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1. Les rétrovirus

1.1. Généralités

Les rétrovirus sont des virus enveloppés de la famille des Retroviridae. Ces virus, de forme
sphérique, possedent un génome ARN sous forme de deux brins monocaténaires a polarité
positive. Leur particularité éponyme réside en la présence, au sein de la particule rétrovirale,
d’une enzyme particuliére appelée transcriptase inverse qui catalyse la rétrotranscription, ¢’est
a dire la synthése d’'un ADN double brin a partir du génome viral ARN simple brin, en vue de

son intégration dans le génome de la cellule infectée.

D’apres la classification du Comité International de Taxonomie des Virus (ICTV,
International Committee on Taxonomy of Viruses) (King et al., 2011), basé sur 1’analyse
phylogénétique des régions conservées du gene viral pol (Figure 1), la famille des Retroviridae
est divisée en deux sous-familles : les Spumaretroviridae et les Orthoretroviridae, divisée
elle-méme en plusieurs genres. Au sein des Orthoretroviridae, six genres sont distingués,
parmi lesquels les Deltarétrovirus, dotés d’un potentiel oncogénique et les Lentivirus,

capables d’induire des maladies chroniques a évolution lente chez leur hote.

Spumaretroviridae
/’—‘ -~
1 N Visna
\

Epsilonretrovirus

1
1
1
\

- T

!
!

) pery / HTL1 Deltaretrovirus |/

e -

Figure 1 | Classification des rétrovirus basée sur I'analyse génétique des régions conservées du gene

rétroviral pol codant la transcriptase inverse (King et al., 2011).
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1.2. Organisations génomique et structurale des rétrovirus
1.2.1. La particule rétrovirale

La particule rétrovirale mature (Figure 2) se présente sous forme sphérique d’environ 80 a 100
nm de diameétre. L enveloppe proteége le coeur central constitué¢ d’une capside virale et d’un

génome compos¢ de deux molécules identiques d’ARN simple brin.

L’enveloppe virale est constituée d’une bicouche phospholipidique, d’origine cellulaire, dans
laquelle est insérée la glycoprotéine transmembranaire (TM) elle-méme liée a la glycoprotéine
de surface (SU). Ces glycoprotéines d’enveloppe, d’origine virale, permettent aux virus de

pénétrer les cellules cibles.

Sous I’enveloppe se trouvent les protéines de matrice (MA) qui renferment la capside virale,
issue de ’assemblage des protéines de capside (CA). Au cceur de cette capside se trouvent la
transcriptase inverse (RT) et I’intégrase (IN), ainsi que les deux copies du génome viral

associées a la protéine de nucléocapside (NC) (Figure 2).

Bicouche lipidique

Matrice ARN viral
Protéines —
apside
structurales P
Nucléocapside
Protéase
i Enzymes
Intégrase zy
virales
Protéines Protéine transmembranaire Reverse transcriptase

d'enveloppe Protéine de surface

Figure 2 | Modeéle d’une particule rétrovirale mature. Adapté de (Verdonck et al., 2007).
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1.2.2. Le génome rétroviral

Pour tous les membres de la sous-famille des Orthoretroviridae, 1’organisation génomique
ainsi que les différentes protéines codées par leur génome sont sensiblement similaires. En
effet, trois génes communs a tous les rétrovirus infectieux, gag, pol et env, codent les

différentes protéines et enzymes virales (Figure 3).

Le génome rétroviral est constitué¢ de deux molécules d’ARN simple brin a polarité positive,

de 7 a 13 kb, coiffées et poly-adénylées (King et al., 2011).

Sous forme d’ADN proviral, ¢’est-a-dire intégré au génome de 1’hdte, le génome rétroviral est
flanqué de deux séquences terminales répétées non codantes, appelées LTR (Long Terminal
Repeat) (Figure 3), générées lors de la transcription inverse, et impliquées dans 1’intégration et

la régulation de I’expression du génome viral.

PR RT IN
Enzymes virales

\J/ Génes accessoires
1

| : .

LTRS’ pa v v LTR3
LU S S N e O
gag env
/TN AN
o / N\

P N\ / %

e 1 \\ // \\
Protéines structurales Protéines d’enveloppe
MA CA NC SuU ™

Figure 3 | Représentation schématique de I’organisation génomique des rétrovirus. Adapté de (King et al.,

2011).

Dans sa partie LTR 5°, la séquence du provirus contient un promoteur permettant de transcrire
les ARN messagers (ARNm) codant les protéines structurales a partir du gene gag, les
enzymes virales a partir du geéne pol ou encore les glycoprotéines d’enveloppe a partir du géne

env (Figure 3) (Vogt, 1997).
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Le geéne gag code un précurseur polyprotéique, nommé Gag, dont le clivage par la protéase
virale (PR) est a ’origine des différentes protéines impliquées dans 1’organisation structurale

du virus et la formation de la particule virale (Freed, 1998) :

— La protéine de matrice (MA), ancrée dans la membrane virale, participe notamment a

I’étape d’assemblage des nouvelles particules virales ;

— La protéine de capside (CA), en plus de son role dans ’assemblage et la maturation
des virions, s’assemble pour former une structure, nommée capside, protégeant le
génome viral (Figure 2) ;

— La protéine de nucléocapside (NC), impliquée dans I’interaction avec I’ARN viral,

participe a I’encapsidation du génome viral.

Le geéne pol code également un précurseur polyprotéique, qui sera lui-méme clivé par la
protéase virale. Il code les différentes enzymes virales impliquées dans la réplication et
I’intégration du génome viral (Vogt, 1997). Les enzymes communes a tous les rétrovirus sont
les suivantes :

— La protéase (PR) impliquée dans le clivage de la polyprotéine Gag ;

— La transcriptase inverse (RT) catalysant la réaction de transcription inverse de I’ARN

viral en ADN ;

— L’intégrase (IN) permettant I’intégration de I’ADN viral rétro-transcrit.

Enfin, le géne env code les glycoprotéines d’enveloppe virales impliquées dans le processus

d’entrée des virus dans la cellule hote (Vogt, 1997) :

— Les glycoprotéines de surface (SU) engagées dans la reconnaissance et 1’interaction

avec les récepteurs et co-récepteurs cellulaires ;

— Les glycoprotéines transmembranaires (TM) permettant 1’ancrage des virions a la

membrane virale pour la fusion et ’entrée des virus.

Certains rétrovirus, dit « complexes » (epsilon et deltarétrovirus, lentivirus et spumavirus),
contiennent des génes supplémentaires codant des protéines non structurales impliquées dans

la régulation de I’expression des génes et la réplication virale.
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1.2.3. Cas des rétrovirus complexes
1.2.3.1. Les deltarétrovirus : le virus humain T-lymphotrope HTLV

Les deltarétrovirus ont été découverts chez certains groupes de mammiferes dont I’Homme
(HTLV, virus humain T-lymphotrope) et les primates (STLV, virus simien T-lymphotrope).
L’infection par ces rétrovirus présente une longue période de latence avant 1’apparition des
pathologies induites. Elle est notamment associée a des cas de leucémies et lymphomes a

cellules T mais aussi a des maladies neurologiques (King ef al., 2011).

Le génome des deltarétrovirus HTLV contient une région supplémentaire nommée p.X, située
en 3’ du geéne env, qui comporte plusieurs phases de lecture ouvertes (ORF, Open Reading

Frame) codant des protéines régulatrices et auxiliaires (Rende et al., 2012).
Le promoteur situé¢ dans le LTR 5’ ainsi que des mécanismes d’épissage alternatif permettent

de transcrire les ARNm codant les protéines régulatrices et auxiliaires (Figure 4).

pro pol env pX

ADN proviral an =% = s na

ARN messagers gag, pro, pol — ' >
env —-—..__ N — >
tax —-—_ Ll B, orriv
rex —..___ — | —— >
e — ORFIII
p21 —. /|
pl3 — S = L
e g L ORFII
P30 —- a =3 |
p12 — o ORFI

. __.— HBZ

Figure 4 | Organisation génomique du rétrovirus humain HTLV-1. D’aprés (Matsuoka et Jeang, 2007). Les

rectangles représentent les séquences codantes et les pointillés les épissages alternatifs.

Le LTR 3’ des HTLV constitue également un promoteur viral qui permet de transcrire
I’ARNm codant une protéine régulatrice « anti-sens » et différente selon le type d’HTLV
considéré (HBZ dans le cas d’HTLV-1) (Figure 4). La structure génomique des HTLV-2,
HTLV-3 et HTLV-4 est trés proche de celle d’HTLV-1.
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1.2.3.2. Les lentivirus : les virus de 'immunodéficience humaine et féline,

VIH et FIV

Les lentivirus, responsables de maladies chroniques a évolution lente, ont été découverts chez
I’Homme (VIH, virus de I’immunodéficience humaine) mais également chez de nombreuses
especes animales parmi lesquelles les félins (FIV, Feline Immunodeficiency virus), les singes
(SIV, Simian Immunodeficiency Virus) ou encore les bovins (BIV, Bovin Immunodeficiency
Virus). Ces virus entrainent chez leurs hotes un syndrome d’immunodéficience dont les signes
cliniques ne se manifestent qu’apres de nombreux mois, voire des années apres I’infection par
le virus (King et al., 2011). D’autres lentivirus d’ovidés et d’équidés, eux, n’induisent pas

d’immunodéficience mais des maladies inflammatoires et des anémies, respectivement.

rev
D tat D
| pol | | env |
VIH PR RT IN su ™

[ gag | vif ]
MA CA NC D I:I nef

vpr vpu

vif OrfA N
FIV | env |

MA CA NC SsuU ™

| pol rev
PR RT DU IN

Figure 5 | Organisation génomique des lentivirus VIH et FIV. D’aprés (Kenyon et Lever, 2011).

A Tinstar de celui des deltarétrovirus, le génome des lentivirus posséde plusieurs génes
supplémentaires codant des protéines régulatrices et accessoires (Figure 5) (Frankel et Young,

1998).

Le VIH, par exemple, qui est le lentivirus le plus décrit et étudié a ce jour, code six protéines

supplémentaires dont deux régulatrices et quatre accessoires.
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Les protéines régulatrices précoces du VIH, indispensables a la réplication virale, sont

impliquées dans la régulation de I’expression virale (Frankel et Young, 1998) :

— La protéine Tat (Transactivator of transcription) joue le role de transactivateur de la

transcription des génes viraux a partir du promoteur viral ;

— La protéine Rev (Regulator of expression of virion proteins) est responsable du

transport des ARNm viraux non épissés du noyau vers le cytoplasme.

Les protéines accessoires, elles, sont majoritairement impliquées dans la régulation du cycle

réplicatif (Trono, 1995) :

— La protéine Nef (Negative regulatory factor) est a 1’origine de la survie des cellules

infectées et participe a la persistance de 1’infection ;

— La protéine Vpr (Viral protein r) régule le transport des complexes pré-intégratifs vers

le noyau ;

— La protéine Vif (Viral infectivity factor) est impliquée dans le mécanisme d’évasion au
systeme de défense de 1’hdte en provoquant la dégradation de la cytidine désaminase

APOBEC3G, dont le role est de limiter la réplication des rétrovirus ;

— La protéine Vpu (Viral protein u) participe au bourgeonnement des virions a partir de

la membrane de la cellule hote.

Le génome du FIV, quant a lui, posséde une sous-unité supplémentaire dans son geéne pol
codant une enzyme nommée dUTPase (désoxyuridine triphosphatase) (DU) (Figure 5). Cette
enzyme, essentielle a la réplication du FIV, hydrolyse le dUTP (désoxyuridine triphosphate)
en dUMP (désoxyuridine monophosphate) et en pyrophosphate. Elle permet ainsi de limiter la
mauvaise incorporation d’uracile dans I’ADN lors de la transcription inverse (Hizi et Herzig,

2015).

De plus, le FIV ne code que trois protéines supplémentaires, a savoir Rev, Vif et OrfA (Figure
5). Cette derniere pourrait jouer un réle dans 1’activation de la transcription et la dissémination

des virions (Kenyon et Lever, 2011).
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1.3. Le cycle réplicatif rétroviral

Lors de I’infection de la cellule hote, le rétrovirus passe par plusieurs étapes lui permettant de
se répliquer en vue de former de nouvelles particules virales, qui pourront a leur tour infecter
une nouvelle cellule. L’ensemble de ces étapes est nommé cycle réplicatif rétroviral (Figure 6).
De méme que pour I’organisation de la particule virale, les principales étapes de ce cycle sont

communes a tous les rétrovirus (Freed et Mouland, 2006).

Virus infectieux

Liaison aux \.
]

récepteurs

/ Fusion et
entrée

Transcription \\ / S
i

inverse P ;
\ : \ ’\) 4
S A Bourgeonnement
%2) =< /

Maturation

Virus infectieux

Figure 6 | Le cycle réplicatif rétroviral. Adapté de (Lairmore et al., 2012).

La premicre étape de ce cycle consiste en I’entrée du virus a I’intérieur de la cellule cible
grace a I’interaction spécifique entre les glycoprotéines d’enveloppe (SU) du rétrovirus et des
récepteurs membranaires (et éventuels co-récepteurs) cellulaires (Tableau 1). Cette interaction
entraine un changement conformationnel des protéines SU, démasquant les glycoprotéines
transmembranaires TM qui vont déclencher la fusion entre 1I’enveloppe virale et la membrane

cellulaire (Kenyon et Lever, 2011).

Suite a la fusion des membranes virales et cellulaires, la capside virale est libérée dans le
cytoplasme de la cellule hote (Wilen et al., 2012) ou I’étape de transcription inverse peut
débuter. Cette réaction, catalysée par la transcriptase inverse, permet de générer un ADN viral

double brin, a partir du génome ARN simple brin du rétrovirus (Figure 6).

30



Récepteurs Principaux co-
Rétrovirus Cellules cibles P . récepteurs
cellulaires .
cellulaires
GLUT-1
HTLV-1 NRP-1
Oncorétrovirus Lymphocytes T HSPG
GLUT-1
HTLV-2 NRP-1
Lymphocytes T
Monocytes CCR5
VIH-1 Macrophages b4 CXCR4
Lentivirus Cellules dendritiques
Lymphocytes T
FIV Macrophages CD134 CXCR4
Cellules dendritiques

Tableau 1 | Cellules cibles et récepteurs cellulaires des deltarétrovirus HTLV-1 et -2 et des lentivirus VIH et
FIV. HSPG : Heparan Sulfate ProteoGlycans, GLUT-1 : GLUcose Transporter 1, NRP-1 Neuropiline 1, CD4 : Cluster

Differenciation 4, CCR5 : C-C Chemokine Receptor type 5 et CXCR4 : Chemokine (C-X-C motif) Receptor type 4.

Apres décapsidation, I’ADN viral double brin associé¢ aux protéines de nucléocapside et a
I’intégrase est adress¢é au noyau sous la forme d’un complexe nucléoprotéique dit
complexe de pré-intégration. A I’intérieur du noyau, I’ADN viral est ensuite intégré au
génome de la cellule cible lors de la réaction d’intégration catalysée par 1’intégrase, devenant

ainsi un provirus (Kenyon et Lever, 2011).

A la suite de son intégration au génome de la cellule hote, le provirus est transcrit et traduit
grace a la machinerie cellulaire de 1’hdte, notamment grace a I’ARN polymérase de type II

qui permet de transcrire, a partir du promoteur viral, les ARNm codant les protéines virales.

Les protéines Gag exprimées s’accumulent alors a la membrane cellulaire avec le nouveau
génome ARN viral produit, ce qui va permettre leur assemblage puis le bourgeonnement, a
partir de la membrane plasmique, de nouveaux virions non infectieux (Sundquist et

Krausslich, 2012) (Figure 6).

Enfin, une derniere étape dite de maturation, ou les polyprotéines précurseurs sont clivées par
la protéase virale, est nécessaire afin de rendre le virion infectieux (Lee et al., 2012) (Freed,
2015). Cette étape peut entrainer chez certains rétrovirus, dont le VIH et le FIV, un
changement de morphologie de la capside virale qui va prendre une forme particulicre,

conique dans le cas de ces deux virus.
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2. Lesvirus HTLV

2.1. HTLYV, premier rétrovirus oncogéne humain

2.1.1. Découverte des HTLV

Isolé en 1980 par 1’équipe du Dr. Gallo aux Etats-Unis, le virus HTLV-1 est le premier
rétrovirus pathogéne pour I’Homme a avoir été découvert (Poiesz et al., 1980) et a étre
associ¢ a un cancer, la leucémie a cellules T de [D’adulte (ATLL, Adult T-cell
Leukemia/Lymphoma) (Yoshida et al., 1984). 1l est également 1’agent étiologique d’une
maladie neurologique chronique, la myélopathie associée a HTLV-1/paraparésie spastique
tropicale (HAM/TSP, HTLV-1 Associated Mpyelopathy/Tropical Spastic Paraparesis)
(Gessain et al., 1985).

A ce jour, la famille HTLV comporte trois autres membres en plus d’HTLV-1. HTLV-2,
découvert en 1982 (Kalyanaraman et al., 1982), n’est associé¢ a aucun type de cancers mais a
des cas de lymphocytoses et a des maladies neurologiques de type HAM/TSP (Roucoux et
Murphy, 2004). Plus récemment, deux nouveaux virus apparentés, HTLV-3 et HTLV-4 dont
le caracteére pathogeéne n’a pas encore été déterming, ont été découverts (Mahieux et Gessain,

2011). HTLV-1 reste encore aujourd’hui le seul rétrovirus oncogeéne humain jamais identifié.

2.1.2. Epidémiologie des HTLV
2.1.2.1. Prévalence des virus HTLV dans le monde

Des ¢études épidémiologiques ont permis d’estimer que 5 a 20 millions de personnes sont
infectées par HTLV-1 dans le monde dont 2 & 10% développent, au cours de leur vie, I’une

des maladies associées au virus (Gessain et Cassar, 2012).

Les virus HTLV sont répartis dans le monde sous forme de foyers de forte endémie (Figure 7).
HTLV-1 est majoritairement présent dans le sud-ouest du Japon, dans certaines régions
d’Amérique du Sud (Brésil, Guyane et Colombie), en Afrique mais aussi chez quelques
populations aborigénes d’Australie. La prévalence d’HTLV-1 est plus élevée chez les femmes
et augmente avec 1’age (Verdonck et al., 2007). HTLV-2, quant a lui, est surtout endémique
dans certaines populations d'Amérindiens et d’Africains, mais est aussi retrouvé sous une
forme épidémique chez les toxicomanes aux drogues intraveineuses en Europe et aux Etats-
Unis (Roucoux et Murphy, 2004). Les virus HTLV-3 et HTLV-4, eux, ont été identifiés dans
des populations africaines isolées (Mahieux et Gessain, 2011).
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Cependant, la distribution planétaire des HTLV reste assez difficile a évaluer précisément
puisque les données épidémiologiques de la Chine, de 1’Inde, du Maghreb et de 1’ Afrique de

I’Est sont encore peu connues (Gessain et Cassar, 2012).

7

® HTLV-1 HTLV-2 HTLV-3/-4

Figure 7 | Répartition des virus HTLV dans le monde sous forme de foyers de forte endémie. D’aprés (Gessain

et Cassar, 2012) (Roucoux et Murphy, 2004).

2.1.2.2. Modes de transmission

Les virus HTLV peuvent étre transmis selon trois modes : de la mére a ’enfant, par voie
sexuelle ou par voie sanguine (Ferreira et al., 1997). Dans chaque cas, la transmission se fait

par transfert de liquides corporels infectés : le lait, la semence et le sang, respectivement.

La transmission mere-enfant se fait majoritairement via 1’allaitement maternel avec un risque
de transmission allant jusqu’a 20% pour les allaitements prolongés (Wiktor et al., 1997)

(Percher et al., 2016).

La transmission par voie sexuelle, elle, se fait principalement dans le sens homme — femme
avec 50% des transmissions se faisant dans ce sens contre 0,1% pour le cas femme — homme

(Roucoux et al., 2005).

Enfin, la transmission par voie sanguine intervient principalement lors d’échanges de

seringues et matériels contaminés chez les toxicomanes dans les zones épidémiques.
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2.1.2.3. Moyens de prévention et traitements

Les modes de transmission des HTLV étant connus, des moyens de prévention tels que
I’allaitement artificiel, les campagnes d’information a 1’attention des populations a risque et
consommateurs de drogues ou encore I’amélioration des techniques de dépistage, participent a
la diminution du risque d’infection. L’utilisation du préservatif, comme pour les autres
infections sexuellement transmissibles, reste le moyen de protection le plus efficace contre ce

type d’infection.

Cependant, il n’existe pas de traitement spécifique anti-HTLV. Les formes aigiies de ’ATLL
¢tant résistantes aux chimiothérapies, avec une rechute dans les mois suivants le traitement,
des stratégies antirétrovirales basées sur la combinaison zidovudine/interféron o (AZT/IFN-a)
sont utilisées pour lutter contre 1’infection par HTLV (Bazarbachi et al., 2010) (Cachat et al.,
2013) (Kinpara et al., 2013).

2.2. HTLYV, des virus pathogenes plus ou moins virulents

2.2.1. Pathologies associées a HTLV-1
2.2.1.1. Laleucémie a cellules T de I’adulte, ATLL

La leucémie a cellules T de I’adulte est une forme agressive de lymphoprolifération pouvant
aboutir a des cas de leucémies aigiies (Iwanaga et al., 2012). Elle ne concerne qu’environ 5%
des personnes infectées et survient généralement en moyenne entre 40 a 60 ans apres

I’infection par HTLV-1, principalement lors de la transmission par allaitement.

L’ATLL est une maladie a plusieurs stades cliniques définis selon les différents symptomes
présentés par le patient (Tableau 2); les formes aigiies (leucémie et lymphome) étant
rapidement mortelles. Chez les personnes infectées développant ’ATLL, la majorité des cas
présente des formes aigiies et donc mortelles de la maladie, caractérisées par une prolifération

des lymphocytes T.

A ce jour, seule la combinaison AZT/IFN-a permet de soigner les formes leucémiques,
chroniques et indolentes de I’ATLL avec respectivement un taux de survie a 5 ans de 80%

pour la premiére et de 100% pour les deux dernicres formes citées (Bazarbachi et al., 2010).
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Dans le cas de la forme lymphomateuse de la maladie, les patients sont toujours traités
principalement par chimiothérapie (CHOP : doxorubicine, cyclophosphamide, vincristine et

prednisone) avec un faible taux de rémission, en raison des rechutes survenant aprés le

traitement.
Formes cliniques de Proportion Svmotémes brésentés par le malade Médiane de
'ATLL des cas ymp P P survie
Indolente 5% Lymphocytose et |ésions cutanées Non reportée
Chronique 20% Hyperlymphocytose et |ésions cutanées 24 mois
Lymphome T a
Lymphomateuse 20% , , L cellules 10 mois
Hépatosplénomégalie .
oL L pléomorphes
Aigles Hypercalcémie
Lésions cutanées
. H | hocyt .
Leucémique 55% yperlymphocytose 6 mois
Cellules en « fleur »

Tableau 2 | Formes cliniques de 'ATLL et symptémes associés. D’apres (Verdonck et al., 2007) (Gessain,

2011).

2.2.1.2. La myé¢lopathie associée a HTLV/paraparésie spastique tropicale,

HAM/TSP

La neuromyélopathie chronique HAM/TSP est également une maladie de 1’adulte dont les
premiers signes cliniques se déclarent aux alentours de 40-50 ans, principalement apres
transmission par voie sexuelle ou sanguine (Gessain et Mahieux, 2012). Les symptomes
cliniques majeurs sont une paraparésie spastique (ou paraplégie), faiblesse musculaire
touchant la racine des membres inférieurs, des douleurs dorsales, des troubles urinaires ainsi
que des dysfonctionnements sexuels (Verdonck et al., 2007). Les 1ésions induites au niveau
de la moelle épiniere, dont une démyélinisation suivie d’une dégradation axonale des

substances blanche et grise, sont irréversibles (Yamano et Sato, 2012).

Les traitements apportés pour ce type de maladie, tels que les corticostéroides, les stéroides
anabolisants ou encore la vitamine C, apportent uniquement de modestes améliorations des

symptomes chez les patients en phase précoce (Goncalves et al., 2010).
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Outre ’ATLL et PHAM/TSP, des uvéites (Takahashi et al.,, 2000) et des dermatites
infectieuses (Lee et Schwartz, 2011) sont aujourd’hui également reconnues comme maladies

associées a HTLV-1 (Gessain, 2011).

2.2.2. Pathologies associées a HTLV-2

Tout comme HTLV-1, le virus HTLV-2 est associé a une encéphalomyélopathie chronique
similaire au syndrome neurologique HAM/TSP, caractérisée par une faiblesse spastique au
niveau des membres inférieurs (Araujo et Hall, 2004). En plus de cette neuromyélopathie
chronique, HTLV-2 est également responsable d’autres troubles neurologiques proches de
I’HAM avec des symptomes tels que la neuropathie et des troubles mentaux (Roucoux et

Murphy, 2004).

Cependant, contrairement a HTLV-1, HTLV-2 n’a été associé¢ a aucun type de leucémies mais

seulement a des cas de lymphocytoses (Bartman et al., 2008).

2.3. L’oncoprotéine Tax

Chez HTLV, les deux protéines régulatrices Tax et Rex, exprimées a partir de la région
supplémentaire pX, jouent un role crucial dans 1’expression des geénes viraux et sont

indispensables a la réplication des HTLV (Ciminale et al., 2014).

La protéine Tax, plus particulierement, joue un rdle crucial dans I’expression des génes
viraux, en raison de son rdéle d’activateur de la transcription virale via ses interactions avec

différents facteurs cellulaires (Boxus et al., 2008).

2.3.1. Tax, une protéine multifonctionnelle
2.3.1.1. Régulation de ’expression des génes viraux

La protéine Tax est dite transactivatrice de la transcription, car elle active la transcription des
genes viraux en agissant au niveau de 1’élément de réponse a Tax (TXRE, Tax Responsive
Element) localis¢ dans la partie U3 de la région LTR 5’ du génome d’HTLV (Figure 8) (Currer
etal.,2012).

Ce TxRE est composé de trois répétitions imparfaites de 21 paires de bases, nécessaires pour

la transcription des génes sous le controle du promoteur situ¢ dans le LTR 5°.

36



L'activation de la transcription est médiée par le recrutement par Tax de son partenaire
cellulaire, le facteur de transcription CREB (Cyclic AMP Response Element Binding-protein),
qui va directement interagir avec 1’élément viral de réponse a I’AMPc (vCRE, viral cAMP
Responsive Element) présent dans le TXRE (Suzuki et al., 1993). Pour cela, Tax forme un
homodimere interagissant avec un dimere de CREB (Tie et al., 1996) (Figure 8) via le domaine

de liaison a CREB situé dans la région amino-terminale de Tax (Goren et al., 1995) (Figure 11).

En recrutant CREB sur le TxRE, la protéine Tax permet ’activation de la transcription des

genes viraux a partir du promoteur viral du LTR 5°.

LTR 5’ LTR 3’

ENGE B S

TxRE

CBP/p300

Figure 8 | Interaction entre I’élément de réponse a Tax (TXRE) du LTR 5’ du génome de HTLV via son domaine
VCRE et le complexe Tax:CREB:CBP/p300. D’aprés (Currer et al., 2012). Les trois répétitions imparfaites de 21

paires de bases du TxRE sont représentées par des carrés jaunes (I, Il et 1l1).

Une fois le complexe Tax:CREB:TXxRE stabilis¢, CREB recrute des histones
acétyltransférases telles que la CBP (CREB-Binding Protein) et son homologue p300 (Harrod

et al., 1998) (Figure 8), conduisant a 1’ouverture de la chromatine en aval du promoteur.

Ainsi, en recrutant le facteur de transcription CREB permettant d’adresser les histones
acétyltransférases CBP/p300 au niveau du promoteur viral pour faciliter ’ouverture de la
chromatine, Tax joue un role clé dans le cycle réplicatif en favorisant la transcription efficace

du génome viral.
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2.3.1.2. Régulation de I’expression des génes cellulaires

La protéine Tax est également directement impliquée dans la pathogénicité des virus HTLV et
joue un rdle central dans I’immortalisation, la transformation et la prolifération des cellules T
infectées (Feuer et Green, 2005) (Rende et al., 2012). En effet, outre son rdle dans la
transactivation de la transcription du promoteur viral, la protéine Tax est également capable

de réguler de nombreuses voies cellulaires chez son héte par différents mécanismes.

e Tax etla voie de CREB/ATF

En plus de moduler I’expression des genes viraux, Tax peut ¢galement réguler I’expression de
genes cellulaires grace a son interaction avec les facteurs de transcription de la famille
CREB/ATF (Activating Transcription Factor). Ces facteurs de transcription jouent un role

crucial dans la croissance et la survie cellulaire ainsi que dans I’apoptose (Currer ef al., 2012).

Les protéines Tax peuvent ainsi augmenter 1’expression de certains genes cellulaires comme
ceux codant I’interleukine 17 ou les protéines c-fos (Alexandre et Verrier, 1991) (Dodon et
al., 2004) mais elles peuvent également réprimer 1’expression d’autres geénes. Par exemple,
grace a son interaction avec la voie CREB/ATF, Tax-1 exerce une régulation négative de
I’activité de la protéine p53, un suppresseur de tumeur impliqué dans la régulation du cycle
cellulaire et 1’apoptose, entrainant ainsi I’immortalisation des cellules T infectées (Jeong et

al., 2004) (Shirinian et al., 2013).

e Tax et la voie de signalisation du NF-xB

Outre la voie CREB/ATF, Tax peut également augmenter 1’expression de nombreux
promoteurs hétérologues cellulaires via son interaction avec les facteurs de transcription

cellulaire de la voie de signalisation du NF-kB (Nuclear Factor kappa-B).

La voie de signalisation du NF-«B est impliquée dans la réponse inflammatoire de la cellule,
notamment en réponse au stress cellulaire (radiations, dommages UV, ionisation). Elle est
aussi impliquée dans la réponse immunitaire lors d’infection par des pathogenes et dans la

voie d’activation de la prolifération des lymphocytes en présence d’interleukine-2 (IL-2).

Dans les cellules non activées, les facteurs de transcription de la famille NF-«B sont piégés

dans le cytoplasme (Figure 9) (Perkins, 2007).
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Cellule saine

Cytoplasme

Voie canonique Voie non canonique

HTLV
Cellule infectée

Cytoplasme

Voie canonique Voie non canonique

Figure 9 | Activation de la voie de signalisation du NF-kB lors de I'infection par HTLV : interaction entre la

protéine Tax et les membres de la famille NF-kB. D’apreés (Shirinian et al., 2013).
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Lors de dommages aux cellules, I’activation de la voie du NF-xB peut se faire selon deux

voies distinctes, dites canonique et non canonique :

— La voie canonique du NF-kB implique une activation du complexe IKK (composé de
IKKa, IKK et IKKY) qui va phosphoryler I’inhibiteur kB, induisant son détachement

de RelA et permettant la translocation du facteur de transcription RelA dans le noyau.

— La voie non canonique, elle, implique 1’activation de IKKa par la kinase NIK (NF-xB
Inducing Kinase) ce qui va permettre le clivage de la protéine pl100 en p52 et la

translocation du facteur de transcription RelB dans le noyau.

L’activation de I’expression de génes cellulaires via la voie canonique du NF-kB peut se faire
par les protéines Tax-1 et Tax-2, mais seule Tax-1 est capable d’activer la voie non-canonique

du NF-«B (Figure 9).

En effet, en plus d’interagir avec les protéines de la voie canonique tels que le complexe IKK
et RelA, Tax-1 peut également se lier aux protéines p100 et RelB de la voie non canonique du
NF-kB. La liaison de Tax-1 a p100 induit son clivage en p52 afin de permettre la translocation

de RelB au noyau (Figure 9).

La protéine Tax-2, quant a elle, est uniquement capable d’interagir avec IKKy et RelA de la
voie canonique mais ne reconnait pas la protéine p100 de la voie non canonique (Shirinian et
al., 2013) (Figure 9). En effet, contrairement a la protéine Tax-1, Tax-2 ne possede pas au sein

de sa séquence le domaine permettant de se lier a la protéine p100 (Figure 11).

La stimulation de la voie du NF-xB par Tax, lors de I’infection par HTLV, entraine
notamment une augmentation de 1’expression d’un facteur de croissance des cellules T,
I’interleukine-2, a I’origine de la prolifération des cellules infectées (Higuchi et al., 2007)

(Currer et al., 2012).

e Tax et la dérégulation du cycle cellulaire

La protéine Tax-1 est impliquée dans la dérégulation et I’accélération du cycle cellulaire via
ses interactions avec de nombreuses protéines impliquées dans ce cycle (Figure 10) (Currer et
al., 2012), telles que les cyclines ou les kinases cycline-dépendantes (CDK, Cyclin-Dependant

Kinase).

40



Tax-1 empéche ainsi la mort cellulaire programmée des cellules infectées et promeut leur
prolifération et leur immortalisation en perturbant les différents points de contrdle du cycle

cellulaire.

Cycline D
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Figure 10 | Effet de Tax-1 sur la progression du cycle cellulaire. Adapté de (Boxus et al., 2008). Grace a ses
nombreuses interactions avec les protéines impliquées dans la régulation des points de contréle du cycle

cellulaire, Tax-1 est capable de déréguler ces derniers et d’accélérer les transitions G1/S et G2/M.

En plus d’augmenter I’expression de certaines cyclines (D et E) et CDK (2, 4 et 6) via la voie
du NF-kB, Tax-1 interagit directement avec les CDK4 et CDKG6 et entraine la dérégulation de
la transition G1/S du cycle (Figure 10) (Boxus et al., 2008). En effet, les protéines CDK vont se
lier a la cycline D et induire la phosphorylation et I’inactivation de la protéine du
rétinoblastome (Rb) du complexe Rb:E2F. La protéine E2F, régulatrice de la transition G1/S,
est alors libérée ce qui a pour conséquence une accélération du cycle cellulaire et le passage

en phase S des cellules infectées (Currer et al., 2012).

Tax-1 est également capable de forcer I’entrée en phase M du cycle cellulaire en se liant
directement aux protéines suppresseurs de tumeurs Chk (1 et 2) (Haoudi et al., 2003) : la
régulation négative de I’action de la phosphatase Cdc25 sur le complexe cycline B:CDK1,
responsable de la transition G2/M, est alors levée ce qui induit le passage en phase M des

cellules infectées (Figure 10) (Currer ef al., 2012).
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2.3.2. Tax, une protéine multi-domaines

La protéine Tax est organisée en plusieurs domaines (Figure 11) par lesquels sont médiées ses

différentes fonctions.

Elle contient un domaine de liaison 8 CREB et un domaine d’activation de CREB/ATF a ses
extrémités amino- et carboxy-terminale, respectivement, ainsi qu’un domaine de liaison a
CBP/p300. Ces domaines lui permettent d’interagir avec le complexe CREB:CBP/p300

(Harrod et al., 1998) et ainsi de moduler I’expression des genes viraux et cellulaires.

