon Ultra-10 and stored at -80°C. Stock solutions

A .,\TAR @ "\TAR
il

B @ APOBEC3
\ -

SL2

W SL3
ﬂ AUG

SL1=DIS

Figure 6. Consequences of our results for Vif-RNA interactions. (A) The HIV-1
Tat protein is known to bind the TAR lateral bulge. Small molecules are known
to prevent this binding by inhibiting the Tat binding. Since Vif also recognizes
the TAR lateral bulge, we anticipate that such Tat/TAR inhibitors could also
prevent Vif binding to TAR. (B) Scheme showing that Vif could reduce APO-
BEC3 binding to the viral genome by competing for the DIS sequence.

were centrifuged at 100,000 g for 1 h immediately prior

to use. The molecular mass of the purified protein was checked
by mass spectrometry (Calculated mass: 25,035 Da, Observed
mass: 25,036 Da, see Fig. S3A) and the identity of the protein
was assessed by peptide mass fingerprinting (PMF, sce Fig. S3B).
The purified protein was > 95% pure based on SDS-PAGE analy-
sis (Fig. S4).

Prior measurements, Vif was dialysed in either the ITC buffer
(50 mM MOPS pH 6.5, 200-300 mM KCI, 2 mM MgCl,, 10%
glycerol, 1 mM dithiothreitol) or the CD buffer [50 mM MOPS
pH 6.5, 150 mM NaCl, 2.5% glycerol, 1 mM tris(2-carboxy-
ethyl) phosphine]. The protein was then concentrated to 100 uM
for CD and 150-280 pwM for ITC measurements. All buffers
were argon-degased.

Mass spectrometry. Protein samples were dialyzed against
200 mM ammonium acetate and subsequently diluted in 1:10
water acetonitrile (v/v) mixture acidified with 1% formic acid
to achieve a concentration of 0.3 M. Mass spectrometry was
performed on an ESI-TOF mass spectrometer Q-TOF micro
(Waters, MA USA). Calibration was achieved in the positive ion
mode, using denatured horse heart myoglobin (Sigma), using
denatured horse heart myoglobin (Sigma). For PMF analysis, Vif
(10 wl, 5 mg ml") was digested with trypsin (1 wl, 10 ng pl') in
native conditions in 50 mM ammonium carbonate for 30 min at
37°C. Data were collected on an Autoflex IIl MALDI-TOF mass
spectrometer (Bruker).

www.landesbioscience.com

Light scattering experiments. Dynamic Light Scattering (DLS)
was performed using a Zetasizer Nano S (Malvern). Static Light
Scattering (SLS) was performed on a Dynapro Nanostar (Wyatt
Technology Europe). For DLS experiments, protein sample was
adjusted to 200 pM in the buffer 50 mM MOPS, pH 6.5, 150 mM
NaCl, 0-10% glycerol, 1 mM dithiothreitol. For SLS experiments,
a 0.1 mg ml" protein concentration was used in the same buffer
containging 5% glycerol. Sample temperature was maintained
at 30°C. Fluctuations of the scattered intensity due to Brownian
motions were recorded at microsecond time intervals. An autocor-
relation function was derived, thus leading to the determination of
diffusion coefficients. Assimilating proteins in solution to spheres,
diffusion coefficients were related to the hydrodynamic radius of
the particles, R, via the Stokes-Einstein equation:

D =k, T/6mmR,

where k, is the Boltzmann constant, T the temperature, m the
solvent viscosity and D the translational diffusion coefficient.
All experimental data were corrected for solvent viscosity using
an AMVn automated micro viscosimeter (Anton Paar) and for
refractive index using an Abbé refractometer. Data were analyzed
using DLS analysis software (Malvern).

Circular dichroism. Vif protein sample was prepared

in 50 mM MOPS, 150 mM NaCl, 2.5% glycerol, 1 mM
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tris(2-carboxyethyl) phosphine, at a concentration of 100 wM
and diluted again in the same buffer prior to the experiment at a
final concentration of 25 WM. Far-UV CD measurements were
performed with a J-850 Jasco spectropolarimeter equipped with
a Peltier temperature controller and calibrated with ammonium
d-10 camphorsulfonate. Spectra (186260 nm) were measured at
30°C, with a constant bandwidth of 1 nm and a 3-5 sec integra-
tion time using a quartz cell of path length 0.1 mm. Spectra were
averaged over ten scans and corrected for buffer contributions.
Quantitative estimations of the secondary structure contents
were performed using Dichroweb® and the reference CDSSTR
database 4 containing the CD spectra of 43 soluble proteins rang-
ing from 190 to 240 nm..

RNA sample preparation. Chemically-synthetized wild-type
HIV-1 subtype B 27-mer TAR RNA, HIV-1 subtype A 35-mer
DIS RNA, 27-mer Sarcin-Ricin Loop (SRL) from the E. co/i 23 S
rRNA, as well as TAR and DIS mutant sequences were purchased
from Integrated DNA technologies or from Dharmacon. RNA
were purified as described in reference 82. In short, RNA was
loaded on a Nucleopac PA-100 column (Dionex) heated at 70°C
equilibrated in 4 M urea, 20 mM Mes [2-N(-Morpholine) eth-
ane sulfonic acid], pH 6.2 and eluted using a NaClO, gradient.

DIS kissing-loop complexes were obtained as follows: RNA
was diluted to 2 WM concentration in water, heated at 90°C
for 5 min and then cooled on ice for 5 min. As shown previ-
ously, this protocol essentially leads to the formation of DIS
loop-loop dimers and prevents the formation of extended duplex
dimers.®3% A similar protocol was performed for folding of TAR
and SRL hairpins. DIS-A272U/AG273 was diluted to 60 uM
in water, heated at 90°C for 5 min and then cooled at room
temperature. This protocol was used in order to favor the forma-
tion of a duplex instead of hairpin monomers. Folding buffer
(50 mM MOPS pH 6.5, 200 mM KCI, 2 mM MgCl,) was then
added and RNA samples were dialysed against ITC buffer (50
mM MOPS pH 6.5, 200-300 mM KCl, 2 mM MgClL, 10%
glycerol, 1 mM dithiothreitol) and adjusted to a final concentra-
tion of 15 WM.

Isothermal titration calorimetry (ITC). ITC measurements
were performed on a MicroCal ITC, | (GE Healthcare) in ITC
buffer containing 200 or 300 mM KCI. In a typical experiment,
27 injections of 1.5 pl aliquots of Vif protein at 150-280 pM

were injected (at 0.5 wls?) into 203 pl of RNA at 15 pM in the
sample cell. The delay between injections was 120 sec. All ITC
curves were analyzed using the software Origin (OriginLab). All
data could be fitted with a single-site model. Standard free ener-
gies of binding (AG) were obtained using the equation

AG =-RT In Ka
Entropic contributions were obtained from the relationship
AG=AH-TAS

In our experimental conditions, the product Ka x [RNA] x
N, where N is the number of binding sites, was in the 0.1-1,000
range, allowing an accurate and simultaneous determination of
binding parameters by ITC.>® Because of a too fast Vif-RNA
binding, it was not possible to use our recently-developed 4:in/7C
approach to derive kinetic parameters of binding in addition to
thermodynamic data.®
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RESULTATS & DISCUSSIONS PARTIE 2

RESULTATS PARTIE 2 : RECONSTITUTION DU
COMPLEXE VIF/APOBEC3G EN CELLULES
BACTERIENNES E. COLI

I. Introduction et objectifs

Vif diminue le niveau d’APOBEC3G/F dans les particules virales, limitant ainsi leur action
antivirale comme il a été décrit dans I’introduction. Le mode d’action de Vif a été étudié et il est
aujourd’hui bien connu. Vif entraine la diminution du taux d’A3G cellulaire sous différentes maniéres
mais dans ma thése je m’intéresserai plutdt a la dégradation d’APOBEC par la machinerie du
protéasome 26S suite a sa liaison avec Vif et le recrutement du complexe de I’E3 ubiquitine ligase.
Cette voie d’inhibition d’A3G présente une piste thérapeutique trés importante contre le VIH-1, mais
pour cela une élucidation des détails des interactions entre Vif et APOBEC3G/F serait indispensable.
En effet, et pour accéder a cet objectif, une détermination de la structure cristallographique du
complexe de la E3 ubiquitine ligase formé de CBFB-Vif-EloB-EloC-Cul5-A3G/F serait d’une grande

priorité.

Au cours des années précédentes, de nombreux sites de liaison d’A3G et A3F ont été¢ mis en évidence
sur Vif. On sait aujourd’hui qu’A3G/F se lie préférenticllement au domaine N-terminal de Vif,
domaine de liaison a I’ARN. Parmi ces sites de reconnaissance on cite le motif ““YRHHY* de Vif qui
est important pour la liaison d’A3Get le motif "DRMR' pour la liaison d’A3F. Les nombreuses
études réalisés sur le complexe Vif/A3 ont montré que les interactions entre ces deux protéines sont
plutdt de nature électrostatique et que le N-terminal d’A3G/F est principalement impliqué dans
I’interaction avec Vif. Les hypotheses et les études peuvent élucider beaucoup de ces mécanismes de
reconnaissance mais néanmoins seule une structure du complexe formé entre Vif et A3G ou A3F

permettrait de comprendre cette interaction.
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II. Stratégie

La découverte du role majeur joué par le facteur de transcription CBF3 en 2012 représente une
étape clé dans les recherches menées sur la protéine Vif. Le complexe Vif/CBFp permet la
stabilisation de la protéine Vif au sein du complexe de I’E3 ubiquitine ligase et permet son expression
de facon soluble dans la souche bactérienne E. coli et en quantité adéquate avec les études

biochimiques [158, 165, 235].

Depuis cette découverte, les efforts se sont multipliés afin de résoudre la structure du complexe
Vif/CBFB/EloB/EloC/Cul5/A3G/F. Réussir a obtenir la protéine Vif soluble est en effet essentiel afin
de conduire des analyses structurales telles que la cristallographie, RMN, cryo-microscopie
électronique, etc. Produire la protéine en la dénaturant puis la renaturant comme décrit dans la partie 1
des résultats rendait extrémement diffficle la tache de cristallisation, vu que Vif oligomérise puis

s’agrege, ce qui représente une énorme limitation pour la cristallogenese.

A cette étape de ma these, la structure cristallographique du complexe Vif-CBF-EloB-EloC-Cul5
n’était pas encore connue et mes efforts étaient donc concentrés sur 1’obtention de ce complexe en vue
d’en résoudre la structure. La cristallisation de ce complexe avec A3G/F constituait le but ultime de
ma these. Plusieurs étapes étaient nécessaires pour arriver a cet objectif, dont ’optimisation des

conditions d’expression, de la purification et d’association de ce complexe dans E. coli:

1- Clonage des genes dans des vecteurs d’expression et de co-expression
2- Tests d’expression et de co-expression

3- Optimisation des conditions d’expression et de purification

4- Former le complexe in vivo ou in vitro

5- Evaluer la qualité des protéines par des études structurales

6- Tests d’activité d’A3G

7- Tests de cristallisation
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III. Résultats

A.APOBEC3G/F

Le domaine N terminal d’A3G/F est responsable de |’interaction avec la protéine Vif alors que
le domaine C-terminal est responsable de I’activité catalytique. Vu le manque de données structurales
concernant les protéines A3G/F, une surexpression des protéines entieres ainsi que les domaines N et
C terminaux séparés était nécessaire pour des études de cristallisation et des études structurales. Une
fois les protéines exprimées, une évaluation de la pureté et du repliement correct des protéines sont
réalisés, ainsi qu’un test d’activité montrant que les protéines sont bien fonctionnelles. D’autre part, il
était aussi important d’étudier les aspects thermodynamiques de I’interaction entre APOBEC et la

protéine Vif.

La deuxiéme partie de ma thése consistait en la réalisation de tests de co-expression entre Vif et

APOBEC afin d’obtenir ce complexe pure et le cristalliser.

1. Caractérisation de APOBEC3G-CD2

a. Expression et purification de hA3G-CD2

Le domaine C-terminal d’A3G responsable de ’activité de déamination de I’ADN viral a été
cloné dans le vecteur pGex 1’exprimant en fusion avec la GST en N-terminal et un site de clivage a la
protéase Prescission (GE Healthcare). Des cellules Rosetta2 ont été transformées par ce vecteur. Une
fois les cellules lysées et le surnageant isolé, nous I’ajoutons a la solution de billes d’agarose
préalablement resuspendues avec du tampon APOBEC (Tableau 16). Les billes d’agarose sont
couplées avec le glutathion. Apres centrifugation, le culot va contenir les billes liées a la GST qui est
liée a la protéine recherchée. Les autres protéines se trouveront dans le surnageant. Nous avons pu
obtenir 6 mg de protéine pour 2 | de culture. Les analyses en spectrométrie de masse réalisées
(effectuées par Philippe Wolff au sein de 1’équipe) ont confirmé 1’identité de la protéine. La GST a pu
étre clivée de la protéine par I’addition de la Prescission 16h a 4°C (Fig. 65 piste +Pre). Pour améliorer
la pureté de la protéine, une purification sur tamis moléculaire avec une colonne Superdex 75 a été
réalisée et les fractions les plus pures, contenant le moins de contaminant selon le gel SDS, sont
regroupées (Fig. 66). La protéine CD2-hA3G a été produite en grande quantité dans I’objectif de tester

son activité et de réaliser une étude cinétique par ITC.
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EB C S FT E +Pre CD2-A3G

GST-A3G-CD2

GST

< A3G-CD2

Figure 65 : Purification d’A3G-CD2 sur colonne d’affinité. Le gel SDS-PAGE montre que la protéine A3G est
bien exprimée en fusion avec la GST. Aprés addition de la protéase PreScission, la GST a été clivée et on
récupéere A3G-CD2 avec encore un peu de contaminant.

A B Mumero des Frackions
i - e . 11 12 13 14 Avt purif

A3G-CD2
(20 KDa)

_..,-"_‘\___;-u.__\___,__.-»-/ﬁ

pdebodedel Fefilo bk ol o obof i of o fie ) of

Figure 66 : Purification de A3G-CD2 par tamis moléculaire.

A : chromatogramme représentant I’évolution de la DO en fonction du volume d’élution B : Gel SDS-PAGE
montrant les différentes fractions contenant hA3G-CD2. Le pic d’absorbance apparait des fractions 11 a 14
(courbe bleue). Le gel montre que les fractions 12 a 14 sont relativement pures en comparaison a la protéine
avant purification (dernier puits).
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b. Caractérisation biophysique de hA3G-CD2

Afin d’étudier les aspects thermodynamiques de 1’interaction entre A3G-CD2 et la protéine
Vif purifiée dans des conditions dénaturantes, il était indispensable d’évaluer la qualité de
I’échantillon pour les mesures d’ITC. Ces études ont été réalisées sur la protéine A3G encore
fusionnée avec la GST. Des mesures en DLS (Fig. 67) ont montré que la protéine purifiée CD2-A3G
fusionnée avec la GST est monodisperse et sans agrégats avec un diametre hydrodynamique de 11 nm.
Etant donné que les structures de ce domaine d’A3G et de la protéine GST sont connues, il est
possible d’estimer le diamétre total de la protéine de fusion. La GST formant un dimére en solution (la
dimérisation s’effectuant par les deux extrémités C-terminales), nous pouvons estimer que le dimere

GST-CD2-A3G aura un diametre de 11.2 nm (Fig. 67), ce qui est parfaitement cohérent avec le
diametre hydrodynamique observé en DLS.
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Figure 67 : Analyse de CD2-A3G par DLS. Les résultats de 3 mesures a 1 mg/ml de GST-CD2-A3G sont présentés

(par répartition en intensité ; les agrégats visibles sur deux courbes ne sont donc pas significatif ni en masse, ni
en nombre). Insert : Modéle de dimérisation de GST-CD2-A3G.
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c. Test d’activité de hA3G-CD2

Ce test consiste a vérifier que le domaine hA3G-CD2 posseéde bien une activité cytidine
désaminase (Matériels et Méthodes §II-H). Pour cela la protéine va étre mise en présence d’'un ADN
substrat qui contient le motif CCC, motif cible pour la désamination. Ainsi si hA3G-CD2 est active
elle sera capable de convertir le motif CCC en motif CCU. L’apparition de 2 pics sur le
chromatogramme signifie que ’UDG a bien reconnue et excisé une Uracyle dans le motif CCU,
générant une coupure du brin apres traitement alcalin. D’apres ce test, la protéine produite s’est avérée
active dans du tampon contenant du zinc puisque elle était capable de désaminer ’ADN (Fig. 68C).
Les controles positifs et négatifs ont été aussi réalisés (Fig. 68A-B). Par contre, I’activité d’A3G était
trés minimale en absence de zinc. A3G est une protéine a doigts de zinc, il est possible qu’une partie
des protéines aient perdues le zinc dans un tampon ne contenant pas ce cation, et soient donc inactives.

La présence de zinc dans le tampon permet le repliement correct d’A3G et restaure donc son activité

catalytique.
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Figure 68 : Chromatogrammes montrant 'activité de
hA3G CD2.
A : chromatogramme obtenu pour le contrdle négatif. B
‘ : Chromatogramme obtenu pour le contréle positif. C :
chromatogramme obtenu pour le test effectué sur
hA3G CD2.
1 1 La fleche noire montre le pic correspondant a I’ADN
‘ intact ; les fleches rouges montrent les deux fragments
‘ ’ d’ADN obtenus aprés que I'UDG et le traitement alcalin
A ‘3 ¥ A aient clivé I’ADN contenant le motif CCU.
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d. Caractérisation des interactions Vif/CD2-A3G

D’apres la littérature, le domaine CD1 de A3G est nécessaire a ’interaction avec Vif ex vivo,
mais aucune étude in vitro n’a porté sur de possibles interactions Vif/CD2-A3G. Disposant de grandes
quantités de chaque protéine, nous avons utilisé la microcalorimétrie ITC afin de tester cette
interaction. L’expérience a été réalisée a 15°C en ajoutant Vif (200 uM) dans CD2-A3G (20uM).
Malgré un signal tres faible et bruité, la courbe de titration montre clairement une interaction
faiblement exothermique (AH = -6.2 kcal/mol) entre les deux protéines, avec un Kd de 164 £ 58 nM
dans nos conditions expérimentales (Fig. 69). Pour vérifier que I’interaction observée ne provient pas
d’un artefact d’interaction entre la protéine de fusion GST et Vif, nous avons réalisé la méme
expérience dans les mémes conditions expérimentales mais cette fois en ajoutant Vif (200uM) dans la
GST seule (20 uM). Il n’y a pas d’interaction entre ces deux protéines. Ce qui nous permet de conclure
que le domaine CD2 d’A3G responsable de 1’activité catalytique pourrait interagir également avec la

protéine Vif. Ceci reste un résultat préliminaire qui mérite d’étre confirmé par une étude approfondie.
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D.1D
.05 |
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-
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e i Figure 69 : Caractérisation de linteraction CD2 d’A3G
i - : avec Vif. Malgré un signal bruité di a une variation
000 - ~ =% . d’enthalpie tres faible, les résultats obtenus en ITC a
= 15°C suggerent que le domaine CD2 de A3G interagit
% 2,00 - 4 avec Vif avec une affinité sub-micromolaire
s
@
o -4.00 - E
2
S
¥ -6.00 - -
UIJ 0.'.5 I.lﬂ 1.]5 20
Molar Ratio
N 0,431
Kd 164 £ 58 nM
AH -6.2 kcal/mol
AS 9,67 cal/mol/deg
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2. Caractérisation de APOBEC3F-CD2 [132, 175]

Le domaine C-terminal d’APOBEC3F est insoluble dans E. coli et ne peut donc étre produit
pour des études structurales. A3F-CTD partage des motifs structuraux avec des portions d’A3G-CTD,
A3C et A2. Les résidus identifi€és importants pour la dégradation d’A3F dépendante de Vif se situent
dans une région chargée négativement a la surface d’A3F-CTD. Apres alignement avec A3G-CD2,
une construction soluble du domaine C-terminal d’A3F a été congu en effectuant des mutations au
niveau de la séquence en comparant avec A3G-CTD soluble sans affecter I’activité de la protéine.
Plusieurs étapes de mutagenese ont donné lieu a 11 substitutions d’acides aminés dans A3F gs.375. Ce

variant d’A3F était soluble et sa structure a été déterminée par cristallographie [132, 175].
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Figure 70 : Schéma de la délétion N-terminal et les substitutions des acides aminés effectués au niveau d’A3F
Wildtype afin de produire la chimere soluble A3F185-373-11x.

Avoir une protéine A3F-CDT soluble était tres intéressant pour mon projet afin de réaliser la co-
expression in vivo et in vitro entre le complexe Vif-CBFp-EloB-EloC soluble et ce domaine d’A3F
pour cristalliser et résoudre la structure du complexe. De plus, la surexpression de A3F-CD2c¢ pourrait
servir pour des expériences d’ITC avec le complexe de Vif afin d’identifier les paramétres

thermodynamiques et cinétiques de cette interaction.

a. Expression et purification de hA3F-CD2chimere
Apres le clonage de ce mutant dans le plasmide pneaTH ayant un His-tag en N-terminal de la
séquence codante et un site de clivage a la thrombine, I’expression de la protéine a ét¢ induite par
PIPTG a 25°C sur la nuit. La protéine a été purifiée en premier lieu sur une colonne Nickel puis sur
tamis moléculaire (Superdex75). Le tampon utilisé contenait 50 mM Tris pHS, 300 mM NaCl. J’ai

réussi a obtenir 20 mg de protéine pour 4 litres de culture.
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Pour les expériences d’ITC, A3F-CD2c a été dialysée contre le méme tampon du complexe de Vif : 50

mM HEPES pH 7.5, 500 mM NacCl, 10% Glycérol, 1 mM DTT.

His-A3Fct
24 KDa

lololslidbul bbb bl bl b bl bl lolednlolsflalelaolel
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Figure 71 : Purification de A3F-CD2chimeére par tamis moléculaire

A : chromatogramme représentant |’évolution de la DO en fonction du volume d’élution B : Gel SDS-PAGE
montrant les différentes fractions contenant hA3F-CD2c. Les fractions correspondant au pic d’absorbance
(courbe bleue) ont été collectées. Le gel montre que les fractions sont pures.

b. Test d’activité de hA3F-CD2c

Le méme test d’activité que vu précédemment a été effectué sur la protéine A3F-CD2c
purifiée afin de vérifier que le domaine C-terminal chimere d’A3F posséde bien une activité

désaminase.

Nos résultats ont montré que la protéine n’était pas active. Ceci a probablement affecté les analyses
ITC effectués entre le complexe Vif-CBFB-EloB-EloC (20 uM) dans la cuve et la protéine A3F-CD2c¢c

(200 uM) dans la seringue. Nous n’avons pas réussi a mettre en évidence une interaction.

L’absence d’interaction entre le complexe de Vif et la chimere d’A3F-CD2 pourrait s’expliquer par le
fait que la protéine produite n’est pas active et pourrait donc étre repliée de maniere incorrecte, ce qui

empécherait son interaction avec Vif.

Les résultats de co-expression avec Vif-CBFB-EloB-EloC seront montrés dans les paragraphes

suivants.
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3. Recherche de constructions solubles d’APOBEC3 par criblage haut débit

Notre recherche par la technique ESPRIT (Matériels et Méthodes III) a été focalisée sur
I’obtention de constructions correspondant au domaine CD1 d’hA3G et d’hA3F, ou au domaine CD2
d’hA3F. Des délétions unidirectionnelles en C-terminal (I’extrémité N-terminale étant donc fixe) ont
été effectuées sur les deux protéines completes ainsi que sur une version tronquée des 12 premiers
acides aminés en N-terminal, ceci afin de donner plus de variabilité au systeme. De plus, des délétions
unidirectionnelles en N-terminal ont également été effectuées sur hA3F (Fig. 72). Un total de 9216
clones a ainsi été obtenu et testé sur une matrice de colonies (Fig. 73), laissant apparaitre un certain
nombre de clones positifs, c'est-a-dire dont les deux extrémités semblent correctement repliées.
Finalement, les 96 constructions donnant le meilleur résultat sont isolées et exprimées dans 4 ml de

milieu de culture et purifiées par affinité sur une colonne NiNTA.