1 50 100 150 200 250 300 350
[ | | ] | | ] |
Domaine en Liaison a L
doigt de zinc CBP/p300 Dimérisation
- v I I
Liaison a CREB/ ‘, Activation N ‘ Activationde
N- { NLS “ A du NF-kB L CREB/ATF =5
Tax-1 1 G
(HTLV-1) T
Activation de la voie non PBM
canonique du NF- kB
Tax-2 G
(HTLV-2) f
Domaine de localisation
cytoplasmique

Figure 11 | Domaines fonctionnels des protéines Tax-1 et Tax-2. Adapté de (Romanelli et al., 2013).

\

Tax comporte également un domaine en doigt de zinc, a son extrémité amino-terminale,
impliqué dans la formation du dimére de Tax nécessaire a son activité. Cette dimérisation est
aussi médiée par sa région centrale dite de dimérisation (Basbous ef al., 2003). Ses deux
motifs LZR (Leucine Zipper-like Region) sont également impliqués dans sa dimérisation (Jin

et Jeang, 1997) mais aussi dans sa liaison a I’ADN et aux différents facteurs cellulaires.

Tax possede un domaine central d’activation de la voie canonique du NF-kB, lui permettant

de moduler I’expression des geénes viraux et cellulaires lors de I’infection par HTLV.

Enfin, la localisation de Tax dans le noyau ou le cytoplasme est médi¢e par la présence dans
sa séquence de signaux de localisation nucléaire (NLS, Nuclear Localisation Signal) et

d’export nucléaire (NES, Nuclear Export Signal) (Romanelli et al., 2013).
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Malgré des fonctions et des domaines similaires, ainsi que 80% d’identit¢ de séquence, les
protéines Tax-1 et Tax-2 présentent quelques différences. La séquence de Tax-1 (HTLV-1)
est composée de 353 résidus d’acides aminés tandis que celle de Tax-2 peut varier selon le

sérotype d’HTLV-2 de 331 a 356 résidus d’acides aminés.

Le principal caracteére distinguant Tax-1 de Tax-2 est la présence d’un motif activant la voie
de signalisation non canonique du NF-kB dans Tax-1 (Figure 11) (Romanelli et al., 2013). Une
seconde distinction entre ces deux protéines réside dans la présence d’un motif de liaison aux
protéines a domaine PDZ (PBM, PDZ Binding Motif) dans la région carboxy-terminale de
Tax-1 (Figure 11) (Romanelli et al., 2013).

Tax-2, elle, ne présente pas les deux caractéristiques précédentes mais contient un domaine de
localisation supplémentaire nommé « domaine de localisation cytoplasmique » (Figure 11) qui
augmente sa localisation dans le cytoplasme comparativement a Tax-1 (Meertens et al.,

2004).

2.3.3. Tax-1 et Tax-2 : petites différences, grandes conséquences ?
2.3.3.1. Tax-1 et Tax-2, des modifications post-traductionnelles variées

Les protéines Tax subissent de nombreuses modifications post-traductionnelles, qui jouent un
role important dans leur localisation cellulaire, leur fonction et leurs interactions protéines-

protéines (Shirinian ef al., 2013).

La phosphorylation et ’acétylation de Tax sont impliquées dans sa fonction d’activation des

promoteurs cellulaires par les voies CREB/ATF et NF-kB (Bertazzoni et al., 2011).

La sumoylation et I’ubiquitinylation jouent un rdle important dans la localisation cellulaire et
les interactions protéines-protéines de Tax. L’ubiquitinylation est impliquée dans I’interaction
de Tax avec la voie du NF-kB au sein du cytoplasme. La sumoylation, elle, est impliquée dans
le recrutement des facteurs de transcription du NF-kB (RelA et RelB) a I’intérieur du noyau,
ou Tax-1 s’accumule préférentiellement sous forme de corps nucléaires (Turci et al., 2009)
(Bertazzoni et al., 2011). La protéine Tax-2, elle, bien qu’elle soit également retrouvée dans le
noyau (Bertazzoni et al., 2011), est majoritairement localisée dans le cytoplasme (Meertens et

al., 2004), en raison de son domaine de localisation cytoplasmique.
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2.3.3.2. Tax-1 et P’activation de la voie non canonique du NF-kB

Le caractére principal distinguant Tax-1 de Tax-2 est la présence d’un motif activant la voie
de signalisation non canonique du NF-kB, motif localisé entre les résidus d’acides aminés 225

et 232 de Tax-1 (Figure 11).

L’implication de Tax-1 dans la voie de signalisation non canonique du NF-«kB serait
responsable de la modulation de I’expression de genes impliqués dans 1’apoptose et la
prolifération cellulaire, ce qui entrainerait la transformation des cellules T a 1’origine de
I’ATLL (Higuchi et al., 2007). L’activation de cette voie du NF-kB par Tax-1 est, par
conséquent, essentielle pour la transformation, la prolifération et la survie des cellules T lors
de ’ATLL induite par le HTLV-1 (Shirinian et al., 2013). De plus, cette interaction serait
¢galement responsable d’inflammations telles que les uvéites observées chez les patients

infectés par HTLV-1.

L’absence d’interaction entre Tax-2 et la voie non canonique du NF-kB pourrait étre a
I’origine de la différence de pathogénicité entre les virus HTLV-1 et HTLV-2 (Higuchi et
Fujii, 2009).

2.3.3.3. Tax-1 et la liaison aux protéines a domaine PDZ

Une seconde distinction entre ces deux protéines réside dans la présence d’'un domaine PBM
dans la région carboxy-terminale de Tax-1 (Figure 11), lui permettant d’interagir avec d’autres

facteurs cellulaires contenant un domaine PDZ.

Parmi ces facteurs, on retrouve des protéines régulant la progression du cycle cellulaire et la
prolifération cellulaire comme certains suppresseurs de tumeurs dont hDLG (human Disc
Large Protein) (Suzuki et al., 1999). En se liant a hDLG, Tax empéche 1’arrét du cycle

cellulaire des cellules infectées par HTLV induit par hDLG, entrainant ainsi leur prolifération.

Ainsi, la protéine Tax, grace a ses nombreuses interactions avec les facteurs de transcription
des voies de signalisation cellulaires (CREB/ATF, NF-kB) ou encore les protéines
régulatrices du cycle cellulaire, joue un role clé dans la réplication et la pathogénicité des
virus HTLV. L’étude biochimique et structurale de cette protéine, dont la structure reste
encore inconnue, permettrait de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans ses
différentes fonctions mais ¢€galement conduire a la découverte de nouvelles cibles
thérapeutiques contre ce virus.
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3. Levirus FIV

3.1. FIV, virus de P'immunodéficience féline

Outre le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), responsable du syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA) chez I’'Homme, les infections par les lentivirus
concernent €également une partie du régne animal et constituent donc un probleme de santé

publique majeur dans le domaine vétérinaire.

3.1.1. Découverte du FIV

A T’origine nommé lentivirus T-lymphotropique félin, le virus de I’immunodéficience féline
(FIV) a été découvert quatre ans apres le VIH, en 1986 a Petaluma en Californie, chez des

chats présentant une immunodéficience (Pedersen et al., 1987) (Yamamoto et al., 1988).

Ce virus cause, chez les chats domestiques et les félins sauvages, un syndrome semblable a
celui du SIDA chez I’humain, appelé plus communément « SIDA du chat». Les félins
infectés développent un déréglement progressif de leur fonction immunitaire caractérisé par

une déplétion des cellules T CD4+ (Elder et al., 2010).

Parmi les lentivirus n’infectant pas les primates, le FIV est le seul virus capable d’induire un

syndrome d’immunodéficience acquise chez son hote naturel.

3.1.2. Epidémiologie du FIV

3.1.2.1. Prévalence du FIV dans le monde

I1 existe 5 sous-types de FIV (de A a E, basés sur 1’analyse phylogénétique des séquences des
geénes env et gag (Hayward et Rodrigo, 2010)) infectant les chats dans le monde, avec une
prévalence différente selon le continent touché (Figure 12) (Hosie et Beatty, 2007). Les sous-
types A et B sont prédominants en Amérique du Nord, en Europe, au Japon et en Australie.
Le sous-type A est également retrouvé en Afrique du Sud alors que le sous-type B est
prévalent en Argentine. Le sous-type C a été identifié¢ au Japon et au Canada tandis que les
sous-types D et E, les moins prévalents, sont retrouvés au Japon et en Argentine,

respectivement (Hosie et Beatty, 2007) (Yamamoto et al., 2007) (Figure 12).

A ce jour, plus de 50 millions de chats domestiques sont infectés par ce virus dans le monde
avec une prévalence pouvant atteindre 30% des chats domestiques dans certaines zones
géographiques (Bendinelli ez al., 1995).
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Le FIV a également été observé chez les félidés sauvages pour lesquels la prévalence peut
atteindre 70% chez les lions en Afrique, 25% chez les pumas en Amérique et 30% chez les

chats sauvages en Eurasie (Troyer et al., 2005).

Figure 12 | Répartition sous-types du FIV (A, B, C, D et E) chez les chats domestiques dans le monde. D’aprés

(Hosie et Beatty, 2007) (Yamamoto et al., 2007).

3.1.2.2. Modes de transmission

Le FIV se transmet principalement par la salive, notamment par les morsures entre chats lors
de bagarres ou plus rarement lors du toilettage. Il peut également se transmettre, dans de rares

cas, au cours de la gestation, lors de la mise-bas et par 1’allaitement.

3.1.2.3. Moyens de prévention et traitements

Afin de prévenir ’infection par le FIV, il est recommandé d’éviter tout contact entre chats
sains et infectés mais également de faire stériliser les chats afin de diminuer le risque de

bagarres.

Dans le cadre de la lutte contre le FIV, de nombreuses thérapies antirétrovirales ont été
testées, notamment celles utilisées dans le cas de ’infection par le VIH chez ’Homme. Des
inhibiteurs des enzymes virales indispensables au cycle de réplication, tels que I’AZT pour la
transcriptase inverse (Gomez et al., 2012), ont été testés chez les chats présentant le syndrome

du SIDA. Méme si I’efficacité de ces traitements et notamment de trithérapies a ét¢ démontré
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in vitro (Bisset et al., 2002), les phénomenes de résistance des souches a leur action

thérapeutique sont de plus en plus importants.

Un vaccin nommé Fel-O-Vax®FIV (Fort Dodge), contenant les souches Petaluma (sous-type
A) et Shizuoka (sous-type D) inactivées est actuellement commercialisé¢ aux Etats-Unis, au
Canada et en Australie. Il protégerait les félins contre les sous-types A, B et D du FIV avec un
taux d’efficacité allant de 40% a 100% selon les sous-types (Hayward et Rodrigo, 2010)
(Coleman et al., 2014).

3.2. FIV, agent du syndrome d’immunodéficience acquise féline

Le FIV induit chez son hote un syndrome d’immunodéficience acquise, le « SIDA du chat ».
A I’image du SIDA humain, cette maladie immunitaire est caractérisée par plusieurs stades
cliniques déterminés par les symptdmes observés et leur sévérité (Tableau 3) (Moraillon, 2000).
Les stades 4 et 5 (pré-SIDA et SIDA) sont associés a des infections opportunistes secondaires

graves avec une durée de vie inférieure a un an apres le passage en phase 5-SIDA.

Stades Durée estimée Symptomes
1 Primo-infection 2 mois Syndrome mononucléosique
2 Asymptomatique 5al0ans Retour a I’état asymptomatique
Quelques mois 3 Perte de poids
3 LPG 9 , Changements comportementaux
années . NN
Lymphadénopathie généralisée
4 Pré-SIDA Quelques mois a Gingivites Infections
années Amaigrissement bactériennes
Rhinites et
conjonctivites Infections
5 SIDA 13 6 mois Abces et dermites opportunistes et
Anémie signes généraux
Leucopénie graves

Tableau 3 | Stades cliniques de I'infection par le FIV et symptdmes associés. D’aprés (Moraillon, 2000).
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3.3. La protéine de capside

Tout comme les autres lentivirus, FIV s’assemble a la surface interne de la membrane
plasmique cellulaire puis bourgeonne pour former de nouveaux virions. Les déterminants de
cet assemblage sont contenus dans la polyprotéine Gag, indispensable a I’assemblage et a la

maturation des nouvelles particules virales (Kenyon et Lever, 2011).

La protéine de capside (CA), sous-unité de la polyprotéine Gag, en plus de sa fonction de
protection du génome viral (Figure 2), joue un role important dans 1’étape de formation des
virions matures et dans le potentiel infectieux du virus. En effet, elle est impliquée dans les
¢tapes tardives du cycle de réplication viral comme 1’assemblage, le bourgeonnement et la

maturation (Freed, 2015).

Les sous-unités de la protéine Gag du VIH-1 étant les plus étudiées a ce jour d’un point de
vue structural, elles seront utilisées comme références dans cette partie bibliographique : les

spécificités de celles du FIV seront mentionnées le cas échéant.

3.3.1. La CA, moteur de ’assemblage de la particule virale
3.3.1.1. Gag, précurseur de la CA

La polyprotéine Gag du VIH est codée par le géne gag (Figure 3). Cette protéine, naturellement
myristoylée, est composée de trois sous-unités majeures, la matrice (MA), la capside (CA) et
la nucléocapside (NC), ainsi que de deux peptides espaceurs, spl et sp2, et d’un peptide final
p6 (Figure 13A). Ces différents domaines sont directement impliqués dans la formation de

nouveaux virions (Luttge et Freed, 2010) (Freed, 2015) (Figure 13B et Figure 13C) :
— La MA permet I’adressage de la polyprotéine Gag a la membrane plasmique et son
interaction avec celle-ci grace a son extrémité amino-terminale N-myristoylée.

— La CA participe a ’assemblage de Gag et a la formation de la capside conique des

lentivirus.
— Le peptide espaceur spl est également impliqué dans 1’assemblage de Gag.
— La NC participe a I’encapsidation du génome viral en servant de chaperon a I’ARN.

— Le peptide espaceur sp2 semble important pour le clivage de la jonction NC-p6, lui-

méme essentiel a la régulation de la maturation virale (de Marco et al., 2012).

— Le peptide carboxy-terminal p6 est impliqué dans le bourgeonnement de la particule

virale.
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Figure 13 | La polyprotéine Gag: assemblage et maturation de la particule virale du VIH. (A) Structure et
fonctions de Gag. D’aprés (Freed, 2015). Les structures a haute résolution des différents domaines composant
Gag sont présentées au-dessus de sa représentation schématique. Les identifiants PDB suivants ont été
utilisés : 1HIW (MA) (Hill et al., 1996), 3NTE (CA) (Du et al., 2011), 1F6U (NC) (Amarasinghe et al., 2000) et 2C55
(protéine p6) (Fossen et al., 2005). (B) et (C) Structures schématisées d’un virion immature (B) et d’une

particule virale mature (C). D’apres (Cortines et al., 2011).

Le domaine carboxy-terminal p6 du VIH n’est pas présent au sein de la polyprotéine Gag du
FIV : son role est assuré par son peptide carboxy-terminal sp2 (Luttge et al., 2008),
fonctionnellement équivalent a la protéine p6 du VIH. De plus, la protéine de nucléocapside
(NC) du FIV, avec une masse moléculaire d’environ 13 kDa, apparait étre plus grande que

celle du VIH.
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3.3.1.2. Assemblage de la particule virale

Lors de 1’assemblage viral, la polyprotéine précurseur Gag et le génome se condensent a la
surface membranaire. Les protéines Gag, ancrées a la membrane plasmique via I’extrémité N-
myristoylée de leur domaine MA (Dick et Vogt, 2014), interagissent alors entre elles et

s’assemblent sous forme de multiméres (Figure 13B).

Cette multimérisation des protéines Gag est dépendante de la présence de I’ARN génomique
et de son interaction avec la protéine de nucléocapside (Mailler et al., 2016), aussi bien dans

le cas du VIH que dans celui du FIV (Alfadhli et al., 2005) (Affranchino et Gonzalez, 2010).

Les interactions Gag-Gag font intervenir la protéine de capside dont les domaines amino-
terminal (CAntD) et carboxy-terminal (CActp) contribuent a la multimérisation de Gag,
conduisant ainsi a la formation de virus immatures (Abdusetir Cerfoglio et al., 2014). En
effet, la CA posséde une interface de dimérisation CA-CA dans son domaine carboxy-
terminal, impliquée dans les interactions Gag-Gag, ainsi qu’une région d’homologie majeure

(MHR, Major Homology Region) importante pour I’assemblage viral (Dorfman et al., 1994).

3.3.1.3. Maturation de la particule virale

Apres assemblage, les virions immatures qui ont bourgeonné passent par une étape de

maturation afin d’acquérir leur pouvoir infectieux.

Cette ¢étape fait intervenir de nombreux réarrangements morphologiques et structuraux
déclenchés notamment par le clivage de la polyprotéine Gag en ses principaux constituants :

MA, CA et NC (Elder et al., 1993) (Figure 13C).

Alors que la MA reste ancrée a la membrane par son extrémité N-myristoylée, les protéines
CA et NC se condensent autour du génome viral. La CA s’arrange alors spontanément en une
capside virale de forme conique, caractéristique du VIH et du FIV, autour du complexe
ribonucléique, formé par I’association entre la NC et ’ARN viral (Briggs et al., 2003)
(Kenyon et Lever, 2011).

Cette capside virale conique dite mature est composée de plus de 1000 monomeres de CA
(Pornillos et al., 2011). Elle renferme ainsi I’ARN viral et les protéines structurales des

rétrovirus ; ce qui lui confére son role de protecteur du génome viral.
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3.3.2. La CA, une organisation structurale conservée chez les lentivirus

Les protéines de capside lentivirales comportent environ 230 résidus d’acides aminés (231
dans le cas du VIH) et sont composées de deux domaines repliés en hélices a, le domaine
amino-terminal (CAntp) et le domaine carboxy-terminal (CActp), séparés par une boucle

flexible (Figure 14).

CANTD

CANTD

Figure 14 | Structure cristallographique de la protéine de capside du VIH-1 (PDB ID : 3NTE) (Du et al., 2011).
La protéine de capside du VIH-1 est composée de deux domaines repliés en hélices a, CAxtp et CActp, Séparés

par une boucle flexible (étoile noire).

3.3.2.1. Le domaine amino-terminal

Le domaine amino-terminal de la CA, composé d’environ 150 résidus d’acides aminés, joue
un rdle important dans la formation du cceur protégeant le génome viral et dans la

décapsidation de ce génome pour 1’étape de transcription inverse.

Ce domaine comprend un motif en épingle-a-cheveux (f-hairpin) a son extrémité amino-
terminale dans le cas du VIH, 7 hélices a (ol a a7) ainsi qu'une boucle de liaison a la

cyclophiline A (CypA-BL, Cyclophilin A-Binding Loop) (Figure 14) (Du et al., 2011).
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Le motif S-hairpin, observé a I’extrémité amino-terminale du CAntp du VIH-1, est formé par
I’établissement d’un pont salin entre le groupement NH?" du résidu prolyl 1, conservé a
I’extrémité amino-terminale des CA lentivirales, et la chaine latérale du résidu aspartyl 51. La
Prol a par ailleurs été décrite comme essentielle a la formation de la capside virale (Cortines
et al., 2011). Le motif p-hairpin joue un role important dans 1’assemblage capsidique lors de
la maturation des virions, et plus particulierement dans la stabilisation de 1’orientation des

protéines de capside lors du clivage de la polyprotéine Gag (Cortines ef al., 2011).

La boucle CypA-BL, elle, est conservée chez les lentivirus et permet a la capside via son
résidu Pro90 d’interagir avec la cyclophiline A (Goldstone ef al., 2010), une cis-trans prolyl
isomérase permettant 1’isomérisation de la liaison peptidique entre une proline et le résidu
d’acide aminé voisin. L’isomérisation de trans a cis de cette liaison peptidique entrainerait
une déstabilisation de la CypA-BL et, par conséquent, de la capside virale, ce qui favoriserait
la décapsidation du génome virale qui pourra ensuite étre rétro-transcrit (Fassati, 2012) (Q1i et

al., 2008).

3.3.2.2. Le domaine carboxy-terminal

Le domaine carboxy-terminal de la CA, composé d’environ 80 résidus d’acides aminés, est
directement impliqué dans 1’oligomérisation de la protéine de capside et, par conséquent, dans

I’assemblage des nouvelles particules virales.

Dans le cas du VIH-1, ce domaine contient 4 hélices o (a8 a all) ainsi qu’une hélice 310,
faisant suite a la boucle flexible le séparant du CAnrtp (Figure 14). Il contient également la

région MHR conservée chez tous les rétrovirus.

Cette région MHR, comprise dans I’hélice a8, est importante pour les étapes d’assemblage et
de maturation des particules virales. Elle est notamment impliquée dans le repliement correct
du domaine CAcrtp (Bocanegra ef al., 2015) et le réarrangement des CA en une capside virale
de forme conique (Mammano et al., 1994), étape essentielle a I’acquisition du pouvoir

infectieux des virus VIH et FIV (Dorfman et al., 1994).

Le CAcrp est capable de se dimériser via son interface dite de dimérisation CA-CA située au
niveau de I’hélice a9 (Gamble et al., 1997). Cette interface est directement impliquée dans la
mulimérisation des protéines Gag nécessaires a 1’assemblage viral lors du bourgeonnement.
Elle fait notamment intervenir deux résidus de cystéines conservés chez les lentivirus

(Cys198/Cys218 pour le VIH, Cysl90/Cys210 pour le FIV), apparaissant comme

52



indispensables pour I’assemblage capsidique (Nath et Peterson, 2001). Ces deux cystéines

sont impliquées dans un pont disulfure intramoléculaire stabilisant la conformation de la CA.

Ainsi, les domaines CAntp et CActp présentent toutes les interfaces d’interaction nécessaires
a I’assemblage de la capside virale immature et aux réarrangements structuraux ayant lieu lors

de la formation des particules virales matures.

3.3.3. La CA, oligomérisation et formation de la capside virale

La formation de la capside virale est une étape essentielle a la maturation des lentivirus. Cette
capside est formée, comme pour tous les rétrovirus, d’un réseau de protéines CA
hexamériques dans lequel sont incorporées des CA sous forme de pentameres (Figure 15) (Zhao
et al., 2013), qui vont permettre de refermer la capside selon une forme donnée. La forme
adoptée par la capside est dépendante du nombre de pentaméeres de CA incorporés a
I’intérieur de celle-ci (Nguyen ef al., 2006) : ainsi, I’insertion de 12 pentameres de CA dans la

capside du VIH est a I’origine de son architecture conique (Figure 15A).

Au sein de la capside virale du VIH, les domaines CA~tp se trouve a la face externe du cone
tandis que les domaines CActp sont orientés vers I’intérieur de celui, quelle que soit la forme
oligomérique de la CA (Figure 15). Au sein de ces deux formes oligomériques (hexameéres et
pentameres) les domaines CAntp forment un anneau compact central (Figure 15B et Figure 15C
en bleu) bordé par un anneau étendu de domaines CAcrp (Figure 15B et Figure 15C en rouge)

(Pornillos et al., 2011).

Ce sont les interactions entres les domaines CAntp et CActp lors de I’oligomérisation des CA
qui permettent de stabiliser la formation de la capside virale. Ces interactions mettent
notamment en jeu des interfaces intra-hexameres et intra-pentameres CAntD-CANTD et
CANtD>-CActp entre les monomeres de CA adjacents et des interfaces inter-hexameres

CActp-CActp entre deux hexameres adjacents (Gres et al., 2015).

Les interactions CAntp-CAnTD, au sein des hexaméres et pentameres, mettent en jeu de
nombreux contacts hydrophobes entre 1’hélice a2 d’un monomere et les hélices al et a3 du
monomere adjacent. Ces interactions conduisent au rapprochement des CAntp a I’intérieur
des oligomeéres (Figure 15B et Figure 15C) (Gres ef al., 2015), favorisant la formation de 1’anneau

central de CAntp (Pornillos ef al., 2011).
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Figure 15 | Capside virale et oligomérisation de la protéine de capside (CA) du VIH-1.

(A) Modeéle pseudo-atomique de la capside du VIH-1 composée de 288 hexameéres (beige) et de 12 pentaméres
(vert) de protéine de capside (Perilla et Gronenborn, 2016). Les domaines CAytp et CAcrp des (B) pentameres
(PDB ID : 3P05) (Pornillos et al., 2011) et (C) hexameéres (PDB ID : 4XFX) (Gres et al., 2015) sont colorés en bleu

et rouge, respectivement, et leurs motifs 8-hairpin sont représentés en vert.

Dans le cas des hexameres, I’anneau central de CAntp forme un pore par lequel sont importés
les nucléotides nécessaires a la synthese de I’ADN lors de 1’étape de transcription inverse
(Jacques et al., 2016). En effet, le motif f-hairpin situé a 1’extrémité amino-terminale de la
CA peut adopter deux conformations alternées dites « ouverte » et « fermée » qui induisent la
formation d’un pore au centre de I’hexamére (Figure 16). Ces différentes conformations sont

notamment induites par le mouvement des résidus Prol et His12 du S-hairpin.
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De plus, le pH de la solution de cristallisation est ¢galement impliqué dans le mouvement du
f-hairpin et la formation du pore : un pH acide favorisant la conformation ouverte du f-

hairpin et un pH basique sa conformation fermée (Jacques et al., 2016).

Conformation
« fermée »

Conformation
« ouverte »

Figure 16 | Conformations « fermée » (vert) et « ouverte » (rose) du 8-hairpin permettant la formation d’un

pore au centre de la CA hexamérique (Jacques et al., 2016).

Les contacts intra-hexameres et intra-pentameres CAntp-CActp, eux, permettent de maintenir
les CActp de I’anneau externe en contact avec 1’anneau central. En outre, grice a sa
flexibilité, cette interface est a I’origine des courbures adoptées par la capside lors de son

assemblage conique (Pornillos et al., 2011).

Enfin, les interactions inter-hexameres CActp-CActp font intervenir le domaine de
dimérisation du CAcrp, principalement 1’hélice a9, (Pornillos ef al., 2010) de deux hexameéres
adjacents (Figure 17). De plus, la présence de molécules d’eau et de contacts hydrophiles a
I’interface inter-hexamérique contribue a la stabilisation de la capside virale (Gres et al.,

2015).
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Figure 17 | Interface inter-hexameére CAcrp-CAcrp impliquant les hélices a9 de la CA du VIH (PDB ID : 4XFX)
(Gres et al., 2015) . Les domaines CAntp et CActp de la CA sont colorés en bleu et rouge, respectivement, et les

motifs 8-hairpin sont représentés en vert. Les hélices a9 sont encadrées en pointillés noirs.

Bien que les effets physiques/biochimiques permettant la transition entre hexameres et
pentaméres n’aient pas encore été démontrés, il est probable que de subtils changements
conformationnels interviennent au niveau des trois interfaces décrites précédemment,
autorisant ainsi la transition entre les deux états oligomériques présents dans la capside virale

(Perilla et Gronenborn, 2016).

3.4. Développement d’inhibiteurs dirigés contre ’assemblage de la CA

Pour lutter contre les infections rétrovirales, les efforts actuels portent sur la conception de
composés antirétroviraux visant les protéines virales telles que la transcriptase inverse, la
protéase ou encore les protéines d’enveloppe. Cependant, les phénomenes de résistance a ce
type de thérapie deviennent de plus en plus notables et de nouvelles cibles thérapeutiques
doivent étre identifiées afin de compléter les multi-thérapies existantes (Uhl et al., 2002)

(Hosie et Beatty, 2007).

La protéine de capside, essentielle a la formation de particules virales infectieuses, constitue
une cible intéressante pour le développement de nouvelles stratégies antirétrovirales. De plus,
les nombreuses interfaces entre les CA formant la capside virale (CAntD-CANTD, CANTD-
CAct et CActp-CActp), essentielles pour 1’architecture d’une capside mature, représentent
des cibles d’intérét pour le développement de composés inhibant 1’assemblage viral

(Spearman, 2016).
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Des méthodes de criblage in vifro de molécules inhibitrices de 1’assemblage la CA du VIH et

de criblage in silico de molécules liant la CA, a partir de sa structure 3D, ont permis

d’identifier de nombreux composés potentiellement inhibiteurs de I’assemblage capsidique du

VIH (Tableau 4) (Thenin-Houssier et Valente, 2016).

Etape du cycle

Composés Cibles Effets e g avrz
P réplicatif ciblée
CAP-1 Inhibition des interactions CAntp-CActp Assemblage
BD-1 CAnto Interférent avec la formation des Assemblage
BM-1 interfaces CANTD'CACTD Maturation
CAl Assembl t
Inhibent les interfaces CAnto-CActp >sem age €
NYAD-1* maturation
CAcmo
Mime I’hélice a9 et inhibe les
CAC1 . . A bl
interactions CActp-CAcmp >semblage
" Interférence avec les interactions
PF74 CAno et CAcrp Assemblage
CAntp-CActo
BMV Site de clivage CA-spl de Inhibition du clivage de Gag par la Maturation

la polyprotéine Gag

protéase virale

Tableau 4 | Molécules ciblant la CA du VIH pour l'inhibition de I'assemblage et de la maturation des

particules virales (Thenin-Houssier et Valente, 2016). Les astérisques (*) indiquent les molécules intervenant

également dans l'inhibition d’'une étape précoce du cycle réplicatif, a savoir la décapsidation virale. BD-1:

benzodiazepine-1 et BM-1 : benzimidazole-1.

Parmi les composés ciblant la CA du VIH, les plus étudiés actuellement sont le composé
PF74, le peptide CAI (Capsid Assembly Inhibitor), et le composé¢ BVM (Bevirimat) (Thenin-
Houssier et Valente, 2016) :

— Le PF74, qui est I’inhibiteur de capside rétrovirale le plus étudié, cible I’assemblage

de la capside virale. En se fixant a I’interface CANntD-CActp (hélices a3, a4, oS5 et a7

du CAntp et hélices a8 et a9 du CActmp (Gres et al, 2015) située entre deux

monomeres de CA adjacents au sein d’un hexamere, le PF74 déstabilise la formation

des particules virales.
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— Le peptide CAI, contenant 12 résidus d’acides aminés (ITFEDLLDYYGP), inhibe
efficacement 1’assemblage capsidique in vitro en se fixant dans la poche hydrophobe
formée par les hélices a8, a9 et all du CAcrp. Cette poche étant impliquée dans
I’interaction avec I’hélice a4 du CAntp, il semblerait que le CAI inhibe les interfaces

CAntD-CActp formées par la CA, déstabilisant ainsi la formation des hexameéres.

— Le Bevirimat, un dérivé naturel de plantes, est le seul inhibiteur capsidique impliqué
dans des tests de phase clinique II. Il inhibe la maturation du VIH avec un mode
d’action différent de celui des autres inhibiteurs capsidique. En effet, ce composé cible
la jonction CA-spl de la polyprotéine Gag, empéchant ainsi la derniére étape de son
clivage par la protéase virale. Cette action résulte en ’accumulation de la sous-unité

CA-spl et stabilise la forme immature de la capside virale.

Le FIV étant un enjeu vétérinaire important, il serait intéressant de développer des inhibiteurs
specifiques anti-FIV, afin d’améliorer le traitement des chats et des especes félines en danger.
La connaissance de la structure tridimensionnelle de la CA du FIV permettrait de développer,

de facon rationnelle, des inhibiteurs spécifiques contre I’assemblage du FIV.
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LE PROJET DOCTORAL
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Les rétrovirus sont caractérisés par leur capacité a développer des résistances aux thérapies
antirétrovirales, notamment grace a 1’accumulation de mutations dans leur génome. La
compréhension des déterminants structuraux sous-jacents a la fonction de ces protéines virales

constitue une étape essentielle dans le développement de stratégies antirétrovirales efficaces.

Ce projet doctoral porte sur 1I’étude des bases structurales des mécanismes moléculaires
impliqués dans les fonctions clés des rétrovirus que sont 1) la régulation de ’expression des
protéines de rétrovirus complexes et ii) I’assemblage des particules virales, a travers 1’étude

de deux protéines rétrovirales d’intérét thérapeutique.

La premiere partie de ce projet porte sur I’étude fonctionnelle et structurale de la protéine
transactivatrice de la transcription Tax d’HTLV-2 (Tax-2). En effet, Tax étant un élément
crucial pour la réplication et la pathogénicit¢ des HTLV, une meilleure connaissance de sa
structure, jusqu’alors inconnue, pourrait conduire a la découverte de nouvelles cibles
thérapeutiques contre ces virus. L’apport d’information structurale sur cette protéine pourrait
ainsi guider la conception d’antirétroviraux anti-HTLV. Par ailleurs, le recrutement du facteur
de transcription CREB par Tax étant crucial pour sa fonction de transactivation de la
transcription, 1’é¢tude du complexe Tax-2:CREB permettrait de mieux comprendre les

mécanismes impliqués dans cette fonction.

La seconde partie du projet doctoral concerne la caractérisation structurale de la protéine de
capside du FIV, essentielle aux étapes d’assemblage et de maturation des virions
nouvellement formés. Actuellement, peu d’informations sont recensées concernant la CA du
FIV, contrairement a celle du VIH. La résolution de sa structure permettrait donc de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de 1’assemblage du FIV et ses
spécificités par rapport aux autres rétrovirus. Parallelement a I’étude structurale de la CA, une
collaboration a été initiée avec 1’équipe du Dr. G Alvarez (Paysandu, Uruguay) pour
I’identification de molécules thérapeutiques ciblant 1’assemblage de la CA. L’identification
d’un tel composé menerait a la conception d’un composé antirétroviral bloquant la formation

des particules de FIV en inhibant I’assemblage de la capside.
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MATERIELS ET METHODES
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1. Constructions plasmidiques

1.1. Constructions plasmidiques de la protéine Tax d’HTLV-2 (Tax-2)
1.1.1. Stratégie de clonage

Avant mon arrivée au laboratoire, la protéine Tax-2 entiere, dont la structure est encore
inconnue, a subi une expérience de protéolyse ménagée par la thermolysine afin de déterminer
les frontieres de ses domaines globulaires. Les différents fragments issus de cette protéolyse
ont été analysés par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
et un fragment protéique, composé des résidus d’acides aminés 34 a 200 de Tax-2, a été
identifi¢ comme potentiellement globulaire. Cependant, celui-ci ne possede pas I’intégralité

du domaine en doigt de zinc de la protéine nécessaire a sa dimérisation.

Une étude complémentaire in silico de la séquence de la protéine Tax-2 par le programme en
ligne « Psipred » (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Figure 18), prédisant la composition en

structures secondaires des protéines a partir de leur s€quence, a alors été réalisée.

IMAEHFPGFGOSLLYGYPVYVFGDCVQADWCPVSGGLCSTRLEREALLATCTPDS50
5l]EHQLTWDPIDGRVYVYVSSPLOY¥LIPRLPSFPTOQRTSRTLEKVYVLTPPTTTPVUVSTPKI0
101vVPPAFFQSMRKHTPVYRNGCLEPTLGDO OQLPSLAFPEPGLRPONTIYTTWOGI KT 150
151VVCLYLYOQLSPPMTWPLIPHYIFCHPROQLGAFLTIZ KVYPLEKRLEELTLYZKHMTFL 200
20lETGT VI VLPEDDLPTTMFOQPVRAPCIQTAWCTGLLPTYHSILTTZPGLTIWTF 250
251N DGSPMISGPYPEKAGOQPSLYVYYVQSSLLIFETZKFETE KAFHPSYLLSHOLTIG® OTYS 300
301 s FENLHELLTFDET YTV NTIPYVSILFNIEKETEADDNG GTD

Figure 18 | Prédiction de la composition en structures secondaires de la protéine Tax-2 par le programme en
ligne « Psipred ».