—
hA3G _ﬁ

} 3840 clones
¢ ’ Figure 72 . Schéma de I'expérience
hA3G-ANter D2 T
ESPRIT que nous avons réalisé,

indiquant le nombre de clones

— .
hA3F _ﬁ obtenus pour chaque construction.
} 3456 clones
—
hA3F-ANter
—_—
hasF C_ ) | 1920 clones

9216 clones
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Figure 73 : Exemple de matrice de colonies obtenues pour le criblage des constructions d’APOBEC3F et
APOBEC3G. La Figure du haut montre les images de la matrice de colonies scannée pour rechercher un
repliement correct de la partie C-terminale (signal vert si présentation correcte du peptide accepteur de biotine
— BAP scan) et N-terminale (signal rouge si présentation correcte de I'étiquette histidine — His scan). En bas est
représentée une vue détaillée de la matrice avec a droite le signal composite généré par la superposition des
signaux rouge et vert. Une construction correctement repliée doit étre positive dans les deux canaux et
apparaitre donc en jaune sur ce signal composite.
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Figure 74 : Exemple de résultats d’expression de constructions issues du criblage ESPRIT pour la recherche d’un
domaine soluble du CD2 d’hA3F (a gauche) et du CD1 d’hA3F (a droite) analysées sur un gel SDS. Les fleches
rouges indiquent des constructions solubles.

Les constructions sont ensuite analysées sur un gel SDS PAGE (Fig. 74). Les résultats obtenus mettent
en évidence des constructions solubles correspondant a des domaines de 12 a 20 KDa du CD2
d’hA3F, ce qui représente des domaines inférieures a ce nous attendions. Concernant le CD1 d’hA3G,
les résultats ont montré des domaines solubles de 22 a 25 KDa mais a une treés faible expression. Ces
données ne nous ont pas permis d’aller plus loin et nous avons donc cherché d’autres solutions pour

les expressions d’APOBEC de fagon soluble dans E. coli.

4. Expression d’APOBEC dans les cellules ArcticExpress

Ce travail a été effectué avec Cyrielle Silva da Veiga, ingénieure d’étude au sein de notre
équipe. Cyrielle avait cloné Le domaine CD1 et CD2 de A3F et A3G dans le vecteur Pgex6P1 qui
porte une GST en N-terminal. De méme, des domaines N-terminaux tronqués de 27 Acides aminés
d’A3G et A3F. L’expression et la solubilité de ces 5 protéines ont été testées dans des cellules
BL21(DE3)RIL et des cellules ArcticExpress (Agilent technonolgies). Cette souche surexprime des
protéines chaperonne de 1’organisme psychrophile Oleispira antartica a basse température (12°C) ce
qui permet d’améliorer le repliement de certaines protéines. Les protéines ont été purifiées sur des
billes de gluthation et la GST ensuite clivée par addition de la protéase PreScission. Une deuxiéme
étape de gel filtration a permis de mieux purifier la protéine mais n’a pas servi pour la séparation de la
chaperonne liée trop fortement aux protéines d’intéréts. Les tests d’expression et de solubilité dans les

cellules BL21(DE3)RIL n’ont pas permis d’obtenir des fragments solubles alors que dans les cellules
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ArcticExpress on a pu obtenir une petite fraction soluble pour les fragments A3F CD1 , A3F CD2 et

hA3G CD1 (Fig. 75) et leur présence dans le surnageant a été confirmée en spectrométrie de masse.

Dans les dépots effectués pour le test d’expression et de solubilité de hA3F-CD1, une protéine de taille
comprise entre 50 et 75 KDa est exprimée apres induction. Elle est également présente dans le culot et
pourrait correspondre a notre protéine qui couplée a la GST a une taille de 53 KDa ; toutefois
I’intensité de la bande étant tres faible de nouveaux dépots ont été effectués avec des quantités plus
importantes de culot et surnageant (résultats non montrés) ce qui a permis de visualiser une protéine

dont Ia taille correspond a hA3F-CD1 dans le surnageant.

hA3F CD1 hA3F CD2 hA3G CD1

At Ap. C S Avt .C S Avwt Ap. C S

fe8

100
7%

Figure 75 : Gel SDS-PAGE 12% montrant les
résultats de I'expression de hA3F CD1,
hA3F CD2 et hA3G CD1 dans les cellules
ArcticExpress®

Les protéines hA3F CD1, hA3F CD2 et hA3G
CD1 en fusion avec la GST sont exprimées
dans ce type de cellules. De plus, une
partie semble étre soluble car une fraction
est retrouvée dans le surnageant.
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Le probléme majeur rencontré est 1’association de la chaperonne Cpn60 a nos protéines (Fig.76).
Plusieurs tentatives de dissociation ont été tentées en vue de se débarrasser des chaperonnes (ajout
d’ATP, de Mg, présence de 2M urée, autres colonnes de purification, etc) mais sans résultats. Nous

avons donc abandonné cette voie pour I’expression de protéine soluble.

w50
— = - Er— Cpn60 . ,
7 Figure 76 : Gel SDS-PAGE 12% montrant les résultats

de la purification en gel filtration. Les domaines N-

A3F-CDI1 terminaux d’A3G et A3F ont pu &tre obtenus solubles
(22 KDa) - 25 mais contaminés par la chaperonne Cpné0.
-—
20
A3G-CD1
(24 KDa)
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B. Vif au sein du complexe de la E3 ubiquitine ligase

Suite a la découverte relativement récente de 1’importance joué par la protéine CBF-3 pour la
stabilisation de Vif et sa fonction de dégradation d’APOBEC3G, il était trés intéressant d’appliquer la
stratégie de co-expression pour produire le complexe entier Vif/CBFB/EloB/EloC/Cul5 sans et/ou
avec APOBEC, ceci afin de le cristalliser. Ce travail a été réalisé parallelement aux tentatives
d’expression des protéines APOBEC seules. J’ai investi beaucoup de temps et de travail sur
I’expression du complexe en essayant plusieurs constructions et combinaisons pour la co-expression.
La reconstitution du complexe a été effectuée in vivo et in vitro en utilisant deux isolats de Vif pNL4-3
et HXB2 qui different de 21 acides aminés (Annexe). J’ai également utilisé deux constructions de
CBEFp : la protéine complete de 187 acides aminés, ainsi qu’une version tronquée en N-terminal de
142 acides aminés qui est suffisante pour l’interaction avec Vif [158, 165]. Outre CBF-B, j’ai
également co-exprimé et purifié le complexe EloB/EloC, lui aussi important pour la stabilisation de
Vif. La protéine Culline5 avec sa protéine chaperonne Rbx2 ont été également exprimées et purifiés

pour &tre ensuite rajoutés au complexe entier.

L’ensemble de ces constructions permet déja d’accéder a une grande variabilit¢ de complexes
possibles en combinant les différentes constructions. Ainsi j’ai réussi des quantités appréciables (2 mg
par litre de culture) des deux types de complexes Vif/CBFB/EloB/EloC sur lesquels j’ai déja réalisé de

nombreux essais de cristallisation.

1. Reconstitution du complexe in vitro

En premier lieu, je montrerai les résultats obtenus en essayant de former le complexe E3
ubiquitine ligase in vitro en exprimant et purifiant indépendamment les différentes protéines et les
différents complexes (CBFf, EloB-EloC, Cul5-Rbx2, Vif-CBFf) puis en reconstituant le complexe
apres une colonne de gel filtration . Les détails et résultats de chacune des expressions est présenté ci-

dessous.
a. Expression et purification de CBF[3

i.  CBFPFull Length
Apres une PCR pour insérer les sites Ndel/BamHI compatibles avec les plasmides de co-
expression, CBFf} a été inséré dans le plasmide pnEAtH exprimant la protéine en fusion avec un his-
tag en N-terminal de la protéine. Un site de clivage a la thrombine est inséré entre le tag et le geéne

codant pour permettre le clivage du His-tag.
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1 187
CBFB 6xHis | |

Les cellules BL21DE3RIL d’E. coli sont transformées par le plasmide pmcnEATNH exprimant les
protéines CBFf. L’induction a été réalisée 4 heures a 37°C avec 1 mM IPTG. Les cellules ont été
lysées avec 20 mM TrisHCI pH8, 150 mM NaCl, la protéine purifiée sur une colonne d’affinité puis
par tamis moléculaire. On a récupéré 5 mg de protéine pure pour 4 litres de culture (Fig. 77).

Le probleme rencontré est la dégradation de CBFBFL comme cela est visible sur le gel SDS-PAGE
(Fig. 77B). L’expérience a été répétée plusieurs fois sans pouvoir limiter ce probleme. Afin
d’identifier les régions dégradées, nous avons effectué des analyses en spectrométrie de masse sur la
bande la plus intense. La recherche a pu identifier les peptides correspondant au His-tag en N-terminal
alors que la région C-terminal de CBF3 a montré la présence de dégradations. Ce résultat n’était pas
tres étonnant, des études ayant montré que la région C-terminale de CBF[} est flexible et sujette a la

dégradation durant les purifications [158].
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Figure 77 : Purification de 6xHis-CBFf par tamis moléculaire.

A : chromatogramme représentant I’évolution de la DO en fonction du volume d’élution B : Gel SDS-PAGE
montrant les différentes fractions contenant CBFp.

Le pic d’absorbance apparait des fractions 10 a 12 (courbe bleue). Le gel montre que les fractions 10 a 12 sont
relativement pures en comparaison a la protéine avant purification (premier puits) mais on observe une
dégradation au niveau de CBFp. C : Analyse de CBFf par diffusion dynamique de la lumiere (DLS). Les 3 courbes
correspondent a trois mesures indépendantes. Chaque courbe représente la distribution des tailles de la
molécule en suspension (CBFB) en fonction de I'intensité de lumiére diffusée. La protéine est monodisperse
sans agrégats.

116



RESULTATS & DISCUSSIONS PARTIE 2

ii. CBFp142
Apreés une mutagenese dirigée, CBFP a été délétée de sa partie C-terminale pour éviter les
dégradations di a la flexibilit¢ de cette région. CBFB142 est la forme tronquée de CBFP en C-

terminal.

1 142
CBFB142 exHis | |

Les cellules BL2IDE3RIL d’E. coli sont transformées par le plasmide pmcnEATNH exprimant les
protéines CBFB142 en fusion avec un his-tag en N-terminal de CBFp. Les conditions et tampons

d’expression et de purification sont les mémes qu’avec CBFFL.

5 mg de protéines pures et monodisperses ont été obtenus apres la purification (Fig. 78) ; on remarque
que cette forme de la protéine n’est pas dégradrée, ce qui nous a poussé a utiliser cette construction
pendant les coexpressions, d’autant plus que la partie N-terminale de CBFf est responsable de
I’interaction avec Vif; la délétion de la partie C-terminale n’affectera donc pas la formation du

complexe Vif-CBFp.

117



RESULTATS & DISCUSSIONS PARTIE 2

T SwededS V60 L PR AMINIZD Cod T T Superled® 0D CHFANQ I 111290 Fiacins

&

‘” fj \_N

! 1lzlslalslelrlelololulilnllele]r wulolnlnlzlomlzalxsls] wate
oc 50 100 150 20 ml
C Size Distribution by Number
40 ................. : ................. :.....,.....,...‘,: ................. : ................. :
’%‘30 ................. ............... ... ................. ' ................. .
(3 . . . . .
Q . . .
E . : - : :
;20 ................. E ............... E.....‘...........; ................. ; .................
Qo .
£ .
s :
b 1 I T (R | R R I Taieesaai e
0 i i i i 1
0.1 ] 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Record 1: His-CBFb 142 1 —— Record 2 His-CBFb 142 2 —— Record 3: His-CBFb 142 3
Record 4: His-CBFb 142 4 Record 5. His-CBFb 142 5

Figure 78 : Purification de 6xHis-CBFB142 par tamis moléculaire

A : chromatogramme représentant I'évolution de la DO en fonction du volume d’élution B : Gel SDS-PAGE
montrant les différentes fractions contenant 6xHis-CBF142.

Le pic d’absorbance apparait dans les fractions 12 a 16 (courbe bleue). Le gel montre que les fractions 12 a 16
sont pures (dernier puits) et nous n’observons plus la dégradation au niveau du C-terminal de CBFp. C : Analyse
de CBFB par diffusion dynamique de la lumiére (DLS). Les 4 courbes correspondent a quatre mesures
indépendantes. Chaque courbe représente la distribution des tailles de la molécule en suspension (CBFB142)
en fonction de I'intensité de lumiere diffusée. La protéine est monodisperse sans agrégats.
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b. Expression et purification du complexe EloB-EloC
Les geénes codant pour les protéines ElongineB et ElongineC ont été concaténés suivant la
méthode de concaténation mise au point par Christophe Romier, avec qui nous collaborons sur ce
projet (Méthodes et méthodes § I-A-3), et insérés dans un plasmide possédant un his-tag en C-terminal

et un site de clivage a la protéase TEV.

1 102 1 130
I ] 6xHis

EloC EloB

Pour I’expression, la méme souche d’ E. coli est transformée par un ce plasmide. Pour la purification,
le méme protocole a été appliqué pour les 4 protéines. La culture a eu lieu sur la nuit a 18°C apres
induction avec 1 mM IPTG lorsque la densité optique a 600 nm atteint 0.6. Les cellules sont lysées par
Frenchpress dans le tampon 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl et 1 mM DTT. Les protéines sont
purifiées sur une colonne d’affinité puis ¢luées sur gradient d’imidazole avant une étape de tamis
moléculaire qui purifiera les protéines par exclusion de taille. La pureté des protéines est observée sur

un gel SDS-PAGE et la monodispersité en DLS (Fig. 79).

Le clivage du his-tag a été réalisé par addition de la protéase TEV ON a 4°C sous agitation et le
clivage de la TEV a été vérifié par spectrométrie de masse. Apres clivage, 3 mg de protéine pure ont

été obtenues pour 4 litres de culture.
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Figure 79 : Purification de EloB(6xHis)-EloC par tamis moléculaire

A : chromatogramme représentant I’évolution de la DO en fonction du volume d’élution B : Gel SDS-PAGE
montrant les différentes fractions contenant le complexe EloB-EloC.

Le pic d’absorbance apparait dans les fractions 12 a 22 (courbe bleue). Le gel montre que les fractions 12 a 14
sont relativement pures en comparaison a la protéine avant purification (premier puits). C : Analyse d’EloB-EloC
par diffusion dynamique de la lumiére (DLS). Les 5 courbes correspondent a cing mesures indépendantes.
Chaque courbe représente la distribution des tailles de la molécule en suspension (EloB-EloC) en fonction de
I'intensité de lumiére diffusée. La protéine est monodisperse sans agrégats.
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c. Expression et purification du complexe Cul5-Rbx?2
Pour I’expression du complexe Cul5-Rbx2, les génes codant pour la Cul5 et Rbx2 ont été
clonés respectivement dans les deux plasmides pnEAtH et pnCS (sans tag) compatibles avec la co-
expression. La sélection de la transformation se fait grice a la double sélection par les deux

antibiotiques ampicilline et spectinomycine.

cul5 6xHis IIIININIEIEGEGEEGEGEEEEEEEEEEE
Rbx2 I

Le complexe Cul5-Rbx2 est co-exprimée a 20°C avec 0.5 mM IPTG, resuspendu avec un tampon
contenant 50 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NaCl, 10% Glycérol, purifié une premiere fois lieu sur une
colonne d’affinité ; le his-tag est clivé par addition de la thrombine puis le complexe est purifié une
seconde fois sur un tamis moléculaire. Le chromatogramme, qui présente les deux pics attendus pour
le complexe et la thrombine, nous indique les fractions a vérifier sur gel SDS PAGE a 15% (Fig. 80A).
On dépose des aliquotes des fractions 14 a 23 correspondant au pic du complexe. La révélation nous
permet de voir deux bandes visibles correspondant aux tailles de la Culline5 et de RBX2 a environ
95KDa et 10KDa respectivement (Fig. 80B). Pour compléter cette vérification, une analyse par
spectrométrie de masse LC-MS/MS a été réalisée (Fig. 81). Elle a confirmé que la taille de
I’hétérodimere présent dans la solution correspondait bien a celle attendue pour le complexe Culline5-
Rbx-2 sans His tag. La solution est enfin concentrée a 10mg/mL et conservée dans le tampon de
stockage avant I’expérience de DLS. Nous avons pu obtenir 2 mg de complexe pure et monodisperse
avec un rayon hydrodynamique du complexe d’environ 10nm (Fig. 80C). Cette valeur est

probablement surévaluée du fait de la forme allongée de la Culline.
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Figure 80 : Purification de Cul5-Rbx2 par tamis moléculaire

A : chromatogramme représentant I'évolution de la DO en fonction du volume d’élution B : Gel SDS-PAGE
montrant les différentes fractions contenant le complexe Cul5-Rbx2. C : Analyse de Cul5-Rbx2 par diffusion
dynamique de la lumiere (DLS). Les 4 courbes correspondent a quatre mesures indépendantes. Chaque courbe
représente la distribution des tailles de la molécule en suspension (Cul5-Rbx2) en fonction de I'intensité de
lumiere diffusée. La protéine est monodisperse sans agrégats.
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Figure 81 : Spectre d’analyse LC-MS/MS du complexe Cul5-Rbx2. On retrouve la taille exacte attendue pour le
complexe apreés clivage du his-tag par la thrombine (91 KDa).

d. Expression et purification du complexe Vif-CBFf
Pour compléter le complexe, il reste a exprimer et purifier la protéine Vif. Vif seule n’est pas
soluble, d’ou I’'importance et la nécessité¢ d’y ajouter le cofacteur CBFP capable de la stabiliser et la
solubiliser. Les premiers essais de co-expression du complexe Vif-CBFP n’ont pas réussi malgré le
nombre importants de combinaisons de constructions essayés ainsi que des conditions d’expression et

purification.
Deux exemples de co-expression présentés ci-dessous sont :

i.  pMCNCBF/pnEAtHVif

) 1 192
Vif  6xHis [ ]
1 187
CBFj [ ]

Dans ce cas, j’ai utilisé le gene de CBFBFL en fusion avec un his-tag en N-terminal en co-
expression avec la protéine Vif non taggée. Les gels SDS-PAGE (Fig.82) montrent que les deux
protéines ont été bien exprimées seuls ou en co-expression (vérifié par spectrométrie de masse) mais

ne sont pas solubles. Le complexe se trouve en majorité dans le culot dans les différentes conditions.
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Culot Surnageant

Figure 82: Résultats des expériences de co-expression entre Vif exprimée en fusion avec une étiquette de 6
Histidines en Nt et CBF[3 sans tag. Les fractions Culot et Surnageant de chaque expression : Vif seule, CBFseule,
Vif/CBF en coexpression ont été déposées sur gel SDS PAGE 12% et les protéines ont été colorées au bleu de
Coomassie .

ii.  pMCNVif/pnEAtHCBF
Dans tous les essais d’expression de Vif taggée seule ou en complexe, la protéine n’est pas
soluble ce qui nous a poussé a déplacer le tag de Vif vers CBF[3 ou les autres protéines pour la suite
des tests de co-expressions. D’autre part, considérant les problémes de dégradation de CBFFL et sa
co-migration avec Vif (vu leur tailles quasiment identiques), nous avons utilis€é pour la suite la

construction de CBFf} tronquée en C-terminal.

1 192 1 192
vif ] VifHXB2 | |
1 142

1
cerActers ] CBFB-ACter 6xHis I

6xHis
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Deux isolats de Vif ont été testés, Vif pNL4-3 et Vif HXB2 qui difféerent de 21 acides aminés (Annexe
1). Dans les deux cas nous avons travaillé avec des codons optimisées ou harmonisés pour E. Coli en

vue d’améliorer I’expression des protéines.

Les tests de co-expression effectués entre les différents Vif et CBFf n’ont pas abouti a des résultats
tres prometteurs. CBFP est surexprimée et soluble mais Vif n’est pas surexprimée dans nos

conditions ; le complexe ne peut donc pas se former (Fig. 83).

A B His-CBFb142 His-CBFb142 + pnCS VifHXB2
Al PIEB C S FT W1 W2 PD 4l PLEBC § Al

PIEB C S FT W PDVifS

Vif
CBF
142

Figure 83 : Résultats des expériences de co-expression entre CBF3 exprimée en fusion avec une étiquette de 6
Histidines en Nt et VifpNL4-3 et HXB2 sans tag. Les fractions collectées tout au long de I'expression et de la
purification ont été déposées sur gel SDS PAGE 12% et les protéines ont été colorées au bleu de Coomassie . A :
gel SDS PAGE correspondant a la co-expression VifpNL4-3/CBF3142 ,B: gel SDS PAGE correspondant a
I'expression de CBF[3142 seul, puis la co-expression VifHXB2/CBF142.

Al : avant induction, Pl : Post-induction, EB : Extrait brut, C: Culot, S : surnageant, FT : Flow through, W : Wash,
PD : Pull down

iii.  Essais de coexpression
11 était important de produire le complexe Vif/CBFf} avant de compléter le complexe avec les
autres protéines. Pour cela, j’ai essay¢ une combinaison de surexpression entre différentes
constructions de Vif et de CBFf3, ainsi qu’avec différentes conditions que je ne détaillerais pas dans

cette partie (tampon, température d’induction, sels, etc).
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pnCS pneaTH pneaVHX | pnCS pnCS pneaTH pneaVHX
Vif Vif Vif Vif Vif VifHXB2 | VifHXB2
pNL4-3 pNL4-3 pNL4-3 HXB2opt | HXB2 Harm harm
Harm
prestit Non Peu dissociée
CBFp exprimée exprimée
pneaVH
CBFB dissociée
pneaVHX
CBFB dissociée
pneaVx-
Vi dissociée
CBFp
pnCS
CBFB Insoluble
pneaTHC
BFB Peu /Non
exprimée
IF1 N.O.
PnCSCBF
B Insoluble
IF1 N.O
pneaTH Peu
exprimée/ | Insoluble dissociée
(EEpLa dissociée
pnCS Peu
exprimée
CBFB142 Wow | erioae Insoluble | (17°C)
exprimée primée Insoluble
(37°C)
pneaVHX Peu
exprimé/ dissociée
(SIS Insoluble
pnCSVif+
pneaTH dissociée
CBFp
presitEl Insoluble LT
oB/EloC primée

Tableau 17 : Tableau regroupant les différentes constructions et combinaisons testés en co-expression entre
Vif/CBFf et Vif/EloB/EloC ; pneaVH : plasmide comportant un his-tag en C-terminal avec un site de clivage a la
TEV. pneaVHX : plasmide comportant un His-tag et un tag thioredoxine en N-terminal. pneaVx-VH : Plasmide
comportant un his-tag en N-terminal et un tag thioredoxine en C-terminal.
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Le tableau 17 regroupe les différentes combinaisons testées et le résultat obtenu pour chacun d’elle. A
noter que trois séquences différentes de Vif et de CBFP ont été utilisées pour les clonages dans les
plasmides fournis par C. Romier pour la coexpression. Néanmoins, je n’ai jamais réussi a obtenir le
complexe Vif/CBFf3 malgré toutes les combinaisons et conditions testées. Les problemes rencontrés

dans ces tests de co-expression sont les suivants :

— Lorsque Vif n’est pas taggée , elle n’est pas surexprimée et donc sa présence est négligeable
devant CBFp.

— Lorsque Vif est taggée, elle est surexprimée mais n’est pas soluble. On retrouve cette protéine
majoritairement dans le culot des cellules bactériennes centrifugées.

— Le manque de steechiométrie entre ’expression de Vif et CBF[ laisse supposer que
I’optimisation des codons de CBF[} entraine 1’utilisation de la machinerie de traduction de la
bactérie au profit de 1’exression CBF[, d’ou le manque d’expression de Vif. Pour éviter cela,
nous avons essayé une version de CBF[3 non optimisée et une version de Vif optimisée , en
espérant, mais en vain , rétablir I’équilibre.

— En absence d’EloB-EloC, le complexe Vif-CBFp ne se forme pas ou bien se dissocie
rapidement. Il est connu que EloB-EloC stabilisent la protéine Vif en présence de CBFf et que

cette derniere ne suffit pas pour la solubilisation complete de Vif.