En jaune et en rose sont annotés respectivement les résidus d’acides aminés repliés sous forme de brins B et
d’hélices a. Les acides aminés non colorés représentent des zones dont la structure secondaire n’est pas

prédite.

A partir de ces prédictions, plusieurs fragments de la protéine Tax-2, contenant différents

domaines fonctionnels et domaines prédits comme structurés, ont été construits (Figure 19).

En plus des fragments de Tax-2 seuls, la protéine a également été clonée sous forme enticre
(Figure 19) pour tenter d’obtenir Tax-2 en complexe avec son partenaire cellulaire CREB. En
effet, le recrutement du facteur de transcription CREB par la protéine Tax est essentiel a son

activité de transactivation de la transcription.
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Activation du NF-kB

Doigt

dezn Dimérisation
Liaison a
CREB / NLS LZR NES LZR
1 [ ] 353

Tax2-(20-200) |

Tax2-(20-283)

\ Tax2-(1-200) |

Tax2-(1-283)

\ Tax2-(FL)

Figure 19 | Constructions de Tax-2 et domaines fonctionnels associés.
En plus de la protéine Tax-2 entiere (Tax2-(FL)), 4 fragments ont été construits : Tax2-(20-200), Tax2-(20-283),
Tax2-(1-200) et Tax2-(1-283). lls seront clonés dans différents vecteurs d’expression en fusion avec des

étiquettes d’affinité/solubilité aux extrémités amino- et/ou carboxy-terminales.

Enfin, une optimisation de codons a été réalisée par la société GenScript afin d’améliorer la
production et la solubilité de la protéine Tax-2 entiere en systéme bactérien. En effet, il existe
plusieurs combinaisons de trois nucléotides qui codent le méme résidu d’acide-aminé ; et
chaque organisme utilise préférentiellement certains codons afin de coder les acides aminés
correspondants. La séquence de la protéine Tax-2, issue d’un virus, a donc été optimisée pour
I’expression en systeme bactérien en remplacant les codons rares de la séquence par des
codons utilisés plus fréquemment chez E. coli. Cette optimisation a permis la création d’une

seconde construction Tax-2 entiere nommée Tax2-(FL)-opti.

Le clonage des génes correspondants, amplifiés par PCR (Matériels et méthodes 1.1.2), a été
réalisé dans le vecteur intermédiaire pCR®2.1 (Thermofisher) (Figure 20), permettant

d’amplifier et de caractériser les geénes d’intérét, puis dans le vecteur d’expression choisi.

Pour les protéines seules, les vecteurs d’expression pET-30a (Novagen) et pET-M30 (Figure
20) ont été choisis afin de générer des protéines de fusion avec une étiquette d’affinité (poly-

histidine (Hise)) et/ou une étiquette de solubilité¢ (GST ou SUMO).
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Le vecteur d’expression pETDuet-1 (Figure 20), lui, a été choisi pour la co-expression des
protéines Tax-2 et CREB sous forme de complexe puisqu’il permet 1’expression simultanée

de deux protéines sous le controle de deux promoteurs identiques, inductibles simultanément.

(roncreriac) RS

——) e
e Y ,/ /
Ve ;
V. 4 > \t
Y. N
L
[/ W\
& &\
1~
\
i
\/
PCR2.1 M pET-30a(+)

3929 bp

5422 bp

Promoteur T7

o

A=

Promoteur T7

pETDuet-1

| ‘ pETM-30
5420 bp

6346 bp

Figure 20 | Carte des plasmides pCR®2.1, pET-30a, pETM-30 et pETDuet-1 utilisés pour les différentes
constructions de Tax-2. Les genes d’intérét ont été clonés dans le site multiple de clonage (MCS, Multiple

Cloning Site, en rouge) des vecteurs pET-30a, pETM-30 et pETDuet-1. Figure réalisée avec le logiciel SnapGene.

Au total, 10 constructions distinctes de Tax-2 (Tableau 5) ont été générées en fusion avec une
ou plusieurs étiquette(s) positionnée(s) aux extrémités amino- et/ou carboxy-terminales de la

protéine.
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Amorces utilisées

Enzymes
Constructions Etiquettes et ' pour Vecteurs utilisées
position I'amplification d’expression pour le
Sens | Anti-sens clonage
Expression Tax-2 seules
1 Tax2-(20-200)-6H-C F1 R2
Hise F3 pET-30a Ndel/Hindlll
2 Tax2-(20-200)-6H-N F4 R2
3 Tax2-(20-283)-6H-C F1 R1
Hiss F3 pET-30a Ndel/HindllIl
4 Tax2-(20-283)-6H-N F4 R3
5 Tax2-(20-283)-6H-GST-N Hiss-GST F5 R3 pETM-30 Ncol/Hindlll
. F2 .
6 Tax2-(1-200)-6H-N Hise F4 R2 pET-30a Ndel/HindllI
. F2
7 Tax2-(1-283)-6H-N Hise Fa R3
F2 pET-30a Ndel/HindllIl
Hise R4
8 | Tax2-(1-283)-6H-N-Sumo-C F6
Sumo R5
F4
9 Tax2-(FL)-opti-6H-C Hiss pET-30a Ndel/HindlIl
Co-expression Tax-2/CREB
. F7 .
Hisg (Tax) R6 Ncol/HindlIl
10 Tax2-(FL)-CREB F8 pETDuet-1
Flag (CREB) F9 R7 Ndel/Sall

Tableau 5 | Constructions plasmidiques pour la protéine Tax-2 : étiquettes, amorces, vecteurs et enzymes de

restriction utilisés. N et C désignent les extrémités amino- et carboxy-terminales de la protéine

respectivement, et Hisg I'étiquette poly-histidine. Les amorces utilisées et leurs séquences sont reportées dans

le tableau 6. Les enzymes de restriction ont permis le clonage des différents fragments d’ADN dans les sites

multiples de clonage des vecteurs présentés en figure 19.
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1.1.2. Amplification en chaine par polymérase

La création et amplification des différents genes tax-2 et creb ont été réalisées par PCR
(Polymerase Chain Reaction). L’amplification des séquences codantes de Tax-2 et CREB a
été réalisée a partir des plasmides recombinants pET-30a-Tax2 et pCF-CREB contenant
I’ADN codant la protéine Tax-2 entiere du sérotype HTLV-2B et I’ADN codant la protéine
CREB, respectivement (plasmides fournis par le Pr. R. Mahieux, CIRI - Centre International

de Recherche en Infectiologie).

Les réactions de PCR ont été réalisées avec le kit Phusion® High-Fidelity PCR (New England
BioLabs) dans un mélange réactionnel composé de Tampon High Fidelity 1X final, 200 pM
de désoxyribonucléotides triphosphates (dANTPs), 0,5 pM d’amorces et 0,02 U.uL"! de
Phusion® ADN Polymerase. Les amplifications ont été réalisées dans un thermocycleur
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) selon la programmation suivante :
dénaturation a 95°C pendant 5 minutes suivie de 30 cycles d’amplification (dénaturation a
95°C pendant 30 secondes, hybridation a 50°C pendant 30 secondes et ¢longation a 72°C

pendant 1 minute) et d’une élongation finale de 7 minutes a 72°C.

Les différentes amorces utilisées (Tableau 5 et Tableau 6) permettent 1’addition de sites de
restriction aux extrémités 5° et 3’ des geénes en vue de leur clonage dans le vecteur
d’expression choisi (Tableau 5) ainsi que, pour certaines constructions, 1’ajout d’une étiquette

d’affinité et/ou de solubilité a I’extrémité amino- ou carboxy-terminale des protéines.

En vue du clonage des génes d’intérét dans le vecteur pCR®2.1, les PCR ont été suivies d’une
¢tape permettant d’ajouter une adénine a D’extrémité 3° des fragments d’ADN grace a
I’activité terminale transférase aspécifique de la Taqg polymérase. Cette extension en 3’ a été
réalisée en ajoutant 0,5 pL de Tag polymérase (5 U.uL") (New England BioLabs) au produit

de PCR puis en incubant le mélange a 72°C pendant 15 minutes.

Les produits issus de la réaction de PCR ont ensuite été soumis a une migration dans un gel
d’agarose 1% (m/v)-TAE (Tris-Acétate/EDTA (Ethylene DiamineTetraacetic Acid) (40 mM
Tris-acétate pH 7,8, | mM EDTA) en présence de bromure d’éthidium, un agent intercalant
de I’ADN. Une solution de marqueurs de taille « 100bp DNA Ladder » (New England
BioLabs) a été utilisée. Apres révélation aux ultraviolets, les bandes correspondant aux
produits d’amplification ont été extraites et purifiées en utilisant le kit NucleoSpin® Gel and

PCR Clean-up (Macherey-Nagel) selon le protocole du fournisseur.
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La concentration de I’ADN purifi¢ est ensuite estimée grace a un spectrophotometre

NanoDrop (ND-100, Thermo Scientific) par mesure de 1’absorbance a 260 nm.

Noms des amorces Séquences
F1 AACATATGGGCGATTGTGTACAAGCCGATTGGTG
F2 CTCGTTCCTCGTGTTTCTGCCCATTTCCCAGGATTTG
F3 CTCGTTCCTCGTGTTTCTGGCGATTGTGTACAAGCCG
F4 ACATATGCACCATCACCATCACCATCTCGTTCCTCGTGTTTC
Sens F5 CCCCATGGGCGATTGTGTACAAGCCGATTGG
F6 GAAAAATTCCAAACCAAAGGGTCTGACCAGGAGGCTAAAC
F7 AAATCTTTATTTTCAAGGTGCCCATTTCCCAGGATTTGG

F8 AGTCCATGGGCCACCATCACCATCACCATGAAAATCTTTATTTTCA

F9 ATACATATG

R1 AAAAGCTTGGTTTGGAATTTCTCGAAGATTAATAGAGAG

R2 TAAGCTTTCATCATAAGAACATTTTGTATAG

R3 TAAGCTTTCAGGTTTGGAATTTCTCGAAGATTAATAG
Anti-sens R4 GTTTAGCCTCCTGGTCAGACCCTTTGGTTTGGAATTTTTC

R5 AAAAGCTTCCCCCCGTTTGTTCCTGATAAAC

R6 GCAAAGCTTCTAGTCGCCATTGTCATCCGCCTC

R7 TCTGTCGACTTAATCTGATTTGTGGCAGTAAAG

Tableau 6 | Constructions Tax-2 : Séquences des amorces utilisées pour 'amplification des fragments d’ADN.
Les sites de restriction (Ndel : CATATG, Hindlll : AAGCTT, Ncol : CCATGG et Sall : GTCGAC) sont soulignés. Les
codons d’initiation de la traduction (ATG) sont en gras et les codons stop en rouge. Les étiquettes Hisg et Flag-
tag sont indiquées en vert et en jaune respectivement, le site de coupure au facteur X en bleu et le site de

coupure a la TEV en mauve.

1.1.3. Clonage dans le vecteur pCR®2.1 selon la méthode du TA Cloning®
1.1.3.1. Ligation dans le vecteur pCR®2.1

La méthode du TA Cloning® permet le clonage direct d’un produit de PCR dans le vecteur de
clonage pCR®2.1, sans avoir recours aux enzymes de restriction, afin d’amplifier un géne
d’intérét dans des bactéries de clonage. Elle repose sur la capacité des bases complémentaires
adénine (A) et thymine (T) a s hybrider. Le vecteur linéaire pCR®2.1 fourni dans le kit TA

Cloning® (Thermofisher) posséde a ses extrémités 3’ une thymidine (T) pouvant s’apparier
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avec I’adénine de I'extrémité 3’ de I’insert ajoutée par la 7ag polymérase. L’insertion des
ADN d’intérét dans le vecteur se fait grace a I’action de ’ADN ligase du bactériophage T4
qui va former une liaison phosphodiester entre les extrémités 5’-phosphate et 3’-OH des

ADN.

Les ligations ont ¢été effectuées selon le protocole kit de TA cloning avec une incubation a

14°C pendant la nuit puis une inactivation de la ligase a 65°C pendant 15 minutes.

1.1.3.2. Transformation bactérienne et extraction d’ADN plasmidique

Les plasmides recombinants obtenus aprés ligation ont ensuite ¢été amplifiés par
transformation de 50 pL bactéries compétentes Escherichia coli (E. coli) DH5a (Lucigen)
avec la moiti¢ du produit de ligation. Pour cela, le mélange ADN/bactéries est incubé dans la
glace pendant 30 minutes puis soumis a un choc thermique a 42°C pendant 45 secondes qui
va déstabiliser les membranes bactériennes et les rendre momentanément perméables a I’ADN
plasmidique. Les bactéries sont supplémentées par 300 pL de milieu optimal (SOC, Super
Optimal broth with Catabolic repression) et incubées une heure a 37°C sous agitation. Le
produit de transformation obtenu est mis en culture sur un milieu LB-agar (Sigma),

supplémenté par 1’antibiotique approprié, puis est incubé pendant la nuit a 37°C.

Dans le cas des plasmides recombinants pCR®2.1, les boites de Petri LB-agar, sur lesquelles
ont été étalées les bactéries transformées par le produit de ligation, ont été additionnées de
kanamycine (50 upgmL! final) et de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactopyranoside, Euromedex) a 100 ug.mL! final. Le vecteur pCR®2.1 utilisé, contenant un
gene de résistance a la kanamycine, permet la sélection des bactéries ayant inséré un plasmide
par application de cet agent sélectif. De plus, un second systeme de sélection repose sur la
présence dans le vecteur du geéne lacZ, codant la B-galactosidase, une enzyme capable
d’hydrolyser le substrat chromogéne X-Gal. L’insertion de I’ADN d’intérét dans le vecteur se
faisant a I’intérieur du geéne lacZ, un décalage du cadre de lecture de la P-galactosidase
apparait. La souche E. coli utilisée induit naturellement I’expression du geéne lacZ codant la -
galactosidase contenu dans le vecteur. Par conséquent, les bactéries contenant un plasmide
recombinant ayant inséré I’ADN d’intérét n’exprimeront pas une [}-galactosidase
fonctionnelle et seront blanches contrairement aux bactéries ayant incorporé un plasmide vide

qui, exprimant I’enzyme, seront bleues en raison de I’hydrolyse du X-Gal.
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1.1.3.3.  Sélection des transformants positifs

Des colonies positives isolées sont ensuite repiquées et mises en culture dans 3 mL de milieu
nutritif LB (Sigma) additionné de ’antibiotique approprié a 37°C pendant la nuit. A partir des
culots bactériens obtenus apres centrifugation des cultures bactériennes, I’ADN plasmidique
est extrait grace au kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel), selon le protocole du

fournisseur.

Une vérification de la présence et de l'intégrité des fragments d’ADN d’intérét dans le
plasmide est effectuée. Pour cela, les ADN plasmidiques extraits sont digérés par des enzymes
de restriction et déposés sur gel d’agarose 1% (m/v)-TAE. Les plasmides présentant un insert
a la taille attendue sont ensuite séquencés selon la méthode de Sanger (séquencage
commercial, GATC Biotech) en utilisant des amorces spécifiques au plasmide fournie par la

société de s€quengage ou par nos soins.

Pour le clonage en pCR®2.1, I’enzyme de restriction EcoRI et les amorces M13-RP et M13-

FP ont été utilisées pour la sélection de clones positifs.

Enfin, la concentration en ADN des clones positifs ainsi que sa pureté sont estimées grace au

spectrophotomeétre NanoDrop par mesure de 1’absorbance a 260 nm.

1.1.4. Sous-clonage des séquences codantes dans le vecteur d’expression

Les génes d’intérét sont clonés dans le vecteur d’expression choisi (pET-30a, pETM-30 ou
pETDuet-1) afin d’exprimer les protéines d’intérét en systeme procaryote. Ce sous-clonage
s’effectue a I’aide des sites de restriction introduits dans les différentes constructions et
également présents dans le site multiple de clonage (MCS, Multiple Cloning Site) du vecteur

d’expression choisi (Tableau 5).

Les ADN d’intérét présents dans le vecteur pCR®2.1 ainsi que le vecteur d’expression
subissent une digestion enzymatique par les enzymes de restriction correspondants a chaque
construction. Pour cela, 2,5 pg de plasmides sont incubés avec 0,5 puL. de chaque enzyme de
restriction pendant 2h a 37°C dans le tampon préconisé par le fournisseur. Le vecteur
d’expression est ensuite soumis a 1’action de la phosphatase alcaline intestinale de veau
(CIAP, Invitrogen) permettant I’élimination des groupements phosphates a 1’extrémité 5° du

vecteur et évitant ainsi qu’il ne se referme sur lui-méme pendant la ligation.
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En pratique, le vecteur digéré est traité par 0,01 U.uL! de CIAP pendant 15 minutes a 37°C
puis I’enzyme est inactivée 10 minutes a 70°C. Les ADN digérés sont ensuite purifiés apres
migration dans un gel d’agarose 1% (m/v)-TAE en présence de bromure d’éthidium selon le

protocole décrit précédemment (Matériels et méthodes 1.1.2).

Enfin, la ligation est effectuée entre les fragments d’ADN et le vecteur d’expression purifiés
grace a I’action de 1 U de T4 DNA ligase (Lucigen) a 15°C pendant la nuit, a raison d’un

rapport molaire 5:1 (insert:vecteur).

Les plasmides recombinants obtenus sont utilisés pour transformer des bactéries compétentes
E. coli DH5a selon le protocole décrit précédemment (Matériels et méthodes 1.1.3.2) et les ADN
plasmidiques sont ensuite été¢ extraits grace au kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel),

selon le protocole du fournisseur.

Apres digestion par les enzymes de restriction spécifiques de chaque construction (Tableau 5),
les ADN sont déposés sur gel d’agarose 1% (m/v)-TAE et les plasmides présentant un insert a
la taille attendue sont séquencés selon la méthode de Sanger (GATC Biotech). Enfin, la
concentration en ADN de I’échantillon ainsi que sa pureté sont estimées grace au

spectrophotométre NanoDrop par mesure de 1’absorbance a 260 nm.
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1.2. Construction plasmidique de la protéine de capside du FIV

La construction plasmidique de la CA du FIV a été réalisée avant mon arrivée au laboratoire.
Le genes de la CA entiére a été amplifié¢ par PCR a partir du plasmide p34TF10 contenant le

génome du virus FIV de la souche Petaluma (Serriere et al., 2013).

Une troncature de 11 résidus d’acides aminés, accompagnée d’une mutation de la Prol en
Thrl, ont été réalisées afin d’obtenir la construction de CA utilisée pour ce projet : CAAC-PT,
clonée dans le vecteur d’expression pRSET-B (Invitrogen) (Figure 21) en fusion avec une

¢tiquette poly-histidine a son extrémité amino-terminale.

Ces modifications ont été introduites afin de faciliter la croissance des cristaux de CA. En
effet, les 11 résidus de I’extrémité carboxy-terminale de la protéine sont prédits comme étant
flexibles, ce qui peut défavoriser le processus de cristallisation. Avant mon arrivée, environ

1000 conditions de cristallisation ont été testées pour la CA entiére native, sans succes.

Le premier résidu d’acide aminé de la CA (Prol), quant a lui, a ét¢ muté pour permettre le
clivage de I’étiquette poly-histidine par la protéase Facteur X. Cette protéase a été choisie car
elle permet de retirer tous les résidus d’acides aminés du site de clivage et, par conséquent, de
récupérer la protéine d’intérét avec une extrémité amino-terminale intacte. Cependant, cette
protéase n’est pas active lorsque le premier résidu d’acide aminé apres le site de clivage est

une proline, ce qui est le cas pour la protéine CA native du FIV.

Promoteur T7

| ‘ PRSET-B ‘ |
2887 bp

Figure 21 | Carte du plasmide pRSET-B utilisé pour la construction CAAC-PT. Le géne d’intérét a été cloné dans

le site multiple de clonage (MCS, en rouge) du vecteur. Figure réalisée avec le logiciel SnapGene.

74



2. Surproduction et purification des protéines d’intérét

2.1. Généralités

2.1.1. Surproduction en systéme procaryote

L’expression des genes d’intérét (fax-2, creb et cadc-pt), en systéme procaryote, est sous le
controle du promoteur du phage T7, présent dans les vecteurs d’expression utilisés et

spécifiquement reconnu par I’ARN polymérase T7.

Les souches bactériennes E. coli BL21 (DE3) pLysS (Lucigen), C41 (DE3) / C43 (DE3)
(Novagen) et RosettaGami2 (DE3) (Novagen) ont été utilisées pour la surproduction des
protéines d’intérét au cours de ce projet doctoral. Ces bactéries possédent un systeme de
répression de I’expression génique, basé sur la répression du promoteur lacUVS5 par le
répresseur Lacl  (Dubendorff et Studier, 1991). L’ajout d’IsoPropyl-B-D-1-
ThioGalactopyranoside (IPTG, Euromedex) dans le milieu de culture va lever cette répression
et permettre la surexpression du gene cloné sous le contréle du promoteur reconnu par I’ARN
polymérase T7. Les bactéries E. coli BL21 (DE3) pLysS, elles, possedent un second systéme
de répression, basé sur ’action du lysozyme du phage T7 contenu dans le plasmide pLysS,
qui permet de réprimer ’expression basale du géne d’intérét (Studier, 1991) afin d’éviter

toute fuite du promoteur T7.

2.1.2. Purification par chromatographie d’affinité pour le nickel

Apres surproduction des protéines recombinantes, celles portant une étiquette poly-histidine
(Hiss) a leur extrémité amino- ou carboxy-termimale (Tableau 5) sont purifiées par
chromatographie d’affinité pour le nickel. Ce type de purification utilise la capacité des cycles

imidazoles des histidines a chélater certains ions métalliques (Figure 22).

En pratique, deux types de résines ont été utilisées pour la purification des protéines d’intérét
au cours de ce projet : une résine Ni-NTA (Qiagen) pour les protéines Tax-2 et une résine Ni-
TED (Macherey Nagel) pour la protéine de capside CA. Ces résines sont constituées d’atomes
de nickel immobilisés sur un support solide (billes d’agarose ou de silice, respectivement) par
I’intermédiaire d’un bras espaceur, I’acide nitrilotriacétique (NitriloTriacetic Acid, NTA)
(Figure 22A) ou le tris(carboxyméthyl)ethyléne diamine (TED) (Figure 22B). La différence entre
ces deux résines réside dans leur capacité de fixation, c’est-a-dire le nombre de cycles

histidine pouvant étre fixés a une méme bille, a savoir une pour la Ni-TED et deux pour la Ni-
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NTA (Figure 22). L’¢lution des protéines d’intérét se fait ensuite a 1’aide d’un compétiteur pour

le nickel comme ’imidazole libre.
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Figure 22 | Structures des résines A) Ni-NTA et B) Ni-TED utilisées lors de I'étape de purification par

chromatographie d’affinité pour le nickel (Macherey-Nagel) des protéines Tax-2 et CA, respectivement.

2.2. La protéine Tax-2 du virus HTLV-2

2.2.1. Tests de surproduction de la protéine Tax-2 en systéme bactérien

Afin de déterminer la meilleure condition d’expression des geénes tax-2 sous forme soluble,

différents tests d’expression en petit volume ont été effectués.

Pour chaque test, 50 pL de bactéries compétentes commerciales E. coli sont transformées
avec 50 a 100 ng de plasmide recombinant, puis étalées sur une boite LB-agar contenant
I’antibiotique approprié et du chloramphénicol (35 ng.mL™"). Les bactéries ayant poussé étant
celles transformées par le plasmide recombinant, elles sont repiquées afin de réaliser une
préculture de 3 mL en milieu LB liquide additionné d’antibiotiques, incubée a 37°C pendant
la nuit. Chaque nouvelle culture est réalisée a partir de bactéries fraichement transformées

afin de garantir une expression optimale du géne d’intérét.

Une fraction de préculture est ensuite utilisée pour ensemencer au centieme 40 mL des
différents milieux de culture testés (additionnés de I’antibiotique appropri¢) : LB (Sigma),
Turbo et Hyper Broth (AthenaES®) (TB et HB, respectivement), Terrific Broth (TerB)
(Sigma), 2YT (Sigma). L’expression des genes est ensuite induite par ajout d’IPTG dans le
milieu de culture, dans le cas des milieux LB, TB, HB, TerB et 2YT.

Un dernier milieu dit d’auto-induction (Al) a également été testé, ce dernier permettant la
production des protéines d’intérét sans ajout d’IPTG. En effet, le glucose contenu dans le
milieu Al (Tableau 7) va prévenir I’induction de 1’expression des protéines par le lactose, le
glucose étant métabolisé préférentiellement par les bactéries (Studier, 2005).
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Apres épuisement du glucose, la production des protéines se fait grace a 1’action du lactose,
¢galement présent dans le milieu, sur le promoteur T7 : c’est ce que I’on appelle 1’auto-
induction. Ainsi, ce milieu Al permet de produire des protéines recombinantes sans avoir
recours au suivi de la croissance bactérienne pour I’ajout du composé inducteur au moment

précis de la phase exponentielle de croissance.

Composition LB Na;HPO4 | KH,PO4 NH,CI MgSO, | Glycérol | Glucose | Lactose
Concentration - 25 mM 25 mM 50 mM 2 mM 0,5% 0,05% 0,2%
Quantitépour | 0 | 3cco | 345 | 267g | 024g | SmL 058 2¢g

1L de milieu

Tableau 7 | Composition du milieu d’auto-induction (Al). La composition du milieu Al a été adaptée de

(Studier, 2005) pour la production de protéines recombinantes en systeme procaryote sans ajout d’'IPTG.

Enfin, aprés incubation, les cultures sont centrifugées a 4 500 x g a température ambiante
pendant 5 minutes afin de sédimenter les bactéries. Le culot bactérien obtenu est ensuite

conserve a -20°C en attendant 1’étape de lyse.

Afin d’optimiser la production des protéines Tax-2 d’intérét, différentes conditions
d’expression et d’induction ont été testées en faisant varier les bactéries d’expression utilisées
(E. coli (DE3) pLysS, C41 (DE3) / C43 (DE3) ou RosettaGami2 (DE3)), la concentration
finale en IPTG dans le milieu (0,05 a 2 mM), les températures d’incubation (15°C a 37°C) ou

encore les temps d’induction (3h a 48h) (Tableau 8).

D’autres protocoles d’expression adaptés a la production de protéines difficiles (Tableau 8) ont

¢galement été testés dont :

— L’ajout d’additif dans le milieu de culture : la protéine Tax contenant un domaine en
doigt de zinc a son extrémité amino-terminale, des tests en présence de Zn*" dans le

milieu de culture, ont été réalisés (Matsuda et al., 2006).

— Le controle de la traduction par ajout de 200 pug.mL' de tétracycline aprés lh
d’induction : la tétracycline bloquant la traduction, aucun des ARNm produits ne sera
traduit. Ainsi, les protéines chaperonnes ne seraient sollicitées que pour le repliement
d’un pool limité de protéines d’intérét, ce qui pourrait favoriser leur repliement dans
une conformation adéquate (Carrio et Villaverde, 2001).
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— Le contrdle de la transcription par ajout de 100 pg.mL"! de rifampicine dans le milieu

aprés 1h d’induction : la rifampicine bloquant la transcription et donc la croissance

bactérienne, seule la traduction des ARNm déja produits est assurée par la machinerie

cellulaire pendant I’incubation (Fiorini ef al., 2008). Si ces ARNm codent une protéine

nocive a la croissance de la bactérie, cette protéine ne pourra pas jouer son role

délétere sur une bactérie transcriptionnellement inactive.

Parametres variables

Conditions
testées

Commentaires

Milieux

LB, TB, HB, TerB,
2YT, Al

Certains milieux étant tamponés ou supplémentés en sels
minéraux, acides aminés ou oligo-éléments, ils peuvent
permettre une meilleure expression des protéines d’intérét.

BL21 (DE3) pLysS

Bactéries les plus utilisées, déficientes en protéases Lon et

nuit ou 48h

§ OmpT.
(%)
§ C41 (DE3) Bactéries utilisées pour I'expression de protéines toxiques ou
u% Bactéries E. coli C43 (DE3) membranaires (Dumon-Seignovert et al., 2004).
RosettaGami2 Bactéries contenant le plasmide pRAR pour I'expression des
(DE3) codons rares et permettant la formation de ponts disulfures.
Ajout de Zn dans le milieu de culture Pour favoriser le repliement des protéines.
0.05mM. 05 Une induction avec une trés faible concentration en IPTG
¢ L permet aux bactéries d’avoir un meilleur contréle sur leur
[IPTG] finale mM, 1 mM ou , . e [T} . N s
> mM métabolisme en réponse a I’expression d’une protéine
toxique.
Ajout de tétracycline 1h aprés I'lPTG Blocage de la traduction pour favoriser le repliement
et incubation pendant protéique.
_5 Ajout de rifampicine 1h apres I'IPTG Blocage de la transcription, seule la traduction a lieu pendant
§ et incubation pendant 3h I'incubation.
= La diminution de la température d’induction permet
, 15°C, 20°C, 25°C, | d’améliorer la production de protéines solubles correctement
Températures o o ., L . ,e .
30°Cou 37°C repliées et de minimiser la formation de corps d’inclusion, en
ralentissant le taux de transcription et de traduction.
Selon la température d’induction, le temps d’incubation est
3h, 5h, pendant Ia , p . p“ e soa
Temps allongé afin de produire le plus de protéines d’intérét

possible.

Tableau 8 | Conditions d’expression et d’induction testées pour la production de la protéine Tax-2 en

systéme procaryote.
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2.2.2. Lyse bactérienne et extraction de la protéine Tax-2

Afin d’extraire les protéines produites, les culots bactériens, préalablement décongelés, sont

soumis a une étape de lyse combinant I’action de détergents et la sonication par ultrasons.

Différentes conditions de lyse ont été testées afin d’améliorer la solubilité des protéines

produites en faisant varier la composition du tampon de lyse (Tableau 9).

En pratique, les culots bactériens sont resuspendus et incubés pendant 30 minutes dans 750
uL de tampon de lyse en présence d’un mélange d’anti-protéases sans EDTA (Complete
EDTA-free, Roche) et de DNase I (Sigma). Le mélange d’anti-protéases sans EDTA a été
choisi afin de ne pas interférer avec la purification ultérieure des protéines d’intérét par
chromatographie d’affinité, basée sur I’utilisation de cations divalents (Ni**) qui seraient

chélatés par 'EDTA.

Composition
Tampons de lyse
Composés Concentration pH
Tris-HCI 50 mM
KCl 100 mM
L CHAPS 0,5% (m/v) 75
DTT 1 mM
PBS 1X
NaCl 150 mM
EDTA 0,1 mM
L2 , ! 7,5
B-mercaptoéthanol 2mM
Glycérol 10%
MgCl, 1 mM
PBS (Euromedex) 1X
NacCl 300 mM
L3 PMSF 0,25 mM 8,0
B-mercaptoéthanol 0,5 mM
Imidazole 10 mM
L4 B-PER (Bacterial Protein Reagent, Pierce) Pierce

Tableau 9 | Composition des tampons testés pour la lyse des bactéries ayant exprimées Tax-2.
PBS : Phosphate Buffer Saline, CHAPS : 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate,

DTT : Dithiothréitol, PMSF : fluorure de phénylméthylsulfonyle.

Aprées incubation 30 minutes a 4°C, les cellules sont lysées par sonication (sonicateur Branson
Sonifier 250) avec 3 cycles de 30 secondes de pulsations a 40% de puissance, séparés par des
temps de refroidissement dans la glace. Le lysat cellulaire obtenu est ensuite centrifugé a
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7 500 x g pendant 30 minutes a 4°C : le surnageant (fraction soluble) est conservé et le culot

(fraction insoluble) est repris dans un volume de 750 puL de tampon de lyse.

Des aliquotes correspondant aux fractions totale (aprés sonication), soluble et insoluble
(respectivement surnageant et culot aprés centrifugation du lysat) sont conservées en vue
d’une analyse par électrophorése sur gel discontinu de polyacrylamide en conditions

dénaturantes (« SDS - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis » ou SDS-PAGE).

2.2.3. Solubilisation des protéines Tax-2

L’expression de génes recombinants hétérologues en systéme procaryote peut conduire, dans
certains cas, a la production de protéines recombinantes agrégées sous forme de corps
d’inclusion. Afin de solubiliser ces protéines in vitro (Vallejo et Rinas, 2004), deux méthodes

de solubilisation utilisant deux agents chaotropiques différents ont été testées.

2.2.3.1. Dénaturation par le chlorure de guanidinium

Afin d’extraire les protéines des corps d’inclusion, un protocole utilisant du chlorure de

guanidinium a forte concentration, déja mis en place au laboratoire, a été utilisé.

En pratique, les culots bactériens sont lysés dans un tampon 20 mM Tris-HCI pH 7,5
contenant 20% de saccharose. Apres un choc thermique a 4°C, 1’échantillon est centrifugé et
le culot est repris dans un tampon 1X PBS, 0,5 mM PMSF et centrifugé de nouveau. Les
corps d’inclusion ainsi culottés sont repris dans un tampon 1X PBS, 1% Triton X-100 et
centrifugés. Enfin, le culot est repris dans une solution contenant 6 M de chlorure de
guanidinium, 25 mM DTT et 50 mM Tris-HCI a pH 8 puis soniqué deux fois 30 secondes a
40% de puissance et incubé 1h a 4°C. Apres une dernicre centrifugation, les fractions culot et
surnageant sont récupérées pour une analyse par SDS-PAGE de la solubilisation des protéines

d’intérét.
2.2.3.2. Dénaturation par I’urée

Un second protocole de solubilisation des protéines par dénaturation par I'urée selon la

méthode du « single freeze-thawing cycle » (Qi et al., 2015) a également été testé.

Pour cela, le culot bactérien est lysé dans un tampon 20 mM Tris-HCI pH 8,5, 100 mM NacCl,
1% Triton X-100, 1 pg.mL"' DNase I et un mélange d’anti-protéases. Il est ensuite soniqué

quatre fois 30 secondes a 40% de puissance et centrifugé 15 minutes a 12 000 x g a 4°C.
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Les corps d’inclusion sont ensuite repris dans un tampon 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 300 mM
NaCl et centrifugés de nouveau. Le culot est repris dans un tampon 20 mM Tris-HCI, 20 mM
phosphate de potassium a différents pH (8, 9 et 10) contenant entre 2 M et 6 M d’urée.
L’échantillon est ensuite congelé pendant la nuit a -20°C. Apres décongélation, le lendemain,

I’échantillon est centrifugé et les fractions culot et surnageant sont analysés par SDS-PAGE.

2.2.4. Purification des protéines Tax-2
2.2.4.1. Précipitation au sulfate d’ammonium

La méthode de précipitation au sulfate d’ammonium permet de séparer les protéines selon leur
degré de solubilité en présence d’une plus ou moins forte concentration en sels, ici le sulfate
d’ammonium (Duong-Ly et Gabelli, 2014). Elle constitue une premicre étape de purification
intéressante pour s’affranchir de nombreux contaminants avant 1’étape de purification par

chromatographie d’affinité.

En pratique, les culots bactériens sont repris dans le tampon de lyse (Tableau 9) comme décrit
au chapitre Matériels et méthodes 2.2.2. Aprés centrifugation, le surnageant est séparé en
plusieurs fractions dans lesquelles sont ajoutées des concentrations croissantes de sulfate
d’ammonium (de 20 a 100% (m/v)). Ces différentes fractions sont incubées a 4°C sous
agitation pendant 30 minutes puis centrifugées pendant 10 minutes a 10 000 x g. Les fractions
solubles et insolubles obtenues sont déposées sur SDS-PAGE afin de déterminer les

pourcentages de (NH4)2SO4 pour lesquels la protéine d’intérét est soluble et insoluble.

Lorsque ces pourcentages sont déterminés, deux étapes de précipitation au sulfate
d’ammonium permettent d’obtenir la protéine d’intérét en présence d’un minimum de

contaminants :

— La premiére étape consiste en la précipitation des contaminants qui précipitent a un

pourcentage de sels inférieur a celui de la protéine d’intérét ;

— La seconde étape consiste en la précipitation de la protéine d’intérét par les sels,

laissant ainsi les contaminants non précipités dans la fraction soluble.

Aprés précipitation, la protéine d’intérét est reprise dans le tampon de lyse en vue de sa

purification ultérieure par chromatographie d’affinité.
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2.2.4.2. Purification par chromatographie d’affinité pour le nickel

Les protocoles de purification des protéines Tax-2 par chromatographie d’affinité pour le
nickel (Matériels et méthodes 2.1.2) sont adaptés de deux protocoles fournis par les Dr. S.

Chevalier (de I’équipe de R. Mahieux - CIRI) et F. Fiorini (de notre équipe).

Le surnageant protéique obtenu apres lyse des culots bactériens est mis en contact avec la
résine Ni-NTA pendant 1 heure & 4°C sur roue, a raison de 500 pL de billes pour 1 litre de

culture.

L’ensemble est ensuite centrifugé pendant 5 minutes a 1 000 x g afin de sédimenter les billes
de résine. Une aliquote du surnageant correspondant a la fraction non retenue est conservée.
Les billes, quant a elles, sont déposées sur une colonne par gravité et lavées par le passage de
2 ou 4 fois 5 mL de tampon de lavage W (Tableau 10), dont la composition dépend du tampon
de lyse utilis¢ (Matériels et méthodes 2.2.2), afin d’éliminer les contaminants protéiques n’ayant
pas été adsorbés sur la résine ou y ayant été¢ adsorbés de facon aspécifique. Enfin, quatre a
cinq ¢élutions successives de 750 pL sont réalisées avec le tampon d’¢lution E correspondant
(Tableau 10). Des fractions des différents lavages et élutions sont conservées afin de les

analyser par SDS-PAGE.

Lorsque des conditions de culture et de purification permettant d’obtenir la protéine Tax-2
sous forme soluble et pure seront identifiées, celles-ci sont reproduites a plus grande échelle

(1 a2 L de milieu de culture).

Tampons Tampons de lavage Tampons d’élution
delyse | nom Composition pH | Nom Composition pH
Tampon L1 Tampon L1
L wi + imidazole 50 mM 75 El + imidazole 300 mM 75
PBS 1,5X
NaCl 225 mM
EDTA 0,1 mM
' T W2
L2 W2 | B-mercaptoéthanol2 mM | 7,5 E2 . ‘ampon 7,5
, + imidazole 300 mM
Glycérol 10%
MgCl; 1 mM
Imidazole 0 ou 50 mM

Tableau 10 | Composition des tampons de lavage et d’élution testés pour la purification des protéines Tax-2.
Les compositions des tampons de lyse L1 et L2 sont décrites dans le tableau 9.
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2.3. La protéine de capside du FIV

En se basant sur les travaux de (Serriere et al., 2013) pour la CA entiére, la CA recombinante
(CAAC-PT) a été produite en systéme procaryote puis purifiée par chromatographie d’affinité

pour le nickel.

2.3.1. Surproduction de la CA en systéme bactérien

Pour la surproduction de la CA recombinante, des bactéries d’expression BL21 (DE3) pLysS
sont transformées par le plasmide pRSET-CAEAC-PT. Les clones positifs sont inoculées dans
du milieu LB additionné d’ampicilline (50 pg.uL™!) et incubés toute la nuit a 37°C sous

agitation.

L’ensemencement d’1L de milieu de culture LB liquide supplémenté en ampicilline (50
ug.uL 1) se fait par ajout de 10 mL de préculture. La culture est ensuite incubée a 37°C sous
agitation jusqu’a induction. Lorsque la DOsoonm atteint une valeur comprise entre 0,4 et 0,6, la
culture est induite par ajout d’IPTG a une concentration finale de 1 mM et la température est
abaissée a 25°C. Apreés une nuit d’incubation, les bactéries sont sédimentées par
centrifugation a 6 000 x g pendant 10 minutes et conservées a -20°C en attendant 1’étape de

purification.

2.3.2. Purification de la CA

2.3.2.1. Lyse bactérienne

L’extraction des protéines recombinantes des bactéries s’est faite par lyse des culots
bactériens dans du tampon LEW (Lysis-Equilibration-Wash) (Tableau 11) contenant 50 mM
NaH2POs4 et 300 mM NaCl a pH 8, a raison de 5 mL de tampon par gramme de culot. Le
tampon de lyse est également additionné de lysozyme (1 mg.mL"!, Sigma) et de DNase I (2
U.mL!, Sigma). Aprés 1h d’incubation a 4°C, les bactéries sont lysées par sonication

(ultrasons) avec 3 cycles de 3 minutes de pulsations a 40% de puissance.

Le lysat obtenu est ensuite centrifugé pendant 45 minutes a 11 000 x g a 10°C et le
surnageant, correspondant a la fraction soluble, est filtré a I’aide d’un filtre de 0,45 pm de

porosité (Millipore).
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2.3.2.2. Purification de la CA par chromatographie d’affinité pour le nickel

Afin d’obtenir une protéine de CA pure, le surnageant obtenu est soumis a une purification
par chromatographie d’affinit¢ pour le nickel (Matériels et méthodes 2.1.2) qui permet de

récupérer uniquement la protéine de capside CA fusionnée a son étiquette d’affinité Hise.

En pratique, suite a la filtration, le surnageant est mis en contact avec la résine Ni-TED
pendant 1h a 4°C sur roue, a raison de 0,15 g de résine séche (correspondant a 0,3 mL de
colonne hydratée) par gramme de culot bactérien. Le mélange est ensuite transféré, par
gravité¢, dans une colonne pour 1’étape de purification. Aprés passage de la fraction non
retenue (FT, Flow-Through), les billes sont lavées trois fois par 10 fois le volume de la
colonne hydratée (CV, Column Volume) de tampon LEW. Enfin les protéines sont éluées par
50 mM d’imidazole grace au passage de 4 ¢lutions de 1,5 CV et 2 ¢élutions finales de 3 CV de

tampon d’¢élution (Tableau 11).

Les différentes fractions de lavage et d’¢lution sont analysées sur SDS-PAGE afin de vérifier
la pureté de 1’échantillon obtenu. Enfin, la quantité de protéines obtenues dans les fractions
identifiées comme pures par SDS-PAGE est estimée par mesure de l’absorbance de

I’échantillon a 280 nm a 1’aide d’un spectrophotométre NanoDrop.

Tampons Composition pH
50 mM NaH;POq4
-§ Tampon LEW 300 mM Nacl 8
S
§§ 50 mM NaH,PO,
& Tampon d’élution 300 mM Nacl 8
50 mM imidazole
50 mM HEPES
L T HEPES 6,5
S| 'ampon 100 mM NaCl ’
<
Q
S 50 mM NaH,P0O,
© | Tampon Phosphate 100 mM Nacl 7,4

Tableau 11 | Composition des tampons utilisés pour la purification et le stockage de la CA.
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2.3.3. Concentration de la CA et échange de tampon

La protéine de capside pure est ensuite concentrée selon le principe d’ultrafiltration a 1’aide
d’une membrane semi-perméable dont le seuil de coupure est choisi de telle sorte qu’elle reste

dans le rétentat tandis que le tampon passe a travers le filtre.

Cette étape d’ultrafiltration permet également de modifier le tampon dans lequel se trouve la
protéine afin d’¢éliminer I’imidazole de la solution protéique. Pour cela, le tampon de stockage
choisi (HEPES ou Phosphate, Tableau 11) est ajouté dans le réservoir du concentrateur afin de

diluer le tampon initial contenant de 1’imidazole.

En pratique, une membrane en PolyEther Sulfone (PES) avec un seuil de coupure de 10 kDa
(Sartorius) a été utilisée pour la concentration de la CA. Plusieurs centrifugations successives
a 6000 x g ont été réalisées jusqu’a atteindre une dilution finale d’au moins 100 fois du

tampon initial (E) et la concentration protéique désirée.

2.3.4. Clivage de I’étiquette d’affinité de la CA du FIV

Afin d’éviter une quelconque interférence de I’étiquette d’affinité Hise lors de I’étape de
cristallogenese, celle-ci est clivée grace a la protéase Facteur Xa, qui reconnait
spécifiquement la séquence Ile-Glu-Gly-Arg introduite entre la protéine et 1’étiquette
d’affinité. Pour cela, 16 U.mL"! de Facteur Xa est ajouté a la solution protéique a 1 mg.mL"!

en tampon Phosphate ou HEPES et le mélange est incubé a 19°C pendant la nuit.

La protéine est ensuite purifiée sur une résine composée d’anticorps anti-Facteur X (Sigma)
selon le protocole du fournisseur afin d’éliminer la protéase, puis sur une résine Ni-NTA afin

d’¢liminer 1’étiquette Hise clivée ainsi que les protéines toujours étiquetées.

La protéine pure et sans son étiquette est ensuite concentrée par ultrafiltration et stockée a -

80°C en vue de son utilisation ultérieure.

85



3. Analyse qualitative et quantitative des protéines

3.1. Electrophorése sur gel discontinu de polyacrylamide en conditions

dénaturantes

La présence des protéines d’intérét dans les différentes fractions aliquotes recueillies au cours

de la lyse bactérienne et de la purification des protéines est vérifiée par SDS-PAGE.

En pratique, avant migration sur gel, les protéines sont dénaturées par chauffage (en général 5
minutes a 95°C) dans un tampon de charge contenant du bleu de bromophénol, du glycérol,
un agent réducteur et un détergent anionique, en général le SDS, conférant aux protéines une

charge négative qui permet leur migration en fonction de leur masse moléculaire uniquement.

Apres dépot des échantillons et d’une solution de marqueurs de masses moléculaires connues
(Prestained protein ladder, Fermentas) sur le gel, la migration est effectuée dans un tampon
Tris-Glycine-SDS (0,25 M Tris-HCI pH 8,3, 1,92 M glycine, 1% (m/v) SDS, Euromedex) a
90 V pendant 10 minutes puis a 120 V jusqu’a ce que le front de migration atteigne la limite
du gel. Aprés migration, le gel est coloré au bleu de Coomassie (PageBlue® Protein Staining
Solution, Fermentas) selon le protocole du fournisseur. Ce bleu ayant la propriété de se fixer
aux résidus d’acides aminés basiques et aromatiques des protéines, il permet de révéler les

différentes protéines contenues dans les échantillons déposés sur gel.

Dans le cas des protéines Tax, des études antérieures effectuées au sein du laboratoire ont
révélé que le SDS présent dans le tampon de charge entrainait, lors de la dénaturation a 95°C,
le clivage de Tax au niveau des dipeptides Asp-Pro (Lamed et al., 2001). Ainsi, un autre
tampon de charge équivalent contenant du DTT comme agent réducteur et du LDS (Lithium
Dodecyl Sulfate) pour conférer aux protéines leur charge négative, est utilisé pour 1’analyse

des protéines Tax-2 recombinantes.

3.2. Western blot

Cette technique permet de détecter et d’identifier des protéines a [’aide d’anticorps
spécifiques. Apres leur séparation par SDS-PAGE, les protéines ne sont pas colorées mais
transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, GE
Healthcare). Ce transfert se fait dans un tampon 10 mM CAPS (3-(cyclohexylamino)-1-
propanesulfonic acid) pH 11, méthanol 10% (v/v) grace a I’application d’un courant

¢lectrique sous un ampérage constant de 400 mA pendant 45 minutes.
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Apres transfert et rincage de la membrane en eau distillée, un blocage des sites d’interactions
non spécifiques est réalisé par saturation de la membrane avec des protéines du lait (tampon
PBS 1X, 0,1% (v/v) Tween®20 (Sigma), 5% (m/v) lait écrémé) pendant 1 heure a température
ambiante, afin de minimiser les interactions non spécifiques entre la membrane et les

anticorps spécifiques de 1’étiquette Hise

La membrane est ensuite incubée pendant 1 heure avec la solution de saturation contenant
I’anticorps primaire monoclonal de souris anti-histidines (clone HIS-1, Sigma) dilué¢ au
1/1500 qui va reconnaitre 1’étiquette Hise des protéines d’intérét. Puis la membrane est lavée
plusieurs fois avec un tampon PBS 1X, 0,1% (v/v) Tween®20 afin d’éliminer ’excés
d’anticorps. L’anticorps secondaire de chevre, reconnaissant les immunoglobulines G de
souris et couplé a la phosphatase alcaline (Interchim), dilu¢ a 1/6000 dans une solution
PBS/Tween®20 est ensuite ajouté et incubé avec la membrane pendant 1 heure. La membrane

est de nouveau lavée plusieurs fois avec une solution de PBS/Tween®20.

Enfin, la révélation des protéines se fait grice au systéme de révélation SIGMAFAST™

BCIP®/NBT (Sigma) contenant un substrat appelé BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl
Phosphate) et un chromogéne NBT (NitroBlue Tetrazolium). Aprés incubation avec la
membrane, le BCIP est hydrolysé par la phosphatase alcaline en un produit intermédiaire qui
va se dimériser. Durant cette dimérisation, un relargage de protons a lieu, provoquant la
réduction du NBT en un produit final insoluble ayant une couleur bleu/violet. La présence des

protéines d’intérét sur la membrane se traduit donc par ’apparition de bandes bleues/violettes.

3.3. Chromatographie d’exclusion stérique

La chromatographie d’exclusion stérique permet la séparation de protéines en fonction de leur
masse moléculaire et de leur forme sur une colonne contenant des granules de gel poreux. Les
protéines de haute masse moléculaire, dont le diamétre est supérieur a celui des pores, sont
exclues du gel et ¢luées en premier dans le volume mort tandis que les protéines de plus faible

masse moléculaire sont éluées plus tardivement puisqu’elles passent par les pores du gel.

Cette technique a ¢té utilisée lors de 1’analyse structurale de la protéine de capside du FIV par
diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS, Small Angle X-ray Scattering). La sortie de
colonne (« Superdex S200 5/150 GL » (GE Healthcare)) des protéines est suivie par mesure
de I’absorbance a 280 nm et la fraction d’élution contenant la protéine d’intérét est soumise

aux rayons X.
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3.4. Diffusion dynamique de la lumiere

La diffusion dynamique de la lumiere (DLS, Dynamic Light Scattering) est une technique
permettant de mesurer le rayon hydrodynamique Ru de particules en solution a partir de la
mesure de leur coefficient de diffusion. Elle est basée sur le principe de diffusion de la
lumiere par des molécules soumises a des mouvements thermiques aléatoires, dits
« browniens », dus a leurs collisions avec les molécules de solvant (Brown et al., 1866). Plus
une particule sera grosse, plus son mouvement brownien sera lent tandis que pour une

particule de plus petite taille, ce mouvement sera plus rapide.

Pour déterminer ces coefficients de diffusion, la lumiére diffusée est mesurée a différents
temps ce qui permet de calculer la fonction d’auto-corrélation de I’intensité¢ diffusée et de
déterminer le coefficient de diffusion transversale Dt des particules en solution. Le Rn des

particules est ensuite calculé a partir de ce coefficient grace a I’équation de Stokes-Einstein :

KT
R = )/(6n-n-DT)

Avec Ry, : rayon hydrodynamique, Kg : constante de Boltzmann, T : température,

n : viscosité et Dy : coef ficient de dif fusion transversale des particules.

Une droite d’étalonnage représentant les diametres hydrodynamiques obtenus pour des
standards protéiques globulaires de masse moléculaire connue permet d’estimer la masse
moléculaire des protéines a partir de leur Rn. L’état d’oligomérisation des protéines en

solution est ensuite déduit de leur masse moléculaire apparente.

La DLS permet également d’estimer le coefficient de polydispersité (PdI) d’une solution : une
solution protéique étant considérée comme monodisperse si elle présente un PdI inférieur a

20%.

Les expériences de DLS, pour évaluer I’état d’oligomérisation des protéines purifiées, ont été
réalisées a 20°C avec un systeéme de mesure Zetasizer Nano S (Malvern Instruments) dans
lequel est placé une cuve (Brand) contenant la solution protéique d’intérét pure et filtrée sur
une membrane de 0,02 um. Chaque mesure a été réalisée en triplicat et résulte de la moyenne

de 12 mesures indépendantes.
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4. Suivi de DP’assemblage de la CA du FIV in vitro et

identification d’inhibiteurs

La protéine de capside du FIV étant capable de s’oligomériser afin de former la capside virale
mature (Serriere ef al., 2013), des tests de suivi de I’assemblage de la CA in vitro ont été mis

au point au laboratoire.
4.1. Suivi de ’assemblage de la CA in vitro par DLS

La DLS permettant de mesurer le rayon hydrodynamique Ru de particules en solution, elle a

¢été utilisée afin de suivre ’assemblage de la CA au cours du temps en présence de sels.

Le suivi de ’assemblage de la CA a 7 mg.mL"' en tampon HEPES (50 mM HEPES, 100 mM
NaCl, pH 6,5) a été réalisé, afin de vérifier qu’elle soit bien fonctionnelle dans ce tampon au
pH acide, utilisé¢ lors de I’étape de cristallogenese. La stabilit¢ de la CA en solution avant
I’ajout de sels est vérifiée puis 1 M final de NaCl est ajouté dans la cuvette afin d’initier
I’assemblage capsidique. Les expériences sont réalisées a 37°C dans ’appareil de mesure

Zetasizer Nano S et les mesures sont effectuées toutes les 2 minutes pendant 80 minutes.

4.2. Identification d’inhibiteurs de I’assemblage de la CA in vitro par

spectrophotométrie UV

De nombreux composés, issus de la chimiotheque du Dr. G. Alvarez (Universidad de la
Republica, Paysanda, Uruguay), ont été testés in vitro dans le but d’évaluer leur effet sur
I’oligomérisation de la CA et d’identifier un inhibiteur potentiel de 1’assemblage capsidique.
Ces composés sont synthétisés chimiquement a partir de produits naturels tels que les plantes

et présentent un faible cott de production.

La technique de DLS utilisée pour le suivi de I’assemblage de la CA in vitro ne permettant le
criblage que d’une molécule a la fois, avec un temps d’expérimentation assez long et
demandant une quantit¢ de protéine importante, un nouveau protocole de suivi de
I’assemblage par spectrophotométrie, sans ajout de sels, a ét€ mis au point afin de cribler un

grand nombre de molécules simultanément.

La spectrophotométrie permet, par mesure de 1’absorbance de la solution protéique a 340 nm,
de suivre 1’assemblage de la CA au cours du temps. En effet, lors de ’assemblage de la CA la

turbidité de la solution augmente au fil du temps ce qui permet une mesure d’absorption de la
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solution par spectrophotométrie UV. Ce procédé pouvant s’effectuer en plaque 384 puits, un
grand nombre de molécules peuvent étre testées simultanément en quelques heures, facilitant

ainsi le criblage d’inhibiteurs de 1’assemblage capsidique.

Les mesures sont effectuées sur un appareil Tecan Infinite M1000, disponible sur la
plateforme Protein Science Facility (PSF, Lyon) et sont réalisées en plaque 384 puits avec
une CA purifiée et concentrée a 5 mg.mL"! en tampon Phosphate. Les mesures d’absorbance a

340 nm sont réalisées toutes les 30 secondes pendant 30 minutes a 39°C.

En pratique, 25 pL de solution protéique est déposée dans chaque puits, puis le composé est
ajouté a une concentration finale de 25 pM. La plaque est ensuite agitée pendant 5 secondes
avant le début des mesures. Les différents composés testés étant solubilisés dans du DMSO
(diméthylsulfoxide) ou du glycérol, des expériences témoins sont réalisées dans des puits
contenant uniquement la solution protéique seule, du DMSO/glycérol seul (0,8% (v/v)) et la

solution protéique en présence de DMSO/glycérol (sans composés).

90



5. Etude structurale des protéines d’intérét

5.1. Ktude par diffusion des rayons X aux petits angles

5.1.1. Principe de la diffusion des rayons X aux petits angles

La diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS) est une méthode d’analyse structurale
permettant d’obtenir des informations a basse résolution sur la conformation et I’assemblage

de macromolécules en solution (Putnam et al., 2007).

En principe, un faisceau monochromatique de rayons X irradie une solution de
macromolécules qui va alors diffuser ces rayons dans 1’espace selon un angle de diffusion

faible (Figure 23).

\
_qudiffus
Faisceau de rayons X incident V'FQ!S,C.e.a»- a6 q
Echantillon
\
Détecteur

Figure 23 | Schématisation de la diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). D’aprés (Putnam et al.,
2007). L'échantillon (orange) est placé dans le collimateur du faisceau de rayons X incident (bleu) et diffuse ce
rayon selon un angle de diffusion 28. Les intensités de diffusion sont mesurées sur le détecteur placé a la sortie

du rayon incident.

Les intensités de diffusion des rayons X mesurées sur le détecteur permettent ainsi de calculer

différents parametres caractérisant la macromolécule étudiée :

— Le rayon de giration (Rg), reflétant la taille de la macromolécule, est calculé grace a la

courbe de diffusion (Figure 24A) obtenue a partir des valeurs d’intensités mesurées :

In1(q) = In1(0) - (qz ) 3>

Avec I1(0) : valeur de l'intensité dif fusée a angle nul,
1(q) : intensités dif fusées mesurées a l'angle de dif fusion 26

et q : vecteur de dif fusion (q = 4-1m-sinf /1)
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— La masse moléculaire observée, permettant de déterminer 1’état d’oligomérisation de
la macromolécule, est calculée a partir de la valeur d’intensité diffusée a angle nul 1(0)

(Figure 24A) :

1) = Vit 7 [(P22) = (1)

Avec Vg, : volume de la solution protéique, c : concentration protéique,
M,, : masse moléculaire, N : nombre d' Avogadro,
m, : nombre d'électrons dans la molécule,
ps * densité du solvant

et V, : volume spécifique partiel de la molécule

— La fonction de distribution des distances P(r) (Figure 24B), décrivant I’ensemble des
distances interatomiques de la macromolécule, dont la distance interatomique
maximale Dmax, est calculée par transformée de Fourier inverse des intensités

mesurées.

Ces différentes données permettent ensuite de calculer ab initio le modele d’enveloppe SAXS

(Figure 24C) de la macromolécule en solution.

>

s / 1(0)

Protéine globulaire

Ini(a)

Pente =-1/3-RJ2 Protéine tubulaire

D

/e

P(r)

Protéine multi-domaines

q? r

Fonction de distribution

des distances EnvélanpeSRKS

Courbe de diffusion

Figure 24 | (A) Courbe de diffusion et (B) fonction de distribution des distances permettant de calculer (C) le
modele ab initio d’'une macromolécule, avec des contraintes de R; et de Dmax. D’aprés (Koch et Svergun,

2003).
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5.1.2. Acquisition et analyse des données

Les données SAXS ont été enregistrées sur la ligne de lumiere BM29 de 1I’European
Sychrotron Radiation Facility (ESRF) de Grenoble, a température ambiante avec un faisceau
de rayons X incidents de longueur d’onde A = 0,991 A. Cette technique nécessitant un
¢chantillon protéique monodisperse, 1’acquisition des données a été précédée d’une étape de
chromatographie d’exclusion stérique (Matériels et méthodes 3.3) permettant de séparer les

différents états d’oligomérisation de la protéine d’intérét.

Dans le cas de la CA du FIV, les tampons HEPES (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 6,5) et
Phosphate (50 mM NaH2PO4, 100 mM NaCl, pH 7,4) ont été testés et les échantillons injectés

ont été concentrés entre 1 et 28 mg.mL™".

Les données SAXS obtenues ont été analysées en utilisant la suite ATSAS (Petoukhov et al.,
2012) afin d’obtenir les parametres a utiliser en tant que contraintes pour le calcul de
I’enveloppe SAXS : le Rg de la protéine en solution étant calculé par le logiciel PRIMUS
(Petoukhov et al., 2012) tandis que la P(r) et le Dmax sont calculés par GNOM (Petoukhov et
al., 2012). Les 50 mod¢les basses résolutions générées ab initio par le programme DAMMIF
(Franke et Svergun, 2009), a partir des contraintes fournies, ont ensuite ét¢ moyennés et filtrés
par DAMAVER (Volkov et Svergun, 2003) pour obtenir ’enveloppe finale SAXS. La
visualisation de I’enveloppe SAXS et I’ajustement de la structure cristallographique de la CA
du FIV (PDB ID : 5NA2) dans celle-ci ont été effectués par le logiciel Chimera (Pettersen et
al., 2004). La qualité de cet ajustement a ensuite ét¢ estimée a 1’aide du programme Crysol

(Svergun et al., 1995).

Les différentes étapes de la technique de SAXS, de I’enregistrement des données a la

résolution de I’enveloppe SAXS, sont récapitulées en Figure 25.

Enregistrement des . Résolution de la structure
2 ———  Analysedesdonnées — S 2 -
données a basse résolution
(" Variation de paramétres " Rayon de giration (Rg) ) Reconstruction de ‘
expérimentaux | I'enveloppe ab-initio

| Taille de la molécule

Concentration protéique ]

g Tampon (" Masse moléculaire )
i |
/- l ™ Oligomérisation de la
Chromatographie \_ molécule )

d’exclusion stérique g R
| Fonction de distribution )
Elimination des agrégats P(r) et D,y

Distribution des atomes )

Figure 25 | Schéma récapitulatif de la collecte et 'analyse des données SAXS pour la résolution d’une

structure a basse résolution.
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5.2. Etude structurale par cristallographie aux rayons X

5.2.1. Cristallogenése
5.2.1.1. Principe de la cristallogenese

Sous certaines conditions, les protéines en solution peuvent s’assembler et s’empiler afin de
former un édifice solide périodique, tridimensionnel et ordonné, appelé cristal. Cet édifice
cristallin résulte principalement en I’augmentation progressive de la concentration en
protéines et en agent précipitant d’une solution jusqu’a atteindre la zone de nucléation ou, en

raison de la saturation en protéines, des cristaux commencent a se former (Figure 26).

La croissance cristalline fait intervenir des sels, des tampons ainsi qu’un agent précipitant
dont la nature et la concentration influent sur la solubilité de la protéine, elle-méme spécifique

de chaque protéine.

Zone de précipitation

Zone de nucléation

Zone de croissance cristalline

Courbe de solubilité

Concentration en agent précipitant

Concentration en protéines

Figure 26 | Représentation schématique d’un diagramme de phase. D’aprés (Chayen et Saridakis, 2008).

La courbe de solubilité (bleu) sépare la zone de sous-saturation des trois zones de saturation (croissance
cristalline, nucléation et précipitation). La formation de cristaux se fait lorsque les protéines (jaune) en solution
(1) sont suffisamment concentrées pour former des germes cristallins (2) avant d’atteindre un équilibre de

concentrations permettant la croissance de ces germes (3).

La premicre étape de la cristallogenese, consistant en la recherche d’une condition de
cristallisation spécifique d’une protéine donnée, est souvent limitante et nécessite le criblage
d’un tres grand nombre de conditions différentes. La variation de certains parametres tels que
la concentration en protéines, la nature et la concentration de 1’agent précipitant, la

température de croissance, le pH de la solution ou encore la présence de sels permet d’obtenir
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la combinaison optimale pour la croissance de cristaux de taille suffisante en vue d’une

analyse par diffraction aux rayons X.

Il existe plusieurs méthodes de cristallisation, dont I’objectif est de porter une solution de la
zone de sous-saturation a la zone de croissance cristalline (Figure 26). Parmi celles-ci, la
méthode de cristallisation par diffusion de vapeur est la mieux adaptée pour la cristallisation
des protéines. En effet, elle permet une augmentation douce et progressive de la concentration
en protéine. Elle consiste en la diffusion d’espéces volatiles (eau, solvants organiques), dans
un systéme clos, de la goutte composée d’un agent précipitant et de la protéine d’intérét vers
le réservoir contenant ce méme agent précipitant. Cette diffusion, due a la tension de vapeur
entre les deux milieux, a lieu jusqu’a atteindre un équilibre de concentration en agent
précipitant entre le réservoir et la goutte. Elle entraine avec elle une modification du volume
de la goutte et par conséquent une variation de la concentration de ses constituants, dont

I’augmentation lente de la concentration en protéines par rapport a 1’¢état initial.

La méthode de cristallisation par diffusion de vapeur peut étre mise en ceuvre selon deux

procédés différents : les techniques de la goutte assise et de la goutte suspendue (Figure 27).
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Figure 27 | Représentations schématiques des deux techniques mises en ceuvre pour la méthode de diffusion
de vapeur : (A) technique de la goutte suspendue et (B) technique de la goutte assise. La goutte contient un
mélange de solution protéique et d’agent précipitant tandis que le réservoir ne contient que l'agent

précipitant. L’'ensemble est fermé hermétiquement par un joint étanche.

La technique de la goutte assise est généralement utilisée pour le criblage de conditions de
cristallisation en plaques de 96 puits tandis que celle de la goutte suspendue est plus
couramment utilisée pour 1’optimisation de conditions de cristallisation en plaques de 24

puits.
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5.2.1.2.  Criblage des conditions de cristallisation

Les essais de criblage de conditions de cristallisation des protéines d’intérét sont réalisés dans
des plaques de 96 puits (MRC 2 Well Crystallization Plate, Hampton Research). Ces plaques
sont constituées de réservoirs contenant 80 puL d’agent précipitant et de deux plateformes par
réservoir, sur lesquelles sont déposées des gouttes de 400 nL résultant du mélange de 200 nL

de solution protéique et du méme volume d’agent précipitant.

Le dépdt de ces nanogouttes est réalis¢ a I’aide du robot nanopipetteur Mosquito (TTP
Labtech) et les plaques sont ensuite conservées dans la chambre a cristaux thermostatée a
19°C du robot de visualisation automatique RockImager 182 (Formulatrix). Les deux robots

utilisés sont disponibles au sein de la plateforme PSF de Lyon.

Les paramétres permettant la formation de cristaux pour les protéines d’intérét étant encore

inconnus, de nombreuses conditions de cristallisation sont testées en faisant varier :

— Les kits commerciaux de criblage de conditions de cristallisation utilisés, permettent
notamment de tester différents agents précipitants (sels ou polyéthylene glycol (PEG))

a différentes concentrations et différents pH (4 2 9,5) ;

— Le tampon de stockage et la concentration de la protéine d’intérét ;

Une fois la condition de cristallisation trouvée, elle peut étre affinée et optimisée en faisant
varier légeérement les conditions de cristallisation afin d’obtenir des cristaux de meilleure
qualité pour une analyse par diffraction aux rayons X. Pour cette optimisation, la technique de
la goutte suspendue est utilisée. Le dépot de microgouttes (2 ul) contenant différents ratios
solution protéique:agent précipitant (1:1, 1:2, 2:1) se fait manuellement sur des lamelles
siliconées qui seront par la suite déposées sur des plaques de 24 puits constituées de grands

réservoirs (contenant 500 uL. d’agent précipitant) et placées a 19°C.

5.2.1.3. Technique de co-cristallisation

La technique de co-cristallisation est utilisée pour obtenir des cristaux de protéines en
présence d’un partenaire biologique ou d’inhibiteurs potentiels (dans le cas de la CA du FIV).
Pour cela, le complexe protéine:partenaire est formé en ajoutant directement le partenaire seul
lors du dépot de la goutte contenant la protéine d’intérét et I’agent précipitant. Les conditions
de cristallisation du complexe sont alors criblées afin d’obtenir un cristal contenant les deux

partenaires en interaction.
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Dans le cas de la CA du FIV, la condition de cristallisation identifiée pour la protéine seule a
été utilisée comme guide pour la co-cristallisation en présence de composés potentiellement
inhibiteurs, bien que les conditions de cristallisation des complexes puissent varier de celles
des protéines seules. En pratique, le composé est dilué dans la solution de cristallisation a une
concentration finale de 2,5 mM en présence de 10% DMSO. Le composé est ensuite ajouté a
la solution protéique (7 mg.mL™") a raison d’un ratio 1/1 (v/v) pour former une goutte de 2 L,

selon la technique de la goutte suspendue.

Avant d’étre illluminés par un faisceau de rayons X, les cristaux obtenus sont péchés et cryo-
protégés par trempage dans une solution d’éthyléne glycol (10% a 20% (v/v)). Cette étape de
cryo-protection permet d’empécher la formation de microcristaux de glace autour des cristaux
de protéines lors de la congélation en azote liquide. La congélation des cristaux, elle, permet

d’éviter les dégats de radiation dus aux rayons X et, par conséquent, leur dégradation.

Les données de diffraction des cristaux ont ensuite été enregistrées sur la ligne ID30-B a
I’ESRF de Grenoble, grace au rayonnement synchrotron d’une longueur d’onde de 1’ordre de
’angstrom (A), dans le but d’obtenir des jeux de données de diffraction a haute résolution qui

permettraient de résoudre la structure de la protéine d’intérét.

5.2.2. Principe de la diffraction aux rayons X

La diffraction aux rayons X est basée sur le phénoméne de diffraction de ces rayonnements
par les atomes d’un cristal dans des directions privilégiées de 1’espace. Cette diffraction
résulte de D’interaction entre les couches électroniques de chaque atome du cristal et le
faisceau incident. En raison de la périodicité du cristal, des phénoménes d’interférences
constructives et destructives apparaissent lors de la diffraction des rayons X, déterminant ainsi

les différentes directions privilégiées de réémission des ondes dans 1’espace.

Les ondes réémises par un cristal dans des directions bien précises, appelées réflexions, sont
repérées par les indices (h,k,1) dans I’espace réciproque. Elles sont caractérisées par une phase
(p) et une amplitude (|F|), calculée a partir des intensités mesurées (I(hkl)) de leurs taches de

diffraction (Figure 28).
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Expérimentalement, seules les intensités I(4kl) des ondes diffractées peuvent étre mesurées

par le détecteur et permettent d’avoir acces a leurs amplitudes :

I1(hkl) = |F(hkD)| 2

Avec |F(hkl)| : amplitude de l'onde

Les informations de phase ¢nki, elles, ne sont pas mesurables lors de I’expérimentation. Des
méthodes de phasage, comme celle du remplacement moléculaire, sont nécessaires pour

estimer les phases des ondes diffractées ; afin d’en déduire les cartes de densité électronique.

Espace réel (x,y,z) Espace réciproque (h,k,l)
Tache de diffraction

. s (F @) I W .
Faisceau de rayons X incident Fais_ceql{d!ff,“ﬁe,,(,? LN (Do

_— -

Cristal i
\

Détecteur

Figure 28 | Représentation schématique de la diffraction d’un cristal aux rayons X. Au contact du cristal, le
faisceau incident est réémis dans I'espace réciproque (h,k,l) et est a I'origine d’'une tache de diffraction
d’intensité (I) mesurée par le détecteur. Le faisceau diffusé, lui, est caractérisé par une information d’amplitude

(|F]) et une information de phase ().