2. Reconstitution du complexe in vivo

Je n’ai pas réussi a reconstituer le complexe complet Vif/CBF[/EloB/EloC/Cul5/Rbx2/A3F/G

in vitro a cause des deux problémes majeurs que j’ai rencontré durant les purifications :

e [’insolubilité de la protéine Vif

e L’insolubilité des protéines APOBEC

Pour ces raisons, nous avons décidé de changer de stratégie et d’essayer de produire le complexe et de
le reconstituer in vivo par co-expression entre les différentes protéines. Cette partie du projet a pris
beaucoup de temps d’optimisation afin d’arriver a trouver les bonnes conditions d’expression et de

purification du complexe.

a. Optimisation des conditions

Afin d’obtenir le complexe Vif/CBFB/EloB/EloC/Cul5/Rbx2, j’ai di essayer plusieurs constructions,

combinaisons de co-expressions, tampons, température d’induction, souches de E. coli etc.

127



RESULTATS & DISCUSSIONS PARTIE 2

De méme, en ce qui concerne les tests d’expression pour la formation de ce complexe, j’ai réalisé
plusieurs constructions et testé plusieurs combinaisons afin de solubiliser et de former le complexe
Vif/CBFB/EloB/EloC/Cul5/Rbx2 in vivo. Le tableau 18 résume les différentes combinaisons testées.
Avant [D’identification des conditions optimales pour [’expression du complexe, toutes ces
combinaisons donnaient des résultats décevant (protéines non exprimées, insolubles, complexe

dissoci¢ durant la purification, mauvaise steechiométrie, etc).

17, 18, 20, 25, | 20, 50, 100 Tris, HEPES 100, 150,

37°C mM Na,HPO4/NaH,PO4 200, 300
mM NaCl

4h, 12h (selon | 0.2, 0.5, 1 mM French Press,Sonication, | Glycérol,Imidazole, | En batch,
la T°C) Congélation+Glycogene | zinc, Mg*"DTT, Akta/Co-
Bmercaptoéthanol | broyage

Tableau 18 : Tableau regroupant les différentes conditions testés afin d’exprimer et de purifier le complexe
Vif/CBFB/EloB/EloC/Cul5/Rbx2.

b. Co-expression sur deux plasmides différents

Les conditions optimales ont été mises en point et seront détaillées dans la suite :

i.  Expression et purification

Les cellules BL21 Rosetta 2 d’E. coli sont transformées par un plasmide (pmcnEATNH
AmpR) exprimant la protéine Vif et la protéine CBF142 tronquée en son extrémité Cterminale et en
fusion avec un His-tag en Nterminal ainsi que par un plasmide (pmcn-CS SpectR) codant pour
I’Elongine B et I’Elongine C (Fig. 84). L’induction se fait avec 0.5 M IPTG lorsque la DO de la
culture bactérienne a 600 nm atteint 0.6. La culture reste sous agitation sur la nuit a 15°C. Les cellules
sont lysées par FrenchPress dans le tampon : 50 mM HEPES pH 7.5, 500 mM NaCl, 10 % Glycérol et
1 mM DTT en présence d’inhibiteur de protéase. Ensuite, 1’extrait brut est ultracentrifugé 1 heure a
30000 g. Le surnageant contenant le complexe est appliqué sur une colonne d’affinité et le complexe
sera élué par un gradient d’imidazole. Ensuite, le complexe est dialysé contre un tampon contenant

300 mM NaCl et il est ensuite purifié sur tamis moléculaire (Superdex75) (Fig. 85A). Les fractions
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sont collectées et déposés sur gel SDS 12% (Fig. 85B). 1.7 mg de protéines pures et monodisperses

(Fig. 85C) ont été obtenus a partir de 2 litres de culture.

VifHxs2 6xHis CBFB1-142

. - PrEACH
I N pMCN

EloB EloC

Figure 84 : construction basée sur deux vecteurs pnEAtH et pMCN utilisée pour la co-expression du complexe
VifHXBZ/(SxHis)CBFBl-142/E|OB/EIOC-

1er pic 2éeme pic
R\ S e s mw—————
agrégats complexe

o
[~}
N
Q
1]
Rl
4
4
>
L}

Vif NL43
CBFB142
EloB

EloC
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20

=
=]
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Figure 85: Purification du complexe VifHXB2/(6xHis)CBFB/EloB/EloC. A: le complexe élué de la colonne de
nickel est appliqué sur un tamis moléculaire Superdex200. Le gel SDS en haut a droite montre que le premier
pic contient les 4 protéines mais sous forme d’agrégats. Le 3éme pic contient un exces de (6xHis)f3 pas montré
sur le gel). Le second pic contient le complexe quaternaire recherché. La caractérisation par DLS de ce
complexe (en bas) montre qu’il est parfaitement monodisperse avec le rayon hydrodynamique attendu, donc
apte a des expériences de cristallisation.

129



RESULTATS & DISCUSSIONS PARTIE 2

ii.  Analyse du complexe par spectrométrie de masse

L’analyse par spectrométrie de masse en conditions dénaturantes a montré que 1’échantillon
purifié contient bien toutes les protéines du complexe et avec la taille attendue de chacune (Fig. 86A).
D’autre part, le complexe a été aussi analysé dans des conditions natives pour vérifier que toutes les
protéines sont bien associées pour former le complexe entier (Fig. 86B). Les analyses ont pu détecter
la présence d’un complexe majeur dans 1’échantillon a une taille de 53,140 Daltons, cette masse ne
correspond pas a la taille attendue du complexe aux environs de 66,600 Da. On suppose que le
complexe détecté par la spectrométrie de masse est celui de Vif-CBFB142-EloC (53,100 Da) et que

I’ElongineB s’est dissociée du complexe.

Deux hypotheses sont possibles ; ou bien I’EloB a été dissociée du complexe durant les étapes de
purifications, ou bien que les conditions de déssalage du complexe pour les analyses de spectrométrie
de masse ne sont pas favorables a 1’association du complexe, ce qui a entrainé la dissociation de

I’EloB.
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A

QtofMicro30.0000000010.00000000
131106 CPLX VIF2 21 (1.791) M1 [EVvO0,It11] (Gs,0.750,617:2521,3.00,L33,R33); Cm (1:23)

TOF MS ES+

100- 13411.00 1.34e5
11509.00 EloB
EloC
CBFB142
o\" _
19165.00 22519.00] Vif HXB2 opt
19342.00
11530.00 13429.00 22588.00
9583.00 :
w 15325.00 17263.00
byt “h%\“”‘\‘hL‘\ T "\‘%3‘?ﬁ%ﬁﬁﬁ“‘y“f$?**\““ L N R N A B A —T. Mmass
8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000 22000 24000
B
QtotMicro100.000000001.00000000
131108 CPLY VIF2 NAT & (0.683) M1 [Ev-513631 1111 (G5,0.750,1001:7080,10 00,033 R33): 5m (5G, 5x5.00); Cm (8:69) TOF MS ES+
100 13320.00 417ed
MS Natif

‘] Vif-CBF-EloC

11480.00

53140.00

2692000 4165000
4184000

24000.00

47460.00
3347000 47240.00

4361000

55020.00
4470.00
16420.00 17g60.00

28730.00

21890.00

10000 15000 " 20000

T T T T T T T T T T T T mass
25000 30000 35000 40000 45000 50000 55000

Figure 86 : Analyse par spectrométrie de masse du complexe Vifiyga/(exnis) CBF31-142/ElOB/El0C. A :
Spectre d’analyse LC-MS/MS du complexe Vif/CBF142/EloB/EloC en conditions dénaturantes. On retrouve la
taille exacte attendue pour chacune des protéines. B: Spectre d’analyse LC-MS/MS du complexe

Vif/CBF3142/EloB/EloC en conditions natives pour une détermination de la masse entiére. La masse detectée
de 53,140 Da correspond au complexe Vif-CBF3142-EloC sans I’EloB.
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c. Co-expression sur un seul plasmide

Pour exprimer le complexe formé entre Vif pNL4-3, CBFBFL, EloB, et EloC, j’ai concaténé les

différents genes sur un seul vecteur pneaTH ayant le his-tag sur I’extrémité N-terminale de CBFf (Fig.

87).

Vifnua bxHis CBFp1-187 EloB EloC
l S — e e s R

Figure 87 : construction basée sur un unique vecteur (obtenu apres plusieurs concaténations) exprimant le
complexe Vifyi4 3/(exHis) CBF B 1.187/ElOB/ElOC.

Pour I’expression et la purification du complexe, nous avons appliqué les mémes conditions que celles
décrites dans le paragraphe précédent en ce qui concerne la souche bactérienne, la température

d’induction, la concentration en sels.

J’ai réussi a produire 3 mg de protéines avec une pureté encore insuffisante mais monodisperse pour
les tests de cristallisation. On observe une dégradation de CBF(3 du fait de 1’utilisation dea séquence

FL sensible a la protéolyse.

A

<— CBFp  —>
<— VifNLA3 5

<«— EloB —_

< EloC s

Figure 88 : Purification du complexe Vif,yia-a/(6xtis) CBF1-187/El0B/EloC.
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d. Co-expression Vif-CBFB-EloB-EloC-Cul5-Rbx2
Apres avoir trouvé les conditions optimales pour la co-expression du complexe
Vit/ 6x1i5) CBFB/EloB/EloC avec les deux isolats différents de Vif (HXB2 et pNL4-3) ainsi qu’avec les
deux constructions de CBFp FL et tronquée en C-terminal, il fallait compléter le complexe E3
ubiquitine ligase en rajoutant la CullineS avec sa protéine chaperonne Rbx2. Les tentatives de

coexpressions entre ces deux complexes n’ont pas réussi pour plusieurs raisons :

1- Les températures d’expressions apres induction a I’IPTG des deux complexes sont
différentes : Vif-CBFB-EloB-EloC (15°C) et Cul5-Rbx2 (20°C).

2- Le nombre de génes en question est limite pour la co-expression.

Pour ces raisons, les deux complexes ont été exprimés par co-expression séparément , purifiés chacun
isolément, puis mélangés in vitro pour 2 heures a 4°C et le complexe complet est passé sur une
colonne gel filtration pour récupérer le complexe avec une stoechiométrie équivalente pour toutes les

protéines (Fig. 89).

Figure 89 : Purification du complexe Vif-CBF-EloB-EloC-

Cullin5 Cul5-Rbx2. Gel SDS-PAGE 15% montrant les purifications
respectives des deux complexes seuls puis du mélange ;la
derniére piste montre la purification du complexe
complet aprés tamis moléculaire.

CBF
Vif
EloB

Rbx2
EloC
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e. Co-expression Vif-CBFB-EloB-EloC-APOBEC3G/F

Les protéines APOBEC3G/F FL seules sont insolubles dans E. coli. Des tests de co-expression
entre le complexe E3 ubiquitine ligase et A3G/F ont donc été réalisés afin de solubiliser APOBEC,
pour, par la suite, tenter de cristalliser le complexe entier. Pour ces tests, nous avons utilisé des
séquences d’APOBEC dont les génes ont été optimisés pour E. coli, afin d’améliorer I’expression dans
les bactéries. Les tests de co-expressions ont été réalisés dans des conditions différentes : trois

températures (37°C, 25°C, 15°C) et deux concentrations salines (150 mM et 500 mM NaCl).

Vifnuas 6xHis CBFp1-187 EloB EloC
HE HE—

1 APOBEC3G/F Oﬁt 184

Figure 90 : Constructions utilisées pour la co-expression entre le complexe Vify 4 3/(exHis) CBF1.187/ElOB/ElOC et
APOBEC3G/F.

Les cellules BL21 de E. coli ont été co-transformées par les deux plasmides (Fig. 90). 50 mL de milieu
de LB liquide a ét¢é inoculé par colonie puis I’expression des protéines a été induite a ’IPTG a 18°C
pour 15 heures. Le tampon phosphate pH 7.5 a été utilisé durant les étapes de purification additionné
de 150 ou 500 mM NaCl. La purification a été réalisée sur des billes de Nickel en ciblant le his-tag de
CBEFp et les différents aliquotes ont été déposés sur gel SDS-PAGE pour identifier le complexe (Fig.
91).

La bande correspondant a la taille I’ APOBEC se retrouve a chaque fois dans le culot (Fig. 91 piste C).
Cette bande visualisée sur le gel a été analysée par spectrométrie de masse pour vérifier I’identité de la
protéine et son abondance dans 1’échantillon. Les résultats ont révélé la présence minoritaire d’A3G
dans cette bande avec seulement 3 spectres retrouvés alors qu’on retrouve la protéine OMPF avec 664
spectres détectés. Dans cette bande on retrouve aussi 23 protéines contaminantes d’E. coli ce qui

signifie que A3G/A3F ne sont pas surexprimées.

Pour plus de vérification, nous avons réalisé un Western blot avec des anticorps anti-A3G afin
d’identifier A3G dans le gel. La révélation a montré qu’A3G est exprimée (résultat qui n’est pas
quantitatif) mais se retrouve dans le culot (Fig. 92). Par contre, on retrouve bien le complexe Vif-

CBFpB-EloB-EloC dans les purifications.
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On peut conclure que dans nos différents tests de co-expression, A3G/F n’est pas ou est peu
surexprimée et la petite quantité exprimée n’est pas soluble. Pour ces raisons, le complexe Vif/A3G

n’as pas pu été obtenu.

1. A3Gopt
500 mM NaCl 150 mM Nacl 500 mM 150 mM
AIPIEBC SFTWBCS FTW B Al PIEBCSFTWB CS FT WB

500 mM 150 mM
Al PIEB CS FT W B C S FTWB

Figure 91 : Test de co-expression entre le complexe pneaTHVifpNL4-3-CBF[3-EloB-EloC et pnCSA3Gopt. Gel SDS-
PAGE 15% montrant des aliquotes prélevés a différentes étapes de I'expression et la purification du complexe a
trois températures différentes et deux concentrations salines. Dans tous les tests effectués, A3G est retrouvée
dans le culot.
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Al PI EBC SFT WB

A3G Figure 92 : Western Blot montrant la présence
. d’A3G dans les différentes pistes par action de
‘ ’ I'anticorps anti-A3G. A3G se retrouve dans le
v ' - culot.
A
-
ii. A3Fopt

Les mémes tests de co-expression ont été réalisés entre pneaTHVifpNL4-3-CBFf3-EloB-EloC
et pnCSA3Fopt (Fig. 90). Le complexe a été purifié sur des billes de Nickel et déposé sur gel SDS-
PAGE. Les résultats montrent qu’A3F se retrouve dans le culot (Fig. 93). Le complexe E3 ubiquitine

ligase n’as pas pu solubiliser A3F qui n’est pas non plus surexprimée.

500 mM 150 mM 500 mM 150 mM

AlPIEB C S FT W BEB C S FT W B AIPIEBC S FTWB EBC S FT WB

Figure 93 : Test de co-expression entre le complexe pneaTHVifpNL4-3-CBF3-EloB-EloC et pnCSA3Fopt. Gel SDS-
PAGE 15% montrant des aliquotes prélevés a différentes étapes de I'expression et la purification du complexe a

deux températures différentes et deux concentrations salines. Dans tous les tests effectués, A3F se retrouve
toujours dans le culot.
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iii. A3F-CD2c
Etant donné que le domaine C-terminal d’A3F interagit avec Vif contrairement au C-terminal d’A3G,
et que le domaine C-terminal chimére d’A3F est soluble, nous avons essayé de former le complexe

Vif-CBF-EloB-EloC-A3Fct par co-broyage (Matériels et Méthodes §1-C-3b).

Apres avoir exprimé le complexe et A3Fct séparément, on mélange les culots cellulaires et on purifie
le mélange d’abord sur une colonne Nickel en visant le his-tag de CBFp puis sur tamis moléculaire. Le
complexe correspond aux fractions Al14 jusqu’a B13 sur le gel SDS-PAGE (Fig. 94). Cependant,
méme apres le tamis moléculaire, le complexe reste contaminé comme c’est visible sur le gel. Il est
important d’améliorer la qualité de ce complexe comportant Vif et A3F-CD2 pour pouvoir effectuer

des tests de cristallisation et d’autres études structurales.

s
*~
S <& &
S M 8
Z X @
5 N
A9 A10 A11 A12 A13 Al14 A15 B15B14 B13 B10 (JE

VifHXB2
A3F-CD2c
CBF[p142
EloB

EloC

Figure 94 : Purification du complexe Vif.yg,-CBF[3142-EloB-EloC-A3FCD2c. On retrouve les différentes protéines
du complexe entre les fractions A14 et B13 de la chromatographie d’exclusion de taille.
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3. Tests de cristallisation

Les quatre complexes : Vifyxp,-CBFp142-EloB-EloC (1), Vifpnrss-CBFBFL-EloB-EloC (2),
Vifpnras-CBFBFL-EloB-EloC-Cul5-Rbx2 (3) et Vifyxg,-CBFp142-EloB-EloC-A3FCD2c¢ (4) ont été
exprimés, purifiés en deux étapes successives (affinité et tamis moélculaire) afin d’obtenir un
échantillon homogene puis concentrés pour des tests de cristallisation. Un grand nombre de conditions
de cristallisation, de températures de cristallisation et de concentration protéique ont ainsi été testées

mais aucun cristal n’a pu étre obtenu.

Tampon Concentrations Conditions de | Températures Volume
protéiques cristallisation goutte
HEPES, Tris, 6, 10, 12 Screen , Crystal, | 4°C, 20°C, 100, 200 , 300
Phosphate mg/mL PEG ION nL
Screen

Tableau 19: Tableau résumant les différentes conditions de cristallisation testées pour les quatres complexes
purifiés.

Méthylation des lysines

Les protéines formant ce complexe possedent toutes des lysines. VifHXB2 (14 K), CBFp142 (6K),
EloB (7K), EloC (5K). La flexibilité des chaines latérales des résidus protéiques ainsi que leur charge
peut expliquer I’impossibilité de cristalliser ces complexes. Afin de tenter de remédier a ce probléme,
le complexe Vifyxp,-CBFB142-EloB-EloC a subit une méthylation sur ces lysines selon un protocole
décrit dans la partie « Matériels et Méthodes ». L’introduction de ce groupement méthyl peut
permettre la formation de contacts hydrophobes. Une fois les méthylations réalisées, une
chromatographie d’exclusion de taille permet la purification du complexe puis une DLS permet de
vérifier la monodispersité de 1’échantillon pour les tests de cristallisation (Fig. 95). Les méthylations
ont été vérifiées par spectrométrie de masse pour s’assurer que toutes les lysines des quatre protéines
ont été méthylées (Fig. 96). En effet, une méthylation rajoute 28 Dalton a la masse de la protéine.
Cette augmentation a été observée par LC-MS/MS en analysant le complexe dans des conditions
dénaturantes. Le complexe a été concentré a 6 mg/mL et utilisé€ pour des tests de cristallisation (Screen

et Crystal screen) a 4 et 20°C mais aucun cristal n’a été observé.
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Figure 95 : Purification

du complexe Vifuyg,-CBFf3142-EloB-EloC par tamis moléculaire.A : chromatogramme
représentant I’évolution de la DO en fonction du volume d’élution. Le premier pic représente les agrégats du au
protocole expérimental de méthylation. Le deuxieme pic correspond au complexe méthylé B : Gel SDS-PAGE
montrant les différentes fractions correspondantes aux deux pics. On collecte seulement les fractions du
deuxieme pic. C : Analyse du complexe méthylé par diffusion dynamique de la lumiéere (DLS). Les 4 courbes
correspondent a quatre mesures indépendantes. La protéine est monodisperse sans agrégats.
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Figure 96 : Spectre d’analyse LC-MS/MS du complexe Vif,yg,-CBF3142-EloB-EloC en conditions dénaturantes.
On retrouve la taille exacte attendue pour chacune des protéines ayant toutes ses lysines méthylées.
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IV. Discussion, conclusions et perspectives

Dans cette deuxiéme partie de ma these, le travail a porté sur la production d’APOBEC seul
ainsi qu’au sein du complexe E3 ubiquitine ligase formé de Vif-CBFB-EloB-EloC-Cul5-Rbx2 et ceci
dans le systeme procaryotique (plus précisément la bactérie E. coli).

Auparavant, le seul moyen de produire la protéine Vif était dans des conditions dénaturantes
(6M Chlorure de guanidinium). Vif était ensuite renaturée par dialyses successives contre un tampon
dépourvu d’agent dénaturant. Cette protéine était par la suite, utilisée pour des expériences
biochimiques et structurales. L’inconvénient de cette méthode d’expression de Vif est que la protéine
multimérise en solution par son domaine PPLP [230] et son domaine de liaison au zinc [236] ce qui

rend sa cristallisation tres difficile, voire impossible.

La découverte du facteur CBFf en 2012 a orienté le travail sur Vif seule vers une autre
direction. CBFp est capable de stabiliser Vif et de la solubiliser. Dorénavant, on ne parle plus de Vif
seule mais du complexe Vif-CBF(-EloB-EloC, qu’on a essayé de surproduire au laboratoire et d’y
rajouter la protéine APOBEC3G/F. Dans cet objectif, nous avons appliqué la technique de co-
expression développée par Dr. Christophe Romier a I'IGBMC pour co-exprimer ’ensemble des

protéines formant le complexe.

Concernant la partie APOBEC, j’ai réussi a exprimer et produire en bonne quantité le domaine
C-terminal des protéines A3G et A3F et caractérisé leurs activités désaminases. J’ai pu aussi démonter
une interaction potentielle entre A3G C-terminal et Vif, mais cette hypothese reste encore a vérifier.
J’ai aussi réussi a produire le domaine N-terminal d’ A3G/F responsable de I’interaction avec Vif dans
des cellules d’E. coli (Arctic Express). Le probleme rencontré a ét€ la présence inévitable des
protéines chaperonnes Cpn60 que nous n’avons pas pu séparer d’APOBEC malgré les nombreuses
tentatives. Les domaines complets des protéines APOBEC sont demeurés insolubles dans E. coli,

méme apres I’optimisation ou 1’harmonisation des codons.

Cependant, il est important de signaler que la structure du C-terminal d’A3F a pu étre résolue
par cristallographie apres avoir produit une protéine chimere soluble avec A3F. La détermination des
domaines a remplacer a été identifié apres alignement des séquences et des analyses bio-informatiques
[132, 175]. La méme stratégie a été appliquée récemment pour la résolution de la structure du N-
terminal d’A3G ; un variant soluble du NTD d’A3G, identique a 80% a la protéine Wild-type a été
construit pour cet objectif et cela en appliquant le principe de conservation de séquences et la
mutagenese tout en conservant l’activité de la protéine [133]. Il serait trés intéressant d’essayer

d’appliquer la méme stratégie sur le domaine N-terminal d’A3G et les domaines complets d’A3G et
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A3F tout en conservant la structure et la fonctionnalité de 1’enzyme, ces protéines présentant une tres

forte homologie de séquences.

Concernant la protéine Vif, tous les tests de co-expressions effectués entre Vif et CBFf3 n’ont
pas permis d’obtenir un complexe stable et soluble dans les conditions testées. Ceci n’était pas
étonnant étant donné qu’il a par la suite été montré que Vif a besoin aussi des Elongines B et C pour
une meilleure stabilité. Co-exprimer le complexe Vif-CBFfB-EloB-EloC en bonne quantité et qualité a
nécessité de nombreuses optimisations. Les meilleures conditions qui ont permis finalement d’obtenir
ce complexe en grande quantité pour les tests de cristallisation sont une induction a faible température
(15°C) et un tampon contenant une concentration élevée en sel (500 mM NaCl). Ceci n’est pas
surprenant au vu de la structure cristallographique qui a été obtenue [163]. En effet, celle-ci montre
I’importance des interactions hydrophobes entre les protéines ; une forte concentration saline permet

donc de stabiliser le complexe.

Malgré les nombreux tests de cristallisation effectués et les différentes conditions et
concentrations protéiques testées, aucun cristal n’a été formé pour les deux complexes Vif-CBFp-
EloB-EloC et Vif-CBFp-EloB-EloC-Cul5-Rbx2. Deux isolats de Vif HXB2 et pNL4-3 ont été testés
ainsi que deux versions de CBFf , complet et tronqué en C-terminal vu la dégradation causée par

I’extrémité flexible de ce domaine.

La cristallisation du complexe Vif-CBF[-EloB-EloC-Cul5-Rbx2 par 1’équipe de Huang en
2014 a été réalisée apres avoir obtenu le complexe a partir de conditions tres similaires a celles que
nous avons optimisées, mais apres avoir réalisé une protéolyse ménagée qui a entrainé la perte du

domaine C-terminal de la Culline5, qui était donc tres labile et empéchait nos essais de cristallisation.

Dans la deuxieme partie, je me suis intéressée a 1’obtention du complexe Vif-CBFf3-EloB-
EloC-APOBEC. Dans un premier temps, je n’ai pas inclus la Culline5 dans les co-expressions, sa
présence n’est pas primordiale a I’interaction entre Vif et APOBEC. Dans nos résultats obtenus, A3G
ainsi que A3F complet n’était pas solubles et demeuraient dans le culot dans plusieurs conditions
testées. Vif n’était pas capable de solubiliser APOBEC ; une hypothese probable expliquant ce résultat
est que les résidus conservés de Vif important pour I’interaction avec A3G/F ne sont pas expos¢s et
donc sont regroupés dans la structure de Vif ou bien a I’interface avec CBF[p suggérant une
superposition dans les domaines de Vif responsables de 1’interaction avec CBFp et A3. 11 a été montré
que I’interaction d’A3F avec le complexe Vif-CBFB-EloB-EloC déplace CBFf appuyant 1’idée que la
liaison de CBF et A3F est mutuellement exclusive [162]. Des études contredisant cette théorie ont
montré que I’interaction de CBF[ a Vif n’empéche pas I’interaction avec A3G, suggérant que ces

deux interactions ne sont pas mutuellement exclusives [165]. Ces hypotheses restent a confirmer par la
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détermination de la structure tridimensionnelle du complexe Vif/E3 ubiquitine ligase en interaction
avec A3G/F. Une autre hypothese potentielle serait que les protéines APOBEC ne sont pas
surexprimées dans E. coli et donc la co-expression n’est pas steechiométrique entre toutes les protéines
du complexe ce qui empéche la solubilisation d’APOBEC. 1l serait pour cela intéressant d’essayer
d’exprimer APOBEC3G/F seule ou au sein de ce complexe dans un autre organisme plus proche de
I’organisme humain, hdte principal des protéines APOBEC3G. Dans notre cas, nous avons décidé de
partir sur une collaboration avec I’équipe de Marc Ruff a I’'IGBMC et produire ces protéines dans un

systeme mammifere utilisant des cellules de hamster.
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RESULTATS PARTIE 3 : RECONSTITUTION DU
COMPLEXE VIF/APOBEC3G EN CELLULES DE
MAMMIFERES

I. Introduction et objectif

L’insolubilit¢ d’APOBEC3G/F dans le systéme procaryote notamment Escherichia Coli, et ce
malgré toutes les tentatives d’optimisation des conditions d’expression, nous a poussé a essayé
d’autres systeémes d’expression pour pouvoir obtenir le complexe Vif/CBFf/EloB/EloC/A3G/F
soluble. Le systeme d’expression utilisant les cellules de mammiferes pour la production de protéines
recombinantes peut permettre un repliement correct des protéines, I’introduction des modifications

post-traductionnelles essentielles ou un bon assemblage du complexe.

La production de protéines recombinantes en cellules mammiferes est requise pour de
nombreuses applications scientifiques et commerciales et ce besoin a abouti au développement de
plusieurs systémes d’expression. Un outil trés connu pour la production des protéines en cellules
eucaryotes est basé sur une souche recombinante du virus de la vaccine (Western Reserve, WR)
codant pour I’ARN polymérase du bactériophage T7 [237]. La production de protéines recombinantes
en cellules de mammiféres n’est pas une stratégie simple a mettre en ceuvre compte tenu de son fort
besoin en main d’ceuvre, le temps necessaire pour sa mise en place que son coiit élevé. Cependant, le
virus de la vaccine atténué (MVA) possede la capacité de transférer un ADN plasmidique exogene
dans les cellules mammiféres durant le processus d’infection ce qui rend la production des protéines

eucaryotiques simple, rapide et peu cofiteuse, rendant cette approche intéressante.

Ce travail a été effectué en collaboration avec 1’équipe dirigée par Marc Ruff a institut de génétique
et biologie moléculaire et cellulaire (IGBMC) a Strasbourg. Cette équipe utilise le virus de la vaccine
pour infecter les cellules mammiféres BHK21 suivant une stratégie détaillée dans la partie « Matériels
et Méthodes » [237, 238]. L’équipe de Marc Ruff a réussi a caractériser 1’intégrase du VIH-1 seule
ainsi qu’en complexe avec la protéine humaine LEDGF a partir de ce systeme [239]. L’objectif de
cette stratégie est la production des protéines APOBEC3G/F seules et/ou en complexe avec
Vif/CBF/EloB/EloC en grande quantité pour des études de cristallographie ou RMN ainsi que la cryo-

microscopie électronique.
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II. Stratégie

Dans le but d’exprimer ces protéines en cellules de mammiferes infectées par le virus de la

vaccine, le travail a été séparé en quatre grands axes de travail :

A- Clonages des genes d’intérét dans les
vecteurs d’expression

B- Purification et amplification des virus
recombinant

C- Expression et purification des protéines
d'intérét

D- Caractérisation des protéines d’intérét
et test d'activité

La premi¢re phase de travail consistait a produire des vecteurs d’expression adaptés a la
stratégie de la vaccine et donc a insérer chacune des protéines APOBEC3G et APOBEC3F dans un
vecteur de destination pVoteOGW. Ce vecteur possede les éléments essentiels pour 1I’expression avec
le virus de la vaccine. En plus des protéines A3G/F, nous avons construit la polyprotéine CFBb-Vif-
EloB-EloC-A3G grace a la technique BioBrick, pour transférer ce plasmide dans le vecteur
d’expression pVoteOGW exprimant en N-terminal la protéase TEV et en C-terminal le marqueur de
sélection fluorescent YFP, ainsi qu’un promoteur T7 inductible a 'IPTG. Ces étapes de clonages ont
nécessité plusieurs sous clonages pour chaque geéne avant de pouvoir le transférer dans le pDest final

par un dernier clonage Gateway. Cette phase de travail a été effectuée en cinq mois.

144



RESULTATS & DISCUSSIONS PARTIE 3

Une fois les vecteurs d’expression obtenus on passe a la deuxieme étape. Il s’agit maintenant
de transfecter les cellules BHK21 par ces vecteurs et les infecter par le virus de la vaccine. Ensuite des
étapes de purification sont importantes pour purifier des virus recombinants ayant intégré notre insert
par recombinaison homologue. Finalement, les virus isolés sont amplifiés par infection de nouvelles

cellules pour avoir un stock de virus suffisant pour I’expression. Ce travail a été réalisé en deux mois.

L’étape suivante est d’infecter un grand nombre de cellules BHK21 adhérentes ou en
suspension par le virus purifié et amplifié portant nos génes codant pour les protéines A3G/F ou la
polyprotéine CBFB/Vif/EloB/ELoC/A3G puis induire par 'IPTG. Les protéines seront exprimées puis
purifiées sur des colonnes d’affinité (Nickel et Streptactine) puis identifiées par Western Blot et
spectrométrie de masse ; un test d’activité sera réalisé pour évaluer leur activité in vitro. Les derniéres

phases de production des protéines et leur caractérisation a nécessité quatre mois de travail.

III. Résultats

A. Clonage des génes d’intérét dans les vecteurs

d’expression

1. Complexe CBFP — Vif — EloB — EloC — A3G

Les séquences codantes des genes ont été insérées les unes derriere les autres sous la
dépendance d’un unique codon d’initiation pour former un ARNm polycistronique. Ainsi les protéines
sont exprimées sous la forme d’une polyprotéine. Les geénes ont été insérés dans un méme plasmide,
selon I’ordre CBFB — Vif — EloB — EloC — A3G, grace a la technique du clonage BioBrick (Fig. 39).
Par la suite, le systétme de recombinaison in vitro, Gateway, fondé sur I’utilisation de protéines du
bactériophage lambda et d’E. coli a été employé pour recombiner les plasmides entre eux en évitant
I’utilisation des enzymes de restriction. L’insert est donc introduit dans un vecteur d’entrée Gateway
entre un géne codant pour la protéase TEV et un geéne codant pour la protéine eYFP. L’insert,
contenant nos génes d’intérét flanqués des génes TEV et eYFP, a finalement été transféré dans un
vecteur de destination, pVoteOGW (Fig. 97) Ce vecteur possede les éléments essentiels pour
I’expression avec le virus de la vaccine, et notamment des régions homologues a un locus du génome

viral ce qui permettra I’intégration de notre insert. L’expression de I’ARN polymérase T7 par le
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génome viral, inductible a '[PTG, permet la transcription des genes qui sont sous la dépendance du
promoteur T7.

Dans cette construction, deux étiquettes de purification (un « FlaglOxHis-tag » et un « Twin strep-
tag») ont été insérées en amont de CBF[ et d’A3G respectivement pour permettre une meilleur
purification du complexe. Un site de clivage a la protéase TEV est inséré entre les différents genes

pour permettre 1’individualisation des protéines par la protéase TEV exprimée en amont et permettre

ainsi une reconstitution in vivo du complexe.

Les mémes clonages ont été effectués pour la protéine APOBEC3F seule (His-tag/Strep-tag) ou en
polyprotéine CBF — Vif — EloB — EloC — A3F, mais je n’ai pas eu le temps de produire la protéine en

cellules de mammiferes, donc tous les résultats que je vais montrer dans cette partie concernent la
protéine APOBEC3G.

Strep-Tao II

TEY site
TEW site |
TEY =site [
TEW site | |
TEW site |
TEW site I| ' '
HRW 3C site , ' |
Flag [ ' |
o ) TEW site ' | ll | rraB T2 termir
BioBrick prefix ."'-.I| 'I | I TEW site =
.z T 1 =t
) > (| e (| (e T ) [
T7p EMC1 1 | EloB  ElaC | | |
attR 1 TEY site 10xHis TEY site Strep-Tag II HRW 3C site TEW site T7 terminator

i

lac operatar (syrmmetric)

Figure 97 : L'insert TEV — FH CBFB — Vif — EloB — EloC —Strep A3G — YFP est représenté dans le vecteur
pVoteOGW pour définir le vecteur d’expression final. Le promoteur T7 (T7p) est en amont d’une séquence
leader EMC1 utile pour la transcription du transgéne. Les sites de clivage a la TEV et le site de clivage HRV 3C
sont représentés en rose (TEV site) ; la séquence BioBrick est représentée en bleu ; les sites attB1 et attB2

résultant de la réaction LR sont également indiqués. L’expression du transgeéne est inductible a I'lPTG grace a la
présence de I'opérateur LacO.
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2. La protéine APOBEC3G

Le méme clonage a été effectué pour APOBEC3G seule. Nous avons donc deux constructions

d’APOBEC3G : Flag (10xHis)-A3G et Strep-tag-A3G.

HREw 3C site rrmB T2 te
BioBrick prefis= TEY sit= TEw =ite attE =
| I 1 zoool |
} B (ST |- S —— |
7 p | o . I .
attk 1 TE-Y =ite= 10=Hi= TEW =ite TF terminatol
HRw 23 C =ite
TEY Site

BioBrick prefix TEYY site)| TEw =it
1

| 11 EGEEL T i S0
} - (s i i SR OBEC DG =i = = RS
(=] 1 1

TF 1 1
atte 1 Strep-Tag II Strep-Tag II TE =ite= TF terminator

lac operator (symmetric)

Figure 98 : L'insert TEV-APOBEC3G-YFP a été représenté dans le vecteur pVoteOGW avec une étiquette
Flag(10XHis) en N-terminal d’APOBEC3G (a) et une étiquette Strep en (b).

B. Sélection des virus recombinants

La souche de virus utilisée, MVA-Koom, élaborée par I’équipe de Marc Ruff, a été optimisée
pour les systemes d’expression et de sélection utilis€s, notamment par I’insertion dans le génome viral
des fluorophores GFP et mCherry. Des cellules BHK21 infectées par le virus sauvage ont été
transfectées par les plasmides d’expression contenant nos geénes d’intérét et ces derniers ont été
transférés au génome viral par recombinaison homologue (Fig. 54). Dans ces cellules on retrouve deux
types de virus : des virus sauvages et des virus, dits recombinants, qui auront intégré notre insert. A
raison d’environ un virus recombinant pour mille sauvages, il a été indispensable d’enrichir les
suspensions en virus recombinants grace a des marqueurs présents dans la séquence transférée ou dans
le génome viral. La sélection de ces virus s’est faite en deux temps : une sélection positive a 1’acide
mycophénolique grace au géne marqueur GPT [240] et une sélection négative a la coumermycine
grace au gene de fusion Gyr-PKR [225]. Ces méthodes de sélection ont été décrits dans la partie
« Matériels et Méthodes ». Cette sélection engendre la disparition de la fluorescence rouge de la
mCherry, située au niveau du site de recombinaison dans le génome viral. Cette fluorescence rouge,
spécifique des virus sauvages, permet de les discriminer des recombinants qui ne fluorescent qu’en

vert grace a I’expression constitutive de la GFP.
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Pour chaque étape de sélection, la fluorescence rouge et verte des plages de lyse a été observée au
microscope a epifluorescence (Fig. 99) pour des suspensions de virus dilués. Les deux étapes de
sélection ont été réalisées successivement jusqu’a ce que les suspensions de virus ne présentent plus,
ou une quantité tres négligeable, de plage de lyse rouge. En général, une sélection a [’acide
mycophénolique en présence de xanthine et d’hypoxanthine et deux étapes de sélection a la
coumermycine sont suffisantes pour obtenir une suspension de virus recombinants assez pure. Par la
suite, les virus isolés ont été amplifiés, par infection de nouvelles cellules, de maniere a avoir un stock

de virus suffisant pour I’expression. Pendant cette amplification de 1’acide mycophénolique peut étre

ajouté au milieu pour éliminer les quelques virus sauvages résiduels.

mCherry

GFP

Figure 99 : Caractéristiques des virus sauvages et recombinants.

Des cellules BHK21 adhérentes, infectées par un virus sauvage MVA-Koom en contréle (ligne du dessus) et par
un virus recombinant (ligne du dessous) sont observées au microscope a épifluorescence (objectif x20). Les
cellules infectées sont visualisées en contraste de phase (1ére colonne) ; la fluorescence verte, rouge, jaune
(2eme, 3eme et 4éme colonne) est visualisée a I'aide des lasers. Les virus sauvages qui n‘ont pas subi
I’événement de recombinaison, conservent la fluorescence rouge (ligne du dessus mCherry) alors que les virus
recombinants ont perdu la fluorescence rouge (ligne du dessous mCherry). Les deux types de virus conservent
la fluorescence de la GFP (2éme colonne).

Contraste de phase

Controle virus
sauvage

Virus
recombinants
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C. Expression des protéines

Apres isolement des virus recombinants sur les milieux sélectifs plusieurs fois pour avoir le
moins de virus sauvage possible et le plus de virus recombinants et apres amplification de ces virus, il
était indispensable de réaliser des tests d’expression sur un petit volume de culture de cellule BHK21
adhérentes afin d’évaluer la solubilité des protéines dans les différentes constructions avant de

commencer les expressions a grande échelle.

1. Marqueur d’expression YFP

Les virus recombinants ont été utilisés pour infecter de nouvelles cellules BHK21, et ’ARN
polymérase T7, exprimée par le génome viral, a permis la production d’un ARNm polycistronique

puis la synthese des protéines recombinantes (Fig. 53).

Les cellules infectées présentant une fluorescence jaune (Fig. 100), on peut supposer que les protéines
codées en amont de la eYFP ont di étre exprimées. Les cellules infectées fluorescent bien en vert
grace a la GFP exprimée par le virus. Dans le cas de la polyprotéine, la fluorescence jaune représente

aussi un indicateur de la bonne expression de toutes les protéines.

YFP

Controle virus

sauvage

Virus

recombinants

Figure 100 : La visualisation de la fluorescence jaune de la protéine YFP. L‘expression de la YFP, présente en N-
terminal de la polyprotéine et induite par 'ajout d’IPTG, est visible uniquement pour les virus recombinant,
synonyme d’une expression effective de nos protéines.
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2. Tests d’expression et purification

Apres avoir induit ’expression a 'IPTG, lysé les cellules et vérifié leur expression a partir du
marqueur de fluorescence YFP, les protéines ont été purifiées en batch sur des billes de résine
d’affinité (Nickel et Streptactin) compte tenu de la petite quantité de protéines produites. Les
différents échantillons seront déposés sur un gel SDS PAGE 10 ou 15 % et un test de western blot
préliminaire permettra de détecter la présence des protéines. Dans les tests d’expression montrés ici,
A3G a été purifiée a 150 mM NaCl sur des billes de Nickel ou Streptactine alors que le complexe
FHCBFp-Vif-EloB-EloC-RRPA3G a été purifié a S00 mM NaCl sur des billes de Streptactine en
ciblant le Twin-Strep (RRP) dans le N-terminal de la protéine A3G. Dans ces expériences, on a utilisé

comme contrdle des cellules BHK?21 non infectées.

A Tris pH8, 150 mM NaCl B

Controle FHA3G Controle RRPA3G

EB C SN EB C SN FT W1W2 E1 E2 B EB C SN EB C SN FT Wiw2 El1 E2 B

Figure 101 : Test d’expression et purification d’A3G.

Les cellules BHK21, infectées par les virus recombinants exprimant (aprés induction IPTG) les protéines
recombinantes Flag/10His A3G (A) et RRPA3G (B), ont été récoltées et lysées. Les extraits bruts purifiés sur des
billes de Nickel/Streptactin et les protéines ont été éluées par 400 mM d’imidazole/2.5 mM Desthiobiotine. Les
différents échantillons ont ensuite été migrés sur gel de polyacrylamide dénaturant 15 % puis les protéines ont
été révélées au bleu de Coomassie.

EB : extrait brut ; C: culot ; SN : surnageant ; FT : flow through ; W1 : lavage; W2 : lavage excessif ; E1 : élution ;
E2: élution E concentrée ;B : billes de résine.
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Tris pH8, 500 mM
Controle FHCBF[-Vif-EloB-EloC-RRPA3G

EB C SN EB C SN FT W1 W2 E1 E2

Figure 102 : Test d’expression et purification du
complexe  FHCBFB-Vif-EloB-ElIoC-RRPA3G. Le
complexe a été exprimé dans les cellules BHK21
et purifié sur des billes de Streptactine. Les
échantillons ont été déposés sur un gel
polyacrylamide 15% selon le méme ordre
qu’A3G seule.

Les échantillons déposés sur les gels SDS PAGE correspondent a des échantillons collectés
tout au long de la purification : de I’extrait brut, au culot et surnageant ainsi qu’aux lavages et €élutions
des billes de nickel ou Streptactine. Le but est d’évaluer d’abord I’expression des protéines en les
identifiant dans 1’extrait brut, puis d’évaluer leur solubilité en comparant les profils « C » et « SN ».
Finalement, la fraction soluble se fixera par affinité sur la résine ; en déposant les éluats sur gels on
déterminera la solubilité (donc le probable bon repliement de la protéine) ainsi que sa pureté. Dans

notre cas nous cherchons surtout a identifier dans les €luats les différentes protéines du complexe.

Les résultats des tests d’expression réalisés sur les différentes constructions étaient similaires et
ressemblent aux résultats obtenus avec le contrdle. On ne remarque pas de surexpression dans aucune
des pistes dans ces conditions. Toutes les bandes observées dans les pistes de purification des
protéines d’intéréts se retrouvent aussi dans le controle et donc correspondent a des protéines

endogenes des cellules BHK21.

Apres discussion avec Robert Drillien, notre collaborateur dans ce projet, il n’est pas trés surprenant
de ne pas voir des bandes bien précises sur les gels dans les pistes « EB », «C» et «S »; nos
protéines pourraient étre noyées parmi les autres protéines de BHK21. Pour vérifier la présence des
protéines méme en faible quantité et afin d’éliminer la probabilité de problémes provenant des étapes
en amont (Clonage, recombinaison, amplification des virus, ...), nous avons réalisé un Western Blot.
Celui-ci (Fig. 103) a été réalisé a partir de tests d’expression pour détecter la protéine Vif dans le
complexe CBFp-Vif-EloB-EloC-A3G grace a un anticorps anti-Vif disponible au laboratoire. Nous

avons également détecté la protéine A3G dans la construction Flag/10His A3G avec un anticorps anti-
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Flag également disponible au laboratoire. Vif a effectivement été identifiée dans le complexe a la taille
attendue, environ 23 KDa (Fig. 103A), tout comme A3G, a la taille d’environ 50 KDa pour la
construction A3G seule (Fig. 103B). Nous avons aussi pu identifier la protéine Vif dans 1’¢élution pour
le complexe (Fig. 103A piste E). En effet, les échantillons utilisés pour ce Western blot sont issus
d’une purification du complexe qui ciblait I’étiquette d’A3G ; donc si Vif a été récupérée dans
I’€lution cela indique qu’A3G est bien soluble et présente. A noter cependant que pour 1’expression
d’A3G seule, aucune bande n’a été détectée dans I’élution (Fig. 103B piste E), certainement du fait
d’une quantité de cellules de départ trop faible. Vif semble bien interagir avec A3G dans notre
complexe. Ceci doit cependant étre validé par I’identification de chaque protéine du complexe dans
I’élution apres purification a partir d’une quantité plus importante de protéines. Ce Western blot a été
réalisé sans controle de charge interne, qui aurait permis de s’assurer de la quantité équivalente de
protéines déposées dans chaque puits, puisque nous nous sommes intéresses a 1’aspect qualitatif et non

quantitatif de 1’expérience.

EB C SN FT E

Vif

Flag/His A3G
23 KDa

~50 KDa

Figure 103 : Test d’expression des protéines recombinantes Vif et A3G.

Un Western blot pour détecter la protéine Vif dans le complexe (A) et la protéine A3G pour la construction A3G
seule (B) a été réalisé. Les échantillons issus de la purification effectuée a partir d’un test d’expression ont été
migrés sur gel de polyacrylamide dénaturant 15 % puis transférés sur une membrane de nitrocellulose. La
protéine Vif (~23 KDa) a été détectée a I'aide d’un anticorps anti-Vif et A3G (~50 KDa) a I'aide d’un anticorps
anti-Flag. EB: extrait brut; C: culot; SN : surnageant ; FT : flow through ; E : elution
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D. Expression et purification a grande échelle

Apres I’expérience de Western blot, nous avons pu vérifier que le systeéme de clivage a la
protéase TEV pour un complexe de si grande taille fonctionne bien. Nous avons de plus démontré que
les problémes de surexpression ne proviennent pas des clonages ou des virus recombinants puisque les
protéines ont été identifiées grace a leurs anticorps spécifiques. L’étape suivante était de produire les
protéines sur une large échelle pour augmenter les rendements et optimiser les tampons de

purification.

1. Tampons

Pour les purifications a grande échelle, sur des volumes de 4, 6 et 10 litres de culture de
cellules BHK21 en suspension, j’ai essayé plusieurs tampons pour trouver les plus convenables pour
les purifications d’APOBEC3G seule et du complexe CBFB-Vif-EloB-EloC-A3G. Je me suis inspirée
des conditions ¢établies pour le complexe CBF — Vif — EloB - EloC exprimée avec E. coli (1¢re ligne

du tableau 20).

Quelques modifications aux tampons utilisés pour la purification dans E. coli ont été réalisées dans ce
systéme, dont I’addition d’un détergent qui permet de mieux solubiliser A3G. Le CHAPS est un
détergent zwitterionique non dénaturant mais il ne pourrait pas étre rajouté au tampon de lyse du
complexe car cela risquerait de dissocier ce dernier. Par contre, 7 mM de CHAPS a été rajouté a tous

les tampons de purification d’A3G seule.