Les informations d’amplitude et de phase obtenues permettent ensuite de générer les cartes de
densité électronique nécessaires a la construction de la structure cristallographique. En effet,
I’onde diffractée est définie par un facteur de structure F(hkl), combinant sa phase et son

amplitude, qui permet, par la suite, le calcul de la fonction de densité électronique du cristal.
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Ce facteur de structure F(hkl) est égal a la somme des facteurs de diffusion atomique des
atomes de la maille cristalline (de coordonnées Xj, yj, et zj), en considérant les décalages de
phase des ondes diffusées par les différents atomes :
j=n
F(hkD) = |F(hkD)| - nkt oy F(hkI) = Z f; - e2mithy iz
j=1
Avec hkl : indices du réseau réciproque, @y : phase pour la réflexion hkl,

fj : facteur de dif fusion de l'atome j et n : nombre d'atomes dans la maille

A partir de ce facteur de structure F(hkl), il est possible de calculer la fonction de densité
électronique p(x,y,z) pour toutes les positions (x,y,z) du cristal. Cette densité électronique
correspond a la répartition des électrons du cristal par unit¢ de volume et est égale a la

transformée de Fourier inverse de F(hkl) :

+00 400 4o
. Z z z F(hkl) . e—Zn-i(hxj+kyj+lzj)
h=0o0 k=00 =00

Avec V : volume du cristal de protéine

p(hkl) =

< =

Ainsi, lorsque 1’amplitude et la phase de toutes les ondes diffractées sont connues, il est

possible de remonter, par le calcul, a la structure de la protéine au sein du cristal.

5.2.3. Analyse des données de diffraction

Les données de diffraction sont enregistrées sous forme d’un ensemble d’images, appelées

clichés de diffraction, comportant des taches de diffraction dont I’intensité est mesurable.

5.2.3.1. Traitement des données de diffraction

La premiére étape du traitement des clichés de diffraction consiste en leur indexation, qui
permet d’attribuer a chaque tache de diffraction des coordonnées (h,k,l) dans I’espace
réciproque. Au cours de cette étape, différents parameétres de maille et groupes d’espace sont

proposés par le logiciel utilisé, pour le cristal étudié.

Apreés D'indexation et choix du groupe d’espace adéquat, les intensités des taches de
diffraction sont intégrées. La valeur du bruit de fond aux alentours de chaque tache est alors

soustraite a sa valeur d’intensité.
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Enfin, les intensités mesurées pour une méme réflexion pouvant varier d’une image a 1’autre,

leurs valeurs sont mises a 1’échelle, puis moyennées de facon a obtenir des réflexions uniques.

La qualité des jeux de données est estimée par de nombreux parametres dont :

— Le facteur d’accord Rsym, évaluant 1’écart entre les intensités de réflexions

¢quivalentes et leur moyenne ;
— Le rapport signal sur bruit des intensités (I/c(I)) ;

— La complétude, correspondant au rapport entre le nombre de réflexions uniques

théoriques et mesurées ;

— La redondance, caractérisant le nombre de fois ou I’intensité d’une réflexion unique

est mesurée.

Dans le cas de la CA du FIV, les intensités diffractées sont intégrées puis mises a 1’échelle

avec les programmes XDS et XSCALE (Kabsch, 2010), respectivement.

Les informations de phase, non mesurables, ¢tant manquantes lors de l’acquisition des
données, elles peuvent étre calculées grace a trois méthodes différentes : le remplacement
moléculaire, le remplacement isomorphe multiple et la méthode du signal anomal. La
méthode de remplacement moléculaire, seule utilisée au cours de ce projet, sera développée

dans la partie suivante.

5.2.3.2. Solution du probléme de phase par remplacement moléculaire

Le remplacement moléculaire (Rossmann, 1990) utilise les informations de phase d’un
modele structural proche de la protéine étudié¢e (dit modele-guide) et les intensités mesurées

expérimentalement pour calculer la fonction de densité électronique de la protéine d’intérét.

Le choix du (ou des) modele(s)-guide(s) se base sur la similarit¢é de séquence entre les
protéines. En général, une identité supérieure a 20% peut permettre une similarité structurale
suffisante avec la protéine d’intérét. En outre, le (ou les) modele(s)-guide(s) peu(ven)t

modéliser tout ou partie de la structure d’intérét.

En pratique, la structure de la protéine homologue est placée dans la maille de la structure a
résoudre selon différentes orientations et positions, jusqu’a obtenir une orientation et une
position optimale de la protéine, pour lesquelles les intensités calculées d’apres la position du
mode¢le-guide sont en accord avec les intensités observées expérimentalement (protéine

d’intérét). Ceci permet d’estimer des phases pour les données expérimentales, a partir des
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facteurs de structure calculés (Fcaic) a partir du (des) modele(s)-guide(s). Une carte de densité

¢lectronique peut ainsi étre générée pour la protéine d’intérét.

Au cours de ce projet, cette technique a été utilisée pour résoudre la structure
tridimensionnelle de la protéine de capside du FIV a I’aide du programme MrBUMP (Keegan
et Winn, 2008) de la suite CCP4 (Winn et al., 2011). Les structures du CAntp de Relik
(Rabbit Endogenus Lentivirus type K) (PDB ID : 2XGU) (Goldstone et al., 2010) et du CActp
de la CA du FIV (PDB ID : 5DCK) (Khwaja et al., 2016) ont été utilisés comme mod¢les-

guides.

5.2.3.3. Affinement de la structure

Une fois la carte de densité é€lectronique calculée et le modele construit pour la protéine
d’intérét, il est nécessaire d’affiner ses différents parametres structuraux (position spatiale des
atomes, facteur d’agitation thermique, d’occupation atomique, etc.). Cette étape permet
d’améliorer I’adéquation entre le modele construit (Feaic) et les données expérimentales (Fobs)
mais aussi entre le modele et les contraintes physico-chimiques intrinséques au repliement

d’une protéine.

Plusieurs cycles d’affinement sont nécessaires afin d’obtenir une conformation stable et de

moindre énergie pour la protéine.

Au cours de ces cycles, ’évolution de la qualit¢ du modéle est suivie grace aux facteurs
d’accord résiduels Rwork et Riree, qui calculent I’adéquation entre les facteurs de structure
observés (Fobs) et les facteurs de structure calculés pour le modele construit (Feaic). Le facteur
Riree, qui utilise une proportion de réflexions choisies aléatoirement n’étant pas incluses dans
le processus d’affinement (typiquement 5 % des réflexions totales), constitue un indicateur

non-biaisé de ’avancement de 1’affinement.

La structure de la CA du FIV a été affinée avec le programme Refine de la suite PHENIX
(Adams et al., 2011). La reconstruction du modele atomique dans les cartes de densité

¢lectroniques a été réalisée avec le programme WinCOOT (Emsley et al., 2010).
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RESULTATS ET DISCUSSIONS
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1. Etude de la protéine Tax-2 du virus HTLV-2

La premiéere partie de ce projet doctoral porte sur I’étude de la protéine transactivatrice de la
transcription Tax-2 du virus HTLV-2. Cette protéine étant un ¢élément crucial pour la
réplication et la pathogénicit¢ de ce virus, une meilleure connaissance de sa structure,
jusqu’alors inconnue, pourrait conduire a la découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques

contre ce virus.

Le protocole d’expression de la protéine Tax précédemment mis au point au laboratoire ne
permettant pas I’expression de la protéine Tax-2 native sous forme soluble, plusieurs
constructions plus ou moins grandes de celle-ci seule ont été réalisées, tout en conservant un
maximum de domaines fonctionnels. De plus, une construction plasmidique permettant la co-
expression de Tax-2 avec son partenaire cellulaire CREB a été réalisée. En effet, le
recrutement du facteur de transcription CREB par Tax étant crucial pour sa fonction de
transactivation de la transcription, 1’étude du complexe Tax-2:CREB permettrait de mieux

comprendre les mécanismes impliqués dans cette fonction.

1.1. Constructions plasmidiques

Apres amplification par PCR, les génes tax-2 et creb d’intérét ont été clonés dans les vecteurs
d’expression pET-30a et/ou pETM-30 pour les protéines Tax-2 seules et dans le vecteur pET-

DUET!] pour la co-expression de Tax-2 entiére (non optimisée) avec CREB.

Les différentes protéines Tax-2 et CREB attendues, en fusion avec leur étiquette d’affinité

et/ou de solubilité, sont présentées en Figure 29.

Les masses moléculaires théoriques attendues (Tableau 12) pour les différentes protéines
produites ont été estimées par le logiciel ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/), a
partir de leurs séquences en acides aminés, elles-mémes déduites de leurs séquences en acides

nucléiques.
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Tax2-(20-200) Hisg

1- Tax2-(20-200)-6H-C |
2- Tax2-(20-200)-6H-N | Hiss — Tax2-(20-200)
3- Tax2-(20-283)-6H-C Tax2-(20-283) | Hisg
4- Tax2-(20-283)-6H-N s - Tax2-(20-283)
5- Tax2-(20-283)-6H-GST-N Hisg GST Tax2-(20-283)

Protéines Tax-2 seules

6- Tax2-(1-200)-6H-N

| His, H Tax2-(1-200)

8- Tax2-(1-283)-6H-N-Sumo-C | His; =

7-Tax2-(1-283)-6H-N His =

Tax2-(1-283)

Tax2-(1-283) Sumo

9- Tax2-(FL)-opti-6H-C

Tax2-(FL)-opti 1

Hise |

Co-expression Tax-2/CREB M -

Tax2-(FL)

Figure 29 | Schématisation des protéines de fusion Tax-2 seules et de Tax-2/CREB attendues.

CREB

Masses moléculaires
théoriques (kDa)

Expression Tax-2 seules

1 Tax2-(20-200)-6H-C 22,1

2 Tax2-(20-200)-6H-N 22,3

3 Tax2-(20-283)-6H-C 30,9

4 Tax2-(20-283)-6H-N 33,3

5 Tax2-(20-283)-6H-GST-N 56,3

6 Tax2-(1-200)-6H-N 24,3

7 Tax2-(1-283)-6H-N 33,4

8 Tax2-(1-283)-6H-N-Sumo-C 44,4

9 Tax2-(FL)-opti-6H-C 39,3
Co-expression Tax-2 et CREB

Tax-2: 38,9

10 Tax2-(FL)-CREB CREB :37.9

Tableau 12 | Masses moléculaires théoriques attendues pour les protéines Tax-2 et CREB.
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Expression

Solubilisation

| Purification

1.2. Expression et purification des protéines Tax-2 seules

Aprés transformation de bactéries compétentes E. coli par les plasmides recombinants
contenant les génes d’intérét, différents tests d’expression ont été réalisés. Pour cela, plusieurs
conditions de surproduction, faisant varier bactéries d’expression, milieux de culture,
températures d’incubation, temps d’induction et concentrations en IPTG, ont été testées pour
chaque construction. Les stratégies d’expression, de solubilisation et de purification des

protéines Tax-2 sont présentées en Figure 30.

<: Etiquettes de solubilité (GST, Sumo)

Hisg H Tax-2
- l Optimisation de séquence
Expression en systéme procaryote
E.coli
V-
/ \ Bactéries et milieu de culture
Expression Pas d’expression (IPTG]
A Optimisation du protocole d’expression ————————» Température et temps d'induction
Ajout de ZnSO,
Soluble Tampons
o Ajout de tétracycline
Optimisation du protocole de lyse —» Détergents

Ajout de rifampicine

Extraction des corps d’inclusion
Solubilisation

A Dénaturation/renaturation par l'urée

Soluble

|

5 X .. Précipitation au sulfate d'ammonium
Purification des protéines <:
d’intérét Chromatographie d’affinité pour le nickel

Figure 30 | Stratégies d’expression, de solubilisation et de purification des protéines Tax-2.

1.2.1. Tests d’expression

L’expression des protéines sous forme soluble a ensuite été¢ analysée par SDS-PAGE et par
western blot. Les tableaux suivants (Tableau 13 et Tableau 14) résument les différentes

conditions d’expression testées pour les constructions Tax-2 et leurs résultats.

De manicre générale, 1’utilisation de différentes souches bactériennes pour 1’expression de
Tax-2, d’étiquettes de solubilité ou encore I’utilisation de différents tampons pour la lyse
bactérienne n’ont pas permis d’améliorer sa production et/ou sa solubilité. Les résultats plus
détaillés pour I’expression, la solubilisation et la purification de chaque construction sont

présentés dans les chapitres suivants.
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Tableau 13 | Tableau des tests d’expression « classique » des constructions Tax-2 en milieux LB, HB et TB en
bactéries E. coli BL21 (DE3) pLysS (BL21), C41 et C43 (C41/C43) ou Rosetta-Gami2 (RG2). En rouge : pas
d’expression, en jaune : expression insoluble et en vert : expression soluble. o/n : pendant la nuit. Les cases

bicolores jaune/vert correspondent a la proportion de protéines insolubles/solubles aprés expression.
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Tableau 14 | Tableau des tests d’expression « classique » des constructions Tax-2 en milieux Al, 2YT et TerB
en E. coli BL21 (DE3) pLysS. En rouge : pas d’expression et en jaune : expression insoluble. o/n : pendant la

nuit.

1.2.1.1. Tax-2 en fusion avec une étiquette Hiss

o Tax2-(20-200)

Pour les deux fragments Tax2-(20-200) (constructions 1 et 2, Tableau 13), aucune expression
n’a ét¢ détectée quelle que soit la position (N- ou C-terminale) de I’étiquette Hises, dans les
milieux « classiques » LB, HB et TB. L’expression de Tax2-(20-200)-6H-C en milieu Al,
2YT et TerB (construction 1, Tableau 14) a abouti a la production de la protéine d’intérét,

cependant celle-ci est retrouvée dans la fraction insoluble lors de la lyse des bactéries.
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e Tax2-(20-283)

Aucune expression n’a été détectée pour le fragment Tax2-(20-283)-6H-C en milieu LB et TB
(construction 3, Tableau 13), quelles que soient les conditions testées. Son expression en milieu
HB a 30°C avec 1 mM d’IPTG pendant la nuit, elle, s’est faite majoritairement sous forme
insoluble (Tableau 13). Comme précédemment, 1’expression en milieu Al, 2YT et TerB

(construction 3, Tableau 14) n’a abouti qu’a la production d’une protéine sous forme insoluble.

Le changement de la position de 1’étiquette Hiss en amino-terminal (construction 4, Tableau 13
et Tableau 14) a permis d’exprimer la protéine Tax2-(20-283)-6H-N, mais celle-ci reste

¢galement dans la fraction insoluble, quel que soit le milieu utilisé.

e Tax2-(1-200) et Tax2-(1-283)

Comme pour les fragments plus courts associés, 1’expression des fragments Tax2-(1-200) et
Tax2-(1-283) en milieu LB (constructions 6 et 7, Tableau 13) n’a pas abouti a la production de

protéines, quelle que soit la condition testée.

o Tax2-(FL)-opti

L’optimisation de la séquence de Tax-2 (construction 9) n’a pas permis I’expression de la

protéine d’intérét sous forme entiére quelles que soient les conditions testées (Tableau 13).

1.2.1.2. Tax-2 en fusion avec une étiquette de solubilité

e En fusion avec la GST

L’ajout d’une étiquette de solubilit¢ GST en amino-terminal de la construction Tax2-(20-
283), en plus de son étiquette Hise, (construction 5) n’a pas permis son expression sous forme

soluble quelles que soient les conditions testées (Tableau 13 et Tableau 14).

e En fusion avec SUMO

Comme dans le cas de la GST, la construction Tax2-(1-283) fusionnée a une étiquette de
solubilit¢ SUMO en C-terminal (construction 8, Tableau 13 et Tableau 14) est exprimée sous

forme insoluble pour toutes les conditions testées.
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1.2.2. Optimisation des tests d’expression

Les protocoles d’expression présentés précédemment ne permettant pas 1’expression des
protéines Tax-2 sous forme soluble, d’autres protocoles d’expression faisant intervenir des
additifs ou des antibiotiques ont été testés. Le zinc, par exemple, peut étre ajouté au milieu de
culture dans le but d’améliorer la stabilité des protéines possédant un domaine a doigt de zinc.
D’autre part, des antibiotiques tels que la tétracycline et la rifampicine peuvent &tre utilisés
afin de contrdler les étapes de transcription et de traduction des protéines d’intérét,
respectivement. Les protéines dont 1’expression avec les protocoles précédents a abouti a une

forme insoluble, ont été choisies pour ces différents tests.

Le tableau suivant (Tableau 15) résume les différentes conditions d’expression optimisées

testées pour les protéines Tax-2 seules et leurs résultats.

Constructions
1|/2|3|4|5|6|7/|8]|09
Test Milieu DO | [IPTG] | T°C BL21
LB 06 | 05 | 30
Ajout de zinc 37
TerB 0,6 0,5
30
TB 0,6 0,5 30
Ajout de tétracycline
" = I
o)
glucose

Tableau 15 | Tableau des tests d’expression « adaptée » des constructions Tax-2 en E. coli BL21 (DE3) pLysS.

En rouge : pas d’expression, en jaune : expression insoluble.

De maniere générale, pour I’expression des protéines Tax-2 seules, 1’utilisation de zinc, de
tétracycline ou de rifampicine dans les milieux de culture n’a pas permis d’améliorer leur
solubilité. Des résultats plus détaillés pour ’expression de certaines constructions sont

présentés dans les chapitres suivants.
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1.2.2.1. Expression en présence de ZnSQOy

La protéine Tax possédant un domaine en doigt de zinc a son extrémité amino-terminale, un

test de production en présence de ZnSOs4 a été réalisé en vue de stabiliser ce domaine.

Les expériences présentées ci-dessous ont été réalisées dans le milieu TerB a 30°C avec une
induction a 0,5 mM d’IPTG et I’ajout de 50 uM de zinc lors de I’induction pour les
constructions Tax2-(20-283)-6H-GST-N (5) et Tax2-(1-283)-6H-N-Sumo-C (8) (Figure 31).

A 5 Tax2-(20-283)-6H-GST-N B @ Tax2-(20-283)-6H-N-Sumo-C
Surnageants Culots Surnageants Culots
MW NI I 1+Zn NI | I+Zn MW NI I 1+Zn NI | I+Zn

250 250 — -

13- - . - =

72-- - 72 W

--4E8

6- .- el 5-w PN B N

28-- - : ’ -
! B 28-- ! - -

17 --

Figure 31 | Analyse par SDS-PAGE de la solubilité des fragments protéiques A) Tax2-(20-283)-6H-GST-N et B)
Tax2-(1-283)-6H-N-Sumo-C lors d’une expression en milieu TerB a 30°C en présence 0,5 mM IPTG et ajout de
50 uM de ZnSO,. Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, NI : fraction non induite, | : fraction induite

sans ZnSQy, 1+Zn : fraction induite en présence de ZnS0O,.

Cependant, 1’ajout de zinc dans le milieu de culture n’a pas permis d’exprimer les protéines
d’intérét sous forme soluble dans le cas des constructions Tax2-(20-283)-6H-GST-N et Tax2-

(1-283)-6H-N-Sumo-C, quelles que soient la condition et la construction testées (Figure 31,

pistes culots).

1.2.2.2. Expression avec ajout de tétracycline : arrét de la traduction

La tétracycline est un antibiotique permettant de bloquer 1’étape de synthese protéique en
empéchant la fixation de I'aminoacyl-ARNt dans le site A du ribosome. En ajoutant cet
antibiotique dans le milieu de culture, aprés 1h d’induction, la synthése de la protéine
d’intérét est bloquée, permettant ainsi de favoriser un repliement correct des protéines

produites sous forme soluble par I’action des protéines chaperonnes.
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L’expérience a été réalisée dans le milieu TB a 30°C avec une induction a 0,5 mM d’IPTG,
puis 1’ajout de 200 pg.mL"! de tétracycline 1h aprés I’induction pour les constructions Tax2-

(20-283)-6H-C (3) et Tax2-(20-283)-6H-N (Figure 32), exprimées sous forme insoluble dans

cette condition sans tétracycline.

® 4

Tax2- Tax2-
(20-283) (20-283)
-6H-C -6H-N
C
250 -
130--
95 --
72--
55 --
36--
28--
:
B
B

17 -

Figure 32 | Analyse par SDS-PAGE de la solubilité des protéines Tax2-(20-283)-6H-C et Tax2-(20-283)-6H-N
lors d’une expression en milieu TB a 30°C en présence de 0,5 mM IPTG et ajout de 200 pg.mL? de tétracycline

apres 1h d’induction. Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, S : surnageant et C : culot.

L’ajout de tétracycline apres I’induction n’a pas permis d’exprimer les protéines d’intérét sous
forme soluble : en effet, celles-ci restent dans la fraction insoluble (Figure 32, pistes culots)

comme lorsqu’elles sont exprimées dans la méme condition sans tétracycline.

1.2.2.3. Expression avec ajout de rifampicine : arrét de la transcription

La rifampicine est un antibiotique permettant de stopper 1’étape de transcription des ARN
messagers en se liant spécifiquement a 1I'ARN polymérase bactérienne. En ajoutant cet
antibiotique dans le milieu de culture 1h apres 1’induction, la transcription est bloquée et seule
I’étape de traduction des ARNm déja produits peut continuer. Ceci permettrait a la machinerie
procaryote de n’effectuer qu’une seule tache a la fois, a savoir la production des protéines

d’intérét sous forme soluble.

Les expériences ont été réalisées dans le milieu LB, additionné de 0,4% de glucose, a 37°C
avec une induction a 1 mM d’IPTG, puis I’ajout de 100 pg.mL"' de rifampicine 1h apres

I’induction pour les constructions 1, 2, 3,4, 5, 7, 8 et 9. (Figure 33).
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Figure 33 | Analyse par SDS-PAGE de la solubilité de différentes constructions Tax-2 lors d’'une expression en

milieu LB 3 37°C en présence de 1 mM IPTG et ajout de 100 ug.mL* de rifampicine aprés 1h d’induction.
Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, S : surnageant et C : culot. La taille attendue pour chaque

construction est représentée par des billes numérotées et colorées pour chaque gel.

L’utilisation d’un milieu LB supplémenté en glucose avec ajout de rifampicine apres
induction n’a pas permis d’exprimer les différentes constructions Tax-2, que ce soit sous
forme soluble ou insoluble. En effet, aucune bande correspondant a la taille attendue pour ces

constructions n’est observée lors de I’analyse SDS-PAGE (Figure 33).

1.2.3. Solubilisation des protéines Tax-2

L’expression de génes recombinants fax-2 en systéme procaryote conduisant a la production

de protéines insolubles, deux méthodes de solubilisation ont été envisagées.
1.2.3.1. Dénaturation par le chlorure de guanidinium

L’expérience d’extraction des corps d’inclusion de la construction Tax2-(20-283)-6H-C (3) a
¢été réalisée apres son expression en milieu HB a 30°C avec une induction a 1 mM d’IPTG
pendant la nuit. Aprés lyse des bactéries et plusieurs étapes de lavage, les corps d’inclusion

ont été traités par 6 M de chlorure de guanidinium (Figure 34).

La dénaturation par le chlorure de guanidinium n’a pas permis d’extraire la protéine Tax-2-
(20-283)-6H-C des corps d’inclusion. En effet, d’aprés I’analyse SDS-PAGE, celle-ci est
toujours retrouvée dans la fraction insoluble (Figure 34, piste Cinai) apreés traitement par le

chlorure de guanidinium.
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Figure 34 | Analyse par SDS-PAGE de I'extraction de Tax2-(20-283)-6H-C des corps d’inclusion par
dénaturation avec 6 M de chlorure de guanidinium. Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, SA, S0,
SP, SD : surnageants apres tampon A, choc thermique, tampon P, tampon B et tampon D contenant 6 M de

chlorure de guanidinium, respectivement et Cyina : culot final.

1.2.3.2. Dénaturation par ’urée

L’expérience d’extraction des corps d’inclusion de la construction Tax2-(20-283)-6H-N (4) a
¢été réalisée apres son expression en milieu TerB a 30°C avec une induction a 0,5 mM d’IPTG
pendant la nuit. Aprés lyse des bactéries, les corps d’inclusion ont été traités par différentes

concentrations d’urée (2 a 6 M) a pH 9 (Figure 35).
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Figure 35 | Analyse par SDS-PAGE de la solubilisation de Tax2-(20-283)-6H-N par dénaturation par l'urée a pH

9, aprés une expression en milieu TerB a 30°C en présence de 0,5 mM IPTG. Piste MW : marqueurs de masses

moléculaires.

Comme le test de solubilisation précédent, la dénaturation par I’urée n’a pas permis d’extraire
la protéine Tax-2-(20-283)-6H-N des corps d’inclusion, quelles que soient les concentrations

en urée (Figure 35, pistes culots) ou les pH (8, 9 ou 10, données non présentées) testés.
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1.2.4. Précipitation au sulfate d’ammonium et purification par Ni-NTA de

Tax-2

Une minorité de la protéine Tax2-(20-283)-6H-C (3) produite lors d’une expression en milieu
HB a 30°C avec une induction a 1 mM d’IPTG durant la nuit semblant étre soluble (Figure 36,

piste S), un test de précipitation au sulfate d’ammonium a été effectué afin de la purifier.

Le pourcentage optimal de sulfate d’ammonium permettant de précipiter la protéine d’intérét

a 4°C a éteé estimé a 5% (Figure 36, piste C5).

@ Tax2-(20-283)-6H-C

Surnageant
5% (NH,),SO,
MW T S CMWC5 S5

Figure 36 | Analyse par SDS-PAGE de la précipitation au sulfate d’ammonium (5%) de la fraction soluble de
Tax2-(20-283)-6H-C. Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, T : fraction totale, S: surnageant et C:

culot, C5 et S5 : culot et surnageant aprés la précipitation au sulfate d’ammonium.

La précipitation de la protéine Tax2-(20-283)-6H-C (3) au sulfate d’ammonium a ensuite été

suivie d’une étape de purification par chromatographie d’affinité pour le nickel.

L’expérience de purification a été réalisée par centrifugation en tube Eppendorf avec les
tampons de lavage et d’¢lution W1 et E1 (Tableau 10, Matériels et méthodes 2.2.2) contenant 50

mM et 300 mM d’imidazole, respectivement.

D’apres les analyses SDS-PAGE et western blot effectuées (Figure 37), aucune protéine portant
une étiquette Hise n’est éluée a la taille attendue pour la protéine d’intérét. La protéine Tax2-

(20-283)-6H-C n’a donc pas pu étre purifiée par chromatographie d’affinité pour le nickel.
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Figure 37 | Analyse par SDS-PAGE et western-blot de la purification par Ni-NTA de la protéine Tax2-(20-283)-
6H-C précipitée a 5% d’ammonium sulfate. Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, FT : Flow-Through,

W : fractions de lavage et E : fractions d’élution.

1.3. Co-expression de la protéine Tax-2 enti¢re avec CREB

De méme que pour les protéines Tax-2 seules, aucune condition d’expression en milieu LB ou
Al n’a permis I’expression de la protéine Tax-2 entiere sous forme soluble en présence de son

partenaire CREB, tout comme I’expression avec ajout de ZnSO4 (Tableau 16).

La co-expression de ces deux protéines en présence de rifampicine, elle, a permis 1’obtention
de la protéine Tax-2 entiere sous forme soluble (Tableau 16). Cette condition d’expression et la

purification de la protéine Tax-2 entiere sont détaillées dans les paragraphes suivants.

Co-expression
Tax-2 et CREB
Milieu DO | [IPTG] T°C BL21
Al 37/25
Ajout de ZnSO, TerB 0,6 0,5 37/30
Ajout de rifampicine LB + 0,4 % glucose 0,6 1 37

Tableau 16 | Tableau des tests de co-expression des protéines Tax-2 et CREB en E. coli BL21 (DE3) pLysS. En
rouge : pas d’expression, en jaune : expression insoluble et en vert : expression soluble de la protéine Tax-2

entiere.
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1.3.1. Expression avec ajout de rifampicine

Un test de co-expression de Tax-2 et CREB avec ajout de rifampicine a été realis¢ dans le
milieu LB additionné de 0,4% de glucose, a 37°C avec une induction a 1 mM d’IPTG et

I’ajout de 100 ug.mL"! de rifampicine 1h aprés I’induction (Figure 38).

Co-expression Tax-2/CREB
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Figure 38 | Analyse par SDS-PAGE et western blot de la co-expression des protéines Tax-2 entiére et CREB en
milieu LB a 37°C en présence de 1 mM IPTG avec ajout de 100 pg.mL? de rifampicine 1h aprés I'induction.

Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, S : surnageant et C : culot.

D’apres les analyses SDS-PAGE et western blot anti-histidines réalisées, il semblerait que
I’utilisation d’un milieu LB supplémenté en glucose avec ajout de rifampicine apres induction
ait permis 1’expression de la protéine Tax-2 enti¢re avec son étiquette Hise partiellement sous
forme soluble. En effet, une bande a environ 40 kDa est révélée (Figure 38, pistes S, carré rouge)

sachant que la taille attendue pour Tax-2 est de 39,3 kDa.

Cependant, une bande a ~36 kDa est également révélée dans la fraction insoluble sur le
western blot anti-histidines (Figure 38, piste S), suggérant qu’une forme incompléte de la
protéine Tax-2 s’accumule sous forme de corps d’inclusion lors de son expression. Cette
forme incompléte pourrait étre une conséquence de la présence de codons rares dans la

protéine Tax-2 qui troublerait la traduction protéique.

Concernant la protéine CREB, une bande a environ 38 kDa apparait sur 1’analyse SDS-PAGE
(Figure 38, SDS-PAGE piste S, fleche verte) sachant que sa masse moléculaire théorique est de 37,9
kDa : un western blot anti-Flag devra étre effectué¢ afin de confirmer qu’il s’agit bien de la

protéine CREB.
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1.3.2. Purification par Ni-NTA

La protéine Tax-2 entiére soluble issue de la co-expression avec son partenaire cellulaire

CREB a ensuite été purifiée par chromatographie d’affinité pour le nickel.

L’expérience de purification a été réalisée par centrifugation avec les tampons de lavage et

d’élution W2 et E2 (Tableau 10, Matériels et méthodes 2.2.2).

Imidazole 50mM 300mM Imidazole 50mM 300mM
MW FT W1 W2 W3 W4 E1 E2 E3 E4 MW FT W1 W2 W3 W4 E1 E2 E3
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Figure 39 | Analyse par SDS-PAGE et western-blot de la purification par Ni-NTA de Tax2-(FL)-CREB, aprés une
expression en milieu LB & 37°C en présence de 1 mM IPTG avec ajout de 100 pg.mL? de rifampicine 1h aprés

I'induction. Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, W : fractions de lavage et E : fractions d’élution.

D’aprés les analyses SDS-PAGE et western blot effectuées, une protéine portant une étiquette
Hise apparait a ~ 28 kDa (Figure 39, pistes E1, E2 et E3). Il semblerait donc que la protéine Tax-2
soit dégradée lors de 1’étape de purification. De plus, la protéine d’intérét est éluée dés le
passage du tampon de lavage contenant 50 mM d’imidazole (Figure 39, piste W4), suggérant que
cette concentration en imidazole est suffisante pour son élution. Cependant, de nombreux
contaminants sont également élués en méme temps que la protéine Tax-2 (Figure 39, pistes W4,

EletE2).

L’expression de Tax2-(FL)-CREB étant concluante en petit volume (40 mL), une expression
dans un plus grand volume de LB a été réalisée pour cette construction (1 L) afin de purifier
une quantité notable de protéines Tax-2 (en complexe avec CREB). Un cocktail d’anti-
protéases différent a également été ajouté au tampon de lyse dans le but de s’affranchir du
phénomene de dégradation de la protéine Tax-2 entiere observé. Cependant, aucune protéine

d’intérét n’a été produite lors de son expression en grand volume (données non présentées).
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1.4. Discussion

L’expression en systeme bactérien (E. coli) est la stratégie la plus couramment utilisée pour
l'expression de protéines hétérologues, en raison de sa facilit¢ de mise en ceuvre et de ses
rendements de production élevés. Cependant, malgré ces avantages, l'expression dans ce
systeme des protéines recombinantes Tax-2 d’HTLV-2 seules n’a pas permis d’aboutir a une
production efficace des protéines seules. En effet, quelles que soient les constructions
plasmidiques ou les conditions d’expression et de lyse expérimentées, les protéines Tax-2
d’intérét ne sont soit pas exprimées, soit exprimées sous forme insoluble dans des corps
d’inclusion (Tableau 13, Tableau 14 et Tableau 15). Afin de résoudre ce probléme de solubilité des
protéines exprimées, des méthodes de solubilisation faisant intervenir des agents dénaturants,
comme le chlorure de guanidinium et I'urée, ont été testées. Cependant, celles-ci n’ont pas

permis d’obtenir les protéines d’intérét sous forme soluble.

En parall¢le, la séquence de la protéine Tax-2 a €té optimisée pour I’expression en systéme
bactérien en remplacant les codons rares de la séquence par des codons utilisés plus
fréquemment chez E. coli. Cependant, cette optimisation n’a pas permis d’améliorer la
production et la solubilité de la protéine Tax-2 enticre. Il semblerait donc que les problémes
de production et de solubilisation de la protéine Tax-2 ne soient pas dus aux codons rares.

Dans le cadre des protéines Tax-2 seules, il pourrait étre intéressant de tester d’autres
systémes d’expression tels que la levure ou le systéme acellulaire, qui possedent une
machinerie d’expression eucaryote. Ceci permettrait potentiellement d’améliorer 1’expression
sous forme soluble des protéines d’intérét. Cependant, I’expression en systéme eucaryote
permet la prise en charge des nombreuses modifications post-traductionnelles que subissent
Tax et dont les machineries sont absentes des systémes bactériens (sumoylation, etc.). Or, ces
longues chaines supplémentaires peuvent constituer un écueil pour la cristallographie aux
rayons X en raison de leur flexibilité. De plus, les protéines Tax peuvent subir différentes
modifications de fagon simultanée ou non et celles-ci ne se font pas forcément sur les mémes
résidus d’acides aminés (Turci et al., 2012). Ces différences de modifications post-
traductionnelles de la protéine Tax au sein d’un méme échantillon entrainerait un probléme de
polydispersit¢ des échantillons pour les étapes de caractérisations biochimiques et
biophysiques ainsi que pour la cristallogenése. C’est pourquoi, ce type d’expression n’a pas

¢été favorisé/expérimenté lors de ce travail doctoral.
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Néanmoins, la construction Tax2-(FL)-CREB, permettant 1’expression de la protéine Tax-2
sous forme entiére avec son partenaire cellulaire CREB, reste prometteuse. En effet, son
expression, en systéme procaryote, sous forme soluble a été¢ détectée dans le milieu LB
supplémenté en glucose lors de I’ajout de rifampicine dans le milieu de culture apres
induction (Figure 38). Sa purification par chromatographie d’affinité pour le nickel permet de
récupérer la protéine d’intérét, bien que des contaminants soient ¢galement co-¢lués (Figure
39). Des étapes de purification supplémentaires, par chromatographie d’exclusion stérique
notamment, pourraient permettre de récupérer la protéine Tax-2 pure. Ces contaminants
pourraient également é&tre ¢éliminés lors d’une seconde étape de purification par
chromatographie d’affinité, dirigée contre I’étiquette Flag de CREB, qui permettrait de

récupérer un complexe Tax-2:CREB pur (dans le cas ou celui-ci se formerait).

Cependant, la protéine Tax-2 produite lors de la co-expression semble étre dégradée lors de
I’étape de purification ou une bande a environ 28 kDa apparait (Figure 39) alors que la taille
attendue pour notre protéine d’intérét est de 39,3 kDa. Afin d’éviter cette dégradation
protéique, il serait utile de tester de nouveaux cocktails d’anti-protéases plus complets que
celui actuellement utilisé¢. Celui envisagé pour la suite est le « cOmplete ULTRA EDTA-
free » (Roche) qui, en plus de la formulation classique, contient des anti-protéases
aspartiques. L’utilisation de ce dernier au sein du laboratoire a déja permis de s’affranchir de

ce probleme de dégradation.

Enfin, il semblerait que la protéine Tax-2 ait du mal a s’exprimer dans un grand volume de
milieu de culture de LB ; et ce dans les mémes conditions que lors des tests (seule la
préculture utilisée différait). Or, la production de protéine Tax-2 en grande quantité est
essentielle a la mise en place des techniques de caractérisations biophysiques et biochimiques
de la protéine ainsi que pour la cristallographie aux rayons X. En effet, cette dernicre
demande une concentration en protéine souvent élevée et un volume notable de protéines en
vue du criblage de nombreuses conditions de cristallisation. De nouveaux tests d’expression
en petit et grand volumes (a partir d’'une méme préculture) sont actuellement en cours afin de
vérifier la co-expression de la protéine Tax-2 avec son partenaire CREB dans différents
volumes de LB (50 mL, 500 mL et 1 L). Dans le cas ou celle-ci ne s’exprimerait toujours pas
en grand volume, il sera envisagé d’effectuer de multiples expressions en petit volume jusqu’a
obtenir la quantité de protéine nécessaire pour la réalisation des différentes expériences

mentionnées ci-dessus.
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2. Etudes fonctionnelles et structurales de la protéine de capside

du virus FIV

La seconde partie de ce projet doctoral concerne la caractérisation fonctionnelle et structurale
de la protéine de capside du FIV, essentielle aux étapes d’assemblage et de maturation de ce
virus. La résolution de sa structure permettrait de mieux comprendre les mécanismes
moléculaires mis en jeu lors de 1’assemblage du FIV et ses spécificités par rapport aux autres

rétrovirus.

Les études structurales antérieures effectuées au laboratoire sur la protéine de capside sauvage
n’ayant pas été concluantes, malgré le test de plusieurs milliers de conditions de
cristallisation, deux modifications ont été apportées a celle-ci dans le but d’améliorer sa
cristallisation. Tout d’abord, le résidu N-terminal (Prol) a ét¢ muté en thréonine (Thrl) afin
de permettre le clivage de 1’étiquette Hise par le Facteur X, laissant ainsi I’extrémité N-
terminale de la protéine intacte (tous les résidus du site de clivage étant ¢liminés). Ensuite, les
11 résidus d’acides aminés de 1’extrémité C-terminale, prédits comme flexibles par le serveur
Ronn (https://www.strubi.ox.ac.uk/RONN), ont été supprimés afin de favoriser la croissance
des cristaux. Préalablement aux études structurales, des études fonctionnelles ont été
conduites afin de confirmer que cette construction de la CA du FIV, CAAC-PT, était

fonctionnelle pour I’assemblage.

2.1. Surproduction, purification et clivage de I’étiquette d’affinité

2.1.1. Purification de la CA

Apres une expression en milieu LB a 25°C pendant la nuit en présence de 1 mM d’IPTG, les
bactéries sont lysées dans le tampon LEW (Tableau 11, Matériels et méthodes 2.3.2.2) et la
protéine de capside est purifiée par chromatographie d’affinité pour le nickel (Figure 40).
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Figure 40 | Analyse par SDS-PAGE de la purification sur résine Ni-TED de la CAAC-PT du FIV.

Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, W : fractions de lavage et E : fractions d’élution. 122



D’aprées I’analyse SDS-PAGE, les fractions d’¢élutions ne contiennent qu’une seule bande a la
taille attendue pour la protéine d’intérét (~ 28 kDa) (Figure 40, pistes E1 a E6) : une seule étape
de purification suffit donc a obtenir la CAAC-PT pure, avec un rendement d’environ 15 mg de

protéines par litre de culture.

2.1.2. Clivage de I’étiquette d’affinité

Apres purification, 1’étiquette Hise de la CA est clivée par la protéase Facteur Xa pendant la
nuit a 19°C (Figure 41). Sur I’analyse SDS-PAGE, une diminution de la taille de la protéine
d’intérét est observée apres clivage (Figure 41, piste - Hisg), signifiant que 1’étiquette Hise de la

CA a bien été enlevée.

MW + - Hisg
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Figure 41 | Analyse par SDS-PAGE du clivage de I’étiquette His¢ de la CAAC-PT du FIV par le Facteur X, aprés
purification par chromatographie d’affinité. Pistes MW : marqueurs de masses moléculaires, + et - : avant et

apres clivage, respectivement.

Apres clivage de son étiquette Hiss, la CAAC-PT est de nouveau purifiée par chromatographie
d’affinité afin d’¢éliminer 1’étiquette Hise ainsi que la fraction résiduelle de protéines n’ayant
pas été clivées. La CAAC-PT pure, dépourvue de son étiquette, est ensuite concentrée et
stockée dans le tampon de stockage adéquat (Tableau 11, Matériels et méthodes 2.3.2.2), ceci

permettant d’effectuer les différentes études fonctionnelles et structurales décrites ci-apres.

2.2. Etudes fonctionnelles de 1a CA du FIV

La CA étudiée étant mutée sur son premier résidu (P1T) et clivée de 11 résidus a son
extrémité¢ C-terminale, ses capacités a s’oligomériser en solution et a s’assembler
correctement in vitro ont été¢ évaluées par DLS. En effet, les expériences effectué¢es au
laboratoire sur la CA native du FIV ont démontré que celle-ci était capable de s’oligomériser

in vitro afin de former une capside de forme sphérique (Serriere et al., 2013).
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2.2.1. Etat d’oligomérisation de la CA en solution

Les expériences d’études structurales nécessitant des échantillons monodisperses, 1’état
d’oligomérisation de la CAAC-PT du FIV (sans étiquette Hise) en solution dans le tampon
HEPES a été évalué par DLS (Figure 42).

A 7 mg.mL"', un seul pic est observé pour la CAAC-PT, confirmant que la protéine est
homogene en solution avec un indice de polydispersité de 0,3. Celle-ci n’a donc pas subi de
phénoméne d’agrégation lors de 1’étape de concentration. Le diamétre hydrodynamique
moyen observeé, a partir de trois mesures successives, est de 6,8 nm avec un écart-type de +

0,4 nm.

Volume (%)
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Figure 42 | Analyse DLS de la monodispersité de la CAAC-PT a 7 mg.mL? en tampon HEPES (50 mM HEPES,

100 NacCl, pH 6,5). Les courbes rouge, bleue et verte représentent les trois mesures successives effectuées.

Par comparaison avec les tailles des protéines globulaires de référence, ce diamétre
correspond a une protéine d’environ 60 kDa, soit a une forme dimérique de la CAAC-PT. En

effet, la masse moléculaire de celle-ci est d’environ 28 kDa pour la forme monomérique.

De plus, ce résultat est en accord avec ceux obtenus pour la CA native du FIV en solution

pour laquelle un diameétre de 6,8 nm (+ 0,3 nm) a été observé a cette méme concentration.

2.2.2. Suivi de ’assemblage in vitro par DLS

La capacité de la CA étudi¢e a s’assembler in vitro a également été évaluée par DLS. Son
assemblage a €té initi¢ par une augmentation de la force ionique de la solution protéique et a

¢té suivi pendant 80 minutes a 37°C (Figure 43).

Avant I’ajout de sels (Figure 43, T=0), le diameétre moyen des particules en solution correspond a
celui observé précédemment pour la particule sous forme dimérique (Résultats et discussions

2.2.1).
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Figure 43 | Suivi de I"assemblage capsidique in vitro par DLS de la CA concentrée a 7 mg.mL?! en tampon

HEPES lors de I'ajout de 1 M final de NacCl.

Aprées I’ajout de 1 M final de NaCl a la solution protéique, le diametre moyen des particules
augmente jusqu’a atteindre environ 22,9 nm (Figure 43, T=20, T=40, T=60 et T=80). Cette
augmentation du diameétre hydrodynamique traduit un changement d’état oligomérique de la
protéine en solution, passant ainsi d’une forme dimérique a une forme d’oligomérisation

supérieure.

Par conséquent, les deux modifications apportées a la CA du FIV n’ont pas altéré sa capacité
a s’oligomériser en solution : la CAAC-PT représente donc une forme fonctionnelle de la CA

du FIV.

2.3. Etudes structurales de la CA du FIV

2.3.1. Etude structurale par cristallographie aux rayons X
2.3.1.1.  Cristallogenése

Plus de 3 000 conditions de cristallisation distinctes, utilisant de nombreux kits commerciaux
et différentes concentrations de protéine, ont été testées a 19°C (Tableau 17) pour la CAAC-PT
du FIV en présence ou en absence de son étiquette Hise. Ces tests ont été¢ menés sur la CAAC-

PT stockée dans le tampon HEPES (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH 6,3).

Au bout de deux a trois semaines, des cristaux ont commencé a apparaitre dans certaines
conditions de cristallisation (kit PEG II, PEG Ion et Crystal Screen) uniquement pour la
protéine clivée de son étiquette Hise (Tableau 17). Le pouvoir de diffraction de ces cristaux a
donc été testé aux rayons X a la source synchrotron de I’ESRF de Grenoble. Cependant, la

plupart d’entre eux se sont avérés étre des cristaux de sels.
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Tableau 17 | Tableaux des différentes conditions de cristallogenése testées a 19°C pour la CA du FIV en
présence ou en absence de son étiquette Hise. Les différents kits de criblage testés sont colorées en rouge: pas
d’apparition de cristaux, enjaune : cristaux de sels et en vert: cristaux de protéine. Les fournisseurs des
différents kits utilisés sont les suivants : PEG I, PEG Il, AmSQO, et JSCG+ : Qiagen, PEG lon et Crystal Screen :

Hampton Research, Morpheus : Molecular Dimensions et 5k : plateforme PSF.

Néanmoins, une condition de cristallisation, correspondant a la condition E11 du kit de
cristallisation PEG II (contenant 0,2 M de magnésium sulfate, 20% (m/v) de PEG 4000 et
10 % (v/v) de glycérol), a permis d’obtenir un cristal d’une longueur d’environ 100 um (Figure
44). Ce cristal a diffracté les rayons X jusqu’a une résolution de 10 A avec un profil de
diffraction correspondant a celui d’une protéine. L’échantillon utilisé étant pur (Figure 40), il
s’agit donc bien d’un cristal de CAAC-PT. Cependant, la résolution a laquelle le cristal a

diffracté étant trop faible, il n’a pas été possible de résoudre la structure de la protéine.

Figure 44 | Premiers cristaux de CA obtenus sans étiquette Hiss 8 7 mg.mL? en tampon HEPES. Cristaux
obtenus dans la condition E11 du kit PEG Il contenant 0,2 M de magnésium sulfate, 20% (m/v) de PEG 4000 et
10 % (v/v) de glycérol.
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Une optimisation de la condition de cristallisation identifiée pour la CAAC-PT a ensuite été
réalisée, en plaques 24 puits, en faisant varier les proportions protéine:agent précipitant au
sein de la goutte (1:1, 1:2 ou 2:1 (v:v)). Cependant, aucune de ces conditions n’a permis de

reproduire le cristal précédemment obtenu.

Enfin, des essais de co-cristallisation de la CAAC-PT du FIV a 7 mg.mL"! ont été réalisées
avec plusieurs composés potentiellement inhibiteurs (fournis par le Dr. G. Alvarez,
Paysandu), solubilisés dans du DMSO, dans la condition de cristallisation précédemment
identifiée (E11 PEG II). Cette co-cristallisation a permis d’obtenir de nombreux cristaux
(Figure 45) dont le pouvoir de diffraction a été testé aux rayons X sur la ligne de lumiere ID30-
B de P’ESRF. Tous les cristaux obtenus ont diffractés les rayons X selon un profil
caractéristique d’un cristal de macromolécule, confirmant qu’il s’agit bien de cristaux de la

protéine de capside.

Apres indexation des différents jeux obtenus, tous les cristaux présentent le méme groupe
d’espace monoclinique C121 avec les paramétres de maille suivants : a= 122 A,b=74 A, c =

77 Aeta=y=90° p=128°.

Figure 45 | Cristaux de la CA du FIV a8 7 mg.mL™ en tampon HEPES obtenus lors de la co-cristallisation avec les

composés (A) 675, (B) 121, (c) pgl46 et (D) 685. Les composés ont été solubilisés dans du DMSO.

Les cristaux obtenus lors de la co-cristallisation avec le composé 675 (Figure 45A) ayant le
meilleur pouvoir de diffraction (1,9 A), les jeux de données de diffraction de ce cristal ont été
utilisés pour résoudre la structure de la CAAC-PT. Les statistiques d’enregistrement des
données de diffraction et d’affinement de la structure de la CA sont résumées dans le Tableau

18.
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Enregistrement de données FIV CA

Groupe d’espace C121

Paramétres de maille @, b, ¢ (A) 122, 74, 77
o, B,y () 90, 128, 90

Echelle de résolution (A) 59,7 - 1,90 (2,01 —1,90)

Rsym (%) 3,54 (25,8)

1/a(1) 16,42 (3,33)

Complétude (%) 91,2 (93,0)

Redondance 2,38

Affinement

Echelle de résolution (A) 59,7-1,9

Nombre de réflexions uniques 39142

Rwork (%)/Riree (%) 19/22,5

Nombre d’atomes dans la protéine 3330

Nombre d’atomes (eau/glycérol) 697/6

Facteur B moyen (A?) 22,9

Déviation de coordonnées
RMSD (Root-Mean-Square Deviation) des longueurs de liaisons (A) 0,007
RMSD des angles (°) 0,857

PDB ID 5NA2

Tableau 18 | Statistiques d’enregistrement des données de diffraction et d’affinement pour la CA du FIV. Les

valeurs entre parenthéeses représentent celles attribuées a la coquille de résolution la plus haute.

2.3.1.2. Résolution de la premiere structure de la CA du FIV

La structure de la CAAC-PT du FIV a été résolue a 1,9 A par la méthode du remplacement
moléculaire en utilisant les structures du CAntp de Relik (PDB ID : 2XGU) (Goldstone ef al.,
2010) et du CAcrmp de la CA du FIV (PDB ID: 5DCK) (Khwaja et al., 2016) comme
modeles-guides. La structure de la CAAC-PT a été résolue dans le groupe d’espace
monoclinique C121, avec deux monomeres de la protéine dans I’unité asymétrique (UA). Les
deux chaines (A et B) présentent une structure équivalente avec un RMSD de superposition

de 0.63 A pour les paires de Ca.
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e Structure cristalline de la CA du FIV

La protéine de capside du FIV est repliée en deux domaines composés d’hélices a et séparés
par une boucle flexible (Figure 46). Son domaine N-terminal (CAntp) est composé d’un motif
[-hairpin de 12 résidus d’acides aminés, suivi de 7 hélices a (numérotées al a a7) et contient
une boucle de liaison a la cyclophiline A (CypA-BL) située dans la boucle L5 (entre les

hélices a4 et aS).

B L1 al L2 a2 L3

TIQTVNGVPQ YVALDPKMVS IFMEKAREGL GGEEVQLWET AFSANLTE

L4 a4 L5 CypA-BL a5
—_— e —
LIMAAPG CAADKEILDE SLKQLTAEYD RTHPPDAPRP LPYFTAAEIM

L6 a6 L7 L8 L9
—— a—
GIGLTQEQQA E KS LRQGAK
L10 a9 L11 «alO L12

IDRL FAQIDQEQNT AEVKLYLKQS LSIANANADC KKAMSHLKPE

STLEEKLRAC Q

Figure 46 | Structures de la protéine de capside du FIV. (A) Structure cristallographique d’'un monomeére de
CA du FIV. (B) Séquence de la CA du FIV et structures secondaires associées. Les hélices et boucles sont
colorées du bleu au rouge de I'extrémité N-terminale a I'extrémité C-terminale et sont numérotées de al a all

et de L1 a L12, respectivement.

Le domaine CActp, lui, contient 4 hélices o (numérotées a8 a all) ainsi que la zone
d’homologie majeure (MHR, Major Homology Region) présente dans toutes les CA

rétrovirales.

e (Comparaison avec les structures connues de CA de lentivirus

Malgré de faibles similarités de séquence, le repliement global de la CA du FIV est similaire a
celui des CA d’autres rétrovirus dont le VIH et EIAV (29% et 39%, respectivement). La
comparaison de la structure de la CA du FIV avec celles d’autres rétrovirus (Figure 47) permet

tout de méme de distinguer quelques différences structurales.
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Premiérement, I’orientation du CActp de la CA du FIV par rapport a son CAntp est différente
de celle des deux autres CA (Figure 47A et Figure 47B). En effet, ces deux domaines sont plus
proches 1’un de I’autre, ce qui rend la structure de la CA du FIV plus compacte que celles

observées pour le VIH et EIAV.

Cependant, les CAntD et CActp de la CA du FIV peuvent étre superposés séparément avec
ceux du VIH, d’EIAV (données non présentées) et de Relik (Figure 47C) avec un RMSD
compris entre 0,5 et 1 A, ce qui démontre la conservation globale du repliement de chaque

domaine pour la CA du FIV.

Figure 47 | Comparaison structurale des protéines de capside rétrovirales. Superposition d’'un monomeére de
la CA du FIV (jaune) avec les CA entieres de (A) VIH (teal, PDB ID : 3NTE (Du et al., 2011)), (B) EIAV (vert, PDB
ID : 2EIA (Jin et al., 1999)) et les domaines (C) CAnxtp de Relik (rose, PDB ID : 2XGU (Goldstone et al., 2010)) et
(D) CAcrp du FIV (bleu, PDB ID : 5DCK (Khwaja et al., 2016)).

De facon plus détaillée, les 12 premiers résidus d’acides aminés de I’extrémité N-terminale de
la CA du FIV se replient pour former un motif f-hairpin qui apparait plus grand que celui du
VIH (Figure 47A). Cette région n’est pas observée dans la structure de la CA d’EIAV (Figure

47B) et ne contient pas de structures secondaires dans celle de Relik (Figure 47C).

Une autre différence entre la CA du FIV et celles des autres rétrovirus concerne la boucle de
liaison a la cyclophiline A, présente dans le CANtD, qui apparait plus petite que celle des
autres lentivirus (Figure 47). La CypA-BL de la CA du FIV contient notamment une liaison

peptidique cis entre les résidus d’acides aminés Arg89 et Pro90.
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Cette liaison se trouve a 100% dans une conformation cis a la fois dans les chaines A et B du
dimére présent dans I'unité asymétrique (Figure 48). Cette conformation ne posséde aucun

équivalent publi¢ dans les structures connues de CA rétrovirales.

Figure 48 | Carte de type « omit map », contourée a 1c, de la liaison peptidique cis Arg89-Pro90 présente
dans la CypA-BL de la CA du FIV Les atomes d’oxygéne et d’azote sont colorés en rouge et en bleu,

respectivement.

Concernant le domaine carboxy-terminal, I’hélice 310 observée dans la CA du VIH (entre les
hélices a7 et a8) est remplacée par une hélice a dans le cas de la CA du FIV (numérotée a7’)
dont nous avons résolu la structure. Bien que cette région soit présente dans la structure du
domaine CAcrp seul de la CA du FIV (Khwaja et al., 2016), celle-ci ne contient aucune

structure secondaire (Figure 47D).

Enfin, les résidus d’acides aminés Cys190 et Cys210 de la CA du FIV présentent une
conformation alternée pour laquelle un pont disulfure intramoléculaire se forme avec un
pourcentage d’occupation d’environ 75% (données non présentées). Cette conformation
alternée et le pont disulfure en résultant sont absents de la structure du CAcrtp de la CA du

FIV récemment publi¢e (Khwaja et al., 2016).

e Interfaces oligomériques présentes dans le cristal de CA du FIV

Au sein du cristal, la CA du FIV est organisée sous forme d’un dimére de diméres (Figure 49A),
dont I’assemblage a été¢ prédit comme stable en solution par le logiciel PISA (Krissinel et
Henrick, 2007) permettant de détecter des oligomeres biologiques. Le dimere A-B, formé par
les chaines A et B, présent dans 1’unité asymétrique est li€¢ a son symétrique A’-B’ via un axe

cristallographique d’ordre 2, afin de former le tétramere A-B-A’-B’ (Figure 49A).
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Figure 49 | Assemblage et interfaces de la CA du FIV présentes dans le cristal. (A) Assemblage de la CA du FIV
sous forme tétramérique. Les chaines A, B, A’ et B’ sont colorées en jaune, vert, bleu et rose, respectivement.
Les trois orientations présentées correspondent au trois dimeres présentés en dessous. (B) Interface 1
correspondant au dimere A-B de 'unité asymétrique. (C) Interface 2 correspondant au dimére A-A” impliquant
des interactions entre la chaine A de I'UA et son symétrique A’. (D) Interface 3 correspondant au dimére A-B’

impliquant des interactions entre la chaine A d’un dimére de I’'UA et la chaine symétrique B’.

La premiére interface stable (interface 1) (Figure 49B) correspond au dimere A-B de 1’unité
asymétrique, dans lequel les deux monomeres de CA sont orientés de fagon antiparalléle. La
surface enfouie moyenne pour ce dimére est d’environ 1 100 A2 par monomére avec un AG de
-21,1 kcal/mol. 1l est a noter que les deux monomeres A et B de ce dimere sont liés de facon

covalente par un pont disulfure entre les résidus d’acides aminés Cys61 de chaque chaine.

Cependant, d’apres les analyses SDS-PAGE réalisées en conditions non réductrices (Figure 50)
et de spectrométrie de masse (données non présentées), ce pont disulfure n’est pas présent
dans I’échantillon protéique utilisé pour la cristallogenese. Ces résultats suggerent que le pont
disulfure observé est un artéfact de cristallisation ayant permis de stabiliser le dimére au sein
du cristal. Cette interface, qui est plus compacte que celle décrite pour d’autres lentivirus, ne
semble pas fonctionnelle en raison des deux extrémités N-terminales de chaque chaine qui
sont orientées de fagon antiparalleéle. En effet, pour une interaction optimale avec la protéine
de matrice du FIV, celles-ci devraient étre orientées dans la méme direction.
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Figure 50 | Analyse SDS-PAGE de la solution protéique ayant permis I'obtention de cristaux de CA : Absence
de pont disulfure entre les monomeres de CA en solution. Les pistes +3-ME et —B-ME correspondent au dépot

de la protéine de CA en présence et en absence d’agent réducteur (B-mercaptoéthanol), respectivement.

A T’intérieur du tétramere, deux autres interfaces équivalentes (interface 2) correspondent aux
diméres A-A’ et B-B’ (Figure 49C). Ces deux dimeéres sont formés par !’interaction d’une
chaine du dimere de I’'unité asymétrique (A ou B) avec sa chaine symétrique (A’ ou B’). La
surface enfouie moyenne pour ces diméres est d’environ 500 A2 par monomére avec un AG
de 0 kcal/mol. De plus, ces interfaces, qui n’impliquent aucun lien covalent ni de pont salin,
sont composées de deux monomeres de CA orientées de facon antiparallele. L’ orientation des
monomeres, couplée a un AG nul, laisse suggérer que ces interfaces ne représentent pas non

plus des dimeres fonctionnels de la CA.

Une troisiéme interface prédite par PISA (interface 3) (Figure 49D) se forme entre la chaine A
de I’unité asymétrique et le symétrique de la chaine B dans le tétramére (dimere A-B’). Cette
interface, prédite comme stable, présente une surface enfouie moyenne de 500 A? par
monomere avec un AG de -2,4 kcal/mol. Les deux monoméres de CA impliqués dans ce
dimeére sont orientés dans la méme direction. Le domaine CActp de la chaine A (hélices a8 et
all) interagit avec le CAcrtp de la chaine B’ (hélices a8 et all) pour former une interface

proche de celle observée dans la structure du CAcrp de FIV seul (Khwaja et al., 2016).

Par ailleurs, une dernicre interface (interface 4) (Figure 51), non impliquée dans le tétrameére,
est prédite comme un possible assemblage biologique par PISA. Cette interface, impliquée
dans les contacts cristallins, comprend des interactions entre la chaine B de ['unité

asymétrique et la chaine A d’un tétramére symétrique (dimere B-A’’).
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Au sein de ce dimere, le CAntp de la chaine B (hélices a2, a3 et a4) interagit avec le CANTD
de la chaine A’ (hélices a3, a5 et a7). La surface enfouie moyenne pour ce dimére est
d’environ 840 A2 par monomére avec un AG de -13 kcal/mol. Cette interface implique une
symétrie cristallographique d’axe 2, absente des interfaces décrites pour d’autres CA
lentivirales. La combinaison de I’'important AG et de la surface enfouie avec 1’orientation
paralléle des deux monoméres peut refléter une vraisemblance biologique pour ce dimere,

bien qu’aucune interface de ce type n’ait été observée pour d’autres capsides rétrovirales.

Figure 51 | Interface 4 (dimere B-A"). Cette interface, prédite par PISA, implique des interactions entre la

chaine B (verte) de I'unité asymétrique et la chaine A” (beige) d’un tétramere symétrique.

2.3.2. Etude structurale par SAXS

L’identification d’un dimére biologique de CA du FIV a partir des données
cristallographiques n’étant pas concluante, des analyses complémentaires par SAXS ont été

réalisées afin d’obtenir des informations structurales sur la protéine en solution.

D’apres 1’analyse de ces données (Figure 52), la masse molaire estimée pour la CA en tampon
HEPES a 6 mg.mL"!, via I’extrapolation de la valeur de I(0), est d’environ 27 kDa (Figure 52A).
Cette masse moléculaire est proche de la masse moléculaire attendue pour un monomere de la
protéine d’intérét (28 kDa). Ce résultat est en adéquation avec ceux obtenus précédemment
par (Serriere et al., 2013) pour lesquels une concentration supérieure a 7 mg.mL™' était

nécessaire pour la formation d’un dimere de CA.
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Le rayon de giration (Rg) de la protéine, estimé a partir de la représentation de Guinier (Figure
52A), est d’environ 27 A pour un diamétre maximal (Dmax) d’environ 75 A, estimé a partir de
la courbe de distribution des distances P(r) (Figure 52B). Cette courbe comporte notamment un
¢paulement (Figure 52B) caractéristique des protéines multi-domaines (Koch et Svergun, 2003).
Ce résultat confirme donc que les données cristallographiques montrant que la CA du FIV est
composée de plusieurs domaines, tout comme les protéines de capside d’autres rétrovirus dont

la structure a été résolue (VIH, EIAV, Relik, etc...).
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Figure 52 | Analyse des données SAXS de la protéine de capside a 6 mg.mL en tampon HEPES: (A)

représentation de Guinier et (B) courbe de distribution des distances P(r).

D’apres I’enveloppe SAXS calculée ab initio (Figure 53), la protéine de capside du FIV a 6
mg/mL" adopte une forme monomérique en solution. Une bonne corrélation (x> = 1,4) est
observée lors de 1’ajustement de la structure de notre monomere de CA dans I’enveloppe

SAXS obtenue.
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Figure 53 | Ajustement de la structure cristallographique de la CA du FIV (rouge) dans I'enveloppe SAXS

obtenue pour la CA en solution (bleu).
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2.4. Identification d’inhibiteurs de I’assemblage de la CA du FIV

La protéine de capside du FIV étant une protéine essentielle a la formation de virions
infectieux, elle constitue une cible thérapeutique de choix dans le développement d’une

stratégie anti-FIV.

Une méthode de criblage in vitro de composés, basée sur la spectrophotométrie a 340 nm, a
été mise en place en collaboration avec le Dr. G. Alvarez (Universidad de la Republica,
Uruguay). Cette méthode permet de suivre la turbidité de la solution protéique au cours du
temps, une augmentation de celle-ci traduisant un assemblage de la protéine de capside. Ainsi,
une cinquantaine de composés issus de la chimiotheque du Dr. G. Alvarez ont été testés dans

le but d’évaluer leur effet sur I’oligomérisation de la CA du FIV et d’identifier un inhibiteur

potentiel de I’assemblage capsidique.
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Figure 54 | Suivi de I'assemblage capsidique de la CA du FIV in vitro en absence (bleu) et en présence de

composés.
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Les tests réalisés sur le suivi de I’assemblage capside en présence de différents composés ont

permis d’identifier trois catégories de molécules selon leurs effet sur 1’oligomérisation de la

CA in vitro :

— Les composés sans effet dont la courbe d’assemblage est similaire

protéine seule (Figure 54, composé 705) ;

a celle de la

— Les composés a effet « enhancer » qui augmentent la vitesse d’assemblage de la CA

et/ou la taille finale des particules obtenues (Figure 54, composé 670);

— Les composés a effet inhibiteur qui diminuent la vitesse d’assemblage de la CA et/ou

la taille finale des particules obtenues (Figure 54, composé 680).

Les composés ayant eu un effet inhibiteur sur I’assemblage de la CA du FIV sont ceux qui ont

¢été utilisés pour la co-cristallisation avec la protéine de capside (Résultats et discussion 2.3.1.1).

Les courbes correspondant a 1’assemblage de la CA en présence des quatre composés ayant

permis I’obtention de cristaux sont présentées en Figure 55.
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Figure 55 | Suivi de I'assemblage capsidique de la CA du FIV in vitro en absence (bleu) et en présence de

composés inhibiteurs.

137



Pour le composé 655, la vitesse d’assemblage de la CA reste inchangée mais la taille finale
des particules obtenues diminue. En effet, le maximum d’absorbance atteint au plateau en
présence de la molécule 655 (Figure 55, composé 655) est inférieur a celui de la protéine seule

(Figure 55, blanc).

Concernant les composés 675, pgl46 et 121, une diminution de la vitesse d’assemblage est
observée, couplée a une légere diminution de la taille finale des particules. En effet, les
courbes d’assemblage pour ces trois molécules sont décalées vers la droite (Figure 55, composés
675, pgl46 et 121) et le maximum d’absorbance atteint au plateau est inférieur a celui de la

protéine seule (Figure 55, blanc).

2.5. Discussion

La CA native du FIV n’ayant pas permis d’obtenir des cristaux diffractant les rayons X,
malgré le criblage de milliers de conditions, deux modifications de séquence lui ont été
apportées. Premierement, son premier résidu (Prol) a été muté en Thr afin de permettre le
clivage de son étiquette Hise par le Facteur X, laissant ainsi son extrémité N-terminale intacte
(tous les résidus du site de clivage étant ¢liminés). La seconde modification consiste en la
troncation des 11 derniers résidus d’acides aminés de son extrémité C-terminale, prédits
comme flexibles, afin de favoriser la croissance des cristaux. Ces deux modifications
apportées a la protéine étudiée n’ont pas altéré sa capacité a s’oligomériser en solution. En
effet, un dimeére est observé pour la CAAC-PT étudiée a une concentration de 7 mg.mL"!
(Figure 42) comme dans le cas de la protéine CA native (Serriere et al., 2013). Ces
modifications n’ont également pas altéré la capacité de la CAAC-PT a s’assembler in vitro en
présence de sels, puisqu’une augmentation de son état d’oligomérisation est observée (Figure
43). La protéine CAAC-PT étudiée représente donc bien une forme fonctionnelle de la CA du

FIV.

Afin de déterminer les spécificités des mécanismes moléculaires sous-jacents a 1’assemblage
du FIV, nous avons étudi¢ la structure de la sa protéine de capside entieére en la comparant
notamment a d’autres structure de CA rétrovirales. Comme les protéines de capside d’autres
rétrovirus (VIH, EIAV ou encore Relik), la CA du FIV est majoritairement composée
d’hélices a et est organisée en deux domaines : le CAntp et le CAcrp. Ce résultat confirme

que le repliement général des protéines de capside est trés bien conservé parmi les rétrovirus.
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En effet, la structure de la CA du FIV présente de nombreuses caractéristiques communes
avec celles des autres lentivirus. Par exemple, elle contient a son extrémité amino-terminale
un motif f-hairpin. Celui-ci a été identifié comme indispensable a la formation de la capside
virale dans le cas du VIH puisqu’il participe directement aux interactions intermoléculaires
CA-CA (Momany ef al., 1996) (Tang et al., 2002). Au sein de la structure de la CA du FIV,
ce f-hairpin semble adopter une conformation de type « ouverte » (Figure 56) comme celle
décrite pour la CA du VIH. Cette conformation pourrait étre importante pour I’import des
dNTP a I’intérieur du virus lors de 1’étape de transcription inverse (Jacques et al., 2016),

renforcant ainsi la pertinence biologique de notre structure.

HIV
2.8A
‘\\ Asp51
Prol
FIV
&
v
2.6A
~
~
Thrl AEpal
F

Figure 56 | Comparaison des motifs 8-hairpin des CA du FIV et du VIH. Les CAyrp du FIV (jaune) et du VIH dans
sa conformation « ouverte » (bleu, PDB ID : 5HGL) ont été superposés. Deux vues détaillées, a droite, montrent
les ponts salins formés entre la Prol et I’Asp51 du VIH (au-dessus) et entre la Thrl et I’Asp50 du FIV (au-

dessous).

Dans le cas du VIH, la Prol a été décrite comme essentielle pour la formation du motif N-
terminal S-hairpin (Cortines et al., 2011). Il est a noter que cette proline est conservée dans la
plupart des CA lentivirales telles que celles du VIH, du FIV, du SIV ou encore d’EIAV,
reflétant probablement une fonction clé dans la réplication virale. Toutefois, la mutation de la
Prol en Thrl introduite dans notre CA du FIV n’a pas empéché la formation du motif /-

hairpin dans notre structure (Figure 46), ni déstabilisé son assemblage in vitro (Figure 43).
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De plus, le pont salin entre le groupe NH?>" N-terminal de la Prol et le groupe carboxyl de la
chaine latérale de 1’Asp51, servant a stabiliser le motif f-hairpin de la CA du VIH, posseéde
un équivalent dans la structure de la CAAC-PT du FIV, ou un pont salin est observé entre le
groupe NH?" N-terminal de la Thrl et le groupe carboxyl de la chaine latérale de I’ Asp50
(Figure 56). Ces deux ponts salins sont également équivalents en termes de longueur avec
respectivement 2,6 A pour le VIH et 2,8 A pour le FIV. Une étude fonctionnelle de ce mutant
PIT de la CA permettrait de mieux comprendre les fonctions de cette proline. Celle-ci
pourrait, par exemple, jouer un réle important dans la conformation adoptée par le précurseur
Gag a la jonction MA-CA, afin de permettre son clivage efficace par la protéase virale

pendant 1’étape de maturation.