Les tampons utilisés par la suite et durant la lyse ainsi que la purification d’A3G et du complexe sont

représentés dans le tableau 20.
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Test d’expression et
purification Nickel

Test d’expression sur billes de

Complexe A3G A3G

50 mM Tris HCI pHS
0,2 mM B-mercaptoéthanol
10 % glycérol
0,1 mM EDTA

150 mM NaCl
7mM CHAPS

500 mM NaCl

50 mM Tris HCI pHS

streptavidine 0,2 mM B-mercaptoéthanol
500 mM NaCl 150 mM NacCl
Purification sur colonne de 50 mM Tris HCI pHS8
streptavidine 0,2 mM B-mercaptoéthanol
150 mM NaCl
10 uM ZnCl,
10 uM MgCl,
9 mM CHAPS

Tableau 20: Composition des tampons utilisés pour la purification des protéines produites en cellules BHK21.

2. Purification du complexe CBFf} — Vif — EloB — EloC — A3G

a. Colonne d’affinité au Nickel
La purification a été réalisée pour le complexe Flag/10HisCBFp — Vif — EloB — EloC —
StrepA3G en utilisant 1’étiquette histidine en N-ter de CBFp. Les 4 litres de culture cellulaire ont été
récupérés et les cellules lysées puis centrifugées avant injection sur la colonne de chromatographie. En
comparant les profils de migration (Fig. 104B) de I’extrait brut, du culot et du surnageant (Fig. 104B
pistes EB, C et SN), on observe les mémes profils. Les protéines d’intérét sont noyées dans les
protéines totales. La purification a été réalisée sur une colonne Nickel avec des lavages a 40 mM

Imidazole ; Les protéines sont éluées a 400 mM imidazole. Apres purification, des bandes pouvant
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correspondre aux tailles des protéines du complexe ont pu étre détectées (Fig. 104B B1 a BS5). Les
résultats de spectrométrie de masse ont bien permis d’identifier sans équivoque la protéine CBFf} pour
B1, Vif pour B2 et EloC pour B4. Malheureusement, A3G et EloB n’ont pas pu étre identifiées. De
plus, il faut également remarquer que la majorité de nos protéines d’intérét sont déja décrochées de la
colonne a faible concentration d’imidazole dans le lavage et que 1’¢élution est trés contaminée. Enfin,

méme si I’on a récupéré une partie du complexe, nous n’avons pas pu identifier A3G.

Flag/10His complexe shep A3

B

{CBFp

B4 :EloZ

Figure 104 : Purification du complexe-A3G sur colonne de Nickel . Les cellules BHK21, infectées par les virus
recombinants exprimant (apres induction IPTG) les protéines recombinantes formant le complexe Flag/10His
CBFB — Vif — EloB — EloC — strep A3G, ont été récoltées et lysées. (A) Les extraits bruts ont été injectés sur une
colonne de Nickel de 1 mL et les protéines ont été éluées par 400 mM d’imidazole. Les différents échantillons
ont ensuite été migrés sur gel de polyacrylamide dénaturant 15 % puis les protéines ont été révélées au bleu
de Coomassie. (B) I'éluat a été concentré pour une meilleur identification des protéines. Les bandes B1 a B5
pouvant correspondre a nos protéines d’intéréts ont ensuite été analysées par spectrométrie de masse. Al :
avant induction ; Pl : aprés induction ; EB : extrait brut ; C : culot ; SN : surnageant ; FT : flow through ; W et
W1 : lavage a 40 mM imidazole ; W2 : lavage a 133 mM imidazole ; E : élution a 400 mM imidazole ; E5 L :
élution E concentrée.
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b. Colonne d’affinité Streptactin®

Par la suite, dans le but de savoir si A3G est bien éluée avec tout le complexe et pour essayer
de la récupérer en plus grande quantité, nous avons changé la stratégie de purification en ciblant A3G,
qui porte 1’étiquette Twin-Strep. De plus, la composition des tampons a été adaptée (4éme ligne du
Tableau 20), notamment en ajoutant du zinc et en diminuant la concentration en sels. L’élution
concentrée (Fig. 105B piste Complexe A3G), déposée sur gel n’est pas pure. Cependant, une analyse
par spectrométrie de masse de la bande intense entre 35 et 55 KDa a permis d’identifier A3G (Fig.
110A). Mais elle n’est pas la seule protéine retrouvée dans cette bande qui contient également de
I’actine (Fig. 110B). L’intensité de la bande ne traduit donc pas la quantité d’A3G réelle récupérée.
Contrairement aux résultats obtenus apres la premiere purification, nous avons réussi a identifier sur
gel la protéine A3G. Des analyses de spectrométrie de masse ont également permis d’identifier CBF[3
et Vif (Fig. 111A et B). EloB et EloC n’ont pas pu étre identifiées dans ce cas. Néanmoins, ce résultat

montre que nous avons réussi a exprimer A3G de maniere soluble avec le complexe.

B Complexe A3 G G

#

Bi: —— BI
A3G
CBFp B3I
‘_“_'_H_‘\h\.\_\_\_\_“_\_ LIJEL =
L-0-0-4.3.4 bk ol kb B B - Ve -l

Figure 105 : Purification du complexe— A3G sur colonne de streptavidine.Les cellules BHK21, infectées par les
virus recombinants exprimant (apres induction IPTG) les protéines recombinantes formant le complexe
Flag/10His CBFB — Vif — EloB — EloC — strep A3G, ont été récoltées et lysées. Les extraits bruts ont été injectés
sur une colonne de streptavidine StrepTactin® de 1 mL et les protéines ont été éluées par 2,5 mM de
desthiobiotine. Les profils d’élutions sont présentés pour A3G avec le complexe (A) en donnant I'absorbance a
280 nm en fonction du temps. Les élutions concentrées ont ensuite été migrées sur gel de polyacrylamide
dénaturant 15 % puis les protéines ont été révélées au bleu de Coomassie (B). Les bandes (B1 a B3) pouvant
correspondre a nos protéines d’intéréts ont ensuite été analysées par spectrométrie de masse.

3. Purification d’A3G seule

a. Purification de Flag/10His A3G
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La purification d’A3G a d’abord été réalisée pour la construction Flag/10His A3G a partir
d’une culture cellulaire de 1L. Le chromatogramme nous a montré que la quantité¢ de protéines au
départ n’est pas encore suffisante car aucun pic d’¢lution n’a été détecté. De la méme manicre que
pour A3G avec le complexe, les profils de migration (Fig. 106) des échantillons extrait brut, culot et
surnageant (Fig. pistes EB, C et SN) présentent les mémes bandes de protéines. Aucune bande ne se
détache des autres y compris pour les pistes des extraits avant et apres induction (Fig. 106 pistes Al et
PI). Apres induction, aucune surexpression des protéines n’est donc visible. Dans 1’élution (Fig.106
piste E) on peut voir parmi les nombreuses bandes contaminantes une bande plus intense vers 15 KDa
(Fig. 106 B1). Malheureusement, il ne s’agit pas d’A3G dégradée comme 1’on aurait pu 1’espérer mais

de BSA présente dans le milieu de culture.

Flag/10HisA3G
FI C_SHN FT W

(B3A&

Figure 106 : Purification de Flag/10HisA3G sur colonne de Nickel .Les cellules BHK21, infectées par les virus
recombinants exprimant (aprés induction IPTG) la protéine recombinante Flag/10His A3G, ont été récoltées et
lysées. (A) Les extraits bruts ont été injectés sur une colonne de Nickel de 1 mL et les protéines ont été éluées
par 400 mM d’imidazole. Les différents échantillons ont ensuite été migrés sur gel de polyacrylamide
dénaturant 15 % puis les protéines ont été révélées au bleu de Coomassie. La bande B1 pouvant correspondre
a notre protéine d’intérét a ensuite été analysée par spectrométrie de masse mais ce n’était que la
contamination par la BSA . Al : avant induction ; Pl : apres induciotn ; EB : extrait brut ; C : culot ; SN :
surnageant ; FT : flow through ; W et W1 : lavage a 40 mM imidazole ; W2 : lavage a 133 mM imidazole ; E :
élution a 400 mM imidazole ; E 5 pL : élution E concentrée.

Afin de savoir si A3G était tout de méme présente dans 1’élution, la totalité de 1’élution liquide

a été analysée en spectrométrie de masse. Etonnamment, les résultats obtenus indiquent qu’A3G est
bien retrouvée dans I’élution en tant que protéine majoritaire. En conclusion, A3G est bien soluble et
présente dans 1’élution mais 1’absence de bandes visibles sur gel montre que la quantité purifiée n’est

pas trés importante.
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b. Purification de Strep-A3G

Une seconde purification a ensuite ét€ menée pour la construction Strep A3G a partir de 4
litres de culture cellulaire. L’¢élution, pour laquelle un pic a été observé sur le chromatogramme (Fig.
107A), a été concentrée directement apres sortie de colonne et déposée sur gel. On peut constater (Fig.
107B piste A3G) qu’elle est encore trés contaminée. Néanmoins, on remarque la méme bande intense
(Fig. 107B B1) observée dans I’¢lution d’A3G avec le complexe et pour laquelle on a bien identifié
A3G. Ainsi, nous avons réussi a solubiliser A3G et en récupérer une quantité suffisante pour étre

détectée.

Ces deux purifications ont été menées en présence d’un détergent (CHAPS) (Tableau 20) pour essayer

d’améliorer la solubilité de la protéine A3G seule.

Comp ke A30 A3
A B

-

55

33

T
. CBFE  p3;
i Tif
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Figure 107 : Purification de StrepA3G sur colonne de streptavidine.

Les cellules BHK21, infectées par les virus recombinants exprimant (aprés induction IPTG) la protéine
recombinante StrepA3G, ont été récoltées et lysées. Les extraits bruts ont été injectés sur une colonne de
streptavidine de 1 mL et les protéines ont été éluées par 2,5 mM de desthiobiotine. Le profil d’élutions est
présenté en A ( pic E) en donnant I'absorbance a 280 nm en fonction du temps. L’élution concentrée de I'éluat
d’A3G est représenté en B dans la piste A3G encadrée en bleu et comparée a I’éluat du complexe. La bande B1
pouvant correspondre a A3G a été ensuite analysée par spectrométrie de masse.

E. Validation par spectrométrie de masse
Afin de vérifier la présence des protéines dans les purifications réalisées au cours de cette partie, nous
avons eu recours a la technique de spectrométrie de masse détaillée dans la partie « Matériels et

Meéthodes ». APOBEC3G a été identifiée avec un trés bon recouvrement, qu’elle soit exprimée seule

ou au sein du complexe.
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1. Validation du systeme de clivage a la TEV

En premier lieu, il était primordial de vérifier que le systeéme de clivage a la protéase TEV est
bien fonctionnel sachant ce systéme n’a été testé a ce jour que pour un complexe de deux protéines par
I’équipe de Marc Ruff sur le complexe intégrase/LEDGEF. Dans notre cas le complexe étant formé de 5
protéines (CBFp, Vif, EloB, EloC et A3G), il n’était pas évident que les protéines seraient exprimées

puis clivées correctement.

Un résultat primaire de la validation de ce systeme était le Western blot dans lequel nous avons pu
identifier Vif et A3G aux tailles attendues (Fig. 103). Cela signifie que la protéase TEV a bien clivé
entre les différentes protéines avant qu’elles ne se rassemblent in vitro pour former le complexe. Le

systeme de clivage a été vérifié ensuite en spectrométrie de masse.

L’étape suivante était de vérifier ce clivage par spectrométrie de masse. Pour cela, nous avons analysé
en solution 1’éluat de la purification de Flag/10HisA3G sur la colonne de Nickel apres une digestion a
la trypsine. Les analyses effectuées ont montré la présence des trois protéines TEV, A3G et YFP (Fig.
109). Le premier résultat intéressant est I’identification d’A3G dans les analyses de 1’échantillon en

solution malgré 1’absence d’une bande de surexpression.

Sachant que la spécificité de coupure a la trypsine se situe au niveau des résidus arginine et lysine,
tous les peptides d’une protéine digérée a la trypsine doivent théoriquement comporter R ou K a
I’extrémité C-terminale. Cependant , nous pouvons constater dans notre analyse que nous retrouvons
des peptides trypsiques conventionnels (Fig. 109) mais aussi deux peptides non-trypsiques en
positions 263-268 et 697-703 (Fig. 109 rectangles). Ce peptide non-trypsique identifié dans ces deux
positions est le site de clivage a la protéase TEV ( ENLYFQ) , présent entre la protéase TEV et A3G
et entre A3G et YFP (Fig. 108 marron) . Nous pouvons donc en déduire que la protéase TEV a bien

clivé entre les protéines et que ce systeme de polyprotéine TEV-A3G-YFP était bien fonctionnelle.

MGESLFKGPROYNPISSTICHLTNESDGHTTSLYGIGFGPRITNKHLFRRNNGTLLVOSLHGVKWKDT | = TEV
[TLQQHLIDGROMMIRMPKDFPPFPQKLKFREPQREERICLVTTNFQAKSMSSMVSOTSCTFPSSDGIFWKHWIQTKDGQCGSPLYST
ROGFIVGIHSASNETNTNNYE TSVPKNEMELLTNCEAQQWYSGWRINADSVIWGGHKVEMSKPEERFQPVREATQLMNTRENLYFQ
GENLYFQGTRDYKDDODNHHHHHHHHHHLEVLFOGPTRMKPHFRNTVERMYRDTFSYNFYNRPILSRRNTVWLCYEVKTKGPSRPPL | — Flag
DAKIFRGQUYSELKYHPEMREFHWFSKWRKLHRDQEYEVTWYISWSPCTKCTRDMATFLAEDPKVTLTIFVARLYYFWDPDYQEALRSL
CQKRDGPRATMKIMNYDEFQHCWSKFVYSQRELFEPWNNLPKYYILLHIMLGEILRHSMDPPTFTENFNNEPWVRGRHETYLCYEVER
MHNDTWVLLNQRRGFLCNQAPHKHGFLEGRHAELCFLOVIPFWKLDLDQDYRVTCFTSWSPCFSCAQEMAKFISKNKHVSLCIFTARIY | — prescission protease cleavagesite
DDQGRCQEGLRTLAEAGAKISIMTYSEFKHCWDTFVDHQGCPFOPWOGLDEHSQDLSGRLRAILONQENTSSGRCRENLYFOGENLYF
06 — APOBEC3G

~— TEVcleavagesite

— Tag6xHIS
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Figure 108 : La séquence de la polyprotéine TEV-Flag/10HisA3G-YFP.
Cette séquence a été utilisée en spectrométrie de masse pour l'identification des peptides trypsiques
correspondant dans les banques de données appropriée.
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Figure 109 : Validation du systéme de clivage a la TEV en spectrométrie de masse.

La piste a été analysée en spectrométrie de masse et des peptides correspondant a la TEV, A3G et YFP ont été
retrouvés avec un bon recouvrement de séquence. L'identification du peptide ENLYQ (site de clivage a la TEV)
dans les analyses indique que la protéase TEV a bien clivée entre les différentes protéines.

2. Identification d’A3G et du complexe

Apres avoir vérifié que le systeme de clivage a la TEV fonctionne bien, la deuxieme étape
consistait a vérifier la présence des différentes protéines formant le complexe ainsi que leur abondance
dans 1’échantillon. Cette identification a été réalisée en appliquant les deux techniques MALDI TOF
et/ou LC-MS/MS. Une étude préliminaire de modifications post-traductionnelles sur APOBEC a été
menée. Nous avons pu identifier une monoubiquitinylation pour A3G exprimée seule (en position
K609 de la polyprotéine) (résultat pas montré). Ces analyses ne sont encore que préliminaires et il est
probable que d’autres modifications soient présentes sur APOBEC aidant ainsi a sa solubilisation

(phosphorylation, glycosylation, etc).
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Figure 110 : Identification d’A3G par spectrométrie de masse.

La bande B1 identifié sur le gel présenté Figure 13C a été analysé en spectrométrie de masse LC-ESI-TOF
MS/MS. Les résultats ont été comparés a la séquence de notre protéine A3G recombinante qui posséde
I'étiquette Twin-Strep en N-terminal. Le recouvrement de séquence (56,8%) est traduit par le nombre de
peptides identifiés (boites grises) et les spectres obtenus sont représentés par les carrés rouges. Une recherche
dans la banque de donnée Mascott (B) a permis d’identifier Strep A3G comme majoritaire dans la bande (1ere
ligne du tableau B) mais a révélé de I'actine comme contaminant (3éme et 4éme ligne du tableau B) dans des
proportions presque équivalentes.
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Figure 111: Identification de Vif, CBFf3 et EloC en spectrométrie de masse.

Les bandes B2, B3 et B4 identifié sur les gels présentés dans les Figures ont été analysés en spectrométrie de
masse LC-ESI-TOF MS/MS. Les résultats ont été comparés aux sequences de nos protéines recombinantes Vif,
CBF et EloC. On retrouve bien les protéines recherchées avec plus ou moins un bon recouvrement traduits par
le nombre de peptides identifiés. ). Nous n’avons pas réussi a identifier EloB dans les bandes choisies pour les
analyses en spectrométrie de masse
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F. Activit¢e ’APOBEC3G

A3G a bien été exprimée mais n’a pas pu étre purifiée correctement. Afin de savoir si elle était
bien repliée et fonctionnelle, nous avons testé son activité cytidine désaminase (Matériels et
Meéthodes). Un controle positif permet de voir sur le profil d’élution que les fragments de 17 et 22
nucléotides générés comme produits des trois réactions du test (cytidine désaminase, uracyle ADN
glycosylase et clivage de la chaine phosphodiester en milieu basique sous 1’effet de la chaleur) sont
élués respectivement vers 31 mL et 32 mL (Fig. 112A). L’ADN substrat de 39 nucléotides est élué
vers 34 mL (Fig. 112B). L’ADN incubé en présence d’A3G seule (Fig. 112C) présente les 2 pics
d’élution vers 31 et 32 mL. On peut donc en déduire qu’A3G est bien active, la présence des deux
fragments clivés attendus étant observée. Un pic d’élution vers 34 mL correspondant & ’ADN non
clivé résiduel est également observé.

Dans les banques de données, il n’existe aucune désaminase d’ADN simple brin identifiée pour le
hamster doré duquel proviennent les cellules utilisées. Seule APOBEC1 est identifiée mais elle est
responsable de la désamination du codon CAA en UAA dans ’ARNm de I’apolipoprotéine B. En
effet, un alignement de séquences ne m’a pas permis d’identifier dans cette espéce de protéines
homologues d’A3G ou de protéines douées d’activité de désamination des dC en dU. Autrement dit, il
n’existe aucune preuve de la présence d’une désaminase chez les hamsters dorés capable de désaminer
de I’ADN simple brin avec le motif de reconnaissance spécifique CCCA. Mais pour confirmer
I’absence d’activité désaminase endogéne et que les résultats observés sont bien dus a I’A3G
recombinante, nous avons réalisé un test dans les mémes conditions avec un extrait brut de cellules
BHK21 non infectées. L’absence de fragments clivés a permis de conclure que I’activité cytidine
désaminase observée est bien due a A3G recombinante produite dans nos conditions. Ces résultats
préliminaires restent purement qualitatifs car A3G, n’étant pas pure, il est difficile de connaitre la

quantité¢ d’enzyme mise en jeu dans nos expériences.
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24 A ' N 2 U

Figure 112 : Test d’activité de l'activité cytidine désaminase d’APOBEC3G. (C) Un test d’activité d’activité
cytidine désaminase UDG-dépendant a été réalisé avec I'élution d’A3G purifiée sur colonne de streptavidine.
(A) Un contréle positif avec un brin d’ADN possédant le motif CCU, (B) négatif avec un brin d’ADN possédant le
motif CCC. Les fleches bleues claires et foncées indiquent respectivement les pics d’élution des fragments de 17
et 22 nucléotides issus de I’hydrolyse alcaline au niveau du site abasique créent par I"'uracile ADN glycosylase

(UDG).
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IV. Conclusions, discussion et perspectives

Les résultats obtenus dans cette troisiéme partie de ma thése m’ont permis d’obtenir la
protéine A3G soluble et fonctionnelle en cellules mammiferes, contrairement aux travaux menés dans
E. coli. Or, il est notoire que les modifications post-traductionnelles pourraient jouer un role important
dans la solubilité¢ des protéines. Pour vérifier cette hypothese, des analyses préliminaires ont été
effectuées a la plateforme de protéomique par spectrométrie de masse. Nous avons pu identifier un
peptide monoubiquitinylé pour A3G exprimée seule (en position K609 de la polyprotéine) mais des
recherches plus poussées et ciblant d’autres modifications (phosphorylation, glycosylation, ...)
devront étre envisagées. Cependant, ces études nécessiteront une amélioration de la pureté des
protéines. D’autre part, I’expression d’une polyprotéine avec le systeéme de la vaccine a été testée pour
la premiere fois sur un complexe de grande taille pendant ma these. Les résultats obtenus ont permis

de valider cette stratégie et devraient faire 1’objet d’une publication.

Des études structurales sur le complexe constituaient le but final de ce projet. Les faibles
rendements obtenus ont cependant représenté un obstacle pour atteindre cet objectif. Ces faibles
rendements peuvent étre li€s a une expression hétérogene des protéines par les virus recombinants. En
effet, tous les virus montrant une fluorescence verte ne montrent pas une fluorescence jaune
(indicateur de I’expression de la polyprotéine). On peut suspecter que la présence de sept protéines
dépendant d’un unique RBS limite les rendements de synthese des protéines par le ribosome, le temps
nécessaire a la traduction étant d’autant plus important que la polyprotéine est longue. De plus, des
études ont montré une diminution du taux de virus dans les cellules apres induction (3 a 6 fois moins)
ce qui pourrait également expliquer les faibles rendements d’expression [203]. Pour pallier ces
problémes, il faudrait envisager des plus gros volumes de culture. L’optimisation de cette stratégie est

encore a 1’étude par I’équipe de Marc Ruff.

La température peut également avoir un impact sur les rendements d’expression. En effet, les études
précédentes menées avec E. coli (Résultats partie2) ont montré que les températures optimales
d’expression se situaient entre 15 et 25 °C pour le complexe CBFp — Vif — EloB - EloC, et a 18 °C
pour le domaine C-terminal d’A3G. Or, dans nos conditions de culture, une sensibilité¢ des cellules
BHK21 a la diminution de la température nous contraint a réaliser 1I’induction a 37°C. Cette grande
différence de température pourrait avoir un effet sur I’expression des protéines. De plus, A3G étant

exprimée avec le complexe Vif - E3 ubiquitine ligase, son éventuelle dégradation par le protéasome
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est aussi a envisager. En effet, méme s’il manque des éléments importants pour ce mécanisme, tels que
la Cul5 et les facteurs de polyubiquitination, leurs homologues pourraient étre présents dans la cellule
de hamster. Rajouter des inhibiteurs de protéasome au milieu de culture durant I’infection aurait pu
permettre de tester cette hypothése. Malheureusement, des études ont montré que 1’utilisation
d’inhibiteurs de la voie de dégradation ubiquitine-dépendant par le protéasome 26S, comme le
MG132, inhibe la réplication du virus de la vaccine en bloquant 1’expression des genes intermédiaires

et tardifs [241].

Des pertes durant les étapes de purification et notamment lors de la sonication et
I’ultracentrifugation sont également probables. En effet, une identification de la protéine A3G aussi
bien dans le culot que dans le surnageant des cellules dans I’expérience de Western Blot (Fig. 103)
suggere qu’une partie d’A3G n’est pas soluble. La quantité de protéines d’intérét injectée sur les
colonnes de purification serait alors réduite. Ceci peut favoriser la liaison de protéines contaminantes
aux sites non saturés de la résine et expliquer la contamination importante observée dans les profils
d’¢lution. Une facon de surmonter ce probléme serait d’ajouter des détergents dans les tampons de
purification ce qui pourrait améliorer d’avantage la solubilité d’A3G. Mais ceci ne peut étre applicable
dans le cas du complexe qui serait dissocié en présence de détergents. Cette hypothese a été testée en
rajoutant du CHAPS pour A3G seule mais les résultats obtenus ne semblent pas indiquer une
meilleure solubilité¢ d’A3G en présence de détergent par rapport a A3G avec le complexe. Il est
cependant possible que la concentration en CHAPS utilisée dans ce cas n’était pas adaptée, ou que la
solubilité a effectivement été augmentée pour A3G seule mais que le complexe compense I’efficacité
du détergent en favorisant également la solubilit¢ d’A3G. Il sera indispensable d’optimiser les
conditions de purification méme si les rendements restent limitants pour y parvenir. Il pourra
également étre intéressant de réaliser deux purifications successives avec le complexe en utilisant les

deux étiquettes Flag/10His et Twin-Strep.