La boucle de liaison a la cyclophiline A, présente dans toutes CA rétrovirales, est également
observée dans le domaine CAntp de la CA du FIV. De facon intéressante, une liaison
peptidique cis est observée entre 1’Arg89 et la Pro90 de la CypA-BL de la CA du FIV (Figure
48). La cyclophiline A étant une cis-trans peptidylprolyl isomérase possédant une forte
spécificité pour les cisPro (Konno et al., 1996), la présence de cette liaison peptidique cis
pourrait expliquer pourquoi le résidu Pro90 a été démontré comme essentiel pour la liaison a
la cyclophiline A dans le cas du FIV (Lin et Emerman, 2006). De maniére intéressante,

aucune cisPro n’a été décrite a ce jour dans les structures de capside rétrovirale connues.

Enfin, les deux derniers résidus du domaine CAcrtp de la CA du FIV ne sont pas définis en
densité ¢lectronique. Cela confirme la grande flexibilité de 1’extrémité carboxy-terminale de
la CA, que nous avions déja tronquée de 11 résidus d’acides aminés pour éviter les problémes
de cristallogenése. Cette flexibilité de I’extrémité C-terminale pourrait permettre a la jonction
CA-NC d’adopter une conformation optimale pour le clivage du précurseur Gag comme cela
a déja été supposé pour I’extrémité C-terminale de la protéine MA du FIV au niveau de la
jonction MA-CA (Serriere et al., 2013) ou encore au niveau de la jonction CA-spl de Gag du
VIH (Wright et al., 2007).

Ainsi, les différents domaines impliqués dans les fonctions des CA rétrovirales et ceux ayant
¢té observés comme importants pour la réplication du FIV sont présents dans notre structure

de la CA du FIV.
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Durant I’étape d’assemblage des virions, les CA rétrovirales s’organisent en pentameres et en
hexameres (Zhao et al., 2013) (Gres et al., 2015) afin de former une capside conique.
Cependant, aucun assemblage de type pentamérique ou hexamérique n’a été observé dans le
cas de la CA du FIV que nous avons cristallisé. En effet, seules des interfaces dimériques,
dont la pertinence fonctionnelle reste encore a déterminer, ont été identifiées a I’intérieur du
cristal. Cela refléte trés probablement la plasticité intermoléculaire de la CA nécessaire aux

différentes étapes d’assemblage de la capside virale.

La structure cristalline de la CAAC-PT du FIV contient un dimére de protéine de capside
(chaines A et B) dans 'unité asymétrique. Ce dimére est li¢ de fagon covalente par un pont
disulfure entre les Cys61 de chaque monomere. Nous avons démontré que ce pont disulfure
résultait d’un artéfact de cristallisation puisqu’il est n’est pas présent dans la solution
protéique précédant 1’étape de cristallogenese (Figure 50). Cette absence de pont disulfure est
cohérente avec les résultats de (Nath et Peterson, 2001) selon lesquels les Cys61 ne sont pas
impliquées dans la formation de ponts disulfures dans la CA du FIV. Cet artéfact de
cristallisation est trés certainement di a la présence de DMSO, introduit dans la condition de
cristallisation lors de 1’ajout du composé potentiellement inhibiteur. En effet, il a été démontré
que le DMSO promeut 1’oxydation des thiols en disulfures a pH faible et a température
ambiante (Liu et al, 2009). La présence de ce pont disulfure artéfactuel pourrait avoir
stabilis¢ le dimeére de CA lors du processus de cristallisation. Cela expliquerait la formation
des cristaux en présence de DMSO alors que ceux-ci n’ont pas été¢ obtenus dans les mémes
conditions en absence de DSMO. Cependant, la présence de ce pont pourrait également avoir
stabilis¢ les dimeres de CA dans des interfaces non fonctionnelles. Des expériences de
cristallogenése en absence de DMSO sont en cours afin d’identifier des interfaces
oligomériques fonctionnelles pour la CA du FIV. En paralléle, des mutants de la CA du FIV
Cys61Ser sont actuellement en construction dans le but d’obtenir la structure de la CA du FIV

en absence du pont disulfure observé entre les Cys61.

Au sein de la CA du FIV les Cys190 et Cys210, qui sont conservées dans toutes les CA
rétrovirales, présentent une conformation alternée. L’une de ces conformations, présente dans
75% des protéines du cristal, implique un pont disulfure intrachaine qui est absent de la
structure du CActp de FIV récemment publiée (Khwaja et al., 2016). Bien qu’il puisse
¢galement étre du a la présence de DMSO dans le cristal, la présence de ce pont disulfure est
en accord avec les études biochimiques menées par (Nath et Peterson, 2001) qui ont démontré
que les Cys190 et Cys210 de la CA du FIV sont impliquées dans un pont disulfure
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intramoléculaire, qui est indispensable a I’assemblage de la capside du FIV et a son pouvoir
infectieux (Nath et Peterson, 2001). De plus, la présence d’un pont disulfure dans le domaine
CTD de la CA est extrémement conservée dans les CA rétrovirales comme celles du VIH et
d’EIAV (Jin et al., 1999) (Gamble et al., 1997). Ainsi, cette caractéristique structurale est

probablement pertinente pour la biologie et les fonctions de la CA du FIV.

Comme attendu d’apres les données biochimiques (Nath et Peterson, 2001), le dernier résidu
Cysl121 libre de la CA du FIV (hélice a7) n’est pas impliqué dans la formation d’un pont

disulfure.

Curieusement, 1’atome de soufre de cette cystéine forme, avec ceux des Met51 (hélice a3) et
Met100 (hélice a5), un cluster de soufre dans lequel ces atomes sont alignés et séparés de 4 A
(Figure 57). Cette structuration est inédite et spécifique a la CA du FIV mais aucune donnée sur

sa fonction, s’il y en a une, n’est disponible actuellement.

Met51

Met100

Figure 57 | Cluster de soufre impliquant les atomes de soufre des chaines latérales des résidus d’acides

aminés Met51 (a3), Met100 (a5) et Cys121 (a7).

Enfin, nous avons pu confirmer que la structure cristalline obtenue pour la forme
monomérique de la CA du FIV est proche de celle en solution en utilisant des expériences de
SAXS. En effet, une bonne corrélation est observée lors de I’ajustement de la structure du
monomere de CA obtenue par cristallographie aux rayons X dans I’enveloppe SAXS
expérimentale (Figure 53). Ce résultat couplé aux caractéristiques structurales de la CA et a sa
capacité a s’assembler in vitro confirme que la structure cristallographique de la CAAC-PT du
FIV résolue représente, dans sa forme monomérique une protéine de capside fonctionnelle,

comparable a celle du VIH et d’EIAV.
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Cependant, méme si la structure cristallographique de la CA FIV entiére monomérique
démontre des caractéristiques originales, des arrangements oligomériques supérieurs tels que
les pentameres ou hexameres permettraient de mieux comprendre les particularités de
I’assemblage de la capside du FIV comparativement aux autres lentivirus. Cela permettrait
¢galement de valider la pertinence des résultats préalablement obtenus par notre équipe, selon
lesquels I’assemblage capsidique du FIV se fait sous forme de particules sphériques,

contrairement a ce qui a été observé chez d’autres rétrovirus (Serriere et al., 2013).

La protéine de capside étant essentielle a la formation de particules virales infectieuses, elle

constitue une cible de choix pour le développement de nouvelles stratégies antirétrovirales.

Ainsi, de nombreuses molécules de la chimiothéque du Dr. G. Alvarez ont été testées afin
d’identifier de potentiels inhibiteurs de 1’assemblage capsidique de la CA du FIV. Parmi ces
molécules, certaines ont eu un léger effet inhibiteur sur ’assemblage de la CA du FIV in vitro
et constituent, par conséquent, des « hits » potentiels. Afin de confirmer ces résultats, de
nouvelles expériences de spectrophotométrie seront effectuées avec ces composés en triplicat
dans le but d’obtenir des résultats statistiquement satisfaisants. De plus, des études par
thermophorese sont également en cours afin de déterminer les constantes d’affinité (Kp) de

ces molécules pour la protéine de capside.

Par ailleurs, les expériences de co-cristallisation avec les composés potentiellement
inhibiteurs n’ont pas permis d’obtenir la structure de la protéine de capside en présence de
ceux-ci. De nouveaux essais de co-cristallisation, en augmentant la quantité¢ de composés dans
la goutte, ou de trempage sont envisagés afin de résoudre la structure de la CA du FIV en
présence de son (ses) inhibiteur(s). L’obtention de la structure tridimensionnelle du complexe
CA:inhibiteur permettrait d’identifier les sites de fixation de ces composés et de comprendre
leurs mécanismes d’inhibition de 1’assemblage capsidique. En effet, ceux-ci pourraient par
exemple se lier aux interfaces CANTD-CANTD, CANTD-CAcTD Ou CActD-CAcTD se formant

entre les CA de la capside virale et, ainsi, déstabiliser la formation de la capside virale.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Ce projet doctoral a porté sur I’étude fonctionnelle et structurale de deux protéines rétrovirales
d’intérét thérapeutique, impliquées dans deux étapes essentielles de la réplication des
rétrovirus, a savoir la régulation de I’expression des protéines virales et 1’assemblage des
nouvelles particules virales. En effet, les rétrovirus, dont le plus connu reste le VIH,
constituent a I’heure actuelle un probléme de santé publique majeur tant chez ’Homme que
chez I’animal. La compréhension des déterminants structuraux sous-jacents a la fonction de
leurs protéines virales constitue donc une étape essentielle dans le développement de

nouvelles stratégies antirétrovirales efficaces.

De maniére générale, 1’étude fonctionnelle et structurale de protéines d’intérét thérapeutique
est caractérisée par quatre €tapes majeures : 1) I’expression et la purification des protéines, i)
leur caractérisation biochimique et fonctionnelle, iii) la résolution de leurs structures et iv)
I’identification d’inhibiteurs de leur activité ; chaque étape pouvant donc étre limitante dans

I’avancée d’un tel projet.

Concernant la premiére étape, I’expression des protéines en systeme bactérien et leur
purification par chromatographie d’affinité sont les stratégies les plus couramment utilisées en
raison de leur facilité a mettre en ceuvre. Cependant, dans le cas de protéines difficiles telles
que les protéines toxiques ou membranaires, cette étape peut vite devenir limitante car ces

méthodes ne permettent pas d’aboutir a une production efficace des protéines étudiées.

C’est le cas de la protéine transactivatrice de la transcription Tax-2 du virus HTLV-2 étudiée
au cours de ce projet. En effet, a ce jour, nous n’avons pas réussi a produire cette protéine
seule sous forme soluble en systéme bactérien. Cependant, de récents essais de co-expression
en présence de son partenaire cellulaire, le facteur de transcription CREB, se sont avérés
prometteurs. Cette condition de co-expression doit encore étre validée puis optimisée dans le
but d’obtenir des complexes Tax-2:CREB purs et en quantité suffisante pour envisager des
essais de cristallogenése. Dans le cas contraire, de nouvelles stratégies d’expression utilisant
des systémes eucaryotes ou acellulaires devront €tre mises en place pour aboutir a la

production de la protéine Tax-2.

En paralléle, la protéine Tax-1 du virus HTLV-1 a également été étudi¢e au laboratoire par le
Dr. M. Dujardin. L expression et la purification de Tax-1, elles, ont été réalisées avec succes,
avec le protocole de co-expression présenté dans ce manuscrit, bien que la quantité de

protéine pure obtenue soit assez faible.
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La caractérisation biochimique des protéines étudiées constituent également une étape
essentielle de ce type de projet afin d’étudier des protéines fonctionnelles et de pertinence
biologique. Pour cela, de nombreuses techniques biochimiques et biophysiques peuvent étre
utilisées afin de déterminer les états oligomériques des protéines d’intérét, leur composition

en structures secondaires ou encore leur fonctionnalité.

Concernant la protéine Tax-2, lorsque celle-ci aura pu étre produite, des caractérisations
biochimiques et biophysiques permettront d’obtenir des informations sur sa composition en

structures secondaires et sa fonctionnalité, respectivement.

Dans le cas de I’étude de la protéine de capside du FIV, dont les protocoles d’expression et de
purification avaient déja ét€¢ mis au point avant mon arrivée, des études de suivi de son
assemblage in vitro par DLS et de mesure de la turbidité ont permis de confirmer que celle-ci

était toujours fonctionnelle, malgré les modifications apportées a sa séquence.

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans les fonctions
biologiques de ces protéines d’intérét thérapeutique, la résolution de leurs structures constitue

une étape cruciale.

Dans le cas des protéines Tax-1 et Tax-2, I’obtention de leurs structures tridimensionnelles
permettrait, par exemple, de mieux comprendre les différences de pathogénicité observées
entre les virus HTLV-1 et HTLV-2. Pour la protéine Tax-1, une condition de cristallisation a
pu étre identifiée et a permis d’obtenir des cristaux dont le pouvoir de diffraction a été testé
aux rayons X. Si un jeu de données a 4 A a été enregistré, il ne s’agit cependant pas de la
protéine Tax seule. En effet, la protéine GroEL de E. coli a également été identifiée dans le
cristal. La structure de GroEL est actuellement en cours de résolution par remplacement
moléculaire, ce qui permettra, par la suite, de résoudre celle de Tax-1 dans le cas ou une
densité électronique supplémentaire et correspondante serait observée. Cette condition de
cristallisation de Tax-1 pourrait servir de guide pour cristalliser la protéine Tax-2 lorsque
celle-ci aura été produite efficacement. Dans le cas de 1’obtention de complexes Tax:CREB,
des études par cryo-microscropie électronique, nécessitant des macromolécules de grande

taille, sont également possibles afin de déterminer la structure de ce complexe.

Concernant la protéine de capside du FIV, I’étape de cristallogenese a ¢été la plus limitante,
avec plus de 5000 conditions de cristallisation différentes testées pour les différentes
constructions de CA produites au laboratoire. Néanmoins, une condition permettant

I’obtention de cristaux de CA a pu étre identifiée, ce qui nous a permis de résoudre la
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structure tridimensionnelle d’un mutant fonctionnel a 1,9A de résolution par cristallographie
aux rayons X. Cette structure a permis de confirmer, pour la CA du FIV, la présence des
différents domaines impliqués dans les fonctions des CA rétrovirales ainsi que ceux ayant été

décrits comme important pour la réplication du FIV.

Cependant, aucun assemblage de type pentamérique ou hexamérique, nécessaire a la
formation d’une capside virale fonctionnelle, n’a été observé dans la structure cristalline que
nous avons obtenue pour la CA du FIV. De nouveaux essais de cristallogenése sont
actuellement en cours afin d’obtenir sa structure dans des arrangements oligomériques
supérieurs. En effet, obtenir la structure de la CA du FIV sous forme pentamérique et
hexamérique permettrait d’identifier les interfaces d’interactions protéiques impliquées dans
I’assemblage de ce virus et, ainsi, de mieux comprendre les spécificités de son assemblage

comparativement aux autres lentivirus.

Enfin, la résolution de structures de protéines représentant des cibles thérapeutiques constitue
¢galement une base solide pour I’identification et la conception rationnelle de molécules

inhibant leur activité.

Pour la protéine Tax, par exemple, [’obtention de sa structure permettrait d’identifier une
molécule inhibant sa dimérisation, démontrée comme essentielle pour son activité de
transactivateur de la transcription. Une telle molécule constituerait la premicre étape d’une

stratégie thérapeutique anti-HTLV.

Dans le cas de I’¢tude de la CA du FIV, de nombreuses molécules, issues de la chimiothésque
de nos collaborateurs uruguayens, ont été criblées in vitro afin d’identifier un inhibiteur
ciblant 1’assemblage de la CA. A ce jour, une douzaine de composés ont été identifiés comme
potentiellement inhibiteurs de I’assemblage de la CA in vitro. La détermination des constantes
d’affinité entre ces composés et la CA est en cours de réalisation. Néanmoins, I’obtention de
la structure tridimensionnelle de la CA constitue une base pour I’amélioration des composés
inhibiteurs grace a des techniques de modélisation in silico. L’amélioration des composés
identifiés pourront ainsi étre réalisées afin, par exemple, d’augmenter leur affinité pour la
protéine cible et, par conséquent, de potentialiser leur action. Ces molécules candidates
pourront ensuite étre synthétisées par 1’équipe de chimistes du Dr. G. Alvarez en Uruguay,
puis testées in vitro afin de vérifier I’amélioration de leurs effets sur I’assemblage de la CA du
FIV. Ces molécules pourront également étre utilisées pour co-cristalliser la CA en présence de

ses inhibiteurs et obtenir la structure tridimensionnelle du complexe CA:inhibiteur. Cela
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permettrait de confirmer les sites de fixation de ces composés prédits par docking et de

comprendre leurs mécanismes d’inhibition de 1’assemblage capsidique.

Enfin, a plus long terme, la molécule inhibitrice identifiée pour la CA du FIV pourrait, par
exemple, servir de modele pour la conception d’une molécule inhibant 1’assemblage du VIH,

si elle cible une zone structurellement conservée de la CA.

Pour conclure, les rétrovirus étant capable de développer des résistances aux thérapies
antirétrovirales, de nouvelles molécules inhibitrices doivent encore étre identifiées afin
d’étayer les stratégies de multi-thérapie existantes. Cela permettrait de cibler conjointement
plusieurs étapes essentielles de la réplication des rétrovirus et de lutter efficacement contre
leur infection. Pour cela, 1’étude structurale et fonctionnelle de protéines cruciales pour la
réplication et la pathogénicité des rétrovirus est une étape essentielle dans le développement
de thérapies antirétrovirales. En effet, en permettant une meilleure compréhension des
déterminants structuraux sous-jacents a la fonction de ces protéines, ce type d’étude ouvre la

voie a I’identification de nouveaux composés antirétroviraux spécifiques a chaque rétrovirus.
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Abstract: Human C-reactive protein (CRP) is an acute phase protein, which harbours both host defence
and scavenging properties. In this study, we obtained two new crystal forms of CRP, where CRP forms a
symmetric, staggered dimer of pentamers. In one of these structures, obtained in the presence of HIV-1
Tat protein, this dimer of pentamers is stabilized by two zinc ions trapped within a cleft of the effector [§ o ¢
face of CRP. These two decameric interfaces involve complementary surfaces of CRP pentamers and bury a large area of

~2000 A? per pentamer, suggesting a biological role of this interface. These two novel decameric interfaces and the in-
volvement of zinc might have important consequences in the understanding of CRP biological functions.

Keywords: C-reactive protein, CRP, decamer, pentraxin, structure, X-ray crystallography, zinc, acute phase, innate immunity.

1. INTRODUCTION

C-reactive protein (CRP) is a protein which naturally
circulates in the plasma. CRP is a member of the pentraxin
family, which also includes Serum amyloid P (SAP) and
pentraxin-3 (PTX3/TSG-14). Pentraxins are characterized by
a molecular signature HxCxS/TWxS, in which x represents
any amino acid, and can be distinguished in two classes de-
pending on the length of their N-terminal domain: short pen-
traxins (CRP, SAP) and long pentraxins (PTX3 and PTX4)
[1-3]. Pentraxins in general, and the CRP protein in particu-
lar, are highly conserved in phylogenetically divergent ani-
mal species, from horse-shoe crabs (Limulus limulus) or
xenopus (Xenopus laevi) to human [4].

In humans, as an acute phase protein, the concentration
of CRP in serum rises dramatically by a 1000x- to 10000x-
fold in response to tissue injury, bacterial infection, or in-
flammation [5, 6]. CRP is able to interact in a calcium-
dependent manner with phosphocholine groups present in
bacterial membranes, with fungi such as Aspergillus fumiga-
tus or with yeast [1, 2, 7]. The binding of CRP leads to the
clearance of microorganisms, either by phagocytosis or by
the activation of the complement pathway. CRP can also
interact with highly negatively charged molecules, such as
nucleoproteins, and might be involved in the elimination of
apoptotic bodies, a critical process to maintain tissue and
immune system homeostasis and to avoid autoimmune re-
sponse [1, 6, 8, 9]. Besides these protective effects, increased
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CRP levels in serum are also used as a prognosis marker for
coronary diseases [10].

CRP 1s a 206 residues-long protein containing an in-
trachain disulfide bond and a calcium-binding site. The X-
ray structure of CRP has been determined in several condi-
tions: it harbours a lectin-like jellyroll fold that forms a pen-
tameric ring with a 5-fold molecular symmetry through salt-
bridge interactions within monomers (PDB ID: 1B09,
1GNH, 1LJ7 [11-13]). This pentamer presents itself as a disk
of ~100 A in diameter and 35 A in depth, presenting two
faces. The first face contains the calcium-binding site, which
binds the bacterial or apoptotic cell ligand (dubbed the “B-
face” for “binding face™). The second face (the effector “A-
face” containing the single a-helix of CRP) is involved in the
activation and regulation of the complement pathway and/or
Fey receptors, thus mediating ligand elimination via the
complement cascade or opsonisation [12, 14-18]. Although
the recognition of Fey receptors seems to involve pentameric
pentraxins [17], some studies have suggested that the ability
of CRP to activate the complement pathway involves a dena-
tured monomeric form of the CRP protein [19, 20]. How-
ever, the monomerization of CRP from a pentamer is achiev-
able in vitro through non physiological conditions including
harsh chemical treatment, immobilization onto polystyrene,
or removal of calcium ions [18, 19, 21] and monomers tend
to aggregate rapidly [10]. By contrast, only the monomeric
form of CRP has been described to interact with endothelial
cells [22] and to induce prothrombic activities [23], suggest-
ing that monomeric instead of pentameric CRP is involved in
coronary syndromes [10]. Other reports have described that
CRP exists in solution as an equilibrium between pentamers
and decamers in physiological conditions, where the de-
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camer of CRP is supposedly formed by the dimerization of
two CRP pentamers through interaction between their effec-
tor A-face [18]. Altogether, although the respective impor-
tance of monomeric, pentameric and decameric forms of
CRP on its functions is still debated, changes in CRP oli-
gomerization might be involved in the regulation of its func-
tion.

We have recently obtained evidence for a specific inter-
action of CRP with the HIV regulatory protein Tat (Ma-
voungou Bigouagou et al., in preparation). Therefore, we
performed crystallization of CRP in the presence of Tat to
understand the structural basis of this interaction. In these
conditions, a new crystal form was obtained, in which a CRP
decamer was observed but Tat was absent in the electron
density maps. This decamer of CRP, which has never been
observed before, was formed by the interaction of two CRP
pentamers via their A-face and involved two zinc ions in a
cleft of CRP at the A-face involved in the interaction with
the Clq complement protein. In the absence of Tat, the same
decamer of CRP was observed in the same crystallization
condition, but no zinc ions were present. This pentamer-
pentamer interface of CRP and the possible role of zinc to
stabilize this CRP decamer might have important biological
functions.

2. MATERIAL-METHODS
2.1. Proteins and Crystallisation Conditions

The Tat protein (101 residues, 11.5kDa), derived from
the sequence of primary isolate 133A (Genbank accession
number DQ459120 [24]) was obtained by chemical synthesis
using Fmoc chemistry, and has been previously character-
ized structurally, biochemically and functionally [25-27]. Tat
protein was resuspended at 10 mg.ml’ in distilled water
prior to use. The CRP protein is a recombinant protein ex-
pressed in E.scherzchza coli and commercially available (Cal-
biochem) at 1 mg.ml™ in 140 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 2
mM CaCl,, 0.05% NaNj3, pH 7.5. After removal of endotoxin
using Profos Endotrap Red columns according to the manu-
facturer’s protocol, CRP was concentrated at 8 mg.ml” by
ultracentrifugation for 10 min at 10000xg using a Vivaspin
device (Millipore) with a 10 kDa cut-off. The concentration
of the concentrated fraction was evaluated using a BCA pro-
tein assay (Pierce), according to manufacturer’s protocol.

In an attempt to co-crystallize HIV Tat and CRP, 15.6 ul
of CRP (8 mg.ml™ in 140 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, 2
mM CaClz, 0.05% NaNj, pH 7.5) were mixed to 1 ul of Tat
(10 mgml™ in distilled water) and 0.3 ul CaCl, 100 mM,
incubated for 20 min at room temperature, before adding 5
ul of PBS Ix (Euromedex). In these conditions where the
Tat/CRP complex is active (Mavoungou Bigouagou ef al, in
preparation), the initial molar ratio of CRP:Tat in solution
was thus 5:1. The screening of crystallization conditions was
performed using a Mosquito nanopipetter in 96-well plates,
using the sitting-drop vapour diffusion method with 0.4 ul
drops of a 1:1 v:v protein:well solution and commercial
screens from Qiagen (PEG [ and PEG 1I suites, Classic lite).
A hit was obtained for condition 88 of the Classic lite suite
(0.1 M Tris-HC1 pH 8.0, 15% (w:v) PEG4000, 0.2 M MgClL,)
and was further optimized using additive screens (Hampton
Research). At the end, crystals of CRP in the presence of Tat
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were obtained using the hanging-drop vapour-diffusion
method, with drops of 4 pl made of a 1:1 ratio (v:v) of pro-
tein:well solution and equilibrated against the well solution
(0.1 M Tris-HC1 pH 8.0, 12% (w:v) PEG4000, 0.2 M MgCl,,
50 mM LiCl) at 289 K. Platelet-shaped crystals of 100x50x5
um were repeatedly obtained in these conditions within two
to four weeks. These crystals belong to the triclinic Space
groups P1 with cell dimensions a =793 A, b =964 A, ¢ =
160.4 A o= 79.9° B= 77.1° y= 69.4°. As a control, we at-
tempted to crystallize CRP alone. CRP (8 mg.ml’l), incu-
bated for 20 minutes with CaCl,, as detailed above, before
addition of 1x PBS, was used for crystallization experiments
in the same conditions. Crystals grew in approximately nine
months and belong to the monoclinic space group P2; with
cell dimensions a = 97.6 A, b =1432 A, ¢ = 161.3 A a=p=
90° y— 89 7°. For data collection, both crystal types were
plunged in reservoir solution supplemented with 10% (viv)
ethylene glycol before being snap frozen at 100 K in liquid
nitrogen.

2.2. Data Collection and Processing

X-ray diffraction data were collected at the European
Synchrotron Radiation Facility (Grenoble, France) at beam-
lines FIP-BM30A (CRP in the absence of Tat) and 1D23-2
(CRP in the presence of Tat) (Table 1). All collected data
were processed using XDS [28]. Molecular replacement was
performed for the two crystal forms using the program
AMoRe [29] and CRP pentamer as the search model (PDB
ID 1LJ7 [13]). The triclinic form was refined first to 2 A
resolution with four pentamers in the asymmetric unit. Crys-
tallographic refinement was performed with Refmac and
water molecules were added using Arp/Warp from the
CCP4i suite [30]. Manual corrections were performed with
the graphics software package TURBO-FRODO. The mono-
clinic form was determined in turn to 3 A resolution with
four pentamers in the asymmetric unit. Crystallographic re-
finement was performed with RefMac, using non crystallo-
graphic symmetry (NCS) restrains with tight restraints and
chain A as a reference. Both crystals showed similar solvent
contents of ~45%. The stereochemistry of the structures was
analysed using the Rampage program of the CCP41 suite. As
the triclinic form of CRP showed unassigned residual elec-
tron density, presence of ions in the crystal was suspected.
X-Ray fluorescence spectra were measured for the crystal or
individual solutions using the Rontec fluorescence detector
and the XNemo suite of FIP-BM30A beamline at ESRF.
Characteristic Zn emission lines were observed. New X-ray
diffraction data were collected from a triclinic crystal near
the Zn absorption K-edge (1.283 A) and anomalous differ-
ence Fourier maps were calculated using the CNS software
[31], allowing the unambiguous location of Zn ions in the
structure. Refinement of these zinc ions was performed
without any restraints of the bond distances with the sur-
rounding atoms using Refmac. Centromer distances between
pentamers were calculated using LSQKAB. Buried areas and
stability of the decameric interface were calculated using the
protein interfaces, surfaces and assemblies service PISA at
the European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/
msd-srv/prot_int/pistart.html) [32]. Figures were generated
using the PyMol software from Schrodinger.

168



Structure of Zinc-Containing CRP Decamers

Table 1. Refinement statistics.
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PDB ID 3PVO 3PVN
Protein CRP CRP/Tat
Beam line FIP-BM30A 1D23-2
Wavelength (A) 0.97969 0.87260
Data-collection statistics
Space group P2, P1

Unit cell parameters

a=97.6 b=143.2 c=161.2
a=p=90.0 y=89.7

a=79.3 b=96.4 o= 160.4
a=79.9 p="77.1¥=69.4

Data resolution

20-3A (3.08-34)

20-2A (2.05-24)

Completeness (%)

95.0 (92.6)

92.8 (94)

No. of unique reflections

86781 (12015)

275048 (19869)

Multiplicity 1.96 1.85
Tzl 6.7 (2.0) 9.7 (3.0)
Rym 0.153 0.062
% solvent 45.4% 44.7%
Refinement statistics
Work/test reflections 82032/4380 261507/13541
Ruvork/Reree (%0) 22.6/28.5 17.6/23.5

Asymmetric unit content

4 pentamers

4 pentamers

aminoacids 4120 4120
water molecules 250 3012
Ca*" ions 40 40
Zn*" ions 0 5
R.m.s.d. bond length (&) 0.022 0.024
R.m.s.d. bond angles ° 1.70 1.94

Ramachandran plot

Favoured region

Allowed region

Outlier region

3906 (95.7%)
154 (3.8%)
20 (0.3%)

3946 (96.7%)
122 (3.0%)
12 (0.3%)

2.3. Accession Numbers

The coordinates and the structure factors are deposited in
the Protein Data Bank (http://www.rcsb.org) with accession
numbers 3PVO and 3PVN. Statistics of the X-ray data for
all crystals are provided in Table 1.

3. RESULTS

The crystal cell of the 2.0 A triclinic structure obtained in
the presence of Tat contains 20 monomers of CRP organized
in four pentamers: P1 (chains A to E), P2 (chains F to J), P3
(chains K to O) and P4 (chains P to T) (Fig. 1A & 1B). Tat is
not visible in the electron density map. The structure of each

CRP monomer, as well as the arrangement of the monomers
within a pentamer, are very similar to those from the litera-
ture [11, 12] as structures can be superimposed with r.m.s.d
of 0.4 A on all Ca atoms. As previously described, the cal-
cium-binding sites of the B-face of each monomer within the

nentamer contain two caleinm ione 121 Ta facilitate the
peniamer contam two caiCium 10ns (125 10 racuitate e

comparison of our results with these published structures, we
conserved the numbering of the initial study [11] although it
did not take into account the first 18 residues of CRP.

In the asymmetric unit/crystal cell, CRP pentamers are
associated as symmetrical dimers of pentamers, resulting in
the formation of two decamers (P1 and P4, P2 and P3) (Fig.
1A & 1B). The decamer results from an intermolecular inter-
action of the two pentamers by the A-face, opposite to the
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calcium binding face, via a 2-fold non crystallographic
symmetry axis parallel to the interface but not coincident
with the 5-fold molecular axis of the pentamers (Fig. 1A).
This leads to a dimer of staggered pentamers, in which the
centers of the two pentamers are shifted ~35A one from the
other, and in which one monomer per pentamer (E, F, K and
R for pentamer P1, P2, P3, and P4, respectively) does not
participate to the interface (Fig. 1A). This shift results in a
tight interface of rather complementary structures (Fig. 1B),
as examplified by the total amount of buried area (~2000 A*
per pentamer) and the calculated stability of the dimer of
pentamer (AG=-13.3 kcal/mol), predicting a biological unit
according to PISA. Intermolecular interactions between pen-
tamers to form the CRP decamer involve primarily the re-
gion 170-190 of the monomers, around the a-helix of CRP of
the effector face, with equivalent determinants.

One monomer per pentamer (A, G, L and S for pentamers
P1, P2, P3 and P4, respectively) shows an extra density lo-
cated in a cleft at residue His38 on the A-face of the mono-
mer (Fig. 1C). X-ray fluorescence spectra were recorded in
turn and Zn ions were identified for the crystal and individ-
ual protein solutions but not for the crystallization buffer
(Fig. 2). Subsequent calculations of anomalous difference
Fourier maps clearly identified the observed extra density as
a bound Zn ion (Fig. 1D). This Zn(Il) ion shows a distorted
trigonal bipyramidal coordination that involves the imidazole
group of the His38 of this cleft and four water molecules,
with an average bond length of 2.1A coherent with Zn (Fig.
1E). On these four water molecules, three are bridging the
Zn(I1) ion to the main chain carbonyl of Ile174, Tyr175 and
Pro206 of the same monomer, and one bridges the Zn(II) ion
to the oxygen of the hydroxyl group of residue Ser181 from
the facing pentamer (Fig. 1E). Thus, two Zn(Il) ions are par-
ticipating to each decameric interface by bridging His38A to
Serl81T and His38S to Ser181B in the decamer P1-P4 (Fig.
1A and data not shown), His38G to Ser181M and His38L to
Ser181H in the decamer P2-P3 (data not shown). Anomalous
difference Fourier maps allowed us identifying another zinc
ion, present in a single monomer in the asymmetric unit (Fig.
1F and G). This zinc ion shows a tetrahedral coordination
involving the residue Asp60 of chain T, one water molecule,
and the Lys69 and Asp70 residues of the D chain of a crys-
tallographic symmetrical pentamer, thus participating to the
crystal packing (Fig. 1H).

As a control, we evaluated the structure of CRP for crys-
tals grown with the same protein concentration and in the
same crystallization conditions but in the absence of Tat. As
for the structure obtained from crystals grown in the pres-
ence of Tat, the structure of the monomer and of the individ-
ual pentamers were similar to those described in the litera-
ture [11, 12] and two calcium ions were observed in the cal-
cium binding site of each monomer. However, in contrast
with our data on the crystals grown in the presence of Tat,
this crystal form shows a rod-like packing with pentamer-
pentamer interactions between A-faces as well as between B-
faces (Supplementary Fig. 1). The pentamer-pentamer inter-
actions through the B-faces are crystallographic contacts, as
exemplified by the small amount of buried area (~460A? per
pentamer) and the positive free energy of the interface pre-
dicted by PISA (AG=2.1 kcal/mol), thus unfavorable for a
biological dimer. On the opposite, the pentamer-pentamer
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interaction through the A-faces is similar to the decameric
structure we observed earlier, with a rm.s.d of 1.16A on all
Ca atoms of the decamers (data not shown). However, this
interface does not involve any zinc ion, resulting in a de-
crease of the predicted stability of the decamer (AG of -8.4
kcal/mol).

4. DISCUSSION

The crystallization conditions in the absence or presence
of Tat both led to the formation of decamers, formed by the
interaction of two CRP pentamers through their A-face. CRP
decamers have already been detected in trace amounts in the
commercial solution we used in this study [33]. They have
also been described for CRP in physiological conditions that
are very close to the buffer we have used for CRP crystalli-
zation, and the formation of these decamers is dependent on
the presence of calcium ions in the concentration range we
have used [18, 34]. Moreover, the interaction of CRP with
complement factor H, one of its interactants during the cas-
cade of innate immunity reactions, seems to involve the de-
cameric form of CRP [34]. Noteworthy, SAP, another short
pentraxin, has also been described to be a pentameric protein
which can associate as a dimer of staggered pentamers.
However, these decamers of SAP form in the absence of
caleium [33, 35], and SAP aggregates in the presence of cal-
cium in vitro [36]. Thus, the presence of decamers and the
implication of cations in the pentamer-pentamer interaction
seem to be a common feature in the pentraxin family in gen-
eral, and for CRP in particular. Moreover, the dimeric inter-
face we observed between the two CRP pentamers was esti-
mated to be more stable when Zn(Il) ions participate to the
interface. Interestingly, the uptake of zinc by hepatic tissues
is associated with the increase of CRP production during
acute phase inflammation [37, 38]. Thus, the zinc ions that
we evidenced are likely representing a biological feature of
CRP that needs further investigations.

The dimer of CRP pentamers involving zinc ions, ob-
tained in the presence of Tat, differs from some decameric
structures of CRP described in the literature: two of these
decameric structures (1B09, 1LJ7) show that each pentamer
forming the decamer obey the same 5-fold molecular sym-
metry axis, and their relative orientation rotated only from
20° around this 5-fold axis [12, 13]. The A-A dimeric inter-
faces we have obtained are in fact close to a dimeric inter-
face present in another published CRP structure (1GNH)
[11]. However, this dimeric interface was assigned to a non-
biological crystal interface, and contained no zinc ions. The
fact that the decameric interface has been observed in two
different experimental conditions, in three different crystal
forms, and that it buries a large area (~ 2000 A” per pen-
tamer) with high free energies, suggests on the contrary that
this decameric interface is, in fact, a biological feature of
CRP. This is supported by another study demonstrating the
presence of CRP decamers involving a pentamer-pentamer
interaction through the A-faces of the CRP pentamers [18].
Although that study did not consider a pentamer-pentamer
interaction with staggered pentamers in the decamer, their
model suggested the importance of the region between resi-
dues 170 and 190 for the formation of the decamer [18]. In-
terestingly, 4 of the 5 H-bonds coordinating the zinc ion in
our structure are directly or indirectly involving this region.
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A face B face

Asp60T

Asp60T

Figure 1. Dimer of CRP pentamers in the presence of Tat. A: Front view of the same P1-P4 dimer of pentamer from the B-face of P1, per-
pendicular to the 5xfold NCS of each pentamer (blue and light green pentagons). NCS 2xfold symmetrical axis is depicted as dashed red ar-
row.

B: side view of the P1 (blue) - P4 (green) dimer of pentamer perpendicular to the 2xfold NCS axis (red oval). NCS 5xfold symmetrical axis
is depicted as blue and light green arrows for the P1 and P4 pentamers, respectively. For both figures, calcium and zinc ions are depicted by
black and orange spheres, respectively.

C: Zoom on the unassigned electronic density near to His38 of chain A (P1). The 2 f,-f, map is displayed at 16.

D: The anomalous difference Fourier map at the Zn edges at 16 (in green) is superimposed to the electronic density of figure 1C.

E: Localization and coordination of the zinc ion. Cyan spheres represent water molecules; black dashed lines display the penta-coordination
of the zinc ion (orange sphere); red dashed lines represent hydrogen bonds between water molecules and residues from the two pentamers P1
(chain A) and P4 (chain T).

F: Zoom on the unassigned electronic density near to Asp60 of chain T (P4). The 2 f,-f, map is displayed at 1c.

G: The anomalous difference Fourier map at the Zn edges at 16 (in green) is superimposed to the electronic density of figure 1F.

H: Localization and coordination of the zinc ion. Orange, cyan and gray spheres represent the zinc ion, the water molecules, and the calcium
ions that do not participate to the coordination, respectively; black dashed lines display the tetrahedral coordination of the zinc ion (orange
sphere). The crystallographic symmetric decamer (100) is displayed in yellow.
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To that matter, although the canonical sphere of coordination
for zine 1ons is generally considered as tetrahedral [39], our
structure clearly demonstrates a distorted trigonal bipyrami-
dal coordination for the zinc ions present at the pentamer-
pentamer interface (Fig. 1E). Penta-coordination (mostly
trigonal bipyramidal) occurs in fact in between 14% to 31%
of zinc-bearing proteins, with higher figures in catalytic pro-
teins where the zinc tend to be accessible to solvent mole-
cules [40].

Molecular modelling using X-ray and neutron scattering
on SAP have also suggested the presence of dimers of pen-
tamers in solution, involving the A-face of the pentamers,
but with a D5 point group symmetry [35]. This was not con-
firmed by X-ray crystallography, as the decameric form of
the crystal structure of SAP in the presence of a ligand
showed a decameric interface through the B-faces of the
pentamers, primarily due to the Ca*"-associated ligand
dAMP [41]. Moreover, CRP residue His38 is substituted by
an arginine in SAP, which fills most of the cleft [41]. A zinc-
mediated symmetric dimer of pentamers is thus unlikely to
occur for SAP.

Our results show that zinc ions are involved in the forma-
tion of dimers of CRP pentamers in crystals grown in the
presence, but not in the absence, of the HIV Tat protein. Zinc
ions were detected by X-ray fluorescence in both the CRP
and the Tat protein solutions (Fig. 2). This could be expected
as CRP has been shown to bind zinc in vitro [42] and Tat
contains a zinc-finger domain [43]. Thus, the zinc ion pre-
sent in the crystal could originate either from the CRP pro-
tein solution or from the Tat solution. One possibility is that
the zinc ions are added by the Tat solution that seems to con-
tain more zinc than CRP, and then settle in the cleft around
His38 of CRP. Another possibility is that one of the regions
of Tat with a strong biochemical signature [44] modifies the
physicochemical properties of the crystallization conditions,
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resulting in the stabilization of zinc ions naturally present in
the cleft of the CRP. In both cases, this cleft in CRP would
act as a trap for Zn ions. Interestingly, our data do not dem-
onstrate any significant rearrangement of the lateral chains of
the residues involved in the Zn(Il) binding in the structures
obtained in the presence and in the absence of Tat, suggest-
ing that zinc could participate in the stabilization of a de-
camer that can form anyhow. This is further suggested by the
fact that the decameric interface with zinc has been calcu-
lated using PISA as more stable than in the absence of zinc,
with AG of -13.3 kecal/mol and -8.4 kcal/mol, respectively.

Besides these structural and biochemical observations,
several lines of evidence also suggest that a physiological
role of this zinc-mediated interface could be considered.
First, during acute phase, zinc concentration increases in
hepatocytes [38], which is the cell type in which CRP is pri-
marily produced during acute phase [45]. Thus, CRP and
zine are located in the same cells at the same moment and
could therefore interact when the active production of CRP
occurs in vivo. Second, CRP exists in an equilibrium be-
tween pentamers and decamers in physiological conditions
but at low affinity (~20pM) [18]. The fact that zinc is pre-
dicted by PISA as stabilizing this decameric form suggests
that Zn could play a role in this equilibrium. Third, the cleft
of CRP containing the zinc ion implicated in the decameric
interface in our structure has been shown to be involved in
the interaction with the complement protein Clq [12, 14] as
well as for interaction with the membrane associated recep-
tors FeyRII [17]. Thus, this region of CRP is highly reactive
and could be the target of a zinc-mediated regulation, al-
though no study has yet evaluated the possible regulatory
role of zinc in these interactions. Fourth, a regulatory role for
a zinc-mediated dimeric interface has been shown for other
proteins from the innate immune response in humans, such
as IFNo2b and IFNP [46, 47]. For these molecules, the di-
meric forms have been proposed to be inactive, storage

+ Crystallization buffer
CRP (8mg/ml)
4 Tat (10mg/ml)

 crystal

Figure 2. X-ray fluorescence emission spectra of the crystal and the various solutions used for crystallization. Arrows are located at the en-
ergy where peaks were measured with a solution of 10mM ZnCl, (data not shown).
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forms of the proteins which would harbour their biological
activity as a monomer [46, 47]. Here, the decameric structure
of CRP masks the effector faces of the two pentamers and
this decamer is predicted to be stabilized by the presence of
Zn. Thus, a similar storage form of the zinc-mediated de-
cameric structure of CRP can be envisaged. This could re-
flect a more general role of zinc in regulating the acute phase
[48], in line with the ability of several acute-phase proteins
(«2-macroglobulin, ceruloplasmin) to bind zinc in vitro [49,
50]. Altogether, our results suggest that zinc could have a
physiological role in the regulation of CRP oligomerization
and/or function in vivo that needs further evaluation.

5. CONCLUSION

Our results show that CRP harbours a decameric confor-
mation in different crystal assemblies and cristallization con-
ditions. This gives a structural support to previous studies
that have described the presence of CRP as a decamer in
physiological conditions. Interestingly, in the presence of
Tat, this CRP decameric structure involves zinc ions located
in a cleft known to interact with the complement protein Clq
and with membrane associated receptors FeyR, implicated in
the CRP-mediated innate immune response and the CRP-
mediated opsonisation, respectively. The zinc ions present in
the decameric structure of CRP are naturally present in the
CRP protein solution, are involving a region important for
the function of CRP and are increasing the stability of the
decamer. Thus, this zinc-mediated decamers might have
functional consequences on the biological properties of CRP
which should be further evaluated.
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Abstract: Feline Immunodeficiency Virus (FIV) is a member of the Retroviridae family. It is the
causative agent of an acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) in cats and wild felines. Its
capsid protein (CA) drives the assembly of the viral particle, which is a critical step of the viral
replication cycle. Here, we determine the first atomic structure of full-length FIV CA to 1.9 A
resolution. The crystallized protein exhibits an original tetrameric assembly, composed of a dimer of
dimers which are stabilized by an intermolecular disulfide bridge induced by the crystallogenesis
conditions. FIV CA displays a standard a-helical CA topology with two domains, separated by a
linker shorter than for other retroviral CA. The f-hairpin motif at its amino terminal end, which
interacts with nucleotides in HIV, is unusually long in FIV CA. Interestingly, this functional p-motif
is formed in our construct in the absence of the conserved N-terminal proline. FIV CA exhibits a cis
Arg-Pro bond in the CypA-binding loop, which is absent in known structures of lentiviral CAs. Our
structure represents the first tri-dimensional structure of a functional, full-length FIV CA.

Keywords: Feline Immunodeficiency Virus; FIV; Capsid protein; Crystal structure

1. Introduction

Retroviruses are a major concern of public health in humans but also in animals. The Feline
Immunodeficiency Virus (FIV) is the causative agent of an acquired immunodeficiency syndrome
(AIDS) in felines [l with a prevalence rate up to 30% of domestic cats in some areas [> 3. FIV is a
member of the genus Lentivirus from the Retroviridae family ¥, which also contains Human
Immunodeficiency Virus (HIV), Equine Infectious Anemia Virus (EIAV) and Simian
Immunodeficiency Virus (SIV), among others. Due to their common biological characteristics such as
virion morphology, physiology and pathogenesis, FIV has been described as a useful non-primate
model for HIV infection, antiretroviral therapy and vaccine development. FIV could also be used as a
simple model for rational drug design for HIV 1571,

Like all infectious retroviruses, FIV genome contains the three genes gag, pol and env encoding for
the structural proteins, the viral enzymes and the envelope proteins, respectively ®l. The Gag
polyprotein is involved in the architecture of the viral particle [19. As for HIV and SIV (but not EIAV),
FIV Gag protein is myristoylated at its N-terminus ['-4], which allows its targeting to the plasma
membrane at the time of particle assembly ['*. During the maturation step of the virus life cycle, the
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FIV Gag polyprotein is cleaved by the viral protease into different subunits: the matrix protein (MA),
the capsid protein (CA), and the nucleocapsid protein (NC), with a spacer peptide p1l between the CA
and NC domains and a C-terminal peptide p2 .. The MA protein forms a layer that underlies the
viral envelope of the virion, which contains the CA cone-shaped core and the complex formed by the
NC and the RNA viral genome [51.

Retrovirus assembly is a critical step in the viral replication cycle and this process is driven by the
CA protein 7191 Indeed, CA protein forms a protective coat around the viral genome and its assembly
into a cone-shaped core is characteristic of a mature lentivirus. In fact, a virus particle without a
properly assembled cone-shaped core appears to be non-infectious [?l. Based on this observation, CA
protein is a promising therapeutic target for antiretroviral therapy against HIV 1211,

Previous crystallographic studies have determined the structure of full-length retroviral CA units
as dimer for EIAV 22 and dimer, pentamer or hexamer for HIV 12226, Such high-order oligomers are
necessary for the formation of a mature capsid core in the viral particle 27 281. Cross-linking agents and
antibody fragments have often been used to stabilize CA for crystallographic studies ! and CryoEM
studies have deciphered supramolecular assemblies of tubular and cone-shaped CAs 3. Despite low
sequence homologies, retroviral CA proteins harbor a rather similar a-helical topology, with two
domains, the amino-terminal domain (NTD) and the carboxy-terminal domain (CTD) connected by a
flexible linker 22 21 This linker plays an important role in the relative flexibility of the CAnm and
CAcm during the assembly of CA proteins into pentamers or hexamers 25 2. A highly conserved
sequence is observed amongst all retroviral CA proteins, called the major homology region (MHR),
while the rest of the sequence is less conserved between retroviral species. This MHR is required for
the correct folding and stability of the CActo domain and thus is essential for viral replication 3321,

So far, only the structure of the CTD domain of FIV CA has been described 3. To better
understand the molecular and structural specificities of this protein, we determined its crystal
structure at 1.9 A resolution and observed original features when compared with other lentiviral CAs
such as HIV and EIAV. Functional consequences will be discussed.

2. Materials and Methods
2.1. Construction of recombinant plasmid encoding the FIV capsid protein

The full-length native FIV capsid protein was amplified by polymerase chain reaction on the
plasmid p34TF10 (Petaluma strain) as described 4. A truncated form of the CA protein in its C-
terminal end of 11 amino acid residues with a mutation of Prol in Thrl (p24EACP-T) was then
constructed by PCR wusing the same protocol and a pair of primers, 5-
AGGATCCAATAGAAGGACGAACTATTCAAACAGT-3’ and 5'-
TGAATTCTCATATTTCTTGACAAGCCCTCAAC-3’, where the ProlThr mutation and the introduced
stop codon are shown in bold and underlined, respectively. The ProlThr mutation was introduced to
allow the removal of the 6xHis tag by the Factor Xa protease, which removes all the amino acid of the
cleavage site, allowing to have an intact N-terminus of the protein of interest. However, Factor Xa is
not active when the first amino acid after the cleavage site is a proline residue. The product was
digested with BamHI and EcoRI and then ligated into the BamHI/EcoRI sites of the vector pRSET-B
(Invitrogen) to form the recombinant plasmid pRSET-p24EACP-T encoding the FIV CA protein with a
6xHis tag at its N-terminal end.

2.2. Expression and purification of FIV CA protein

Escherichia coli cells (BL2I (DE3) pLysS, Novagen) transformed with pRSET-p24EACP-T were
grown in Lysogenic-Broth medium (Sigma) supplemented with 50 mg/ml of ampicillin, at 37°C. Cell
density was monitored by measuring the optical density at 600 nm (ODsw). When cells reached an
ODso value between 0.3 and 0.4, the expression of CA protein was induced by the addition of IPTG
(Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside, Euromedex) to a final concentration of 1 mM. Expression
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was carried on for an additional 20 h at 25°C, then cells were harvested by centrifugation and the
pellets were stored overnight at —20°C.

Purification of CA protein was performed by nickel affinity chromatography as for the native CA
protein B4. Briefly, the lysate was clarified by centrifugation at 10 000 g for 45 min, and the
supernatant was filtered through a 0.45 pum membrane. Purification of the protein from the
supernatant was done by batch incubation Ni>*-TED resin (Macherey-Nagel) followed by loading onto
a gravity column. The column was washed three times with LEW buffer (50 mM NaH:POs, 300 mM
NaCl, pH8.5), and the elution was then performed with LEW buffer containing 50 mM of imidazole.

The concentration of CA protein was quantified by spectrophotometry at 280 nm, using a
Nanodrop (ThermoFischer). The purity of the protein was evaluated by SDS-PAGE analysis. Buffer
exchange, using Vivaspin ultrafiltration devices (10 kD MWCO, Sartorius), was performed against
HEPES/NaCl Buffer (50 mM HEPES pH 6.5, 100 mM NaCl).

2.3. Removal of the 6xHis tag

To remove the 6xHis tag, purified CA protein in HEPES/NaCl buffer was digested overnight with
16U of Factor Xa (Qiagen) per mg of CA protein, at 19°C. After proteolysis, the tag-free protein was
obtained by loading the sample on a Ni-NTA centrifugation column (Proteus) according to the
manufacturer’s protocol, and collecting the flowthrough. Purified CA proteins were then concentrated
to 7 mg/ml using a Vivaspin centrifugal concentrator (10 kD MWCO, Sartorius).

2.4 Crystallization of the FIV CA protein

Screening of crystallization conditions was performed in 96-well plates using a Mosquito
nanopipetter and commercial crystallization screening kits (Hampton Research and Qiagen) with the
sitting drop procedure. FIV CA protein at 7 mg/mL in HEPES/NaCl buffer crystallizes in the presence
an equal volume of 0.2 M magnesium sulfate, 20% PEG 4000, 10% glycerol (condition E11 of the
Qiagen PEGs II Suite) supplemented with 10% DMSOQ final. Using these conditions with the hanging
drop technique and drops of 1 ul of protein with 1 pl of crystallization conditions, plate-shaped
crystals grew within fifteen days. Due to the presence of 10% glycerol in the crystallization solution,
the cryoprotection step was dispensable and crystals were directly flash frozen in liquid nitrogen prior
to data collection.

2.5. X-ray data collection and structure determination

X-ray data were collected at best to 1.9 A resolution at the European Synchrotron Research
Facility (ESRF) beamline ID30-B (Grenoble, France) at 100K with a wavelength of 0.99187 A and a
PILATUS 6M-F detector. Crystals belong to monoclinic space group C2 with cell dimensions a=122.2
A, b=74.6 A, c=77.0A, a=y=90.0°, = 128.7°. Indexation and scaling were performed using XDS and
XSCALE programs 1. The structure of FIV CA protein was determined by molecular replacement
using the program MrBUMP ¥ of the CCP4 program suite 1¥] and the structures of Relik (Rabbit
Endogenus Lentivirus) CAnto fragment (PDB ID: 2XGU) B8l and FIV CAcrp fragment (PDB ID: 5DCK)
133 as search models. One solution was found with two monomers in the asymmetric unit and an R-
factor of 48%. The crystallographic refinement was performed with PHENIX [¥I. A few residues in the
[-hairpin, the cyclophilin binding loop and the C-terminal end were built manually using WinCOOT
41 and 6 molecules of glycerol were positioned in the electron density maps. The structure was refined
to a final Rwork of 19 % and Riree 0f 22.5% and statistics of the X-ray data are showed in Table 1. It shows
a good geometry with 98.1% in preferred regions, 1.9% in allowed regions, and no Ramachandran
outliers. The omitmap around the cis-peptide of the CypBL loop was generated using the PHENIX
software with the annealing method on residues 88 to 92 from chain B. Figures were generated using
PyMol (Schrodinger) 411,
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Table 1. Summary of X-ray data collection and refinement statistics. Values in parentheses are

for the highest-resolution shell.

Data collection FIV CA
Space group C121
Unit cell poarameters
a, b, c(A) 122, 74, 77
o By () 90, 128, 90
Resolution range (A) 59.7 - 1.90 (2.01 - 1.90)
Rsym (%) 3.54 (25.8)
/ol 16.42 (3.33)
Completeness (%) 91.2 (93.0)
Redundancy 2.38
Refinement
Resolution range (A) 59.7-19
Number of unique reflections 39142
Rwork (%) 19
Réree (%) 22.5
Number of proteins atoms 3330
Number of water/glycerol 697/6
Mean B-factor (A2) 229
Coordinate deviations )
RMSD bond lengths (A) 0.007
RMSD angles (°) 0.857
PDB ID 5NA2
3. Results

3.1. Asymmetric unit and crystal packing

The 1.9 A crystal structure of FIV CA was determined in the monoclinic space group C2 with two
monomers in the asymmetric unit. The two chains (chains A and B) are quasi equivalent in structure
and can be superposed with a Root-Mean-Square Deviation (RMSD) of 0.63 A on all Ca pairs.

FIV CA appears to be organized as a dimer of dimers in the crystal (Figure 1a), which assembly is
predicted to be stable in solution according to the PISA server for detection of biological oligomers 1421,
The A-B dimer (Figure 1b) of the asymmetric unit is related with its symmetrical counterpart A'-B' via
a 2-fold crystallographic axis to form a tetramer A-B-A'-B' (Figure 1a).
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Figure 1. Crystal-packing interfaces and assembly of FIV CA. (a) Tetrameric packing of FIV CA
protein (chain A: yellow, chain B: green, chain A’: bleu and chain B’: pink). (b) Dimer A-B in the
asymmetric unit. The disulfide bridge between chains A and B is labeled with an arrow.

Dimeric CA interfaces have been described for other lentiviruses: for EIAV (PDB ID: 2EIA) 122, the
CAnm from one monomer is interacting with the CAnm from the second monomer in a head-to-tail
orientation, resulting in free CAcros in opposite directions in the dimer. For HIV (PDB ID: 3NTE) 3],
the CAnm from one monomer (helices al and a2) is interacting with the CAcm from the other
monomer (helices 310 and a9), also resulting in a head-to-tail dimer.

In our FIV CA structure, the dimer A-B of the asymmetric unit contains the two CA monomers in
a head-to-tail orientation (Figure 1b). The FIV CAntm of one monomer interacts through loop L4
(between a3 and a4, Figure 2) with the loop L12 (between al0 and all) of the CAcm of the other
monomer. The average buried surface area in this dimer is ~1100 Az per monomer, with a calculated
AG of -21.1 kcal/mol. This interface is further stabilized through interactions between the tips of al of
each FIV CAnm (Figure 1b).

Intriguingly, the two monomers in the asymmetric unit are covalently linked by a disulfide
bridge between the Cys61 of each CA monomer (Figure 1b). However, SDS-PAGE in non-reducing
conditions (Figure S1) and mass spectrometry experiments (data not shown) demonstrate the absence
of covalently linked monomers in the protein solution used for crystallogenesis experiments. This
suggests that this disulfide bridge is a crystallization artifact which likely stabilized the dimer.

3.2. The crystal structure of full length FIV CA

Despite having a low sequence similarity with HIV and EIAV (29% and 39%, respectively), the
general fold of FIV CA is similar to that of these lentiviruses with an a-helical, two-domains structure
(Figure 2). FIV CA~rtp consists of a 12-residues long 3-hairpin followed by 7 a-helices (numbered al to
a7) and contains a cyclophilin-binding loop (CypA-BL in loop L5), which is well defined in the
electron density maps. FIV CAcro follows a short flexible loop (loop L8) linking the two domains, and
contains 4 a-helices (a8 to a1l) including the highly conserved major homology region (MHR) which
is present in all retroviral CA and essential for viral replication.
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Figure 2. Secondary structures and ribbon diagrams of full-length FIV CA monomer. Helices
are colored blue-to-red from N- to C-terminus with helices numbered sequentially from a1 to all. The
[-hairpin is colored in pink and the cyclophilin A-binding loop in purple. The L8 loop, corresponding
to the linker between CA~tp and CAcro, is labeled with a black star.

3.3. Comparisons with known structures of lentiviral CAs

Structural comparisons of FIV CA with full-length HIV and EIAV CAs show that the orientation
of the CAcr with respect to the CAnm is different in FIV CA (Figure 3). These two domains are close
to each other, making the FIV CA structure more compact than what is observed for HIV and EIAV
(Figure 3). This feature is due to the small linker between FIV CAnt and CAcr. Still, CAsnmo and
CAscio can be superposed separately between FIV, HIV and EIAV with an RMSD between 0.5 and 1 A
on Ca pairs (data not shown), demonstrating the global conservation of the lentiviral CA fold in FIV
CA. Similarly, a low RMSD value (0.5 A) is obtained when superposing our FIV CAcm with the
recently solved FIV CAcrp fragment 21,
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CAcrp —

Figure 3. Structural comparison of retroviral capsid protein: (a) FIV in yellow, (b) HIV in teal
(PDB ID: 3NTE 1) and (c) EIAV in green (PDB ID: 2EIA 221). $-hairpins are circled in red and CypA-
BLs are shown with an arrow.

In more details, the first 12 N-terminal residues of FIV CA consist in a (3-hairpin motif, which
appears longer than that of HIV (Figure 3b). This region is not observed in EIAV CA (Figure 3c).
Another difference concerns the CypA-BL of the NTD, which appears to be smaller in our FIV CA
structure (Figure 3a, arrow) compared to other retroviral CA proteins such as HIV (Figure 3b).

Noteworthy, the CypA-BL in FIV CA contains a cis Arg89-Pro90 peptide bond in both chains in
the asymmetric unit, which is 100% in cis-conformation (Figure 4). This has no equivalent in published
HIV, EIAV or Relik CA structures.

Figure 4. Omitmap of FIV CA cis Arg89-Pro90 peptide bond from chain B CypA-BL, contoured
at 10. The oxygen and nitrogen atoms are shown in red and blue, respectively.

As concerns the CTD, Cys190 and Cys210 show an alternate conformation resulting in the
formation of an intramolecular disulfide bridge with an occupancy of about 75%, which is absent in
the published structure of FIV CActp [%3. The 310-helix which is observed in the HIV CActp between o7
and a8 13 appears to be replaced by an a-helix (numbered a7’) in our FIV CA full-length structure
(Figure 2).

4. Discussion

To define the specificity of the molecular mechanisms underneath FIV assembly, we investigated
the structure of FIV full-length CA protein and compared it with structures of other retrovirus CA

181



proteins. FIV CA protein is mostly composed of a-helices, like the CA protein of other retrovirus,
confirming that the overall a-helical fold of CA protein is highly conserved among retroviruses.

During the assembly, retroviral CA proteins assemble into pentamers and hexamers #+ 41 to form
a cone-shaped core, but no pentameric or hexameric assemblies were observed for our FIV CA
structure.

The crystal structure of FIV CA contains one dimer of CA protein (chains A and B) in the
asymmetric unit. This dimer is probably not functional since the N-terminal ends are oriented in
opposite directions while they should be oriented in the same way for proper interaction with the FIV
matrix protein (MA). Moreover, this dimer is covalently linked by a disulfide bridge between the
Cys61 of each monomer. We showed that this disulfide bridge is a crystallization artifact as it is absent
from the protein solution used for crystallogenesis. This is coherent with the observation that Cys61 is
not involved in disulfide bridges in functional FIV CA L. This crystallization artifact is likely due to
the presence of dimethyl-sulfoxide (DMSO) in the crystallization condition. Indeed, DMSO has been
reported to promote oxidation of thiol into disulfide at low pH and room temperature “ol. The
presence of this artifactual disulfide bridge may have helped stabilizing the CA dimer in the
asymmetric unit during crystallization process, resulting in the formation of FIV CA crystals which
were not obtained in the absence of DMSO (data not shown). However, as a drawback, the formation
of this bridge might also have stabilized the FIV CA dimers in non-relevant interfaces and/or impaired
the formation of high order oligomers (pentamers, hexamers) which are necessary for the formation of
the retroviral capsid. Crystallogenesis experiments in the absence of DMSQO are therefore currently
pursued to identify unambiguously the functional oligomeric interfaces.

We observed that Cys190 and Cys210, which are conserved in retroviral CAs, form an intrachain
disulfide bridge in 75% of the proteins in the crystal for both chains of the asymmetric unit. This
cysteine bond was absent in the isolated FIV CAcmp structure 3. Although it might have been
promoted by the presence of DMSO in our crystal, the presence of this cysteine bond is in agreement
with biochemical studies who reported that cysteines Cys190 and Cys210 are involved in an intrachain
disulfide bound which is necessary for FIV capsid assembly and FIV infectivity [¥l. Moreover, this
cysteine bond is highly conserved across several retroviral CA proteins, from HIV to EIAV 2241 Thus,
this structural feature is probably relevant for the biology of FIV CA.

As expected from biochemical data '), the last free cysteine of FIV CA, Cys121 (from a7’), is not
involved in any cysteine bond. Interestingly, the sulfur atom of this cysteine participates to a cluster
with sulfur atoms of Met51 (from a4) and Metl00 (from a6). These three sulfur atoms show an
intriguing feature, as they are aligned and distributed at 4 A one after the other (data not shown). This
distribution is unique to FIV CA as other retroviral do not harbor a cysteine residue homologous to
FIV Cys121, but its function (if any) remains to be determined.

However, the FIV CA monomeric structure that we have obtained harbors important features to
understand FIV assembly. For example, FIV CA contains at its amino-terminal end a (3-hairpin motif
(Figure 5). This motif could be expected as it has been shown to be required for the formation of the
HIV capsid core particle since it participates directly in intermolecular CA—CA interactions 2% 4. In
our structure, this (-hairpin seems to adopt a conformation which corresponds to the “open”
conformation described for HIV-1 CA protein 1?6 which might be important for the import of ANTP in
the virus core during reverse-transcription.
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Figure 5. Details of the N-terminal B-hairpin of FIV CA. Superposition of FIV CANTD (yellow)
and HIV CANTD in its “open” conformation (teal, PDB ID: 5SHGL [2l). A detailed view of the boxed
region (right panel) shows the salt bridge of HIV Prol with Asp51 (top) and FIV Thrl with Asp50
(bottom).

The Prol of CA has been described as essential for the formation of this N-terminal -hairpin in
HIV CA #I. Interestingly, this proline is conserved in most lentiviral CA protein such as HIV, SIV and
EIAV, which probably reflects a key function for viral replication. So far, the functional role of this
proline has been attributed to the formation of the p-hairpin. However, the Prol into Thrl mutation
that we have introduced in FIV CA for practical reasons (described in the materiel and method
section) did not impair the formation of the $-hairpin nor the assembly of FIV CA in vitro (Figure S2).
Moreover, the salt bridge between the terminal NH?* group of Prol and the side chain carboxyl group
of Asp51, which stabilizes this motif in HIV ¥, has an equivalent in our FIV CA structure. Indeed, we
observe a salt bridge between the terminal NH?* group of Thrl and the side chain carboxyl group of
Asp50 (Figure 5), with about the same bond length than that observed for the Pro-Asp salt bridge in
HIV CA (2.6 A vs 2.8 A, respectively). Studying the functionality of this mutant ProlThr CA mutant
for FIV or HIV replication is beyond the scope of our article but could help understanding if the key
function of this proline is indeed to induce the formation of the -hairpin (which is not suggested by
our data) or if its main role is for the Gag precursor to adopt the best conformation at the MA-CA
junction for efficient protease cleavage during maturation.

The CypA-BL present in all retroviral capsid protein is also observed in the FIV CAnrp.
Interestingly, we could detect the presence of a cis Arg89-Pro90 peptide bond (Figure 4) in FIV CA
CypA-BL. As CypA is a cis-trans peptidylprolyl isomerase with a strong specificity for cisPro 15, the
presence of this cis-proline could explain why the Pro90 residue has been shown to be essential for the
binding of cyclophilin A to FIV CA *ll. Notably, no cisPro has been observed in the structures of HIV
CypA-BL.

The last two residues of the CActo domain are not defined in the electron density. This confirms
the high flexibility of the C-terminal end of FIV CA protein, which we had already truncated by 11
residues to avoid problems with crystallogenesis. This C-terminal end might be flexible to allow the
correct conformation of the CA-NC cleavage site of the Gag poplyprotein, as what was hypothesize
for the flexibility of the FIV MA C-terminus in the MA-CA cleavage process %21,

Altogether, our results show that the various domains which have been involved in key functions
of retroviral CA, or which have been observed as important for FIV replication, are present in our FIV
CA structure although with their own specificities.
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5. Conclusions

We determined the first atomic structure of full-length FIV CA to 1.9 A resolution. The
monomeric FIV CA is a functional capsid protein and displays a standard a-helical CA topology with
a short linker between its N- and C-terminal domains. FIV CA also harbors original features like its cis
Arg89-Pro90 bond, which is visible for the first time in the structure of a retroviral CA. Moreover,
despite the absence of the conserved N-terminal proline in our FIV CA construct, the amino-terminal
[-hairpin motif is formed in a similar conformation than that of HIV CA, although it is longer in FIV
CA. How these features play a role in the differences observed in CA assembly in vitro 0 13 remains
to be determined by the elucidation of the structure of high-order oligomers of FIV CA. Altogether,
the crystallographic structure of FIV CA represents, in its monomeric form, a functional capsid protein
with original features when compared to HIV and EIAV.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/link.
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Figure S1: Absence of a disulfide bridge between CA monomers in solution. One microliter of FIV CA protein
was loaded in presence (+ BME) or absence (- BME) of reducing agent 3-mercaptoethanol on a SDS-PAGE
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Figure S2: Analysis of FIV CA protein by Dynamic Light Scattering (DLS). Assembly kinetics of FIV p24EACP-
T protein at 7 mg/mL in presence of NaCl 1M B4,
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Etudes fonctionnelle et structurale de deux protéines rétrovirales d’intérét
thérapeutique : la protéine Tax du virus HTLV et la protéine de capside du FIV.

Les rétrovirus sont un enjeu de santé publique, aussi bien humaine qu’animale. La
compréhension des déterminants structuraux sous-jacents a la fonction de leurs protéines
constitue une étape essentielle dans le développement de stratégies antirétrovirales efficaces.

Ce manuscrit porte sur 1I’étude des bases structurales des mécanismes moléculaires impliqués
dans les fonctions clés des rétrovirus que sont 1) la régulation de 1’expression des protéines de
rétrovirus complexes et ii) ’assemblage des particules virales, a travers I’étude de deux
protéines rétrovirales d’intérét thérapeutique : la protéine Tax du virus T-lymphotrope humain
(HTLV) et la protéine de capside du virus de I'immunodéficience féline (FIV). L’étude
structurale de ces deux protéines d’intérét et la compréhension des mécanismes moléculaires
nécessaires a leurs fonctions permettraient d’ouvrir la voie a la conception de nouvelles
stratégies antirétrovirales.

Malgré de nombreux tests d’expression et de purification, 1’étude structurale de la protéine
Tax du HTLV n’a pu étre réalisée, en raison de son insolubité. Cependant, ce travail doctoral
a permis de résoudre, pour la premicre fois, la structure cristallographique de la protéine de
capside entiere du FIV. Bien que cette dernicre adopte un repliement similaire aux autres
capsides rétrovirales dont la structure est connue, elle présente également des spécificités
structurales dont les conséquences fonctionnelles seront discutées.

Functional and structural studies of two retroviral proteins of therapeutic
interest: the HTLV Tax protein and the FIV capsid protein.

Retroviruses are a major concern of public health in humans but also in animals. A better
understanding of the structural determinants underlying the functions of retroviral proteins is
a crucial step for the development of efficient antiretroviral therapies.

This manuscript studies the structural basis of the molecular mechanisms implicated in key
functions of retroviruses such as, 1) the regulation of complex retroviruses protein expression
and ii) the assembly of viral particles, through the study of two retroviral proteins of
therapeutic interest: the human T-lymphotropic virus (HTLV) Tax protein and the feline
immunodeficiency virus (FIV) capsid protein. The functional and structural studies of these
two proteins and the understanding of the molecular mechanisms required for their functions
will pave the way to the conception of new antiretroviral therapeutic strategies.

Despite several expression and purification assays, no structural studies could be performed
for the HLTV Tax protein. However, this study allowed the resolution of the first structure for
the full-length FIV capsid protein by X-ray crystallography. Although the FIV capsid protein
displays a standard a-helical topology like other retroviral CAs, it also harbors original

features whose functional consequences will be discussed.
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