Une activité spécifique d’A3G, capable de catalyser la réaction irréversible de désamination des dC en
dU, a été mise en évidence par le test d’activité préliminaire. Ceci montre que la protéine produite est
correctement repliée. Toutefois, une évaluation quantitative est difficile en raison de la forte
contamination avec d’autres protéines. Ainsi, il est difficile de savoir si la présence d’ADN non clivé
est synonyme d’une activité partielle (une partie seulement de la protéine est bien repliée) ou d’une
trés faible quantité d’enzyme au départ. Il sera nécessaire de réaliser des tests enzymatiques plus
poussés afin de déterminer la fraction de protéines actives a partir des parametres connus de 1’activité

enzymatique d’A3G.
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CONCLUSION GENERALE

Vif joue un role trés important dans 1’infectivité du VIH-1 et dans la dégradation du facteur de
défense innée APOBEC3G/F. La structure cristallographique de Vif en complexe avec les
composants de la machinerie d’ubiquitinylation ouvrira un nouvel épisode dans I’investigation des

antirétroviraux.

Concernant les retombées de ce travail, les publications tres prolifiques ces derniers temps sur
les protéines Vif et APOBEC3 montrent a quel point des informations biophysiques, et structurales en
particulier, sont treés attendues. Les exemples de structures cristallographiques ayant contribuées au
développement rationnel d’antiviraux sont désormais nombreux : les inhibiteurs de protéase de HIV-1
saquinavir (Invirase ®), amprenavir (Agesenase ®) et nelfinavir (Viracept ®), ou la découverte du
zanamivir (Relenza ®) et de 1’oseltamivir (Tamiflu ®) contre le virus de la grippe ont tous été
développés a partir de structures cristallographiques. Nous espérons que I’obtention d'une structure
tridimensionnelle de bonne qualité du complexe Vif/APOBEC, permettra de mieux comprendre le
mécanisme de reconnaissance d'APOBEC par Vif et pourra alors servir de base pour 1’élaboration de

molécules capables de contrer la dégradation d'APOBEC par le virus.

Au cours de ma thése, j’ai réussi a produire le complexe Vif-CBFB-EloB-EloC-Cul5-Rbx2
ainsi que le complexe Vif-CBFB-EloB-EloC-A3FCD2Chimere en combinant la co-expression in vivo
et in vitro dans E. coli. Malheureusement, nos tests de cristallisation sont restés négatifs. Concernant la
protéine APOBEC compléte, nos essais de production d’APOBEC seul ou au sein du complexe de

I’ubiquitine ligase dans E. coli n’ont pas donné des résultats probants.

Des études biophysiques et structurales compatibles avec des petites quantités de protéines
peuvent tout de méme éEtre envisagées. Si I’on obtient des quantités de protéines pures avec nos
rendements actuels, nous pouvons espérer faire des études en cryomicroscopie électronique. En effet,
les derniéres innovations liées aux détecteurs et microscopes ont permis d’améliorer considérablement
la résolution et les limites inférieures de résolution. Ainsi, de hautes résolutions ont pu étre atteintes
récemment (2,2 A) [242]. Notre complexe ayant une taille d’environ 150 KDa et A3G seule d’environ
50 KDa, de nouvelles possibilités d’études structurales s’offrent alors a nous. Des analyses de
résonance plasmonique de surface ou de rétention sur filtre pourront également étre considérées de

maniere complémentaire pour étudier la cinétique d’association du complexe.
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A3G, posant des problemes de solubilité, sa surproduction reste difficile. D’autres études ont
été menées pour surexprimer la protéine A3G entiere en utilisant le systéme d’expression Baculovirus
mais les rendements étaient limités aux microgrammes. Récemment, Kouno et al. (2015) ont réussi a
produire dans E. coli un variant du domaine N-terminal d’A3G pur en grande quantité. Ceci a permis
de résoudre la structure par RMN, grice a des mutations dans le domaine N-terminal en s’inspirant du
domaine C-terminal qui est soluble dans E. coli. 1l serait alors intéressant de savoir si ces mémes

mutations favoriseraient également la solubilité de la protéine enticre

De nombreuses études récentes ont apporté des informations précieuses sur les mécanismes et
les structures de Vif ainsi qu’A3G, qui viennent enrichir les cibles thérapeutiques potentielles. La
résolution de la structure de Vif a offert de nouvelles perspectives dans le développement de
molécules inhibitrices de [I’interaction avec le complexe E3 ubiquitine ligase. Une meilleure
connaissance des détails des interactions entre A3G et Vif dans le complexe permettrait d’affiner les
connaissances du mécanisme de polyubiquitination et de développer des molécules plus a méme de

bloquer I’action de Vif, ceci toujours dans le but de rétablir I’action antivirale d’A3G.
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ANNEXES

ANNEXES

1- Isolats de Vif

a. Séquence de la protéine Vif de I’isolat NL4-3

MENRWQVMIVWQVDRMRINTWKRLVKHHMYISRKAKDWFYRHHYESTNPKISSEVHIPLG
DAKLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIEWRKKRYSTQVDPDLADQLIHLHYFDCFSESAIRN
TILGRIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALIKPKQIKPPLPSVRKLTEDRWNKPQKTKGHRG
SHTMNGH

b. Séquence de la protéine Vif de I’isolat HXB2

HMENRWQVMIVWQVDRMRIRTWKSLVKHHMY VSGKARGWFYRHHYESPHPRISSEVHIPL
GDARLVITTYWGLHTGERDWHLGQGVSIEWRKKRYSTQVDPELADQLIHLY YFDCFSDSAIR
KALLGHIVSPRCEYQAGHNKVGSLQYLALAALITPKKIKPPLPSVTKLTEDRWNKPQKTKGH

RGSHTMNGH

c. Alignement des deux séquences

p n
it -MENRWolME i M BilsRKA HHPESTNP KilsSEWHIPE cBaARENTTH 69
Vit HXB2 harm  HMENRWQMM JMDRM s iHv EMSGKARG HMESPHP RISSEMHIPL GEA TTH 70

Consensus HMENRWQVMI VWQVDRMRIX TWKXLVKHHM YXSXKAXXWF YRHHYESXXP XISSEVHIPL GDAXLYITTY
100%

—_— il [ M0

8|D 1iﬁ 1?0 14‘0
* R A I L) S I S
VIt HXB2 harm WGEHTG cacus TQMD P cHsOsA alllc SPRCEMQAGH 140

Conzensus WGLHTGERDW HLGQGVS |EW RKKRYSTQVD PXLADQLIHL XYFDCFSX8A IRXXXLGXIVY SPRCEYQAGH
100%

- i i Dl i

'I 1?0
vi NEVGSEQiila EaxBiRPEQll Keeiips T NEPGR TRGHRGSHTM NGH: 193
VIFHXB2 harm NEMGSEQEEA EAALNTP PPLPSMTKL T VKPQK TKGHRGSHTM NGH- 183

Consensus NKVGSLQAYLA LAAL IXPKX| KPPLPSVXKL TEDRWNKPQK TKGHRGSHTM NGHX
1o0%

Annexe 1: Séquences des protéines de 1’isolat NL4-3 (1) et HXB2 (2) et alignement des deux
séquences (3). Il existe une 89,1% d’identité et 94,3% de similarité entre les deux séquences.
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2- Harmonisation des codons : Exemple Protéine VifHXB2

a. VifHXB2 séquence originale et fréquence d’usage des codons chez E .coli

a
Name : >Yif HBX2 database
No. of Codons : 193 Rare codons: 28 Ratio: 14.508%
Table 3' [64x64) codons ~ Sum up of Quantification
Redirect by : Escherichia coli
W o 0.000%
Eo 0.000%

co | [N VX D S Y ) N X (Y (N ) ) I 5 N G A ) Y ) [ R

ATG GAA RAC @UGG CRG GUG AUG AUU EUG UGG CRA GUA GAC @AUG @Aﬂ'ﬂ @ACA UGG AAx AGU UUA GUA ARk CAC CAU AUG URU GUU UCR GE& ARR GCII@GGA UEE 00

oo | S O N (e () Y (Y ) N D S (N D (D Y (X

117 | TaU @CAII CAC UAU GAR AGC COCT CAU CCAAG'IJ TUCA GAR GUA CAC AUC CCA@GGG GAU GCU @U‘IIG A ACA ACR UAD UGE GEU (UG CAU ACA 22 m@mc

oo | N Y N ) D ) ) Y Y D ) () G O I W ()

234 | UGE CAT UUG GEU CAE GGA GUT UCCG\M UGG@N ARG @UAU AGC ACA ChA GUA GAC CCU GAA@GCA GAC cu@mu CAD CUG UAU UAC UUU GAC UGD UUU UCA GAC

ov 5 N (X R )N ) T O Y R () () ) ) D P D R D ) )N

351 | vew eon §ERNERARG coc UUa U cea cac £TA)GUT Ao CCU GC)UGT GAA TAU CAM GCA GGA CAU ZAC Z3¢ GUA 66 Uo7 {TR)a mac me oca (Tloca cca T TN o

co 10 (Y () ) ) G ) 0 D Y () (0 ) ) O N O D () (Y6 .0

468 mucusocaocuu‘n{;ccnwnmm;mcua ACA GAG GAU@UGG ARC RAG CCC CAG ARG ACC MGGGCCAC@GGG BEC CAT ATR RUG AAUGGACAC

=

b
Histogram
%o

4

A AADTACA ACGY DA DD AL AR CAR CAGY DA GO DRA 0O CUA'CUG DAL BAG'GCA 500 LA UG LICA UCH UGA L33 UL D
AAS AN ACE ACU AGE ABU AUS AL CAS CAU C0S 00U 0BG COU CUC CUU BAC GAL GOT G0U 006G 00U BUC DU UAC (WA UCC Uty s Uy U LW

Annexe 2 : (a) Séquence de VifHXB2 non harmonisée avec les codons rares entourés en bleu, les
codons ayant une fréquence d’usage ( appelée valeur RSCU :Relative synonymous codon usage)
elevée sont indiqués en vert, et ceux ayant une RSCU faible en rouge. (b) Fréquence d’usage des
codons présents dans la séquence de VifHXB2 dans E . coli. Les codons rares sont définis comme
étant ceux qui ont une fréquence d’usage en dessous de la limite (trait vertical)
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b. VifHXB2 : Séquence originale et fréquence d’usage des codons chez H.

sapiens :

Name : >Vif_HBX2 database
No. of Codons : 193 Rare codons : 1 Ratio : 0.518%
Table 3' (64x64) codons Sum up of Quantification
Redirect by : Homo_sapiens
B o 0.000%
[ 0 0.000%

a

mmmm\umcw;mmmmmmmmcmmmmnmmummnmmmmmuummmuumm@mmmmm

mumncaucacmumwcmcmccnmammmmmcacm:cl:amm;ﬂumnnmmmxuiumnummcmmuuamm;mmc

L mmummmmwcmcnmmmmmmaamﬂmmmmmmmmmmmmnﬁunﬂmmﬂmmmmmwm

@ |I-..lIlII-..-I.III..BHIIIBI.'-I..-II-..

351_,tmmhmmmsctmmmcathmmmcccuhmmmmmmmuumaasmsﬂummmmmmmsﬂmEUAAmmm

o O R O D R R R O R O R RO cu

468 mmmmcmmmmnmmm;mmmmmﬂammummcccmzmmmmucnmmmmzmmmmmc@

ggg ale

Annexe 3: Séquence de VifHXB2 non harmonisée et la fréquence d’utilisation des codons dans
I’organisme hote (original) H. sapiens. Il n’existe pas de codon rare dans ce cas.
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c. VifHXB2 harmonisée pour E. coli.

a

Histogram

oo

=2

1+
i

L]

AMACANGACA ADD ACA ADD 32 CAM CAG COA GO0 CEW, DD CUA TG GAN DAD OCA D00 G0N &0 GUA GG LAY ICALDE UBA, Lo L
AAC AAU ACC ACU AGC ASU AUC AU CAC CAU CCC OCU B0 DBU CUC CUL GAC GAL GO0 OCU BBC BEU GUIC GUL LA LWL LCT LCU UGEC el LS

Name : >Vif HBX2_ database
No. of Codons : 193 Rare codons : 8 Ratio : 4.145%
Table 3' [64x64) codons Sum up of Quantification
Redirect by : Escherichia coli
Mo 0.000%
b Mo 0.000%

co | [N FOERY OV Y G O O G 5 T D Y GOUEN SV S WD ) ) D D I DY S G (OGN GO OEED OGS N O (D (O (O O
1] AUG GAG RAC CGG UGG CAG GUG AUG AUC SUF UGG CAR GUA GAU OGU AUG COGU AUC CGF ACE UGG ARG UCU CUU GUA ARG CAU CAC AU UAC GUA UCE 86U ARG GCC
co | NS Y OV O NG OESY GO O OV FOEZY O RN S D OERN OGN (OEE) ) COEZ) (D ) ) () D (WY DD (O
117 TUAC CGE CAC CRU UAC GAG AGC CCR CAC CCR CG3 @UCEI TUCG GAG GUR CAU AUC CCR CUU G3U GAC GCC CGE UUS GUA @h._a A0G TUAC USG GGG CUE CAC ACG GEU GAG OGG GAU
co | N OV FOVEN (VD N O O D RN OERN (N S O VG Y V) N ) OGN N O COERN (Y (D N (O G S 0 ) L foocfoal
234 UGG CAC UUS GGG CAG &8U GUU UCE @3&3 TUZG CBU ARG ARR C3G UAC AGC ACG CAR GUR GAU CCA GAG CUU &CC GAU CAR CUU AUC CAC CUG UAC UAU UUC GAU USU UUC UCE AU
co | [N (D R (XY N (D O (Y (0 (O (OO OGN G O O e (R VG (O (I O NS W (NG OGN O () Y O] WY () ) () P () Y (O (R
351 03 B0 @233 RRR GCE CUU CUU GET CAT @Sﬂh AEC CCA OGU UGU GAG TAC CARR ECC GBU CAC AACT RAR GUA GGU UCE CUU CRA UAT UUS GOC CUU &CC GCC CEI'U@ACG oCR
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importance pour le bon repliement de la protéine.
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Chapter 9

Isothermal Titration Calorimetry: Assisted Crystallization
of RNA-Ligand Complexes

Cyrielle da Veiga, Joelle Mezher, Philippe Dumas, and Eric Ennifar

Abstract

The success rate of nucleic acids/ligands co-crystallization can be significantly improved by performing
preliminary biophysical analyses. Among suitable biophysical approaches, isothermal titration calorimetry
(ITC) is certainly a method of choice. ITC can be used in a wide range of experimental conditions to
monitor in real time the formation of the RNA- or DNA-ligand complex, with the advantage of providing
in addition the complete binding profile of the interaction. Following the ITC experiment, the complex is
ready to be concentrated for crystallization trials. This chapter describes a detailed experimental protocol
for using I'TC as a tool for monitoring RNA /small molecule binding, followed by co-crystallization.

Key words Microcalorimetry, Crystallization, RNA-ligand complex, ITC, Thermodynamics

1 Introduction

Co-crystallization of nucleic acid/ligand complexes is frequently
problematic, even on established biological systems. Much time,
efforts, and material can be spared by using preliminary biophysical
methods to assess a correct formation of the complex in conditions
that are optimal for co-crystallization. Among these approaches,
ITC is well-suited for analysis of nucleic acid interactions [1—4 ]
and numerous examples include binding of small ligands [5-10],
proteins [ 1 1-17] or nucleic acid—nucleic acid interactions [ 18-21].
A major advantage of ITC over other equivalent biophysical
approaches (such as microscale thermophoresis, surface plasmon
resonance, nuclear magnetic resonance, or steady-state fluores-
cence) is that ITC directly measures the heat that is released or
absorbed upon a binding interaction [22-25]. Consequently, no
labeling of the sample is needed and this sample can be directly
used for crystallization experiments. In addition, ITC allows the
simultaneous determination of all binding parameters in one single
experiment: the affinity constant (K,), the binding enthalpy (A H),
the entropy change (AS), the Gibbs free energy change (AG), and

Eric Ennifar (ed.), Nucleic Acid Crystallography: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 1320,
DOI 10.1007/978-1-4939-2763-0_9, © Springer Science+Business Media New York 2015
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the stoichiometry (7). Unlike other techniques, I'TC has a very
wide range of applications: it is not subjected to any upper or lower
molecular weight limits and can be used virtually in any buffers,
provided the RNA/DNA buffer is rigorously identical to the
ligand buffer. A real limitation of I'TC is the requirement of large
amount of material; however, this is obviously not an issue if the
sample is dedicated for crystallization experiments since crystalliza-
tion and ITC requirements are quite comparable. For most situa-
tions, the complex formed following the I'TC titration can thus be
used for crystallization by concentrating the sample about ten
times. Finally, when complex RNA molecules are used, I'TC also
provides the opportunity to assess proper folding of the nucleic
acids by monitoring the stoichiometry of the interaction: it is
indeed commonly observed during large-scale preparation of RNA
that a significant portion is misfolded and does not allow ligand
binding (the same holds true for proteins). A suboptimal stoichi-
ometry is a strong indicator of such a frequent problem.

In this chapter, we provide a detailed protocol for implement-
ing ITC as a guide to improve co-crystallization of nucleic acid—
ligand complexes. An example is presented with the titration of the
aminoglycoside antibiotic lividomycin into the homodimeric
HIV-1 genomic RNA dimerization initiation site (DIS) loop-loop
complex (Figs. 1 and 2) [26-29], followed by co-crystallization
experiments. This RNA /ligand interaction also provides a good
example of salt-dependent binding, as frequently observed with
nucleic acids. Indeed, as many nucleic acid binders, aminoglyco-
sides are positively charged and unspecific interactions due to elec-
trostatic interactions can be observed at low salt concentration,
whereas excessively high salt concentration can even prevent the
specific ligand binding. It might therefore be advisable to perform
preliminary I'TC experiments in various salt conditions in order to
exclude (or at least reduce) unspecific binding while maintaining
specific interactions. For a study of the binding of the HIV DIS
RNA to lividomycin, ITC experiments performed in a low-salt
buffer (25 mM of potassium chloride) clearly showed two binding
events [28] and cannot be fitted with a single site model (Fig. 3).
However, in higher-salt conditions (200 mM potassium chloride),
only the specific binding was observed (Fig. 3). Such experimental
conditions leading to a homogenous RNA /ligand complex should
therefore be preferred in the search for crystallization conditions.
In addition, such an experiment provides the opportunity to stop
the ITC experiment close to the expected stoichiometry (close to
1.0 in this case, depicted by the black arrow in Fig. 3) in order to
avoid the use of an excess of ligand. Crystallization experiments
can then be performed in the most favorable conditions. In the
following example, a more general situation is described with a
significant nonspecific binding of a positively charged small
molecule ligand and without any prior knowledge of the preferable
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Fig. 1 HIV-1 DIS RNA and aminoglycosides. (a) Localization of the DIS in the 5’-untranslated region of the HIV-1
viral genomic RNA and dimerization mechanism through formation of a loop—loop “kissing” complex. (b)
Sequence and secondary structure of the HIV-1 subtype F stem-loop used in this study. The self-complementary
sequence is bolded. The loop—loop complex is depicted on the right, with the “A-site motif” circled in light gray.
(c) Chemical structure of the aminoglycoside lividomycin

salt concentration to use. A brominated RNA (on the third uridine)
is used in order to perform a MAD or SAD phasing following
co-crystallization.

2 Materials

2.1 Instrumentation 1. iTCyy (Microcal-Malvern, Malvern, UK) or equivalent
Isothermal Titration Calorimeter.

2. Crystallization robot Mosquito Crystal (TPP LabTech,
Melbourn, UK) or equivalent.

3. NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) or equivalent.

4. Refrigerated Centrifuge.
2.2 Instrument 1. Hamilton loading syringes for iTC,yy (Hamilton Company,
Accessories Reno, NV, USA).

2. BD Luer-Lok 1 ml syringe.
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Fig. 2 Crystal structure of the free HIV-1 DIS RNA loop—loop complex (/eff) and bound to two lividomycin
aminoglycosides (right). The two RNA stem loops are shown in black and gray, respectively

2.3 RNA Preparation 1. Chemically synthesized (purity >98 %) HIV-1 DIS
23-nucleotides RNA (Br-U3 modified): 5'-CU[BrU]
GCUGAAGUGCACACAGCAAG-3'.

2. Dry bath capable of maintaining 90 °C.
3. KCI, powder.
4. 1 M MgCl,. Store at 4 °C.
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Fig. 3 Examples of titration of DIS RNA with lividomycin at 25 °C. On the /eft, the buffer contains 200 mM KCl
and the experiment was performed with 12 M RNA (in strands) and 350 pM aminoglycoside. On the right, the
buffer contains 25 mM KCI and the experiment was performed with 6 uM RNA and 400 pM aminoglycoside.
The black arrow depicts the saturation point where the ITC experiment might be stopped in order to perform
crystallization trials in optimized RNA/ligand ratios

2.4 Aminoglycosides
Preparation

2.5 ITC Experiment

2.6 Crystallization
of RNA-
Aminoglycosides
Complexes

. 1 M Sodium cacodylate, pH 7.0. Store at 4 °C.
6. 10x ITC Buffer: 1,500 mM KCI, 50 mM MgCl,, 200 mM

Sodium cacodylate, pH 7.0. Store at room temperature.
Prepare 10 ml before use.

. Amicon Ultra-4 centrifugal filter unit 10,000 MWCO

(Millipore, Billerica, MA, USA).

. Lividomycin A Sulfate, powder. Store at 4 °C.
. Ix ITC buffer: 150 mM KCI, 5 mM MgCl,, 20 mM Sodium

cacodylate, pH 7.0.

. Ix ITC buffer: 150 mM KCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Sodium

cacodylate, pH 7.0. Prepare 10 ml to wash the sample cell.

. ITC EXPERT, the software controlling the iTCyq

calorimeter.

. Microcal Origin software for ITC data analysis (or equivalent

software, such as NITPIC [30] or AFFINImeter: http: //www.
affinimeter.com/, see Note 1).

. Natrix HT crystallization screening kit (Hampton research,

Aliso Viejo, CA, USA). Store at 4 °C.

. 96-well CrystalEX™ microplate, conical flat bottom (Corning,

Corning, NY, USA) or equivalent.

this figure will be printed in b/w
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3. Crystal Clear Sealing Films (Hampton Research) or
equivalent.

4. Amicon Ultra 0.5 ml centrifugal filter unit 10,000 MWCO
(Millipore, Billerica, MA, USA).

3 Methods

3.1 RNA

and Aminoglycosides
Preparation for ITC
Experiment

3.2 Designing
the ITC Experiment

3.2.1 Experimental
Considerations

1. In order to prepare 300 pl of RNA at 120 uM for I'TC experi-
ment, RNA is refolded in water. To prevent the formation of
duplex dimers and favor the hairpin fold, RNA concentration
at this step must not exceed 3 pM. RNA is aliquoted into 12
Eppendorf tubes, each tube containing 1 ml of RNA at 3 pM
In water.

2. Heat the RNA sample for 5 min at 90 °C and snap cool in
water at 0 °C.

3. Add 111 pl of 10x I'TC bufter in each Eppendorf tube. The
RNA will then be in 1x I'TC buffer.

4. Concentrate the RNA solution to about 300 pl with an Amicon
Ultra-4 concentrator: centrifuge 10 min at 7,500rpm at
10-12 °C. Higher temperature should be avoided since it
might promote the hairpin to duplex conversion during the
RNA concentration [31].

5. Read the absorbance at 260 nM using a NanoDrop spectro-
photometer. An RNA concentration of 120 pM corresponds
to ca. 20 OD.

6. Prepare 1 ml of lividomycin in 2.4 mM of 1x ITC butffer.

In an ITC experiment, the calorimeter directly measures the heat
evolved in liquid samples as a result of mixing precise amount of
reactants. Heat is produced (exothermic interaction) or absorbed
(endothermic interaction) as a result of the interaction between
the ligand and the sample molecule (see Note 2).

ITC monitors these heat changes by measuring the differential
power applied to the cell heaters required to maintain a small
temperature difference between the reference and sample cells as
the binding partners are mixed. This differential power compensa-
tion per ligand injection is the raw signal recorded by the experi-
ment. Each ligand injection results in a heat pulse that is integrated
with time and normalized for concentration. This will produce a
titration curve of kcal/mol vs. molar ratio (ligand/sample). The
resulting isotherm is fitted to a binding model to obtain the affinity
constant (K,=1/Ky), stoichiometry ( N), and enthalpy of interac-
tion (AH). The Gibbs free energy change (AG) and the entropy
change (AS) are obtained via the thermodynamic relationships:

[AU2]
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3.2.2 Instrument
Parameters

ITC-Guided Crystallization
AG=-RTIhK, =RT K,

AG =AH -TAS

The appropriate concentration of the component placed in the
sample cell (Mr) depends on the binding affinity, the stoichiome-
try, and heat of binding AH [32]. In order to derive accurate bind-
ing constant and A H, the Wiseman coefficient c= N- K, - My should
be larger than 1 but smaller than 1,000 (preferably between 10 and
500) [33, 24].

In practice, required concentrations of sample in the cell for a
“traditional” ITC experiment are ranging from 5 to 100 pM. The
molar concentration of the ligand in the injection syringe is typi-
cally 10-20 times higher (and even higher in the case of low ¢ value
experiments [34]). This will ensure that the cell material will
become saturated by the end of the titration experiment. As a con-
sequence, sample requirement in order to perform an I'TC experi-
ment in ideal conditions (¢~ 100) might be significant for biological
system with a low affinity. This should however not be an obstacle
for ITC experiments performed prior crystallization.

The key to successful ITC experiments, one never insists too
much on that, is to minimize the heat signal arising from mis-
matches between the solutions that are mixed (see Note 3).

On the iTC,4 microcalorimeter, the titration syringe holds up to
40 pl. Typical injections must not exceed 2 pl and must not be
lower than 0.2 pl. In an ITC experiment performed prior crystal-
lization, sample concentrations are large and rather small injections
(~1 pl) should be sufficient to ensure a satisfactory signal /noise
ratio and a correct sampling of the nucleic acid /ligand saturation.
It is recommended to perform a first small injection (0.3-0.5 pl)
that may be disregarded in data analysis (see Note 4). The number
of injections per experiment depends on the volume of the injec-
tions and should be set so that the sample in the cell will be satu-
rated at the end of the titration. Usually, the complete volume of
the syringe is injected into the cell. However, it might be appropri-
ate to stop the titration when the nucleic acid is saturated with the
ligand in order to perform crystallization trials with the minimum
excess of ligand (Fig. 3). The injection time should be set to twice
the injection volume in pl, thus corresponding to a 0.5 ul/s injec-
tion speed (i.e. 2 s for 1 pl injections). The spacing between the
injections is generally set to 120 s by default, which is often ade-
quate to ensure a correct return to the baseline after each injection.
However, the equilibration time is strongly dependent on the rate
constants k,, and %, for each system [35] and it is not uncommon
to have to seriously increase this spacing value to 240 s (even much
higher for very slow systems [15]). The filter value corresponds to
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3.3 Performing
the ITC Experiment

the integration time that will be used to produce a single data
point. Usually set to 5 by default, the filter period might be set to
3 for a better sampling of each peak in view of performing a kinetic
analysis of the thermodynamic data [35].

Regarding the calorimeter setup, the feedback mode should be
set to “high gain,” which corresponds to the fastest response time.
The “Reference Power” value corresponds in practice to the base-
line (in pCal/s). In the high gain mode, the instrument’s reference
power ranges from 0 to 12.25 pCal/s. The anticipated size and
direction of the titration peaks will determine the baseline setting.
For exothermic interactions, a large reference power setting is
required (~5 pcal/s) and for endothermic interactions, a small ref-
erence power setting is required (0.5 pCal/s). It is essential to set
the reference power so that the signal generated by each peak
remains positive at any time. The stirring speed is set to 1,000 rpm
by default (see Note 5).

Regarding the cell temperature, the instrument’s theoretical
operating range is 2—80 °C but most of the experiments are per-
tormed between 4 and 37 °C. The temperature of the experiment
is often an overlooked parameter that might be very useful to
exploit in order to improve the results through an optimization of
the Wiseman ¢ value by playing on two parameters: AH and Kj.
Indeed, most biomolecular interactions are characterized by tem-
perature dependence of the A H due to the heat capacity change of
the event:

AC, =(0AH / 0T)

This temperature dependence is generally negative and associated
with a local folding following binding [36]. It is a valuable tool for
optimizing the study of any binding event: for an exothermic reac-
tion, AH will be more negative at 35 °C than 25 °C and, conse-
quently, the signal will be increased at 35 °C. Regarding the effect
on the affinity, the K, of an exothermic reaction should decrease at
lower temperature (in agreement with van’t Hoff’s relationship),
which might improve data in systems where the ¢ value is too low.

1. Fill the reference cell with ultra pure water using a 0.5 ml glass
Hamilton syringe.

2. In the instrument controls tab, set the temperature at 12 °C in
“Thermostat Control,” and click “Set Jacket Temp.” This
temperature is selected in order to improve the affinity of the
aminoglycoside for the DIS RNA and to reduce any potential
hairpin to duplex conversion of the RNA in presence of mag-
nesium cations and rather high RNA concentration [31].

3. Rinse the sample cell, two or three times, with 1x I'TC buffer.

4. Gently load the sample cell with 300 pl of DIS F BrU3 RNA
at 0.120 mM. The small excess should be removed. The final



3.4 ITC Data
Analysis
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sample volume in the cell is ca. 280 pl. This step is delicate
since no bubble should be present in the sample cell.

. To load the titration syringe, place a microcentrifuge tube with

at least 70 pl of lividomycin sample at 2.4 mM. Place the
syringe titration above the microcentrifuge tube so that the tip
of the syringe is immerged in ligand solution. Manual loading
of the syringe is by far much safer than the semi-automatic
procedure, especially if the sample is viscous (i.e. with a buffer
containing some glycerol). Connect the BD syringe and tub-
ing to the titration syringe and load the sample manually by
aspiration into the titration syringe (before aspiration, make
sure that the plunger is in the open position). When the sample
gets to the plunger, click “Close Fill Port” in the instrument
controls tab; this will move the plunger tip down so that it
blocks the fill port. Perform the “Purge /ReFill” procedure to
remove small air bubbles in the syringe. Unplug the BD syringe
from the titration syringe.

. Place the titration syringe into the sample cell.
. Set the reference power to 5 pCal/s.
. Set the initial delay to 100 s and the stirring speed to 1,000 rpm.

. Set the number of injections to 40, the sample cell concentra-

tion to 0.12 mM and the concentration in the syringe to
2.4 mM.

Set the titration parameters (the number and volume of the
injections as well as the spacing between two injections) in the
“Injection Parameters” window into the “Advanced
Experimental Design” tab. Set the first injection volume to
0.3 pl and the next injections volume to 1 pl. Set the spacing
between each injection to 180 s.

Press the “Start” button to begin the experiment. The experi-
ment will start when both cells are thermostated at 12 °C.

At the end of the titration, recover the RNA /ligand sample,
wash the sample cell, reload the sample cell with 1x ITC buf-
ter, reload the syringe with lividomycin solution and perform a
blank experiment using the same parameters. A signal (here
endothermic) will be produced due to the dilution of the
ligand into the buffer. This signal should be taken into account
for subsequent data analysis.

ITC data analysis using the Microcal Origin7 software will be
described here.

Start the Origin software. The program opens and displays the

rawlTC plot window.

1.

Click on “Read Data” to open the titration experiment (file
with .itc extension). Origin will integrate the injection peaks
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10.

11.

12.
13.

14.

and a new “Delta H” window will appear (Fig. 4, step 1). It is
possible at this stage to modify the concentrations of your sam-
ples by using the “Concentration button.”

. The software will automatically generate a baseline important

for peak integration. If required, it can be manually adjusted by
using the “adjust integration” button in the “rawITC” win-
dow in the “window” menu.

. Go to the “rawlTC” window.
. Click again “Read data.”
. Select the blank file generated by injection of lividomycin in

the buffer.

. Remove aberrant data points and/or adjust the baseline if

necessary.

. Go to the “Math” menu and select “linear regression.” A red

line will be drawn (Fig. 4, step 2).

. Double click on the “1” button located on the top left corner

of the window (red arrow in Fig. 4, step 1). A new window
labeled “layer 1” appears, with two lists: “available data” on
the left and “Layer content” on the right. The “Layer content”
list contains two items: one “xxx_ndh” corresponding to inte-
grated heats of the blank experiment and a “linearfit]l _xxxndh”
corresponding to the linear regression.

. Select data corresponding to integrated heats (“yyy_ndh”)

generated by the injection of ligand onto the RNA and click on
the right arrow placed between both lists. The data set will
then appear in the “Layer content” list. Click “OK” on the
“Layer 1” window and on the “Rescale” button on the button
bar of the Origin window (red arrow in Fig. 4, step 2).
Integrated heats of both the ligand /RNA and ligand /buffer
experiments are displayed (Fig. 4, step 3).

Go to the “Math” menu and select “Simple math.” A new
“Math on/Between data Set” window appears.

In the “Available data” list, select the “yyy_NDH?” item and
click on the right arrow close to “Y1.”

w_»

In “operator,” write the minus operation.

In the “Available data” list, select the “linearfit]l _xxxndh” item
and click on the right arrow close to “Y2” (Fig. 4, step 4).
Press “OK” in the “Math on/Between data Set” window. This
will subtract the blank experiment to the RNA/ligand
titration.

Double click on the “1” layer button located on the top left
corner of the window. In the “Layer content” list, select “xxx_
ndh” and “linearfit] _xxxndh” items and click on the left win-
dow (Fig. 4, step 5). This will remove the linear regression and
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3.5 Considerations
About Obtained
Thermodynamic
Parameters

integrated heats of the blank experiment from graph in the
main window. Click on the “Rescale” button. Now it is time to
fit the data using an available model.

15. Remove the first injection by clicking on the “Remove Bad
Data” button and a double click on the data point to be removed.

16. On the left part of the Origin main window, select the fitting
model that should be used. Here the “Two Sets of Sites”
model should be used since both specific and nonspecific inter-
actions are observed (red arrow on Fig. 4, step 6).

17. Click on the “100 Iter” button to start the fitting. Repeat this
until the reduced chi square remains constant (Fig. 4, step 6).
The error should be smaller than the fitted value. The correla-
tion between each fitted parameter is indicated in
“Dependency”: lower is better.

18. Once the fitting is finished, the stoichiometry ( N), the associa-
tion equilibrium constant (K), enthalpy change (AH), and
entropy change (AS) values will be displayed next to the plot.
Since the “two sets of sites” model was used, thermodynamic
data are displayed for the two different binding sites. The spe-
cific binding site should have a stoichiometry close to 1.0 and
the best affinity.

19. Save the project in the “File /Save Project” menu.

20. A publication-quality figure can be obtained in the “ITC /Final
Figure” menu. Be careful: the baseline cannot be changed any-
more after this step! It is possible to display data from both the
RNA/ligand titration and the blank experiment on this figure
by selecting the desired items on the “1” and/or “2” layers
button located on the top left corner of the window (Fig. 5).

In the example presented here, parameters for two binding sites are
found (Fig. 5). The binding site with the better affinity (here bind-
ing site n°1) corresponds to the specific binding of the aminogly-
coside to the RNA dimer as observed in crystal structures (Fig. 2).
As expected, a stoichiometry close to 1.0 is observed since each
aminoglycoside binds independently to the RNA dimer. The
Wiseman c value for this binding site is N;-(1/Ky;)-[RNA]=1x8
A x10°x120x10°=972, which is in the high range of acceptable
¢ values to determine accurately both the affinity and the binding
enthalpy. The second binding site has a very weak affinity
(~140 pM). It can be assigned to a nonspecific component of bind-
ing (here also with a stoichiometry close to 1.0). Since crystalliza-
tion experiments will be carried out at 37 °C, affinity of this
nonspecific binding site will drop close to 400 pM in crystallization
conditions (this estimation can be obtained using the known heat
capacity change for the DIS RNA /lividomycin interaction [28]
and the van’t Hoft’s relationship). It should therefore not interfere
with co-crystallization of the specific RNA /ligand complex.
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Fig. 5 Final figure obtained after the titration of DIS RNA with lividomycin at 12 °C. The blank experiment cor-
responding to injection of the aminoglycoside into ITC buffer is shown in grey and yield an endothermic dilution

signal. Values obtained for the specific and the nonspecific binding sites after fitting the data using the “two
set of sites” model are shown

3.6 RNA- The RNA-lividomycin complex obtained after the ITC experiment
Aminoglycosides is concentrated to a final concentration of 0.33—0.40 mM with an
Crystallization Amicon Ultra 0.5 ml concentrator (10,000 MWCO) at 4 °C.

3.6.1  RNA/Lividomycin 1. Prior the crystallization trials, the Natrix HT kit should be
Co-crystallization placed at room temperature for at least 1 h. Dispense 0.16 ml

of Natrix HT crystallization kit solutions in each well of the
96-well CrystalEX™ microplate.

2. Using the Mosquito crystallization robot, mix 0.2 pl of the
RNA-lividomycin sample with 0.2 pl of the crystallization but-
fer in the top left (elevated) drop wells of the CrystalEX™
microplate. Alternatively, this step can be performed manually
on a larger scale using 1.0+ 1.0 pl drops.

3. Seal the crystallization plate with the Crystal clear sealing film.
4. Store the crystallization plates at 37 °C overnight.

5. Check for crystals ~16 h later. After 24 h at 37 °C, place the
crystallization plates containing crystals at 20 °C. Large mono-
crystals suitable for diffraction should grow from Natrix HT
conditions E4, E8, G3, G4, G6, G11, G12 and H9, which cor-
responds to a remarkable score of 16.6 % successtul crystalliza-
tion rate (Fig. 6). Many other conditions lead to microcrystals.
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Fig. 6 Some of the crystals obtained using a Natrix HT kit with a DIS RNA loop—loop complex/lividomycin
complex. The RNA/ligand complex was recovered from the ITC experiment shown in Fig. 5. The crystallization
condition leading is indicated in the fop-left part of each picture

3.6.2 Crystals Harvest 1. Harvest crystals that are deemed suitable for diffraction.

and freezing Crystals grown in 2-methyl-2,4-pentanediol conditions do not
require further cryoprotection. Otherwise glycerol can be used
as a cryoprotectant for other precipitants.

2. Flash freeze crystals in liquid ethane or propane (not directly in
liquid nitrogen!).

3. Store the frozen crystals in liquid nitrogen.

3.6.3  X-Ray Diffraction Diftraction of several crystals directly obtained from this screen

and Data Collection were diffracted on the bending magnet X06DA beam line at the
SLS synchrotron. Complete and good data sets were collected at
the bromine K-edge up to 1.7 A resolution and the structure could
be solved ab initio using the SAD approach.

4 Notes

1. Note that AFFINImeter offers many automatic procedures
and is the only one allowing to obtain potential kinetic infor-
mation by using kinITC[35].

2. It is extremely important of not being misled by situations
where no heat signal can be detected. Indeed, two situations
are possible: either there is no interaction at all (and a co-
crystallization will be useless), or there is interaction, but the
A H s null in the conditions of the experiment. The problem is
thus to distinguish the two situations. Since the most important
parameter influencing the AH of a reaction is the temperature

[AU4]

[AU5]

[AUG]
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(which is characterized by the term AC,=0AH/07T), one should
immediately repeat the same experiment at, at least, another
temperature or, preferably, at two temperatures, one above and
the other one below the initial temperature 7. In situations
where |AC,| is of order 0.5 kcal /mol /K, which is quite a com-
mon order of magnitude, an overall change by +10 K (from
Ty-5 K to Tp+5 K) would induce an overall shift in AH by
+(sign ACG,)x5 kcal/mol, which would be readily detectable.
Furthermore, the sign of AH on either side of 7; should be
opposite. Very importantly, following the van’t Hoff equation
[0In Ky/0T=-AH/(RT?)], a null AH at some temperature
implies that In Ky, and thus K too, are extremum at that tem-
perature. If AC, is positive (i.e. if AH increases when the tem-
perature increases), a null A H is the mark of a minimum affinity
(K4 i1s maximum) at that temperature. Conversely, if AC, is
negative (i.e. it AH decreases when the temperature increases),
a null AH is the mark of a maximum affinity (K is minimum)
at that temperature.

3. The mismatch may be produced by pH difference between the
ligand solution and the sample solution, as well as any difference
in salt concentration, buffer concentration or additives. To mini-
mize these differences, the interactants should be prepared in
identical solutions. In addition, because of the high sensitivity of
the microcalorimeter to any temperature change, it is highly rec-
ommended to place the instrument far from any air flow, espe-
cially air conditioning, and in a room exposed to minimal
temperature changes (avoid heaters, large windows or other
instruments generating lots of heat such as freezers). To obtain
steady baselines, the instrument should be cleaned regularly and
the syringe should be in a very good state (even very slightly bent
syringe will generate a significant noise). Obviously, the sample
cell should be kept RNase free for experiments involving RNA.

4. Usually, this first injection is not correct due to artifacts intro-
duced by the mechanical backlash of the screw mechanism in
the injector syringe and by a frequent looseness in the Teflon
tip in the syringe.

5. Reducing the stirring speed generally slightly improve the
baseline stability but might introduce artifacts due to insuffi-
cient mixing.
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Introduction

‘ BINDING AFFINITY

Crystallization of complexes (protein/protein, protein/nucleic acid, protein/
ligand, nucleic acids/nucleic acid, nucleic acid/ligand), even on well-characterized
biological systems, are frequently tedious and either time or sample consuming.
The success rate of complex crystallization can be significantly improved if a
proper preliminary characterization of the complex using biophysical methods
is performed. It well established that Dynamic Light Scattering (DLS) is key to
evaluate sample crystallizability (1). Likewise, DSC thermofluor-based optimization
strategy have been developed to facilitate protein/ligand crystallization (2).
Isothermal Titration Calorimetry (ITC) is the “gold standard” technique for
investigating molecular interactions and we show here that it can be a valuable
technique to improve crystallization of complexes. ITC is a true in-solution
technique that directly provides, in one single experiment, the complete binding
profile between two molecules: binding affinity (Ka), enthalpy and entropy
changes (AH and AS) and stoichiometry (N) between two molecules are obtained
very accurately (3-5). A major advantage of ITC over other similar biophysical
approaches is that it is not restricted by macromolecule upper or lower size limit,
there is no buffer restriction, and, most importantly for structural studies, it does
not required any labeling. In addition, we have recently shown that modern ITC
apparatus and new processing methods also allow obtaining a complete kinetic
description on more diverse systems than usually thought, ranging from simple
ligand binding to complex RNA folding (6).

lA Malvern Instruments Worldwide
M I Sales and service centres in over 65 countries

www.malvern.com/contact ©2015 Malvern Instruments Limited
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The main limitation of ITC is the relatively large amount of sample required for

an experiment. This should however not be a bottleneck for structural biologists
involved into NMR or X-ray crystallography studies since sample requirement

are quite similar to ITC analysis. Because the sample is not damaged during

the ITC experiment, it can then be recovered and concentrated for subsequent
crystallogenesis experiment. Finally, ITC can also be used to assess the proper
folding of a nucleic acid or a protein used in a complex. We will present here some
examples of such ITC-guided crystallization. All experiments were carried out on
Microcal™ iTC200 (Malvern Instruments Ltd).

Example I: Crystallization of the HIV-1 RNA
Dimerization Initiation Site bound to an
aminoglycoside antibiotic

The HIV-1 genomic RNA Dimerization Initiation Site (DIS) is a highly conserved
sequence with a stem-loop structure. The loop contains a self-complementary
sequence that promotes dimerization of the viral genome by forming a loop-
loop (kissing-loop) complex between two DIS hairpins. Crystal structures of the
DIS loop-loop complex (7) revealed unexpected similarities with the bacterial 16
S ribosomal aminoacyl-tRNA site (A site), which is the target of aminoglycoside
antibiotics (8). Consequently, it was shown that HIV-1 DIS RNA also binds
aminoglycosides and can thus be an attractive target for the rationale design of
new drugs targeting the HIV-1 genomic RNA (9). Here we will show how ITC can
be used to guide co-crystallization of a complex made with the aminoglycoside
Lividomycin and the HIV-1 DIS RNA kissing-loop complex.

Microcalorimetry as a tool for structural biology



NOTE D'APPLICATION

Figure 1: (a) Crystal structure of the HIV-1 genomic RNA Dimerization Initiation Site (DIS) kissing-
loop complex (PDB ID 1ZC1, (10)). The two RNA stem-loops are shown in green and blue. Highly
conserved adenines 5’ (A272 and A273) and 3’ (A280) of the 9-nucleotide loop are shown. (b)
Chemical structure of the aminoglycoside antibiotic Lividomycin. (c) Schematic drawing of

Lividomycin binding to the DIS kissing-loop complex with a 2:2 stoichiometry.

The DIS/lividomycin interaction provides an example of salt-dependent binding,
as frequently observed with nucleic acids. As many nucleic acids ligands,
aminoglycosides are positively charged and unspecific interactions due to
electrostatic interactions are predominant at low salt concentration. However,
excessive increase in salt concentration might prevent ligand binding due

to electrostatic screening. One might therefore perform preliminary ITC
experiments in various salt conditions in order to decrease unspecific binding
while maintaining specific interactions. Experiments performed in a low-salt
buffer (25 mM KCI, 2 mM MgCl2, 25 mM Na cacodylate pH 7.0) show two binding
events and cannot be fitted with a single site model (Fig. 2A). Fitting with a

two independent binding sites model shows a first very tight binding with a

1:1 stoichiometry, as expected (1 ligand for each stem-loop, 2 ligands for a
kissing-loop complex), and a second binding site with an affinity in the low
micromolar range that corresponds to unspecific interactions. This non-specific
binding might therefore preclude formation of an homogenous RNA/ligand
complex in crystallization conditions containing >100 mM concentration of the
complex. However, in higher-salt conditions (200 mM KCI, 2 mM MgClI2, 25 mM Na
cacodylate pH 7.0) only the specific and tight binding is observed (Fig. 2B). Such
experimental conditions leading to a homogenous RNA/ligand complex should
therefore be preferred in the search for crystallization conditions.

3 Microcalorimetry as a tool for structural biology
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Misfolding is a frequent problem in structural studies of RNA. Here, the expected
stoichiometry is obtained and these ITC experiments therefore also assess

the proper folding of the RNA and, additionally, that the correct antibiotic
concentration was used.
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Figure 2: Titration of HIV-1 DIS kissing-loop complex (12 or 6 pM RNA in strands) with Lividomycin
(350 or 400 pM) at 25°C in a buffer made with 25 mM KCI (left) or 200 mM KClI (right), respectively.
Data were fitted with a two binding site model (left) or a single set of sites model using Origin
analysis module for MicroCal (OriginLab Corp.). Thermodynamic parameters for the specific

aminoglycoside binding site are shown.

Another interesting perspective of ITC is the real-time monitoring of the
stoichiometry in order to stop the experiment when the desired RNA/ligand ratio
is reached (supposedly > 1.0). For example in the DIS RNA/Lividomycin titration

at 200 mM KCl, the experiment could be stopped at the 12th injection when RNA
is saturated with the ligand (red arrow). This approach should be considered in
situation where the stoichiometry can be easily estimated, i.e. when the slope of
the resulting sigmoid is rather steep (Wieseman coefficient ¢ = 100) and when the
off-rate constant (koff) is supposedly slow. In such a case, this approach prevents
the presence of an excess of ligand in the sample and crystallization is performed
with an optimal RNA/ligand complex ratio.

We use in the following a standard example with non-optimized salt concentration
for the DIS kissing-loop RNA/Lividomycin interaction (ITC buffer made with 150

4 Microcalorimetry as a tool for structural biology
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mM KCI, 5 mM MgCl2, 20 mM Sodium Cacodylate, pH 7.0.). The RNA sequence
used is a chemically-synthesized 23-nucleotide long and to the HIV-1 subtype A
DIS containing a bromouridine on the third position(7) in order to facilitate crystal
structure determination using the multiwavelength anomalous dispersion (MAD)
approach. The RNA sample at 120 pM concentration (in RNA strands) is prepared
in the ITC buffer and placed in the ITC cell. The syringe is filled with Lividomycin
2.4 mM in the ITC buffer. ITC analysis is performed at 12°C in order to improve
the complex formation (since the interaction is exothermic) and preserve the RNA
from possible degradation.
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Figure 3: Raw data and binding isotherm for the interaction of [BrU-3] HIV-1 DIS RNA kissing-loop
with Lividomycin (red). Experiments carried out in MicroCal iTC200. Injection of Lividomycin into
ITC buffer is shown in blue. Thermodynamic parameters for specific (site 1) and unspecific (site 2)

interactions are shown on the right.

Following the ITC experiment, the complex formed in the ITC cell is then
recovered and concentrated about three times (at 4°C to preserve the RNA/ligand
interaction) to about 400 pM using microcentrators. This solution is then mixed
(171 volume) in crystallization trays using commercial crystallization sparse matrix
screens (containing 96 different crystallization conditions) and a crystallization
robot. The crystallization reservoir is filled with the sparse matrix solution

and trays are placed for incubation at 37°C. Large monocrystals suitable for
diffraction (up to 1.6 A resolution using a synchrotron X-ray source) and structure

5 Microcalorimetry as a tool for structural biology
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determination (Fig. 4) should grow after 16-24h incubation using Hampton
Research® Natrix HT sparse matrix conditions (Fig. 4).

Figure 4: Crystals and X-ray crystal structure of BrU3-DIS kissing-loop complex RNA bound to

Lividomycin antibiotic (11).

Microcalorimetry as a tool for structural biology
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Example II: Crystallization of the E.coli
thiamine pyrophosphate (TPP) riboswitch
bound to its ligand.

Riboswitches are untranslated regions of messenger RNA, which bind specific
metabolites. Upon binding, a conformational switch is observed, thus regulating
the expression of proteins involved in the biosynthesis of riboswitch substrates
(12). The E.coli ThiC TPP riboswitch responds to the coenzyme thiamine
pyrophosphate (TPP), an active form of vitamin B1 (13) (Fig. 5, top). We use in this
example a 85-nucleotides synthetic RNA fragment corresponding to the Ecoli TPP
aptamer domain(6). A major problem of such a rather large RNA with complex
secondary and tertiary structures is to recover properly folded molecules after
overproduction, purification, and in vitro renaturation process.

In a first step, the following refolding protocol was tried (RNA Batch 1): after
purification, the RNA was heat-deturated, flash-cooled on ice and placed in

the ITC buffer made with Na cacodylate pH 6.5 50mM, potassium acetate 100
mM, magnesium acetate 5 mM. Following RNA refolding, an ITC experiment is
performed at 25°C: RNA at 30 yM is placed in the ITC cell and the syringe is loaded
with TPP 500 pM. This ITC experiment shows that only about half of the RNA

is able to bind the TPP ligand, which is a strong indicator of serious misfolding
problem in the RNA (Fig. 5, middle, see “Batch 1"). The RNA/TPP complex formed
in the ITC cell is then recovered, concentrated and used for crystallization trials as
described above for the HIV-1 DIS kissing-loop RNA. However, only clear drops are
observed from these crystallization assays (Fig. 5, bottom left), in agreement with
the hypothesis that a major fraction of the RNA was misfolded.

In a second step, the RNA folding protocol was changed: after heat denaturation
at 90°C for 3 min in H,0, the riboswitch was cooled to room temperature for 40
min. 10X ITC buffer was added to a final 1X concentration and the mix was further
incubated for 40 min at room temperature. An ITC experiment performed on

this second RNA batch (30 pM RNA, 500 pM TPP) show that this RNA refolding
protocol lead to a fully active riboswitch since 100% of the RNA is able to bind

the TPP ligand (Fig. 5, middle, see “Batch 2"). After concentration and setting up
of crystallization drops, large monocrystals diffracting up to 5 A resolution are
obtained (Fig. 5, bottom right). This clearly ascertains the interest of using ITC as a
quality control of the complex formation prior setting up crystallization trials.

Microcalorimetry as a tool for structural biology
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AH =-17.2+ 0.1 kcal/mol AH =-22.3 £ 0.1 kcal/mol
AS =-22.1 cal/mol/deg AS =-38.6 cal/mol/deg
N=0.48 N=1.00
Kd=17.3+2.2nM Kd =23.7 £2.9 nM

Figure 5: ITC-guided crystallization of the TPP riboswitch bound to its ligand. The secondary
structure of the TPP riboswitch is shown on the top (each domain has a different color), the TPP
ligand is shown in yellow. ITC experiments performed on a Microcal iTC200 microcalorimeter on
RNA Batch 1 and Batch 2 are shown in the middle. The stoichiometry is highlighted in red. The

result of crystallization trials is shown on the bottom.

Example III: Crystallization of the
Pseudomonas aeruginosa sliding clamp
bound to short peptide ligands.

In bacteria, the DNA polymerase processivity factor, or 3 sliding clamp, is a
homodimer that confers high processivity to DNA polymerases and other factors
involved in DNA metabolism, through their interaction via a small conserved
peptide into a hydrophobic pocket of the clamp (14). Short synthetic peptides
have been developed in order to interfere with this interaction to prevent binding
of the sliding clamp to the DNA polymerase, thus acting as antibiotics (15). The
purpose of this study was to cocrystallize P.aeruginosa clamp bound to a synthetic
peptide to get structural insights into this interaction and to aid the structure-
based rationale design of new antibiotic peptides with a better affinity. Prior
crystallization, an ITC experiment was performed by placing the B sliding clamp
(35 pM in Hepes pH 7.4 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM) in the ITC cell and

the peptide (300 pM) in the syringe (Fig. 6a). This complex was further used for
crystallization trials after concentration to 47 mg/ml using a microcentrator.
Crystallization was set by mixing one volume of protein/peptide complex with
one volume of a reservoir solution made with 0.1 M sodium Mes pH 6.0 100 mM,
CaCl2 100 mM and 20-30% (w/v) polyethylene glycol (PEG) 400. After several

days of incubation at 20°C, large monocrystals diffracting up to 2.2 A using a
synchrotron radiation were obtain (Fig. 6b) and the X-ray structure was solved

(Fig. 7).

Microcalorimetry as a tool for structural biology
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Figure 6: ITC-guided crystallization of the P.aeruginosa B sliding clamp bound to a short peptide. (a)
ITC experiment performed at 30°C showing the peptide binding to the homodimeric sliding clamp.
(b) Crystal of the peptide/sliding clamp complex obtained from the solution extracted from the ITC

cell of MicroCal iTC200.
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Figure 7: Two views showing the crystal structure of the replicative sliding clamp bound to a
peptide with a 2:2 stoichiometry (PDB ID 4TSZ) (16). Protein monomers forming the homodimeric

clamp are shown in light and dark blue. Synthetic peptide ligands are shown in red.

Conclusions

The ITC technique can be implemented in the crystallization workflow of biological
macromolecules complexes and can be used as a guide to improve the success
rate of crystallization:

« Sample requirement for structural studies are well-suited for ITC analysis

« Assessment of the real active protein and/or ligand concentration (provided by
the observed stoichiometry)

11 Microcalorimetry as a tool for structural biology
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* Real-time determination of an optimized protein/ligand ratio to be used for
crystallization of the complex by monitoring the stoichiometry

+ Help in optimization of the complex formation (sample homogeneity, affinity,

specificity)

+  Complete thermodynamic profile of the interaction is provided “for free”. One

just needs to concentrate the sample after ITC analysis.

12 Microcalorimetry as a tool for structural biology
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The HIV-1 Vif protein plays an essential role in the regulation of the infectivity of HIV-1 virion and in vivo pathogenesis. Vif neutralizes the
human DNA-editing enzyme APOBEC3 protein, an antiretroviral cellular factor from the innate immune system, allowing the virus to escape
the host defense system [1]. Vif is packaged into viral particles through interactions the the viral genomic RNA [2,3]. It was shown that i
conserved and very structured regions such as the Tat-responsive element (TAR) or the genomic RNA dimerization initiation site (DIS) in the
5’-untranslated region of the genomic RNA are primary binding sites for Vif [4,5]. AUG

Here we purified milligram amounts of Vif protein. The quality of the protein was assessed by biophysical approaches. We then used > gag
isothermal titration calorimetry (ITC) to investigate HIV-1 Vif binding to short viral RNA fragments corresponding to TAR and DIS stem-loops d:
to determine RNA determinants important for Vif binding.
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y of the 5’-untr d region of the HIV-1
RNA genome. The 35-nucleotide DIS fragment and the
27-nucleotide TAR fragment used in this study are boxed.

xpressionwPurificationtandibiophysical il

hermodynamicteharacterizationtor tneWif protein
characterization of wild type HIV-1Vif

binding to HIV-1"genomigue RNAfragments:

Expression plasmids pETMCN-EATNH-Vif [6] were used to transform E. coli Rosetta 2 cells.
Expression was induced by addition of 0.5 mM IPTG at 37°C, and the cells zere lysed in
denaturating lysis buffer containing 6 M guanidine hydrochloride[7].After
ultracentrifugation the supernatant was loaded on a Ni-NTA column; elution was performed
by pH decreasing (from 8 to 5). Proteins where then renaturated by dialysis, decreasing
guanidine hydrochloride concentration.
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Isothermal Titration Calorimetry (ITC) is the gold standard for measuring biomolecular interactions. ITC
simultaneously determines all binding parameters (n, K, AH and AS) in one single experiment -
information that cannot be obtained from any other method. We have use ITC to investigate Vif binding to
the TAR and DIS stem-loops of the HIV-1 viral genomic RNA. DIS and TAR mutants with substitution of the
apical loop by a GAGA tetraloop or with deletion of the internal bulge were used to define RNA
b. 25036Da determinants required for Vif binding.
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Dynamic Light Scattering measurements
were performed, showing that the protein
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ITC data obtained for Vif binding to the wild-type and mutant TAR seq E: i were 1t d at 200 mM

KCI (top) but higher salt concentrations (300 mM KCI, bottom) were also used to get rid of unspecific electrostatic inte-
Far-UV CD spectra of the Vif protein was acquired ractions.

between 186 and 260 nm. The secondary struc-
ture content was calculated with the program
CDSSTR [8] using the reference database 4.

The analysis yielded 20 % o-helix, 26 % B-strands,
23 % turns and 30 % disordered structure, which
is excellent agreement with recently published
data [9,10], thus showing that the protein is pro-
perly refolded after denaturation.

We show that Vif interacts specifically with TAR and DIS RNA. An exothermic process is associated with
the specific Vif binding, whereas a weak endothermic reaction is obtained using the E coli 30S rRNA
sarcin/ricin loop used here as a negative control. Alteration of the TAR apical loop only moderately affects
Vif binding, whereas deletion of the lateral UCU bulge revealed that it is essential for Vif binding. About
Vif/DIS interactions, deletion of the DIS internal bulge does not affects Vif binding, whereas mutation of
the apical loop (required for dimerization through formation of a kissing-loop complex) into a GAGA
tetraloop significantly reduces Vif binding.
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Recently, it has been shown that Vif recruits the transcription cofactor CBF-B to the
ubiquitin ligase complex containing Cul5, EloC, EloB and a ring-box protein to target
APOBEC3G for degradation. CBF-B which normally functions in concert with RUNX DNA v
binding proteins, allows the reconstitution of the recombinant six —protein assembly A8 =29 callmollK.
that elicits specific polyubiquitination activity with APOBEC3G. As a consequence, “ e
CBF-B is required for Vif-mediated degradation of APOBEC3G and for processing HIV-1

activity [11,12,13]. i - DIS-nobu | DIS-GAGA TARGAGA | TARnobu

N E X 10 [07 |11 13 E k 17 | 14 X nd.
Methods of disrupting the CBF-B-Vif interaction might enable HIV-1 restriction and AH X X 80 | 59 | 71 | 53 X y 61 | 71 - .

provide a supplement to current antiviral therapies that primarily target viral proteins. (keal/mol)

For this purpose, structural studies of the complex Vif-CBF-B are very crucial. AS X E 63 [ 110 | 83 | 126 . . 9.5 5.2
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Because structural and functional analysis of full

length Vif is limited by difficulty in obtaining suitable
quantities of soluble Vif protein, we tried the co-ex-
pression with binding partners Vif-CBF-B-EloB-EloC[14].

Preliminary results showed that CBF-B can improve the
solubility of Vif and we obtain a complex not prone to
aggregate. The purification of this complex will facili-
tate future structural and biochemical studies of Vif
functions.

Table showing ITC data obtained for Vif binding to DIS and TAR sequences used in this study. Data obtained at 200
and 300 mM KCI are shown in green and blue, respectively.
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Structural analysis of viral infectivity factor of HIV-1 and its interaction with A3G:

Reconstitution of the E3 ubiquitinligase complex using the coexpression strategy
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INTRODUCTION

The HIV-1 protein Vif (virion infectivity factor) plays an essential role in the assembly of virions and in the infectivity of the virus. Vif counteracts the
action of the cellular protein APOBEC3G i Ived in viral def [1]. Det: that govern ViffhAPOBEC-3 interactions remain
however still unknown. In addition, the structural knowledge about hAPOBECS3 is limited to the C-terminal part of hA3G [2,3] and hA3F [4].

Interaction with Vif results in recruitment of APOBEC3G to an E3 ubiquitin ligase complex contalnlng Cullin5, ElonginB , EIonglnC and CBFB, promoting
APOBEC3G polyubi and degr: ion and thereby damping APOBEC3G Previous d that the CBFB is
recquired for assembling a well ordered CRL5-Vif complex by inhibiting Vif oligomerization [5,6,7].

Recently, the structure of Vif-CBFB-ELOB-ELOC-CUL5-RBX2 has been established by crystallography [8].

w
)

YIF

Constructions Used in this study

The constructions used in this study are pET derived vectors used for coexpression
(Collaboration with Christophe Romier). His-tagged CBFB142 and full length Vif HXB2 are sub-cloned
into vector pETMCN-EATNH( pnEATH) with a Lac promotor and resistance to Ampicillin while ELOB
and ELOC were sub -cloned into a second vector pETMCN (pMCN) resistant to Spectinomycin.

The complex A is formed by the coexpression of pnEAtH(VifHXB2-CBFBB142) and pMCN(ELOB-
ELOC) and the complex B is formed by the coexpression of pnEAtH(CUL5) and pMCN(RBX2).

peAtH I —

Vif 6xHis CBFP EloC
pneAtH I I nCs
6xHis Cullin5 RBX2

For solubility purposes, an A3G solubilization linker (residues 197-221) was inserted in the A3Fct
gene (residues 218-373) [9] . A3Fc-CD2 gene was cloned into the pnEAtH vector containing an
N-terminal His-tag.

pnEAtH

6xHis A3Fc-CD2

Expression and purification of complex A

The Vif, CBFB and ELOB-ELOC constructs were co-expressed in Roset-
ta-2 (DE3) E.coli cells. Expression of the recombinant proteins was induced
by addition of 0,5 mM IPTG at 15°C. After overnight induction, the cells were
lysed in Phosphate buffer. After ultracentrifugation the supernatant was
loaded on a Ni-NTA column; elution was performed by an Imidazole gradient
from 40 mM To 600 mM Imidazole. The fractions were pooled , concentrated
and the complex was subjected to size exclusion chromatography
(Superdex200). The complex was concentrated to 10 mg/mL for crystalliza-

tion.
Complex A
Excess CBFf Vif HXB2
CBFB142
ELOB
ELOC
Fig 1 Size « h g the Fig 2 : Formation of the Vif-CBFB-ELOB-ELOC complex

purified fractions of the complex Vif- CBFBMZ-
ELOB-ELOC (67 Kda).

in gel fil SDS-PAGE and C ie blue staining
of Vif-CBFB-ELOB-ELOC complex of the peak fractions
from gel filtration.

Sce Dstibutonty hater

=

Dynamic Light Scattering measurements were performed

z 2 h that the Ais
€ index=10%) and without aggregates,wnh a mean radlus of 4
2y nm.
2
The is suitable for cr

Expression and purification of APOBEC3F

A3Fc-CD2 was expressed in Rosetta-2 (DE3) E.coli cells. Cell cultures were induced by addition of
0,5 mM IPTG at 25°C for 18 hours. After cell lysis , the protein was purified on an Ni-NTA resin and then
concentrated and purified furthermore on a Superdex200 column equilibrated in Buffer containing 10
mM Tris-HCI pH 7,5, 0,3 M NaCl, 1 mM DTT [9].

i Fig 7: Size exclusion chroma-
i togram showing the purifica-
| tion of the protein A3Fc-CD2

Fig 6: Ribbon diagram of A3Fc-CD2.
The chain is coloured in a rainbow
gradient from red (N terminus) to
blue (C terminus). The catalytic zinc
atom is labelled and shown as a
grey sphere.

Fig 8: SDS PAGE and Coomasie stai-
ning of the fractions of the peak from
Gel filtration (Fig 7). It shows that the
protein purified is pure (>95%)

piov .
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Objectives : Reconstitution of the Vif-CBFB-ELOB-ELOC-CUL5-Rbx2 complex in interaction with
APOBEC3G/F in order to define the structural determinants of HIV-1 ViffAPOBECS3 interactions

Coexpression, ITC, SPR,

VifHXB2-CBFp-ELOB-ELOC

Cullin5-RBX2

Coexpression, ITC, SPR,
Crystallization, Cryoelectron microscopy

APOBEC3G/F

Expression and purification of complex B

The two plasmids pneaTHCullin5 and PNCSRBX2 were co-transformed into BL21
Rosetta2 E.Coli cells and expression was induced at 20°C with 0.5 mM IPTG. Clarified cell
lysates were purified by IMAC and Thrombin protease was added to the resin after com-
plete cleavage of His tag , the heterodimer of CUL5 and RBX2 was eluted from Nickel
Resin and subjected to additional purification by a Superdex200 column. The Cleavage of
the His tag was verified by Mass Spectrometry.

Cullin5
Complex B

Thrombin
RBX2

L Fig 4: SDS PAGE and Coomasie staining of
CUL5-RBX2 complex of the peak fractions

from gel g apure

Fig 3:Size g the
purification of the Complex CUL5-RBX2 (1 04 Kda).

Sttty Nt

Fig 5: Dynamic Light Scattering measurements showed
that the complex B is monodisperse with a mean radius
of 10 nm. This value is overestimated due to the elonga-
ted form of the CULS5.
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Perspectives

The goal of our study will be the determination of the X-ray structure of the Vif/hA3
complexes. We obtained a very good expression of the complexes A and B as well as the
C-terminal domain of hA3F in good quality and quantity.

The next step will be to study the interaction between the complex Vif and Cullin5 by ITC
or SPR, as well as the interaction with APOBEC3G/F and to determine thermodynamic and
kinetic parameters of this interaction.

Furthermore, the aim of this project is to solve structure of the complex Vif with APOBEC3
by crystallization or cryoelectron microscopy.
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IMMUNITE INNEE ET CONTRE-MESURES VIRALES
: ETUDES STRUCTURALES ET BIOPHYSIQUES DU
COMPLEXE FORME ENTRE LA CYTIDINE
DESAMINASE HUMAINE APOBEC3G ET LE
FACTEUR D’INFECTIVITE VIRALE DU VIH-1

Résumé

La proteine Vif (Viral infectivity factor) joue un réle essentiel dans la réplication virale et dans le
pouvoir infectieux du VIH-1. Elle est aussi qualifiée de « protéine de contre-défense » car elle
neutralise un facteur cellulaire a action antivirale, APOBEC3 en recrutant le complexe de la E3
ubiquitine ligase formé de CBFB/EloB/EloC/Cul5/Rbx2, qui va entrainer sa polyubiquitinilation et sa
dégradation. APOBEC3 comprend une famille de protéines présentes dans les mammiféres et
capable d'induire des mutations dans I'ADN viral.

La structure tridimensionnelle des molécules et complexes macromoléculaires étant intimement liée
a la fonction, il est primordial de connaitre la place d’A3G/F dans le complexe Vif-CBFB-EloB-EloC
ainsi que les détails des interactions entre Vif et A3G/F, ceci dans une perspective thérapeutique.

La co-expression des différentes protéines de ce complexe a été réalisée dans deux systemes
d’expression : bactérien (E. coli) et eucaryote (BHK21) di au manque de solubilit¢ ’APOBEC et de
la difficulté de sa cristallisation. Une fois les protéines exprimées et le complexe Vif-CBF3-EloB-
EloC-A3G/F formé dans les deux systémes, des tests de cristallisation et des études structurales
seront réalisés pour caractériser la structure et la fonction des protéines.

Dans E. coli, jai réussi a obtenir le complexe Vif/{CBFB/EloB/EloC/Cul5 in vivo et in vitro de maniére
soluble, pure, monodisperse ainsi qu'en quantité adéquate avec les études biophysiques
envisagées. Par contre, je n’ai pas réussi a surexprimer A3G. En passant dans les cellules de
hamster BHK21 et en appliquant la technique du virus de la vaccine, nous avons réeussi a obtenir le
complexe Vif-CBFB-EloB-EloC-A3G/F mais en quantité insuffisante pour la cristallisation.

Les perspectives de ce projet seront d’'améliorer : (1) les rendements du complexe pour des tests de
cristallisation et (2) la pureté du complexe pour réaliser la cryo-microscopie électronique.

Mots-clés : VIH-1, Immunité innée, facteurs de restriction virale, Vif, APOBEC, structure,
cristallographie.




Résumé en anglais

APOBECS are human antiviral cytidine deaminase and RNA/DNA-editing enzymes that belong to the
innate immune defense system, targeting retroviruses or retrotransposons. Among all APOBECS3
proteins, hA3B, hA3C, hA3DE, hA3F and hA3G are able to interfere negatively with HIV-1 infectivity:
they induce a deamination of dC to dU in the minus strand DNA, resulting in G to A hypermutation in
the plus strand DNA. This hypermutation results either into a degradation of U-rich DNA strands by
the uracyl-DNA glycosylase or into the production of aberrant viral protein. In addition, a deaminase-
independent mechanism is able to inhibit the HIV-1 reverse transcription through a yet unknown
mechanism.

To evade the host defense system, HIV expresses the virion infectivity factor, Vif, which causes the
degradation of APOBEC3G by the proteasome by recruiting the E3 ubiquitin ligase complex
composed of the CBFp, EloB, EloC, Cullin5, Rbx2 proteins. The goal of this study will be the
determination of the X-ray structure of the Vif/APOBEC-3 complex. Understanding this molecular
recognition might be useful to direct structure-based design of anti-HIV drugs that act by inhibiting
the action of Vif and lead to new anti-HIV drugs.

To overcome the solubility problems of Vif and APOBEC3G/F, a co-expression strategy had been
applied with the different E3 ubiquitin ligase proteins both in prokaryotic (E. coli) and eukaryotic
(BHK21) systems. Once the complex obtained, we will perform several structural and biophysical
studies as well as crystallization trials.

In E. coli, | managed to obtain the Vif/CBFB/EloB/EloC/Cul5 complex in vivo and in vitro, soluble,
monodisperse and in good quantities for structural studies. The protein A3SG was not obtained in E.
coli even by co-expression with the complex.

On the other side, | succeeded in obtaining the polyprotein Vif-CBFB-EloB-EloC-A3G/F complex in
the hamster cells (BHK21) by applying the vaccinia virus strategy. Optimizing the yield and the purity
is necessary for crystallization and more structural studies.
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